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RESUMEN

Generacion, analisis e integracion de datos moleculares para su
aplicacion en el control de enfermedades parasitarias: construccion de
nuevas plataformas bioinformaticas

Resumen

El parasito Echinococcus canadensis G7 (filo Platelmintos, clase Cestoda) es uno de los
agentes causantes de la echinococcosis, zoonosis cronica que afecta tanto a los seres humanos como a
mamiferos domesticos y silvestres, y considerada una enfermedad prioritaria por la Organizacion
Mundial de la Salud. A pesar de su gravedad e incidencia en el mundo ain no se dispone de datos
gendmicos o herramientas terapéuticas y de diagndstico eficaces para el tratamiento de la infeccion.

La informacion presentada en esta tesis permite comprender caracteristicas bioldgicas de esta
especie y provee informacion que puede ser utilizada para el disefio de nuevas herramientas de control.
En este trabajo se secuencid, ensambl6 y anoto el genoma de 115 Mb de E. canadensis G7. Se
identificaron 11435 genes y mediante analisis de ortologia se determinaron 881 grupos de genes
especificos de cestodos y 581 grupos especificos del género Echinococcus. Estos analisis permitieron
identificar genes que podrian ser nuevos blancos terapéuticos. Este es el primer trabajo de gendmica
comparativa entre las especies de Echinococcus, y mediante el cual se determind un alto grado de
variabilidad genética entre E. canadensis G7 y E. granulosus G1, a pesar de que ambas especies
pertenecen al complejo E. granulosus sensu lato y presentan un fenotipo similar del estadio de
metacestodo. Los andlisis filogenéticos basados en el andlisis de SNPs de genomas completos
confirmaron a E. canadensis G7 como una especie diferente respecto a E. granulosus G1. Asimismo,
se identificaron SNPs en genes del metabolismo de Echinococcus que podrian tener un impacto en su
funcion. La validacion de SNPs permitié desarrollar nuevos marcadores moleculares nucleares para
diferenciar las especies de Echinococcus que infectan a animales y al hombre en Argentina, y
complementan a los marcadores mitocondriales y ribosomales utilizados. Ademas, se analizaron tres
caracteristicas epigenéticas particulares: la distribucién de islas CpG, el sistema de metilacion del
ADN y componentes de la via de pequefios ARN basados en el andlisis estructural proteina-ARN. Los
resultados sugieren que Echinococcus posee mecanismos de regulacion génica aun desconocidos y
diferenciales entre las especies. Por otra parte, el estudio del uso de codones de Echinococcus reveld
que la principal fuerza evolutiva que moldea su uso es la seleccion. Si bien se identificaron codones
que son utilizados mas frecuentemente no se encontraron diferencias entre las tres especies de
Echinococcus.

Los datos generados en esta tesis contribuyeron a la construccién de la base de datos
WormBase ParaSite (https://parasite.wormbase.org/), especializada en parésitos platelmintos y
nematodos y del Nodo Bioinformatico IMPaM (http://impam2.fmed.uba.ar/) en el que se
implementaron herramientas especializadas para el analisis de cestodos. La disponibilidad de un nuevo
genoma es fundamental para entender la biologia de un organismo patdgeno, y mas aun en aquellos
con limitaciones para su mantenimiento y manipulacion en el laboratorio.

Palabras clave: Echinococcus, genoma, SNPs, parasitos helmintos, gendmica
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ABSTRACT

Generation, analysis and integration of molecular data for the
application in the control of parasitic diseases: construction of new
bioinformatics platforms

Abstract

The parasite Echinococcus canadensis G7 (phylum Platyhelminthes, class Cestoda) is one of
the causative agents of echinococcosis, a chronic zoonosis that affects humans and domestic and wild
mammals and is considered a priority disease by the World Health Organization. Despite its severity
and incidence worldwide, neither genomic data, nor diagnostic and therapeutic tools for the treatment
of infection are yet available.

The information presented in this thesis provides the understanding of biological features of
these species and valuable information that can be used for the design of novel control tools of these
parasites. In this work, the E. canadensis G7 genome of 115 Mb in size was sequenced, assembled and
annotated. A total of 11435 genes were identified which were classified into 881 cestode-specific
groups of genes and 581 Echinococcus genus-specific groups of genes using orthology analysis. These
analyses allowed the identification of genes that could be new drug targets. This is the first work
performing comparative genomics analysis among the different Echinococcus species. The study of
genetic variability among the Echinococcus species revealed a high degree of variability between E.
canadensis G7 and E. granulosus G1, even though both species have similarities in the phenotype of
the metacestode stage and belong to the E. granulosus sensu lato complex. Phylogenetic analyses
based on whole genome SNPs analysis confirmed E. canadensis G7 as a different species from E.
granulosus G1. SNPs were also identified in Echinococcus metabolic pathways genes suggesting that
they could have an impact on their function. The SNPs validation allowed the identification of regions
that work as new molecular markers to distinguish among the Echinococcus species that infect animals
and humans in Argentina; and complement the mitochondrial and ribosomal markers that are currently
used. Furthermore; three particular epigenetic features were analysed: the distribution of CpG islands,
the DNA methylation system and the small RNA pathway components based on structural protein-
RNA analysis. The results suggested that Echinococcus species have unknown gene regulation
mechanisms with some differences among the species. In addition, the study of codons usage bias of
Echinococcus revealed that the main evolutionary force shaping the codon usage is selection. Although
there are codons that are more frequently used than others, no differences among the three
Echinococcus species were found.

The data reported in this thesis contributed to the construction of the WormBase ParaSite
database (https://parasite.wormbase.org/), specialized in Platyhelminthes and nematodes parasites and
the IMPaM bioinformatics node (http://impam2.fmed.uba.ar/) in which specialized tools were
implemented for the analysis of cestodes genomes. The availability of a new genome is essential to
understand the biology of any pathogenic organism, mainly in those having limitations for the
mantainance and manipulation in the laboratory.

Keywords:  Echinococcus, genome,  SNPs,  helminths  parasites,  genomics.
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Abreviaturas

°C: grados Celsius

Hg: microgramos

pl: microlitro

HM: micromolar

3’UTR: regidn tres prima no traducida, del inglés three prime untranslated region

3p: brazo tres prima del precursor de miARN

5p: brazo cinco prima del precursor de miARN

ACP: analisis de componentes principales

ADN: &cido desoxirribonucleico

AED: Distancia de edicion de anotacidn, puntaje de la métrica que determina la
confiabilidad de un modelo génico, del inglés “Annotation Edit Distance”

Ago: proteina Argonauta

ARN: &cido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

ARNr: ARN ribosémico

ARNLt: ARN de transferencia

Arom: aromaticidad

ATAC-seq: ensayo de cromatina transposasa accesible mediante secuenciacion

BLAST: herramienta de alineamiento local, del inglés “Basic Local Alignment Search
Tool”

CALl: indice de adaptacion de codones, del inglés “codon adaptation index”

CBI: indice del sesgo de codones, del inglés “coddn bias index”

Cc: componente celular

CDS: secuencia codificante, del inglés coding DNA sequence

CGls: islas ricas en contenido CG

CNVs: variaciones en el nimero de copias, del inglés “Copy number variants”

COX1: citocromo oxidasa subunidad 1

COA: andlisis de correspondencia

Contig (contiguos): conjunto de lecturas de secuenciaciador que se han podido ordenar
para formar un segmento continuo de secuencia en base al solapamiento de sus

extremos y que juntos representan una region consenso de ADN
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CP: componente principal

CpG: par de nucledtidos de C y G adyacentes unidos por enlace fosfodiéster
ChIP-seq: inmunoprecipitacion de cromatina seguida de secuenciacion

DALY: afios de vida ajustados en funcién de la discapacidad, del inglés “Disability-
Adjusted Life Year”

DNMT: ADN metil transferasa, del inglés “DNA methyltransferase”

DPM: del inglés “dolicol fosfato manosil transferasa”

EMBOSS: del inglés “European Molecular Biology Open Software Suite”

ENA: del inglés “european nucleotide archive”

ENc: nimero efectivo de codones, del inglés “effective number of codons”

ER: reticulo endoplasmatico

ERAD: reticulo endoplasmatico asociado a la degradacién de proteinas, del inglés
“Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation”

EST: marcador de secuencia expresada, del inglés “Expressed sequence tag”
e-valor: valor esperado

Fm: Funcion molecular

Fop: frecuencia 6ptima de codones

FTP: Protocolo de Transferencia de Archivos, del inglés de “File Transfer Protocol”
g: gramos

Gap: (hueco); lugar en la secuencia de ADN donde no se cuenta con informacién de las
bases que hay en esa posicion.

GO: ontologia génica, del inglés “gene ontology™

GPCRs: receptor acoplado a proteina G, del inglés “G protein coupled receptor”
GPI: glicosilfosfatidilinositol

Hf: hidrofobicidad

Hsp: proteinas de golpe térmico, del inglés “Heat shock protein”

InDel: del inglés “insertions/deletions”

JTT: modelo de Jones-Taylor-Thornton

kb: kilobases

log: logaritmo

LTR: del inglés “Long Terminal Repeat”

M: molar

Mb: megabases

MBD: del inglés “Methyl binding domain”



ABREVIATURAS

MCL.: del inglés “Markov Cluster algorithm”

MeCP2: del inglés “methyl-CpG binding protein 2

Metilseq: secuenciacion del ADN metilado

microARN: microARN

min: minutos

miRNA: microARN maduro

miRISC: complejo silenciador inducido por miARN, del inglés “miARN-induced
silencing complex™

mm: milimetros

NCBI: del inglés “National Center for Biotechnology Information”

ng: nanogramos

NGS: Secuenciacion de dltima generacion, del inglés “Next Generation Sequencing”
nt: nucleotidos

P: probabilidad de error

P1: contenido de GC en la primera posicion de codones sinénimos (GC1s)

P12: contenido de GC en la primera y segunda posicion de codones sinénimos (GC12s)
P2: contenido de GC en la segunda posicion de codones sinénimos (GC2s)

P3: contenido de GC en la tercera posicion de codones sinonimos (GC3s)

PAIR: puncion, aspiracion del contenido, inyeccion agente escolicida, reaspiracion del
contenido de un quiste hidatidico

pb: pares de bases

Pb: Proceso biologico

PBS: solucién amortiguadora fosfato salino, del inglés “phosphate-buffered saline™
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés “polymerase chain reaction”

PS: protoescolices

pH: potencial hidrogeno

Phred: escala del valor de calidad de lecturas de secuenciacion. Se define como:
Phred(Q) = - 10 log (probabilidad de error).

piARN: ARNSs asociados a Piwi

PR2: del inglés ““parity rule 2”

Pre-miARN: precursor de microARN

Pri-miARN: microARN primario

PTGS: de inglés “PosTranscriptional Gene Silencing”

p-valor: valor de probabilidad
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gPCR: reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa, del inglés “quantitative
polymerase chain reaction”

RBH: mejor hit reciproco, del inglés “Reciprocal best hit”

RNAseq: secuenciacion de alto rendimiento del ARN, del inglés “RNA sequencing”
RSCU: frecuencia relativa del uso de codones, del inglés “Relative Synonymous Codon
Usage”

RT: retrotranscripcion

SAM: S-adenosil metionina

Scaffold: conjunto de contigs ordenados y orientados en base a informacion obtenida de
lecturas apareadas. Contiene gaps 0 segmentos de secuencia sin determinar

SINES: elementos nucleares cortos interespaciados, del inglés “Short interspersed
nuclear elements”

SNPs: polimorfismo de nucle6tido simple, del inglés “single nucleotide polymorphism”
SNV: variante de nucle6tido simple, del inglés “single nucleotide variant”

STR: repeticiones cortas en tandem, del inglés “Short tandem repeats”

TRD: dominio represor transcripcional

UBC: Ubiquitina C

UHREF: del inglés “ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domain”

VNTR: ndmero variable de repeticiones en tandem, del inglés “Variable number
tandem repeat”

WHO: organisacion mundial de la salud, del inglés “World Health Organisation*
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Capitulo |

Introduccion

1.1 Parasitos del género Echinococcus

1.1.1 El ciclo de vida de Echinococcus

Los paréasitos del género Echinococcus pertenecen al Filo Platelmintos, Clase
Cestoda, Orden Cyclophyllidea, Familia Taeniidae. El género Echinococcus incluye a
las especies: E. granulosus sensu stricto (s.l), E. equinus, E. ortleppi, E. canadensis,
E. felidis (todos incluidos en el complejo de especies: E. granulosus sensu lato),
E. multilocularis, E. shiquicus, E. oligarthrus y E. vogeli.

Como sucede con todos parasitos miembros del Filo platelmintos los parasitos
del género Echinococcus poseen ciclos de vida complejos que requieren de dos
hospederos mamiferos para completar su ciclo [1]. El ciclo de vida consiste en una fase
de larva (metacestodo) que se desarrolla en el hospedero intermediario herbivoro, como
roedores y ungulados, y accidentalmente humanos y una fase de gusano adulto que
habita en el intestino delgado de canidos y félidos como hospederos definitivos. Durante
su estadio adulto las especies del género Echinococcus se albergan en el intestino
delgado y presentan ciertas particularidades que los diferencian del resto de los
miembros de esta familia Taeniidae. El individuo adulto mide entre 2 mm y 7 mm de
longitud y usualmente posee 3 0 4 proglotides, mientras que en otras especies el adulto
de la misma familia puede alcanzar varios metros de longitud y poseen miles de
proglétides [2]. En el interior del intestino delgado del hospedero definitivo el gusano
adulto estrobilado se desarrolla sexualmente y produce huevos con oncosferas infectivas
que son liberados al ambiente con las heces del hospedero. Los hospederos
intermediarios se infectan al ingerir los huevos. Las especies reportadas como
hospederos intermediarios incluyen ovinos, caprinos, bovinos, porcinos, camelidos,
especies de herbivoros silvestres y al hombre como hospedero accidental [3]. Los
huevos ingeridos liberan sus oncosferas por accion de las enzimas digestivas del
estomago, permitiendo la migracion de las mismas hacia el intestino donde atraviesan la
pared intestinal y se diseminan por circulacion sistémica a los diferentes organos,
principalmente al higado y a los pulmones. Una vez alcanzado el 6rgano el parésito se
desarrolla a su estadio larvario de metacestodo generando un quiste hidatidico y
produce numerosos protoescolices por reproduccion asexual, cada uno con la capacidad
de desarrollarse en un individuo adulto si logra infectar a un hospedero definitivo. El
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hospedero definitivo se infecta al ingerir visceras de animales conteniendo quistes con
protoescolices. Ocasionalmente los huevos infectivos liberados por el hospedero
definitivo pueden ser ingeridos por el hombre convirtiéndose en un hospedero

accidental (Figura 1.1).

Hospedero Definitivo

@’ Gusano adulto adherido a las

: 8@‘ ; criptas de Lieberkiihn
d p:Y ‘ N Proglétides gravidas con huevos
Protoescélex desciende X )

. S : \ , liberadas en las heces
hacia el epitelio intestinal b,

&
Protoescélices _ [Huevoscon & & ,._ﬂﬁq,
S ingeridos por el oncés'fEras_rngeridos_, - e A® gﬁ
e 6 hospedero por el hospedero @ L 3 *s‘- ;a"" ‘3\\__
! gmidh - — — definitvo _ _ [ntermediaro _ _ __ _ _ L B e
T e 2
? qdu ' l « "(““Y“
La oncosfera penetra la £ @ L

_ mucosay entra a circula
W, sistémica r%)

b Los huevos eclosionan en el estbmago y
liberan las oncoésferas activadas

El metacestodo (quiste hidatidico) se
desarrolla en las visceras y genera
protoescaélices por reproduccién asexu

Hospedero Intermediario

Figura I.1: Ciclo de vida esquematico de Echinococcus. Extraido y modificado de Thompson
2017 [1]. El metacestodo corresponde a la especie E. granulosus s. I.

1.1.2 Caracteristicas de los estadios de Echinococcus

1.1.2.1 Adulto

El hospedero definitivo adquiere la infeccion al ingerir protoscolices viables. En
el hospedero definitivo, el tiempo requerido para la activacion de los protoscolices es
muy variable llegando hasta 3 dias. Inicialmente deben ser muy activos ya que
rapidamente deben localizarse y adherirse a la superficie mucosa de las criptas de
Lieberkuhn para evitar ser barridos fuera del intestino delgado [1]. Los gusanos en
desarrollo se adhieren principalmente al tejido epitelial con sus ventosas y los ganchos
solo penetran superficialmente en el epitelio mucoso, pero su forma asegura que actien
como anclajes para ayudar a evitar ser expulsados y se mantienen hasta su madurez. La
localizacion y distribucion del adulto en el intestino parece ser igual para todas las
especies de Echinococcus. Las criptas de Lieberkuhn servirian de sitio nutricional para
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que el adulto crezca y madure y posteriormente libere proglétides conteniendo huevos
fértiles, proceso que demora desde 30 a 45 dias dependiendo de la especie. El adulto
maduro es hermafrodita y capaz de realizar autofecundacién y fecundacion cruzada,
aungue generalmente se desarrolla por autofecundacion. La produccion de huevos es un
proceso continuo que dura un periodo de 90 dias. EI nimero de huevos producidos es
incierto, pero se cree que varian entre 100 y 1500 por proglétide. Sin embargo, no se
sabe con exactitud la frecuencia con que las especies de Echinococcus producen
proglétides gravidas. El esquema de la estructura del gusano adulto puede observarse en

la figura 1.2

Huevos Corona de
embrionados Ovario Utero Testiculo ganchos

T Proglotide T Proglotide
Poro genital gravida Proglotide madura inmadura Ventosa
\ S
[
Estrobilo Cuello Escolex

Figura I.2: Esquema de la morfologia del estadio adulto de Echinococcus. Extraido y adaptado
de Thompson 2017 [1].

1.1.2.2 Huevos

Los huevos de Echinococcus son de forma esférica a elipsoide y suelen tener un
tamafio de 30 a 50 mm y de 22 a 44 mm en sus dos didametros. Poseen estructuras
compuestas por varias capas y membranas que son similares en todas las especies de
Echinococcus e indistinguibles de los huevos del género Taenia haciéndolo imposible
de diferenciar por técnicas coproparasitoldgicas clasicas. Los huevos de Echinococcus
son extremadamente resistentes, lo que les permite soportar un amplio rango de
temperaturas ambientales durante muchos meses. Cuando son liberados del hospedero
definitivo, se presume que el huevo de Echinococcus esta completamente embrionado y
es infeccioso para un hospedero intermediario adecuado. EI embri6foro es la principal
capa que proporciona proteccion fisica al embrion u oncosfera ya que la capa vitelina
("cascara de huevo" o envoltorio exterior) se extrae pasivamente del huevo antes de su
liberacion. El embridforo es relativamente grueso e impermeable formado por bloques
poligonales compuestos de una proteina inerte parecida a la queratina, que se mantienen
unidos por una sustancia adherente [1] (Figura 1.3).
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Capsula

Lamina vitelina

Ganchos
Embrién
Poro 1
Célula muscula Lamina j Capa internas
granular

Oncosfera

Célula germinal

Membrana de Célula glandular

la oncosfera

Figura I.3: Diagrama de un huevo de Echinococcus. Extraido de Thompson 2017 [1].
1.1.2.3 El metacestodo

Cuando los huevos del parésito son ingeridos por un hospedero intermediario
adecuado, los huevos viables de Echinococcus eclosionan en el estomago y el intestino
delgado. La eclosion es un proceso de dos etapas que involucra: (1) la desagregacién
pasiva de los bloques embrioféricos en el estomago y en el intestino y (2) la activacion
de la oncésfera y su liberacién de la membrana oncosférica, proceso que es ayudado por
la accion de las enzimas digestivas en el estbmago de hospedero intermediario. Luego
migran a través de las vellosidades epiteliales, alcanzando la lamina propia y penetrando
la pared intestinal para luego alojarse en un tejido final donde se dara lugar a la
formacion del metacestodo [1,3].

La mayor parte del conocimiento actual sobre la biologia del desarrollo de
Echinococcus y la relacion parasito-hospedero se ha obtenido a partir de estudios del
metacestodo. Esto se debe a la posibilidad de mantener los estadios larvales en cultivo
axénico, y la disponibilidad de modelos de roedores para mantener infecciones quisticas
después de una infeccion primaria o secundaria [1]. A su vez, el metacestodo es el
estadio de relevancia sanitaria causante de la echinococcosis en animales y humanos.
Este estadio larvario de los parasitos cestodos del género Echinococcus es el que mas
diferencias fenotipicas presenta entre sus especies.

De acuerdo al tipo de quiste desarrollado por el metacestodo en el hospedero
intermediario, la echinococcosis se puede clasificar en: “unilocular o quistica”, causada
por parasitos del complejo E. granulosus s.l.; “alveolar”, causada por E. multilocularis y
E. shiquicus y “neotropical o poliquistica”, causada por E. oligarthrus y E. vogeli. El
metacestodo de E. granulosus s.l. consiste en una vesicula llena de fluido en su interior
(liquido hidatidico) que estd compuesto por una céamara Unica (unilocular) y su
crecimiento se produce de forma concéntrica. Dicha vesicula se encuentra delimitada
por una pared compuesta por dos capas: una capa celular interna fina denominada capa
germinal y una capa acelular externa de mayor espesor denominada capa laminar.
Ademas la rodea una capa mas externa, denominada capa adventicia que se genera
como resultado de la respuesta inflamatoria del hospedero inducida por la presencia del
parasito. La capa germinal se compone de un tegumento sincicial con un citoplasma
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distal del cual se proyectan microtrichas hacia la capa laminar. Las conexiones
citoplasmaticas mantienen la continuidad entre las dos capas. En su cara basal que da a
la cavidad de la vesicula se encuentran los cuerpos celulares y nacleos que conforman la
capa celular, germinal o proliferativa, la cual contiene ademas otros tipos de células
tales como células musculares, células nerviosas, células germinales indiferenciadas y
de almacenamiento de glucdgeno y lipidos. Las células indiferenciadas de la capa
germinal son proliferativas y responsables de la formacion de pequefias masas
nucleares, o brotes, que se desarrollan hacia la cavidad quistica dando lugar a las
vesiculas proligeras en cuyo interior se generan los protoescolices mediante
reproduccion asexual (Figura 1.4).

Por otra parte, la capa laminar es una matriz extracelular especializada que es
secretada por la capa germinal y es una caracteristica propia del género Echinococcus.
Esta compuesta por mucinas que son glicoproteinas con alto nivel de glicosilacion y, en
el caso de E. granulosus s. I. se compone por depoésitos de inositol hexaquifosfato de
calcio. Su funcion es mantener la integridad fisica del metacestodo, mantener su
turgencia y protegerlo de la respuesta inmune celular del hospedero [4]. Asimismo,
debe permitir la absorcion de nutrientes y la eliminacion de productos de desecho,
ambos requisitos necesarios para el crecimiento del parasito. EI metacestodo de
E. multilocularis es mas complejo y se desarrolla de forma muy diferente a la de
E. granulosus s. I. Se trata de una estructura multivesicular y penetrante, no se
encuentra delimitada de la barrera tisular del hospedero y esta compuesta por numerosas
vesiculas pequefas incrustadas en un estroma denso de tejido conectivo. La masa
larvaria generalmente contiene una matriz semisolida en lugar de fluida y la
proliferacion ocurre tanto enddgena como exdgenamente por las células indiferenciadas
de la capa germinal. Por lo tanto, el metacestodo consiste en una red de protuberancias
celulares solidas y filamentosas de la capa germinal que son responsables del
crecimiento invasor tipo tumoral que se transforma en estructuras tubulares y
quisticas [1].

A Vesiculas proligeras

G| Hospede
E== Capa adventicia del hospedero

Bl Capa laminar
‘| Capa germinal

Figura I.4: Esquema comparativo de la estructura de los metacestodos de A) E. granulosus s.l.
B) E. multilocularis. Extraido y adaptado de Thompsom 2017 [1].
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1.1.2.4 EIl protoescolex

Los protoescolices son el estadio larval que antecede al adulto y se originan en el
interior de las vesiculas proligeras producidas por la capa germinal del metacestodo. Su
proceso de formacion es asincrénico por lo que es posible encontrar protoescélices con
distinto grado de desarrollo y cada uno de ellos puede dar lugar al gusano adulto. En los
protoescolices se distinguen 4 regiones morfologicas: el rostelo con ganchos, el cuello,
las ventosas y el cuerpo [5], el cual estd recubierto por un tegumento similar al del
parasito adulto y al de la capa germinal (Figura 1.5). Los protoescdlices poseen ademas
un alto grado de plasticidad fenotipica; no solo tienen la capacidad de convertirse en un
gusano adulto en el hospedero definitivo, sino que también pueden diferenciarse en
quistes hidatidicos secundarios en caso que se produzca la ruptura y liberacion del
contenido del quiste dentro del hospedero intermediario [6]. Debido a la dificultad que
presenta la recoleccion de muestras de otros estadios del parasito, el metacestodo
representa la mayor fuente de material parasitario en la mayoria de los experimentos, ya
sea que provengan de cultivos o de material proveniente de muestras naturales. En esta
tesis el estadio de metacestodo es el utilizado como material de partida para todos los
ensayos.

Figura 1.5: A) Protoescélices invaginados unidos a la capsula proligera. B) Protoescélex
evaginado.

1.2 Clasificacion taxondmica de Echinococcus

Tradicionalmente las especies de Echinococcus han sido clasificadas en cuatro
grupos basados en la observacion de caracteristicas fenotipicas: E. granulosus,
E. multilocularis, E. vogeli y E. oligarthrus. Entre las caracteristicas que diferencian a
las especies de Echinococcus se encuentran: morfologia del metacestodo y del adulto,
tamafno de los ganchos, especificidad de hospedero, antigenicidad, perfil proteico,
requerimientos metabdlicos, desarrollo en el modelo murino y caracteristicas de
relevancia epidemioldgica tales como periodo prepatente (tiempo de demora desde la
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ingestion de quistes por parte del hospedero definitivo hasta la liberacion de huevos
infectivos en las heces) y patogenicidad en humanos entre otras [7].

Debido a las variaciones fenotipicas observadas en distintos aislamientos de
E. granulosus, obtenidos a partir de especies de hospederos intermediarios diferentes, se
definieron cepas o genotipos segun su eficiencia en la produccion de metacestodos
fertiles (conteniendo protoescdlices). Inicialmente estas diferencias fueron determinadas
por caracteristicas morfologicas o bioquimicas. Posteriormente, con el advenimiento de
de las técnicas de biologia molecular como por ejemplo la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y la secuenciacion del ADN, junto con estudios epidemioldgicos
moleculares en zonas endémicas, se determind de forma precisa la clasificacion de los
diferentes genotipos [1]. Se demostré que algunas especies conforman complejos de
especies y algunos genotipos son, en realidad, especies diferentes.Las técnicas basadas
en la secuenciacion de genes mitocondriales tales como COX1 y NADH, revelaron
polimorfismos en genes de las distintas cepas de E. granulosus [8,9] y se asignaron
diferentes genotipos a las cepas anteriormente definidas: genotipo G1 (cepa oveja),
genotipo G2 (cepa oveja de Tasmania), G3 (cepa bufalo), G4 (cepa caballo),
G5 (cepa vaca), G6 (cepa camello), G7 (cepa cerdo), G8 (cepa cérvido) y
G10 (cepa cérvidos de Escandinavia). En los ultimos afios, en base a los analisis
filogenéticos a partir de genomas mitocondriales completos se determiné que los
genotipos de E. granulosus no conforman un grupo monofilético [10] sino que son mas
divergentes de lo que se creia. Actualmente se considera a E. granulosus como un
complejo de especies denominado E. granulosus s. |. Este complejo esta formado por
diferentes especies de Echinococcus: E. granulosus sensu stricto (s. S.) que contiene a
los genotipos G1/G2/G3, E. equinus (genotipo G4), E. ortleppi (genotipo G5) y
E. canadensis que comprende a los genotipos G6/G7/G8/G10 [11]. La cepa ledn paso a
considerarse una nueva especie a la que se denomingé E. felidis y se descubrié una méas
relacionada a E. multilocularis, denominada E. shiquicus que fue identificada en Tibet,
China [12]. El estado actual de la taxonomia de las especies de Echinococcus y sus
hospederos caracteristicos se resumen en la Tabla I.1.

El estado taxondmico de Echinococcus sigue siendo controvertido a pesar de los
numerosos intentos de revisar su clasificacion. El analisis de las secuencias de ADN del
genoma mitocondrial es el utilizado con mayor frecuencia para reconstruir la filogenia
del genero, sin embargo los resultados derivados de estos andlisis han dado lugar a
incoherencias significativas respecto a las clasificaciones obtenidas previamente
basadas tanto en analisis fenotipicos como en analisis de secuencias nucleares [13-15].
En esta tesis, se aborda por primera vez el estudio filogenético de Echinococcus
haciendo uso del nuevo genoma obtenido junto con los genomas completos disponibles
hasta la fecha.
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Tabla I.1: Taxonomia actual del género Echinococcus.

Especie Cepa/Genotipo Hospede_ro - H°$p.e.der2 Distribucion Metacestodo Infeccion en
intermediario definitivo humanos
Oveja/G1
Echinococcus granulosus s. s.  Oveja de Tasmania/G2 Oveja, cabra y vaca Perro Mundial Unilocular Si
Bufalo/G3
Echinococcus equinus Caballo/G4 Caballo Perro Mundial Unilocular Incierto
Echinococcus ortleppi Vaca/G5 Vaca Perro Mundial Unilocular Si
Camello/G6 . . Si
Clifels, Eriels, vees), Perro Mundial Unilocular
Cerdo/G7 cabra
Echinococcus canadensis Cérvido/G8 Alce y ciervo Lobo Artico Norte y Unilocular Si
canadiense boreal
Cérvido de Alce, reno y ciervo Artico Norte y . .
Escandinavia/G10 canadiense L1037 D boreal oy =L
. . . Variacién entre - Zorro rojo, perro - .
Echinococcus multilocularis aislamientos Roedores arvicolinos lobo, coyote Holértica Alveolar Si
Echinococcus vogeli Paca Perro grullero Neotropical Poliquistica Si
Echinococcus oligarthra Aguti Felinos silvestres  Neotropical Poliquistica Si
Echinococcus shiquicus Pica Zorro tibetano Meseta tibetana  Unilocular Incierto
Echinococcus felidis Leon/- Desconocido Leodn Africa Desconocido Incierto

* Solo se mencionan algunos hospederos mas relevantes. Extraido de Nakao y col, 2013; Thompson & Jenkins 2014 y McManus y col, 2013 [13,16,17].
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1.3 Echinococcosis

La echinococcosis es una enfermedad zoondtica ocasionada por las larvas de los
cestodos del género Echinococcus spp. Los hospederos definitivos son carnivoros
domeésticos y silvestres portadores de los céstodes adultos y los principales factores de
contagio para el ser humano. La echinococcosis quistica o unilocular (hidatidosis)
causada por E. granulosus s.. y la echinococcosis alveolar causada por
E. multilocularis son las dos formas mas importantes de la enfermedad [18] y es
considerada una zoonosis mundial de gran importancia en la salud publica que ha sido
reconocida por la WHO (World Health Organization) como una enfermedad
desatendida prioritaria. Ambas se caracterizan por tener un periodo de incubacion
asintomatico que puede durar muchos afos debido al lento desarrollo del metacestodo.
Sin embargo, el crecimiento de las larvas da lugar a la formacion de quistes en érganos
vitales como el higado y los pulmones que pueden causar la muerte de los individuos
afectados.

La echinococcosis quistica es la forma mas comin de la enfermedad en personas
y animales domésticos. Dado que se producen quistes unicos independientes, es la
forma menos grave y mas tratable. No obstante, los quistes grandes o mdltiples pueden
producir un dafio irreversible a los 6rganos, y la ruptura o perforacion del quiste causar
reacciones anafilacticas. O bien, si un quiste fértil sufre la ruptura puede producirse la
siembra de los protoescolices liberados con la subsiguiente generacién de nuevos
quistes, conocida como hidatidosis o echinococcosis secundaria. Por otra parte, la
echinococcosis alveolar es menos comun que la echinococcosis quistica, pero es muy
grave y dificil de tratar. Las larvas de este organismo crecen como quistes embrionados
multiples que pueden penetrar todos los érganos en forma metastasica y diseminarse
hacia otros 6rganos. Tanto la echinococcosis quistica como la alveolar representan una
carga de morbilidad considerable con méas de 1 millon de personas que viven con esta
enfermedad en algun momento de su vida. Muchas de estas personas experimentaran
sindromes clinicos severos que seran potencialmente mortales si no se las trata. Incluso
con tratamiento, las personas a menudo enfrentan una calidad de vida reducida. Para la
echinococcosis quistica, la tasa media de mortalidad postoperatoria de los pacientes
quirargicos es del 2,2% y la de recaida después de una intervencion es del 6,5%,
requiriendo un tiempo de recuperacion prolongado. Se estima que la echinococcosis es
la causa de 19300 muertes y de alrededor de 871000 afios de vida ajustados en funcion
de la discapacidad (DALY en todo el mundo cada afio. Los costos anuales asociados al
tratamiento de los casos de echinococcosis quistica y las pérdidas que genera en la
industria ganadera se estiman en aproximadamente 3 billones de ddlares [19,20].

1.3.1 Distribucion de la echinococcosis

La echinococcosis quistica esta distribuida en todo el mundo y en todos los
continentes, con la excepcion de la Antartida (Figura 1.6), mientras que la
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echinococcosis alveolar solo se encuentra en el hemisferio norte y en particular en
algunas zonas de China, de la Federacion Rusa y de los paises de Europa continental y
América del Norte.
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Figura 1.6: Distribucion global de E. granulosus s. |. Figura modificada de la WHO,
http://www.who.int/echinococcosis/en.

En las regiones endémicas, la tasa de incidencia de la echinococcosis quistica en
humanos puede alcanzar mas de 50 por cada 100000 personas al afio. En algunas
regiones de la Argentina, Per(, Africa oriental, Asia central y China los niveles de
prevalencia pueden llegar a valores de entre el 5% y 10%. En el ganado, la prevalencia
de echinococcosis quistica encontrada en mataderos en zonas hiperendémicas de
Sudameérica es de entre el 20% y el 95% de los animales sacrificados. La mayor
prevalencia se encuentra en las zonas rurales donde se sacrifican los animales de mayor
edad. Dependiendo de la especie del animal infectado, las pérdidas de produccién
ganadera atribuibles a la echinococcosis quistica se basan en la declaracion del higado
como no apto para el consumo, la reduccion del peso, la disminucion del valor de la
piel, la disminuciéon de la produccion de leche y Ila reduccion de la
fertilidad (WHO, 2017).

1.3.2 Echinococcosis quistica en Sudamérica

La echinococcosis quistica es una enfermedad endémica o hiperendémica en
Argentina, sur de Brasil, Uruguay, Chile y regiones montafiosas de Perl. La
distribucion de la echinococcosis es heterogénea dentro de los paises y se concentra en
las areas de produccion ganadera, y zonas rurales y frecuentemente asociada a factores
sociales tales como comunidades pobres, alta ruralidad, pueblos originarios vy
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economias de subsistencia entre otros. En el periodo Enero 2009-Diciembre 2014, los
cinco paises reportaron 29556 casos humanos. De ellos Per( aparece como el pais con
el mayor numero de casos humanos (20785 casos), aun cuando en dicho pais no es
obligatoria la notificacion de la enfermedad. Asimismo, se estima que la notificacion de
casos estd considerablemente subestimada en toda la region. Se calcula que la
echinococcosis causé la muerte de mas de 820 personas en el periodo 2009-2014 lo que
resulta en una letalidad media de 2,9% y fue responsable de mas de 300000 dias de
hospitalizacion teniendo en cuenta los datos de Argentina, Brasil, Chile y Uruguay. En
la Argentina la echinococcosis quistica es una enfermedad de notificacion obligatoria y
estd presente en todas las provincias presentando una elevada tasa de transmisién
principalmente en tres regiones: la regién patagonica (provincias de Tierra del Fuego,
Neuquén, Santa Cruz, Chubut y Rio Negro), la provincia de Buenos Aires y la region
del litoral al este del pais (Corrientes y Entre Rios). Los registros oficiales han
informado que la echinococcosis es la zoonosis de mayor prevalencia y la que mayor
numero de muertes genera cada afio (http://www.paho.org/arg/).

1.3.3 Diagnaostico y tratamiento

Hasta el momento no existe un método de diagndstico suficientemente eficaz
para la deteccion de la enfermedad que pueda emplearse ante la infeccion producida por
todas las especies de Echinococcus. La ecografia es la técnica de imagen de eleccién
para el diagnéstico de la echinococcosis quistica y la echinococcosis alveolar, sin
embargo muchas veces los quistes o metacestodos son descubiertos por casualidad
mediante radiografia y son detectables solo si han alcanzado un tamafio considerable.
Hay diferentes pruebas seroldgicas que detectan anticuerpos especificos contra
antigenos del parasito, como por ejemplo Antigeno B [21] y pueden complementar el
diagnostico por imagenes; sin embargo las limitaciones de estas pruebas utilizadas para
diagnosticar la echinococcosis han contribuido a la subestimacion de casos humanos. La
eleccion del tratamiento se basa principalmente en las imagenes ecograficas del quiste,
dependiendo de la fase especifica en que se encuentre, de la ubicacion, el tamafio del
quiste, asi como de la infraestructura médica y los recursos humanos disponibles. Entre
las opciones para el tratamiento de la echinococcosis quistica se encuentran: el
tratamiento percutaneo con la técnica PAIR (puncion, aspiracion del contenido,
inyeccion agente escolicida, reaspiracion del contenido), la cirugia, el tratamiento
farmacologico con benzimidazoles (albendazol y mebendazol) y la conducta
expectante [21]. En el caso de la echinococcosis alveolar, el tratamiento es la cirugia
radical (similar a la extirpacion de tumores), seguida de profilaxis anti infecciosa con
albendazol [22]. En muchos pacientes la enfermedad se diagnostica en una fase
avanzada y debido al desarrollo metastasico que tiene esta especie presenta altas tasas
de mortalidad. Por lo tanto es muy importante el diagnéstico temprano de la infeccion.
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1.3.4 Epidemiologia molecular de Echinococcus granulosus

sensu lato

El genotipo de mayor relevancia epidemiologica a nivel mundial es
E. granulosus G1 seguido por E. canadensis G6 y G7 (Figura 1.7).

La situacion epidemiologica molecular en América del Sur, recientemente
revisada por nuestro grupo de investigacion [7] revel6 que en toda la region circulan
seis genotipos pertenecientes al complejo E. granulosus s.l. (G1, G2, G3, G5, G6 y G7),
los cuales residen en diferentes hospederos intermediarios tales como ovejas, vacas,
cerdos, cabras y alpacas, siendo los perros hospederos definitivos de todos los genotipos
descriptos y demostrando que el ciclo completo de cada genotipo se encuentra en la
Argentina. Al igual que lo que sucede a nivel mundial, la especie con mayor prevalencia
y relevancia epidemiologica en Argentina es E. granulosus G1. Esto podria deberse a la
gran variedad de hospederos intermediarios en los que puede desarrollarse y/o a la
mayor infectividad en humanos. La segunda especie de mayor importancia es
E. canadensis G6/G7 [7].

Genotipos de  Ne¢ de casos
E. granulosus s.| humanos
e G1 - 1-10
G2 ® 11-25
G3 @® 25-50
° G5 @.s0
® G6
® G7
® G
® G10

Figura 1.7: Distribucién mundial de casos humanos correspondientes a genotipos de
Echinococcus granulosus sensu lato. Extraido y modificado de Cucher y col 2016 [7].

Estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio han revelado que en Argentina,
circulan un total de seis genotipos: E. granulosus G1 en ovejas, cabras, vacas y cerdos;
E. granulosus G2 en ovejas y vacas, E. granulosus G3 en ovejas;
E. ortleppi G5 en vacas; E. canadensis G6 en cabras y en vacas; E. canadensis G7 en
cerdos y E. oligarthrus en aguties [7,23-25]. Mas aln, en relacion a las infecciones en
humanos, se han descripto hasta el momento casos correspondientes a E. granulosus
(G1ly G2); E. ortleppi (G5) y E. canadensis (G6 y G7) [7,26] (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Representacion esquematica de la distribucién en América del Sur de los genotipos
de E. granulosus sl. en sus hospederos intermediarios y en humanos.
Extraido de Cucher y col 2016 [7].

Las diferencias en la especificidad del hospedero entre los genotipos y las
especies de Echinococcus son particularmente importantes en las areas donde coexisten
diferentes especies de hospedero y ciclos de transmision. Las diferencias de desarrollo
también pueden tener un impacto en el control del Echinococcus en diferentes regiones,
especialmente en el cronograma de desparasitacion canina que debe contemplar el
periodo prepatente de todos los genotipos o especies presente en la region [27]. En
relacion a las diferencias bioldgicas observadas entre las especies presentes en
Argentina, E. canadensis se desarrolla mas frecuentemente en cerdos y es capaz de
infectar al hombre [28,29]. Se diferencia de otros miembros del complejo en la
morfologia de los ganchos, el desarrollo de los adultos, su capacidad de infectar ratones
de laboratorio [30] y en rasgos genéticos [31] tales como la organizacién gendmica, la
abundancia de elementos de ADN repetitivos [32] y las secuencias aminoacidicas de los
genes que codifican para los antigenos usados para el diagnostico tales como el
antigeno B [33,34] y el antigeno vacunal EG95 [35], para el cual se demostro
recientemente que difieren en la antigenicidad E. granulosus G1 [36]. En esta tesis se

13



INTRODUCCION

aborda el estudio de las especies de Echinococcus cuyos genomas se encuentran
disponibles y el de otros platelmintos, basado en técnicas de genémica comparativa.

1.4 Platelmintos

Los platelmintos son animales pequefios multicelulares con cuerpos alargados
que tienen extremos anterior y posterior claramente definidos y son bilateralmente
simétricos. Por lo general tienen una cabeza reconocible, que alberga los drganos
receptivos y carecen de sistema circulatorio y respiratorio. A veces presentan una
cavidad digestiva, con una sola abertura hacia el exterior que sirve de boca y de ano. En
las formas mas simples esta ausente o no ramificado, pero en las formas superiores se
ramifica a todas las partes del cuerpo. Los dérganos de los sentidos principales, cuando
estan presentes, se concentran en la cabeza, o parte delantera. Aunque algunas de las
formas mas simples poseen una red nerviosa primitiva, otras tienen varias cuerdas
nerviosas que se extienden desde un cerebro a lo largo del cuerpo. Este ultimo patrén de
organizacion se mantiene en el sistema nervioso de los invertebrados superiores,
especificamente anélidos y artrépodos. Sus cuerpos aplanados se componen de tres
capas: el ectodermo, el endodermo y el mesodermo. Pueden estar cubiertos por una
cuticula protectora o por pelos microscépicos, llamados cilios [37]. Todos los
platelmintos, excepto los méas simples, tienen los tubulos nefridiales (protonefridios),
distribuidos generalmente a través del cuerpo. Dichas estructuras consisten en una
abertura externa y un tdbulo que se ramifica internamente, terminando en una serie de
estructuras ciegas, en forma de bulbo llamadas “bulbos de llama o células flamigeras”,
que probablemente funcionan como Organos excretores y osmorreguladores [38]. El
sistema reproductor de los platelmintos es caracteristicamente hermafrodita (es decir,
cada individuo produce oOvulos y esperma), y pueden reproducirse tanto por
autofecundacion como por fecundacion cruzada. Existen alrededor de unas 29000
especies descriptas en el filo “Platelmintos” [39] los cuales comprenden especies de
vida libre y parasitarias. El filo se encuentra formado por dos clados monofiléticos,
Rhabditophora y Catenulida. El clado Rhabditophora agrupa a todas las especies de
platelmintos menos a las 100 especies que pertenecen al clado Catenulida [37,40]. La
mayoria de las especies de platelmintos son parasitos obligados y la mayoria de las
especies (Figura 1.9) se agrupan en un clado monofilético conocido como Neodermata
que incluye tres clases: Trematoda, Monogenea y Cestoda. Muchos de estos parasitos
planos tienen ciclos de vida complejos que implican multiples hospederos. A diferencia
de los otros grupos parasitarios, los monogeneos son parasitos externos que infectan a
los animales acuaticos y sus larvas sufren una metamorfosis hacia la forma adulta
después de unirse a un hospedador adecuado. Por otra parte el clado Turbellaria es
parafilético e incluye a los miembros tanto de Catenulida como a algunos de los
miembros de Rhabditophora. Los linajes de Turbellaria incluyen especies de vida libre,
simbioticas y algunas de ellas son parasitarias [37].
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Figura 1.9. Relaciones filogenéticas entre los principales grupos de platelmintos parasitos.
A) Turbellaria, B) Trematoda, C) Monogenea, D) Cestoda. Extraido y modificado de Maule [37].

1.5 Caracteristicas generales de los genomas de

platelmintos

Durante los ultimos 15 afios se han realizado enormes avances en materia de
secuenciacion del ADN, y en las tecnologias de computacion cientifica para el analisis
de datos gendmicos y transcriptomicos. Las tecnologias de Ultima generacion (NGS)
tales como 454 Roche, lon Torrent e lllumina son las mas usadas para la generacion de
este tipo de datos, siendo esta Ultima la que posee una aplicacion mas amplia:
secuenciacion de genomas completos 0 secuenciacion exdmica; aplicaciones en
epigendmica, como ChlP-seq (inmunoprecipitacion de cromatina seguida de
secuenciacion), ATAC-seq (ensayo de cromatina transposasa accesible mediante
secuenciacion) o secuenciacion del ADN metilado (metilseq) y transcriptomica [41].
Durante el mismo periodo, el costo de adquirir y explotar estas tecnologias también ha
disminuido significativamente y en consecuencia ha favorecido la generacion de gran
cantidad de informacién genomica para muchos organismos en poco tiempo. Los
parasitos platelmintos estan entre los sistemas experimentales menos manipulables con
los cuales trabajar en comparacion con los organismos modelo tradicionales como
Drosophila o Caenorhabditis. Su ciclo de vida completo puede ser dificil o imposible
de mantener en el laboratorio, ya sea in vitro o in vivo, ya que poseen ciclos de
desarrollo complejos y prolongados que no logran llegar a los estadios de desarrollo
completos (madurez sexual) y producen cantidades limitadas de material biologico. En
raras ocasiones se logran establecer como poblaciones clonales o cepas definidas con
algunos estadios bien caracterizados en cuanto a su morfologia, bioquimica,
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comportamiento y desarrollo. Algunos ejemplos de ellos incluyen a los cultivos
axénicos del metacestodo de E. multilocularis que ha podido mantenerse en cultivos
primarios o los cultivos in vitro de T. crassiceps. Es por ello que la secuenciacion de los
genomas de estos organismos es fundamental para poder abordar su estudio.
Actualmente, los proyectos mas avanzados involucran a Schistosoma spp [40,42] y
recientemente a E. multilocularis [43] y sobre ellos se han basado la mayoria de los
estudios que describen sus caracteristicas. Hasta hace 10 afios atras solo algunas
caracteristicas genomicas de platelmintos habian sido descriptas basadas en técnicas
clasicas como estudios de cariotipo y bandeo cromosomico Yy observaciones
macroscopicas de la estructura del ADN o por secuenciacion de unas pocas regiones del
genoma de algunos organismos [37,44]. El tamafio del genoma se ha calculado para una
variedad de especies de platelmintos. Para Turbellaria, la medicion directa del contenido
de ADN de los nucleos tefiidos con Feulgen por densitometria o analisis de imagenes
han revelado una enorme variacion en el tamafio estimado del genoma haploide, desde
50 Mb en Stenostomum arevaloi hasta 18390 Mb en Otomesostoma auditivum [37].
También se ha observado una variacion en el tamafio del genoma dentro de ciertos
géneros 'turbelarios' (por ejemplo, Dugesia, Phaenocora y Mesostoma). Para Trematoda
y Cestoda, se han utilizado andlisis de reasociacion cinética del ADN (Cot) y medicién
directa del contenido de ADN por tincidn de nucleos para estimar el tamafio del genoma
observandose tamafios que van desde 150 hasta 1600 Mb para cestodos (Echinococcus
granulosus, Hymenolepis diminuta y Spirometra mansonoides) y desde 270 hasta 1120
Mb para trematodos (Diplostomum pseudospathaceum, Schistosoma mansoni y
Trichobilharzia spp) [37]. La composicion nucleotidica de los genomas de platelmintos
es variable segun la especie. Mas aun, entre los miembros de una misma clase el
porcentaje del contenido GC es diferente para las distintas especies. Del mismo modo se
ha observado que el porcentaje de GC es diferente segun se trate de regiones
codificantes, intergénicas o intronicas. En las regiones codificantes de S. mansoni se han
observado un sesgo hacia un mayor contendido de A y T en la Gltima base de los
codones mas frecuentes [45,46]. Por el contrario en especies de Echinococcus se ha
descripto un sesgo hacia altos contenido de GC en la Gltima base de los codones de
genes altamente expresados [47]. Los estudios de la composicién gendmica global
basada en analisis de cinética de reasociacion [48-50] y el analisis de secuencias de
clones de cromosomas bacterianos artificiales (BAC) del proyecto del genoma de S.
mansoni han demostrado que los genomas de platelmintos contienen secuencias
altamente y moderadamente repetidas [37]. Gran parte del ADN repetido comprende
dos clases de elementos moviles integrados; Clase I, que incluyen retrotransposones y
retrovirus de repeticion terminal larga (LTR), retrotransposones no LTR y elementos
nucleares intercalados cortos (SINES) y que se transponen a través de un intermedio de
ARN, y elementos de clase Il (transposones) que se transponen como ADN [51]. Hasta
el momento no se conoce exactamente la funcion de estos elementos mdviles, sin
embargo practicamente todos los elementos moviles integrados de platelmintos
descriptos hasta la fecha parecen transcribirse hasta cierto punto. En S. mansoni,
aproximadamente el 14% de los transcriptos de las cercarias codifican para secuencias
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que poseen alta similitud con la transcriptasa reversa. También se han observado
elementos de bajo nimero de copias con actividad transcripcional alta y viceversa [52].

1.5.1 Cariotipo y numero de cromosomas

Los cromosomas de los platelmintos son cromosomas tipicos de los metazoos
que se condensan durante la mitosis y su tamafio gendmico es tal que los cromosomas
son visibles bajo microscopio Optico. Esto ha permitido el analisis del cariotipo en una
variedad muy amplia de especies parasitarias y de vida libre. En general, los
platelmintos parecen poseer un complemento cromosomico relativamente pequefio,
desde n = 2 para Polycelis auriculata [53] hasta n = 28 en Clonorchis sinensis [37], con
n < 10 como una regla general [54] y un n = 9 que es mas comun entre los cestodos
[55]. Los platelmintos son generalmente diploides (2n) a lo largo de su ciclo de vida a
excepcion de las gametas en los casos en que exista reproduccién sexual. Sin embargo,
se ha informado de una amplia gama de complementos cromosémicos "no estandar",
tales como taxones poliploides, cromosomas sUper numerarios y aneuploidias. La
triploidia se ha observado en varias especies en distintos miembros de trematodos
(Fasciola spp y Paragonimus westermani), turbelarios (Dugesia spp, Polycelis nigra y
Crenobia alpina) y cestodos (Spirometra erinaceieuropaei) [37]. Las poliploidias y
cromosomas supernumerarios han sido informadas para P. nigra [56,57] y el estado
poliploide méas extremo que se ha descripto hasta la fecha se encuentra en Phagocata
ullala de la clase Turbellaria con una serie poliploide de 4n = 68, 8n =136, 10n =170y
14n = 238 [58,59]. Las aneuploidias se han descripto en Macrostomum spp [60]. La
pérdida de cromosomas también se ha descripto en cestodos, particularmente en
Taenia crassiceps (2n= 16) cuya cepa denominada “ORF” presenta un cariotipo de
2n = 14 por pérdida de las dos copias del cromosoma 2 en su estadio de metacestodo,
preservando la viabilidad pero perdiendo su capacidad infectiva [37].

1.5.2 Genomas de cestodos y Echinococcus

Hasta 2014, afio en el cual se comenzo6 el proyecto de secuenciacion del genoma
de E. canadensis G7, solo se contaban con 28 genomas de platelmintos secuenciados,
entre los cuales 14 pertenecian a la clase Cestoda con 2 miembros del género
Echinococcus (Tabla 1.2). La secuenciacion de estos genomas forma parte del proyecto
“The 50 Helminth Genomes Initiative” que tiene como objetivo el estudio de los
genomas de nematodos y platelmintos que son de importancia médica y/o veterinaria,
incluyendo a especies que son usadas como modelos de estos parasitos. A pesar de su
importancia zoonotica, su impacto en la salud humana y su mayor disponibilidad de
secuencias gendmicas, las caracteristicas importantes de los genomas de platelmintos
estan lejos de haber sido elucidados en su totalidad. Hasta la fecha sélo hay dos
genomas de platelmintos que han sido secuenciados y ensamblados en sus cromosomas
dando lugar a genomas relativamente completos, los genomas de S. mansoni y
E. multilocularis [40,43].
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Tabla 1.2: Genomas disponibles de platelmintos generados por diferentes consorcios y disponibles actualmente en la base de datos WormBase Parasite

(parasite.wormbase.org).

Tamafo de

. o . .
Especies Proveedor BioProject ID Clado N50 (kb) genoma (Mb) N° de genes %0GC
Diphyliobothrium latum We”co”l‘ﬁsgl‘jts; Sanger PRJEB1206 Cestoda 6,7 531,4 19966 43,2
Echinococcus Wellcome Trust Sanger PRIEB121 Cestoda 52287 114,5 10245 41,9
granulosus Institute

Echinococcus Chinese National PRINA182977 Cestoda 682,6 110,8 11319 41,8
granulosus Human Genome Center

Echinococcus Wellcome Trust Sanger PRIEB122 Cestoda 13762,5 115,0 10663 42,2
multilocularis Institute

Hydatigera Wellcome Trust Sanger PRJEB534 Cestoda 12.4 1037 11649 43,0
taeniaeformis Institute

Hymenolepis diminuta We"con?ﬁsgh‘ts; Sl PRJEB507 Cestoda 49,8 165,9 11271 35,2
Hymenolepis Wellcome Trust Sanger PRIEB124 Cestoda 76738 182,1 12368 36,0
microstoma Institute

Hymenolepis nana wiElceire T_rust PRJEB508 Cestoda 19,2 162,9 13777 36,7

Sangerlinstitute

Mesocestoides corti Wellcon:ﬁsl'i{llfé Sanger PRJEB510 Cestoda 65,8 117,2 10614 43,0
Schistocephalus solidus  \*©/°0Me TrUSt Sanger PRJEB527 Cestoda 31,5 539,4 20228 43,0
Spirometra Wellcome Trust Sanger PRJEB1202 Cestoda 46 1258,7 39557 44,9
erinaceleuropael Institute

Taenia asiatica We"conl‘ﬁsgﬂts; eI PRJEB532 Cestoda 51,9 136,0 10331 42,9
Taenia asiatica Chinese Academy of PRINA299871 Cestoda 342 168,7 13322 43,1

Agricultural Sciences

Taenia solium Na“onal\'/lg;g’:rs'ty e PRINA170813 Cestoda 67.8 122.4 12481 37,7
Protopolystoma Wellcome Trust Sanger PRIEB1201 Monogenea 2.9 617,3 37906 377
xenopodis Institute
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Schmidtea mediterranea
Clonorchis sinensis

Echinostoma caproni
Fasciola hepatica
Fasciola hepatica

Schistosoma curassoni

Schistosoma
haematobium

Schistosomajaponicum

Schistosoma mansoni

Schistosoma
margrebowiei

Schistosoma mattheei
Schistosoma rodhaini

Trichobilharzia regenti

Genome Institute at
Washington University
Sun Yat-sen University

Wellcome Trust
Sangerlinstitute
CGR University of
Liverpool

Genome Institute at
Washington University
Wellcome Trust Sanger

Institute

University of Melbourne

Chinese National
Human Genome Center
Wellcome Trust Sanger

Institute
Wellcome Trust Sanger
Institute
Wellcome Trust Sanger
Institute
Wellcome Trust Sanger
Institute
Wellcome Trust Sanger
Institute

PRJINA12585
PRJDA72781
PRJEB1207

PRJEB6687

PRJINA179522

PRJEB519

PRJINA78265

PRJEA34885

PRJEA36577

PRJEB522

PRJEB523

PRJEB526

PRJEB4662

Rhabditophora

Trematoda

Trematoda

Trematoda

Trematoda

Trematoda

Trematoda

Trematoda

Trematoda

Trematoda

Trematoda

Trematoda

Trematoda

4,1
415,8
26,9

203,7
16,0
13,8

304,8

174.8

321154
35,2
12,3
18,6

7,7

901,6
547,3
834,6

1275,1
1139,2
344,2
385,1
402,7
364,5
367,4
340,8
343,3

701,8

29850
13634
18607

22676

15739

23546

13073

12738

10772

26189

22997

24089

22185

29,9
44,0
42,5

44,1
44,1
34,2
34,3
34,1
35,2
34,3
34,1
34,4

37,4
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La obtencion del genoma de E. multilocularis fue realizada mediante una
combinacion de tecnologias de secuenciacion basadas en 454, lllumina y secuenciacién
capilar generando fragmentos de hasta 4 kb con lecturas de 100 pb utilizandose un
ensamblado “de novo” y el ensamblado final del genoma se terminé manualmente
mediante el clonado de fragmentos de hasta 80 kb (40-80 kb) de ADN gendmico en
fésmidos e integrando el analisis con mapeo Optico. De esta forma se logré obtener el
89% de la secuencia genomica contenida en 9 cromosomas enumerados de 1-9 de
mayor a menor segun su tamafio. Uno de sus cromosomas esta completo de telomero a
telomero (cromosoma 5), y 13 de los 18 telomeros esperados estan presentes en los
cromosomas reconstruidos. Por otra parte, el genoma de E. multilocularis revelo
tetraploidia en protoescolices en cultivo, y una trisomia del cromosoma 9 (el
cromosoma mas pequefio y posiblemente el Gnico para el que se tolera una trisomia)
tanto en protoescolices como en el metacestodo en cultivo. Ademas mediante la
secuenciacion de transcriptomas provenientes de ARN total obtenido en diferentes
etapas de su ciclo de vida se identificaron 10345 genes [43].

1.6 Gendmica comparativa

La gendmica comparativa es un campo de investigacion bioldgica en el que se
comparan las caracteristicas gendmicas de diferentes organismos. Dichas caracteristicas
gendmicas pueden ser la propia secuencia de ADN, los genes, el orden genético en el
genoma, las secuencias regulatorias u otros marcadores genéticos. En este contexto
regiones gendmicas o la totalidad del genoma son comparados para estudiar similitudes
o diferencias bioldgicas basicas entre los genomas en estudio y las relaciones evolutivas
entre los organismos [61]. EI mayor principio en la gendmica comparativa radica en que
las caracteristicas que son comunes a los organismos son generalmente codificadas por
regiones de ADN que estan evolutivamente conservadas entre ellos [62]. La genomica
comparativa ha revelado altos niveles de similitud entre organismos estrechamente
relacionados, tales como humanos y chimpancés o incluso entre organismos
aparentemente muy distantes como humanos y levaduras y ha permitido demostrar la
existencia de diversidad en la composicién genética en diferentes linajes celulares. Una
de las técnicas mas usadas en muchos proyectos genomas es la basqueda de ortélogos y
construccion de grupos de ortologia dado que es fundamental para muchos objetivos,
tales como la anotacion de genomas y comparacion de vias metabdlicas entre diferentes
organismos ya que se basan en que dichos genes ortdlogos compartirian las mismas
caracteristicas funcionales en diferentes especies [63,64].

Con el aumento del nimero de proyectos genomas debido a los grandes avances
en materia de tecnologia de secuenciacién, particularmente métodos de NGS, el campo
del estudio genémico ha mejorado haciendo posible la manipulacion de muchos
genomas a la vez para la realizacion de un estudio en particular [62]. El gran paso de la
era genémica ha sido el primer genoma secuenciado de un organismo autorreplicante, el
de la bacteria Haemophilus influenzae [65]. Desde entonces, las secuencias de miles de
genomas se han puesto a disposicion de la comunidad cientifica. EI genoma de
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Saccharomyces cerevisiae fue el primer eucariota en publicarse en el afio 1996 [66] y
desde ese momento, las especies elegidas para los proyectos de secuenciacion se
seleccionaban basandose principalmente en su tamafio del genoma, su papel como
organismo modelo y su relevancia para los seres humanos [67]. La liberacion del primer
genoma completo de una Archaea, Methanococcus jannaschii [68], representé un gran
avance en el campo, ya que brindé la primera oportunidad de explorar los tres dominios
de la vida a nivel de genomas completos [66]. El siguiente gran paso de la era de la
gendmica fue, sin duda, el anuncio del proyecto genoma humano en 2001 financiado
con fondos publicos [69] y privados [70]. Desde entonces, los investigadores
comenzaron a comparar sistematicamente genomas de organismos modelo con Homo
sapiens para obtener informacién sobre la evolucion y las enfermedades humanas, entre
otras caracteristicas [71-74]. Es por ello, que gracias a la generacion de un alto nimero
de datos de secuencias disponibles, el campo de la genémica comparativa ha crecido
rapidamente y se ha convertido en una parte importante en la investigacion bioldgica.
Un estudio pionero fue sin duda el analisis de genémica comparativa de Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans y Saccharomyces cerevisiae [75]. Por primera
vez se obtuvieron las secuencias gendémicas completas de tres organismos eucariotas
modelo y pudieron ser analizadas de manera comparativa. Se determind que el tamafio
del proteoma de la mosca es solo el doble que el de la levadura unicelular, siendo la
mosca un metazoo con mayor complejidad y que, a su vez, comparte el tamafio de
varias familias de proteinas con el nematode, a pesar de las diferencias en cuanto a su
desarrollo y morfologia. Este trabajo fundacional develd, por lo tanto, que la
complejidad de un organismo no correlaciona con un aumento en el nimero total de
genes [75].

1.6.1 Variantes genéticas: SNPs e Inserciones/Deleciones

La variacion genética ocurre debido a cambios en la secuencia de bases de ADN.
Dicha variabilidad genética juega un rol muy importante en la supervivencia y
adaptacion de una especie a su entorno. Cuando un habitat se modifica, los organismos
de la poblacion que viven en él deben adaptarse al cambio del medio ambiente. Las
variaciones en el acervo génico de una poblacion de determinada especie le otorgan
caracteristicas fenotipicas que le permiten adaptarse a los cambios en el medio ambiente
mediante el fendmeno de seleccidn natural. Asi la seleccion natural lleva al cambio
evolutivo cuando individuos con ciertas caracteristicas genéticamente heredables,
poseen una tasa de supervivencia o reproduccion mas alta que otros individuos de la
poblacion que no portan dichas caracteristicas. Cuando esto sucede, las caracteristicas
gue otorgan mayor supervivencia son mas probables de ser transmitidas a la siguiente
generacion.

Inicialmente, previo al desarrollo de gran cantidad de técnicas de secuenciacion,
las diferencias que se observaban en la composicidn genética de los organismos estaban
asociadas con cambios en la cantidad y estructura de los cromosomas y se limitaban a
cambios detectables mediante microscopia tales como aneuploidias, rearreglos,
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heteromorfismos y sitios fragiles generalmente asociados con una enfermedad [76].
Posteriormente los avances en las técnicas de biologia molecular y una mayor
disponibilidad de las tecnologias de secuenciacion permitieron observar en el ADN
pequefias alteraciones no detectadas anteriormente y mas abundantes como: SNPs,
secuencias cortas de ADN altamente repetitivas (micro y mini satélites) y secuencias
menores a 1 kb involucradas en inserciones, deleciones, inversiones y duplicaciones. Se
estima que el conjunto de estas variaciones constituyen la mayor proporcion de
variabilidad genética. En la poblacion humana hay por lo menos 10 millones de SNPs,
promediando 1 cada 300 nucleotidos entre los ~3 mil millones de pares de bases de
nucleotidos que constituyen el genoma de un individuo [76].

Existen diferentes tipos de variantes genéticas que basicamente pueden
agruparse en dos categorias: las que no afectan el contenido del ADN debido a que el
namero de nucledtidos permanece inalterado y las que causan cambios en el contenido
nucleotidico por ganancia o pérdida de bases de ADN. La primer categoria involucra a
variantes o polimorfismos de nucleétido simple (SNV o SNP) en las que una base en
una posicion dada cambia por otra o debido a la sustitucion de un pequefio nimero de
ellas (denominadas en ocasiones mutaciones puntuales). Esta categoria también agrupa
a translocaciones de uno o de un nimero pequefio de nucleétidos a otra regién de un
mismo cromosoma Y si la region que sufre translocacién es de un tamafio considerable
este es catalogado dentro de un subgrupo denominado variaciones estructurales. Esta
categoria donde no hay cambio en la composicion nucleotidica también incluye a las
inversiones, otra clase de variacion estructural en el cual un segmento de ADN invierte
su orientacién en un cromosoma de principio a fin. [77]

Las variaciones estructurales son cambios en la estructura de los cromosomas de
un organismo. Son rearreglos cromosomicos que comprenden secuencias generalmente
mayores a 50 pb y suelen clasificarse en dos grupos (balanceadas y no balanceadas)
dependiendo si hay o no cambio en la composicion nucleotidica del ADN. En las
variaciones estructurales balanceadas las variantes de ADN tienen el mismo contendido
nucleotidico pero algunas secuencias de ADN estan localizadas en posiciones diferentes
en el genoma pero sin pérdida o ganancia de bases. Este grupo incluye a las ya
mencionadas translocaciones e inversiones [76,77]. En la variacion estructural no
balanceada las variantes de ADN difieren en su contenido nucleotidico por ganancia o
por pérdida de ADN. En ella se encuentran comprendidas las inserciones y las
deleciones (InDels) y las variaciones en numero de copia (CNVs). Los InDels son
inserciones o pérdidas de un segmento de ADN a nivel submicroscopico (<1 kb);
aunque, la convencién moderna reserva el término InDel para describir las deleciones o
inserciones cuyos tamarfios varian entre 1 y 50 nucle6tidos (elegidos arbitrariamente ya
gue los métodos de secuenciacion masiva de ADN producen secuencias muy cortas y a
menudo no es posible detectar deleciones o inserciones de més de 50 nucle6tidos). Las
CNVs, a diferencia de las anteriores, involucran segmentos mayores a 1 kb (o mayores
a 100 pb en la convencion moderna) pero que la mayoria de las veces son del orden de
Mb y pueden presentarse en un nimero variable de copias [76]. Otras variaciones que
aportan a la denominada variacién estructural son las copias en tandem o repeticiones
multiples en tandem (STR) de regiones de ADN que son denominadas segun su tamafio

22



INTRODUCCION

en satélite, minisatélite o microsatélite de ADN. La inestabilidad del ADN conteniendo
STRs genera variantes de ADN que difieren en el nimero de repeticiones en tandem
denominadas polimorfismos de numero variable de repeticiones en tandem
(VNTRs) [77].

1.6.2 Tipos de variantes de nucleétido simple

Cuando los SNPs o SNVs estan presentes en regiones génicas, estos pueden
clasificarse segun el efecto que genera la sustitucion del nucledtido en la proteina para
la cual codifica dicho gen. Los SNPs que se localizan dentro de una secuencia
codificante pueden modificar o no la secuencia de aminoacidos. Cuando una sustitucién
de nucle6tido genera un cambio de amino acido en la secuencia de esa proteina se
denomina sustitucion o SNP no sinénimo. Si por el contrario, la sustitucion
nucleotidica no se traduce en un cambio de aminodcido se denomina sustitucion
sindnima. La presencia de un SNP en la region codificante también puede provocar la
aparicion de un codon de terminacion prematuro que resulta en una proteina de menor
tamafo a la original, en ese caso se lo denomina SNP sin sentido. Los SNPs que se
encuentren en regiones no codificantes también pueden tener efectos en la traduccion,
particularmente si se localizan en regiones gendémicas de union de factores de
transcripcion, en regiones donde se transcriben los ARNs no codificantes o en las
regiones intrénicas en los sitios de splicing de los ARNm, alterando las sefales
normales del procesamiento de los ARNm y resultando en un splicing anormal [77]. En
cualquier caso, los SNPs que alteren de algin modo la expresion génica reciben el
nombre de SNPs de expresion y también pueden encontrarse tanto rio arriba como rio
abajo de la secuencia codificante.

Otra clasificacion utilizada en esta tesis esta relacionada con la heterocigocis del
sitio polimorfico. A diferencia de los términos usados en genética clasica donde las
palabras homocigota, heterocigota y hemicigota son usados para describir el genotipo
de un organismo diploide para un sitio en particular en el ADN, en la comparacién de
los genomas de dos organismos a nivel de su secuencia nucleotidica realizada mediante
el mapeo de lecturas contra un genoma de referencia en busqueda de SNPs, estos
términos son utilizados de forma diferente y su uso se describe a continuacion. En este
caso si las lecturas provienen de un organismo diploide, se podria suponer que las
mismas provienen estocasticamente de cualquiera de los dos alelos, por lo tanto el
porcentaje de lecturas que exhiban una sustitucion de nucledtido en un sitio en
particular con respecto a la referencia determina si ese polimorfismo es homocigota o
heterocigota para ese sitio. De este modo se define que los SNPs son homocigotas si
para un sitio o locus en particular los dos cromosomas del genoma en estudio poseen el
mismo alelo y este es diferente al del genoma de referencia. Es decir que si todas las
lecturas que mapean contra la referencia poseen la misma sustitucion de nucle6tido en
un determinado sitio y diferente al que posee el alelo de la referencia, entonces se lo
denomina SNP homocigota (Figura 1.10 A).
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Asimismo, si para un sitio en particular uno de los alelos es igual al alelo de la
referencia y el otro alelo es diferente se dice que los SNPs son heterocigotas. Es decir
que si un cierto porcentaje de las lecturas que mapean contra la referencia exhiben una
sustitucion de nucle6tido en un determinado sitio y el porcentaje restante de lecturas
para ese mismo sitio presenta el mismo nucle6tido que la referencia (sin cambio)
entonces esos sitios se clasifican como SNPs heterocigotas (Figura 1.10 B). EI mismo
principio puede utilizarse al mapear las lecturas del genoma de referencia contra si
mismo y de esta forma identificarse los SNPs homocigotas y heterocigotas tanto para la
especies que se usa de referencia como para la especie con el alelo alternativo
(Figura 1.10 C, D, E y F). La posibilidad de encontrar sitios heterocigotas trialelicos es
menos frecuente y en este Gltimo caso ninguno de los dos alelos alternativos son iguales
al alelo de la referencia y a su vez son diferentes entre si, mientras que el sitio de la
referencia puede ser homocigota o heterocigota para ese sitio 0 no tener polimorfismo.
(Figura 1.10 E y F). En la préactica utilizar solamente los porcentajes de las lecturas
mapeadas para la identificacion de sitios polimérficos no es suficiente, por lo cual se
utilizan ademaés otros criterios con el fin de evitar errores en la deteccion de SNPs. Los
criterios generales a tener en cuenta son los siguientes: frecuencia de variacion > 40%
con al menos 20 lecturas que cubran los sitios polimérficos, una calidad de base (Q)
tanto para el sitio de referencia como para el sitio polimorfico Q > 30 en la escala Phred
y localizarse a una distancia no menor a 5 pb de un gap o InDel. Adicionalmente, para
la clasificacion de SNPs homocigotas o heterocigotas, al menos el 40% de las lecturas
deben estar apoyando dicho cambio y en proporciones similares de la hebra directa y la
reversa (Véase capitulo materiales métodos, seccién 3.14 para mayor detalle).
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Figura 1.10: Sitios polimérficos homocigotas y heterocigotas segun la secuencia de referencia y
la alternativa. A). SNPs homocigotas: sitio no polimérfico para la referencia (sin SNP) y
polimdrfico homocigotas para el alternativo. B). SNPs heterocigotas: sitio no polimoérfico para la
referencia (sin SNP) y polimérfico heterocigotas para el alternativo. C). Sitio polimérfico
heterocigota para la referencia y polimorfico homocigota para el alternativo.
D). Sitio polimérfico homocigota para la referencia y polimorfico homocigota para el alternativo.
E). Sitio polimérfico homocigota para la referencia y polimérfico heterocigota para el alternativo.
F). Sitio polimérfico heterocigota para la referencia y polimérfico heterocigota para el
alternativo.

1.7 Estudio de caracteristicas genomicas basados en

métodos computacionales

1.7.1 Mecanismos de regulacion de la expresion génica

Los platelmintos parasitos son un grupo diverso de metazoos adaptados a vivir
en diversos ambientes. Sus ciclos de vida complejos requieren contar con los niveles y
repertorios apropiados de ARNm y proteinas que les permitan desarrollarse, sobrevivir
y adaptarse a sus hospederos, como asi también responder de manera rapida a los
cambios ambientales a los que se enfrentan [43,78-81]. Los niveles de expresion de los
diferentes ARNm vy proteinas observados en cada estadio del ciclo de vida de
Echinococcus se encuentran modulados por diferentes mecanismos de regulacion de la
expresion génica como por ejemplo trans-splicing y metilacion del ADN [82,83] o bien
mediante modificaciones post-traduccionales de histonas como se ha encontrado en
otros platelmintos parasitos [84]. Otro mecanismo de regulacién de la expresion génica,
que ha sido descripto por primera vez en los parasitos del género Echinococcus por
nuestro grupo es el de los pequeiios ARNs no codificantes denominados microARNS.
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Sin embargo, el conocimiento sobre los mecanismos de regulacion de la expresion en
Echinococcus, y en particular el que involucra a los microARNSs aln es limitado [85].
Asimismo, las adaptaciones morfoldgicas y metabdlicas de E. multilocularis y
E. granulosus G1 reveladas por el analisis de los genomas recientemente
secuenciados [43,78] junto a otras caracteristicas bioldgicas observadas, tales como la
especificidad de hospedero, el hecho de que estén adaptados a sobrevivir por largo
tiempo en sus hospedero y sus particularidades del desarrollo como la plasticidad
fenotipica y estrobilizacion del parasito adulto ponen de manifiesto la importancia de
profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares subyacentes con el objetivo de
avanzar en el conocimiento de la compleja biologia que poseen estos parasitos.

En esta tesis se aborda el estudio de la regulacion de la expresion génica
mediante la identificacion de posibles regiones promotoras o regulatorias, por marcaje
epigenético y regulaciéon post-transcripcional mediada por microARNs por lo cual a
continuacién se describen algunas caracteristicas conocidas sobre los factores recién
mencionados.

1.7.1.1 Epigenética y sistema de metilacion del ADN

No fue sino hasta 1980 que se demostré que la metilacion del ADN estaba
involucrada en la regulacion génica y la diferenciacion celular. La metilacion del ADN
es uno de los principales factores epigenéticos de control sobre la actividad de los
genes. La metilacion de ADN es catalizada por una familia de ADN metiltransferasas
(DNMTSs) que transfieren un grupo metilo desde S-adenosil metionina (SAM) al
carbono 5 de una citosina. La familia de DNMTs estd formada por las DNMT1,
DNMT2, DNMT3L, DNMT3a y DNMT3b que comparten similitud estructural con un
dominio extenso N-terminal y un dominio C-terminal con actividad catalitica, sin
embargo poseen diferentes funciones y patrones de expresion. Se cree que la DNMT3a
y la DNMT3b son las metiltransferasas de novo que pueden establecer un nuevo patrén
de metilacion en un ADN no modificado y que actian en la etapa de desarrollo
temprano. DNMT3L es una proteina que es homologa a los demas DNMT3s pero no
tiene ninguna actividad catalitica. En su lugar, DNMT3L se asocia a las
metiltransferasas de novo provocando un aumento de su capacidad de union al ADN y
asi estimular su actividad catalitica [86]. Por otra parte, la DNMT1 se encuentra activa
durante la replicacion del ADN y copia el patron de metilacion desde la hebra de ADN
parental a la nueva hebra sintetizada [86,87]. Finalmente, DNMT?2 ha sido identificada
como una proteina homdloga a la ADN metiltransferasa, que contiene los 10 motivos de
secuencia comunes a todas las metiltransferasas de ADN. Sin embargo, hasta el
momento no se ha descripto metilacion de ADN via DNMT2 sino que se la describe
involucrada en la metilacion de la citosina-38 en el bucle anti codon del ARN de
transferencia del acido aspartico [88]. Las grandes distancias genéticas entre los
miembros de la familia DNMT2 probablemente se atribuyen a sus presuntas
especificidades duales de sustrato (ADN y ARN) [89]. El mayor porcentaje de la
metilacion del ADN ocurre en las citosinas que preceden a una guanina denominados
sitios CpG. Los genomas de mamiferos contienen un gran namero de sitios CpG que
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son propensos a sufrir una reaccion de desaminacion y por consiguiente producir la
mutacion de la citosina del CpG a una timina Los sitios CpG estan altamente
distribuidos en todo el genoma y se encuentran potencialmente metilados, a excepcion
de las islas CpG (CGls) (ver en la siguiente seccion). [90].

Un segundo tipo de proteina que interviene en este mecanismo de regulacion de
la expresion génica son las proteinas de union a ADN metilado que impiden la union de
los factores de transcripcion al ADN. EI ADN metilado es reconocido por proteinas de
tres familias diferentes: proteinas MBD (methyl binding domain proteins), proteinas
UHRF (ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domain) y proteinas con dedos
de zinc. Las proteinas MBD poseen un dominio MBD que les confiere gran afinidad por
los sitios CpG metilados [91]. Esta familia incluye a las MeCP2 (methyl-CpG binding
protein 2), MBD1, MBD2, MBD3 y MBD4 [92-94]. La proteina MBD3 es incapaz de
unirse al ADN debido a una mutacién en su dominio MBD, en cambio la proteina
MBD4 se une normalmente al ADN y reconoce preferentemente un apareamiento
incorrecto entre guanina y timina y forma parte del sistema de reparacion del ADN. Los
otros miembros de las MBDs se unen directamente al ADN metilado mediante su
dominio MBD, y poseen un dominio extra TRD (transcriptional repression domain)
que permite la asociacion a varios complejos represores de la transcripcién [92,95,96].

La metilacion del ADN es una caracteristica epigenética que se encuentra
conservada en las cuatro clases de platelmintos (Cestoda, Monogenea, Trematoda y
Turbellaria), habiéndose observado particularmente la metilacion de citosinas del ADN
gendémico en individuos adultos de las especies de S. mansoni, Protopolystoma
xenopodis, S. haematobium, S. japonicum, P. nigra y en protoescélices de
E. multilocularis. Asimismo, se ha identificado que estos organismos poseen un gen que
codifica para la proteina DNMT2, pero carecen de genes codificantes para DNMT1 o
DNMT3 [83,97]. Estudios de expresion y silenciamiento de las DNMT2 y de
cuantificacion e inhibicion de la metilacion del ADN realizados en S. mansoni han
revelado que las marcas epigenéticas en su ADN son directamente dependientes del
grado de metilacion de las citosinas del genoma y de las proteinas DNMT2
enzimaticamente activas [83,97]. Estos estudios mostraron que un menor grado de
metilacion inhibe la produccién de huevos in vitro, sugiriendo que la modificacion
epigenética en estas especies de gusanos, y particularmente el grado de metilacion de la
citosina esta ligada al proceso de ovoposicion de los platelmintos, maduracion de los
huevos y desarrollo del sistema de Organos sexuales [97]. Ademas de las DNMTSs,
también se han observado en platelmintos proteinas MBDs que aparentemente serian
miembros de la familia MBD2/3 [83,98]. Las MBDs de platelmintos exhiben regiones
conservadas de los dominios de union a CpG los cuales consisten en 70 aminoacidos en
el extremo N-terminal (PF01429) y 97 aminoacidos del extremo carboxilo terminal
(PF14048). La conservacion de estos dos dominios, la ausencia de los motivos dedos de
zinc caracteristicos (CxxCzn) y la ausencia de los dominios de reparacion de ADN
glicosilasas sitla a estas MBDs en la familia ancestral MBD2/3 [98-100]. En las
especies de platelmintos estudiadas hasta el momento, solo se encontr6 un gen que
codifica para MDB. Esta proteina se ha descripto en trematodos (S. japonicum,
F. hepatica, P. westermani, C. sinensis y O. viverrini), turbelarios
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(Schmidtea mediterranea y M. lignano) y cestodos (E. multilocularis, E. granulosus,
T. solium y H. microstoma) y pareciera estar ausente en la clase Monogenea [83].

1.7.1.2 Islas CpG y su posible participacion en la regulacion génica

Las islas CpG (CGls) son segmentos de ADN de 1000 pb o mas que contienen
una mayor densidad de CpG que el resto del genoma, con un contenido de GC mayor al
55% y se encuentran no metilados [86]. Los dinucledtidos CpG de regiones ricas en GC
pueden tener un rol activo en la regulacion de la expresion génica ya que la mayoria de
los promotores de genes, aproximadamente el 70 %, estdn embebidos en regiones que
contienen CGlIs [101]. También los elementos potenciadores (enhancers) pueden
localizarse entre las CGls o estar contenidos en ellas. De este modo las CGIs pueden
poseer ambas propiedades, las caracteristicas promotoras y el efecto potenciador para la
expresion génica [102]. Algunos estudios han demostrado que las CGls pueden tener un
rol en la regulacion de la expresién génica tejido-especifico y que pueden sufrir
metilacidn principalmente en los estadios embrionarios en regiones intragénicas y en las
regiones llamadas “gene body” (region del gen més alla el primer exén). La metilacion
del primer exén, asi como la metilacion de la regién promotora, conduce al
silenciamiento de los genes [103]. Las CGls asociadas a promotores se encuentran
frecuentemente sin metilar, y por lo general son encontradas rio arriba de genes
constitutivos [104-108]. Las CGls, particularmente aquellas que estan asociadas con
promotores, estan altamente conservadas entre ratones y humanos. La localizacion y
conservacion de CGls a través de la evolucion implicaria una importancia funcional de
dichas regiones. Aparentemente, las CGls se han conservado evolutivamente debido a
que promueven la expresién génica mediante la regulacion de la estructura de la
cromatina y favorecen la union de factores de transcripcion. Una de las caracteristicas
de las CGIs es que contienen menos nucleosomas que otras regiones de ADN,
haciéndolas mas permisivas para la union de los factores de transcripcion. Mas aun, los
pocos nucleosomas que se encuentran unidos a las CGls usualmente contienen histonas
modificadas que favorecen la potenciacion de la expresion génica [109-111].

1.7.1.3 Silenciamiento génico postranscripcional

El silenciamiento génico es un mecanismo que esta presente en la mayoria de los
organismos eucariotas y que tiene como funcion controlar la expresion de los genes ya
sean endogenos o exdgenos. Este mecanismo desempefia un papel decisivo en la
diferenciacion celular, en la regulacion del desarrollo y en la defensa contra genes
foraneos y elementos transponibles [112]. La sefial para la activacion del mecanismo la
constituyen moléculas de ARN (mayormente moléculas de doble cadena). Tras la
activacion de este mecanismo se producen pequerios fragmentos de ARN que actlan de
sefial y median la inactivacion del ARNm blanco por medio de la complementariedad
de bases impidiendo que sea traducido y en muchos casos conducen a la degradacién
del ARNm [113]. Este mecanismo recibe el nombre de silenciamiento génico
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postranscripcional (PTGS, de las siglas en inglés “PosTranscriptional Gene Silencing™).
Uno de los principales efectores en la via de PTGS involucra a los microARNs. Los
microARNSs son pequefios ARN no codificantes que se generan a partir de precursores
especificos codificados en el genoma, y que al transcribirse se pliegan en horquillas
(hairpins) con segmentos de complementariedad imperfecta dando lugar a los Ilamados
ARN interferentes. Su tamafio es de aproximadamente 22 nucledtidos de longitud y
tienen un rol fundamental en diversos procesos bioldgicos tales como el desarrollo, la
proliferacion celular, la diferenciacion celular y la apoptosis [114,115], encontrandose
involucrados en el control de casi todas las vias celulares desde el desarrollo hasta
oncogeénesis [116,117]. A su vez, los microARNs poseen patrones de expresion
temporal y espacial que son especificos de un tipo celular, tejido o de la etapa del
desarrollo en la que el organismo se encuentra [118]. Los microARNs fueron
identificados por primera vez en Caenorhabditis elegans [119] y han sido identificados
en diversos organismos, incluyendo humanos, plantas y parasitos helmintos. EI nimero
total de microARN es diferente entre las diversas especies de metazoos [120]. Nuestro
grupo ha identificado el repertorio de genes de microARNSs y su perfil de expresion en
varias especies de platelmintos, E. granulosus s. s. G1, E. canadensis G7,
E. multilocularis, Mesocestoides corti, T. crassiceps y T. solium [85,121,122].
Particularmente en Echinococcus se han identificado 38 genes de microARNSs, algunos
conservados en metazoos y otros especificos de platelmintos, agrupados en 30 familias
diferentes. A su vez, se determind la expresion diferencial para determinados
microARNSs en diferentes etapas del ciclo de vida sugiriendo un rol en el mantenimiento
de las caracteristicas de cada etapa del desarrollo en platelmintos.

1.7.1.3.1 Biogénesis y via de los microARNs

Los genes de los microARNSs codificados en el genoma de un organismo se
transcriben por accién de la ARN polimerasa Il generando microARNS primarios largos
(pri-microARNS). Los genes de los microARNs pueden encontrarse como estructura
génicas normales en el genoma o bien localizarse en intrones de genes que codifican
proteinas [123]. En el nucleo, los pri-microARNs son procesados por la enzima con
actividad ARNsa Il Drosha/DGCR8 para producir un precursor de microARN de
aproximadamente 70 nucledtidos de longitud con estructura de tallo y rulo
(pre-microARN o hairpin). Luego, el pre-microARN es transportado desde el nucleo
hacia el citoplasma por Ran-GTP y Exportin-5 donde es procesado por otra enzima con
actividad ARNsa Il Dicer/TRBP, generando un daplex microARN-microARN*.
La cadena, conocida como microARN estrella (microARN*), o hebra pasajera
generalmente es degradada [124,125]; mientras que la otra hebra, el microARN maduro,
es cargado en el complejo efector (miRISC, microARN-induced silencing complex). El
componente activo del complejo RISC es una proteina de la familia de las
endonucleasas denominada Argonauta (Ago), que segun las caracteristicas de sus
dominios y familia a la que pertenecen cortan la hebra de ARNmM blanco
complementaria al microARN cargado en el complejo RISC o bloquean su traduccion.
El componente fundamental de este complejo es una secuencia de 6-7 nucledtidos
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localizado en el extremo 5' de la secuencia del microARN maduro cargado en la
proteina Ago y conocida como la "regién de siembra o semilla” (Seed) que sirve de guia
a la proteina hacia el ARNm blanco. Aunque el emparejamiento de bases entre el
microARN y su ARNm blanco no coincidan perfectamente, la secuencia “Seed” tiene
que ser perfectamente complementaria para que sea capaz de reprimir la expresion de la
proteina (Figura 1.11). Los microARNs se diferencian de otras clases de ARNSs
interferentes principalmente debido a que muchos de ellos estan filogenéticamente
conservados, particularmente en la secuencia Seed de la secuencia madura del
microARN y en la estructura de “hairpin’ generada durante su biogénesis [115].

En esta tesis se aborda el estudio de este mecanismo enfocado en la funcion de
las proteinas Ago codificadas en el genoma de Echinococcus mediante el modelado por
homologia de las proteinas y el analisis de los dominios, motivos y residuos esenciales
involucrados en su rol funcional.

U MFMFMFNF. ADN gendmico
E Transcripcion |

E Pri-miRNA

%P rocesamiento

\

Lmem%EO Citoplasma

Maduracién y carga en
el complejo RISC

Degradacion de la hebra pasajera * @
WL

[ |

Clivaje, degradacion del ARNm  Represion de la traduccion

Figura I.11. Esquema de la via de microARNs desde su transcripcion en el nuicleo hasta su
carga en el complejo RISC-Ago y unién al ARN mensajero. Extraido y modificado de Filipowicz
2008 [123].
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1.8 Sesgo en el uso de codones

En el codigo genético universal cada familia contiene entre 1 y 6 codones
dependiendo del aminoacido para el cual codifican. Cuando los aminoéacidos de las
proteinas de un organismo estan codificados por dos 0 mas codones alternativos se los
denominan codones sinbnimos. Aunque la eleccién entre los codones sindnimos no
altera la estructura primaria de una proteina, se sabe desde hace méas de 20 afios que el
uso de codones sinbnimos alternativos es un proceso no aleatorio [126-128]. Se ha
observado que durante la codificacion de genes a proteinas, algunos codones son
utilizados con mayor frecuencia comparados con otros codones sinénimos. Esto en si
mismo no es sorprendente, ya que cabe esperar que el uso de codones se vea
influenciado, al menos, por un sesgo mutacional [129]. Esta caracteristica del uso
preferencial de determinados codones en el proceso de traduccion se conoce como
"sesgo de uso de codones". El grado o patron de sesgo del uso de codones puede variar
dentro y entre las distintas especies de organismos [127]. Se dice que el patron del uso
de codones de un gen esta altamente sesgado, si este utiliza un coddn sinénimo
determinado la mayor parte del tiempo en la incorporacion de un aminoacido especifico
durante la traduccién de la proteina. Este tipo de codones suelen denominarse codones
optimos o codones frecuentes. La naturaleza de la optimizacion entre el uso de codones
y los ARNt ha sido ampliamente debatida por la comunidad cientifica, sin embargo aln
no se conoce con exactitud si el uso de codones conduce a la evolucion de los ARNt o
viceversa. No obstante, estd aceptado que el patrén del uso de codones depende del
balance entre el sesgo mutacional y la seleccién natural para la optimizacion de la
traduccién y que este fendbmeno esta muy extendido en todas las especies contribuyendo
a la evolucion del genoma de manera significativa [129-131]. Asimismo, se han
determinado algunos patrones generales en el uso de codones basados en el estudio de
diversos organismos, desde bacterias levaduras, gusanos, moscas Yy hasta
humanos [127,132,133]. Se ha sugerido que la optimizacion del uso de codones en
organismos de crecimiento rapido esta determinada principalmente por la abundancia de
los ARNt en los genomas y se cree que los codones optimos contribuyen a la eficiencia
y precision de la traduccion. Se denomina seleccion traduccional a la eficiencia y
precision de la traduccion que depende de la abundancia de los ARNt isoaceptores
codificados en el genomas de un organismo. Como resultado de este fendmeno se
espera que la seleccion de la traduccidn ocurra mas frecuentemente en genes con alto
nivel de expresion. Por otra parte, en los organismos cuya tasa de crecimiento no es alta
0 presentan genomas mas pequefios la optimizacion del uso de codones estd presente
solo en algunos genes y la preferencia en el uso de codones suele estar determinada
principalmente por un sesgo mutacional caracteristico [127]. La variacion de la
optimizacion de los codones en un subconjunto de genes proporciona una eficiencia
diferencial y una mayor precision para la traduccion de los dichos genes.
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1.8.1 Relevancia del estudio del uso de codones

Dado que las secuencias codificantes de un genoma son las que proporcionan
informacidn sobre la funcidn génica y la evolucion de un organismo las investigaciones
gendmicas de los patrones de sesgo en el uso de codones, sus causas y consecuencias, y
la identificacidn de fuerzas de seleccion que conforman su evolucion son relevantes en
los estudios gendmicos para la comprension de la biologia del mismo. Por otra parte, el
analisis del sesgo del uso de codones tiene importantes aspectos aplicados. La expresién
génica heter6loga es una metodologia muy importante utilizada en los procesos
biotecnolégicos mediante la cual se generan productos recombinantes como insulina,
antibidticos y vacunas. El sesgo en el uso de codones del organismo hospedero en el
que se expresan los genes foraneos puede ser un factor limitante que determina el
rendimiento de los productos deseados [134,135]. Por lo tanto, es necesaria la
optimizacion de la produccion del gen foraneo basado en los patrones de uso de
codones del organismo hospedero para que la traduccion del gen recombinante no se
vea afectada [136,137]. Asimismo, también se ha demostrado que los pares de codones
Optimos pueden ser reemplazados por codones sinénimos “no Optimos” en genomas
virales para el desarrollo de vacunas virales atenuadas [138-140].

1.8.2 Relevancia del uso de codones en la relacion Parasito-

Hospedero

Aunque los mecanismos utilizados por los organismos para la traduccion de las
proteinas permanecen altamente conservados a través de los taxones, existe una gran
variacion a nivel del reconocimiento entre el codon y el anti coddn, tanto dentro como
entre especies. Esta variacion se refleja en el uso de codones, nimero de copia de ARNt
y redundancia y degeneracion de anti codones. En estudios evolutivos se ha explorado
la degeneracion y redundancia de la maquinaria traduccional del codigo genético en
relacion con la infeccion con parasitos que utilizan vias de sintesis de proteinas del
hospedero. Estos estudios han sugerido que las caracteristicas de la maquinaria
traduccional podrian ser adaptaciones de los organismos parasitos para reducir los
costos energeticos de la infeccion. Para ello, a lo largo de la evolucion, los ARNt
isoaceptores de parasitos fluctian con el tiempo a medida que los parasitos rastrean el
uso del coddn del hospedero, y los hospederos al mismo tiempo modifican su uso para
escapar de la infeccién y de este modo los mecanismos de traduccién del hospedero
imponen una presion de seleccidn sobre el uso de codones de los parasitos [141]. Con el
advenimiento de las técnicas de secuenciacion de genomas enteros de numerosas
especies, se han realizado estudios de patrones de sesgo del uso de codones en
diferentes organismos tanto procariotas como eucariotas [142] y las investigaciones se
dirigen ahora a analizar el patron del sesgo de uso de codones de una manera holistica a
lo largo del genoma para comprender mejor los patrones de sesgo del coddn dentro y
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entre los genomas, en lugar de considerar solamente genes especificos o conjuntos de
genes particulares [128].

1.8.3 Modelos evolutivos y factores responsables del sesgo en

el uso de codones

El sesgo de uso de codones es un fendmeno complejo que puede involucrar
muchos factores dando como resultado un patron definible y caracteristico de cada
grupo de organismos. Dentro de un mismo genoma determinados genes individuales
muestran una variacion en el sesgo de uso de los codones, cuyo grado depende de
factores tales como el nivel de expresion, la longitud del gen [143], el sesgo en la
composicion de nucle6tidos (dado por un sesgo en el porcentaje de GC en distintas
regiones) entre otros [144,145]. Incluso dentro de un mismo gen, los patrones del uso de
los codones pueden variar dependiendo de la posicion del codon en el gen [146]. En
esta tesis, dichos factores son evaluados para determinar su implicancia en la formacion
del patrén de uso de codones en Echinococcus, como asi también se aborda el estudio
de las fuerzas evolutivas que moldean el uso de codones. A continuacién se describen
los dos modelos evolutivos méas importantes que se han desarrollado para explicar la
variacion en el sesgo del uso de codones.

1.8.3.1 Modelo de seleccidn y sesgo mutacional

Aunque el mecanismo de seleccion del sesgo en el uso de codones sigue siendo
controvertido, las posibles explicaciones de este sesgo se dividen en dos categorias
generales. Una de ellas se basa en la teoria de seleccion, en la que el sesgo en el uso de
codones contribuye a la eficiencia y/o a la precision de la expresion de proteinas y por
lo tanto, se somete a una seleccion positiva. EI modelo seleccionista también explica por
qué los codones mas frecuentes son reconocidos por las moléculas de ARNt mas
abundantes, como asi también la correlacion entre los codones preferidos, los niveles de
ARNLt y los nimeros de copias génicas. Aunque se ha demostrado que la incorporacién
de aminoacidos en los codones mas frecuentes se produce a una tasa mucho mayor que
la de los codones raros, no se ha demostrado que la velocidad de traduccion se vea
directamente afectada y, por lo tanto, el sesgo hacia codones mas frecuentes puede no
ser directamente ventajoso. Sin embargo, el aumento en la velocidad de elongacién de
la traduccion puede ser indirectamente ventajoso al provocar el aumento de la
concentracion celular de ribosomas libres y de esta forma favorecer el inicio de la
traduccion de los ARNm [126]. Asimismo, dado que la velocidad de la traduccion del
ARNmM influye en el plegamiento de la proteina y que ademas el uso de codones esta
ligado a la velocidad de la elongacion en la traduccién, el uso de un codoén u otro
influiria sobre el plegado y correcto funcionamiento de las proteinas traducidas. En
efecto, se ha observado que la presencia de mutaciones sindénimas tienen un efecto
importante sobre el plegamiento de algunas proteinas llegando incluso a cambiar la
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especificidad de su sustrato [147]. Ademas el tipo de codones reflejado en la
composicion nucleotidica del ARNm influye en la estructura secundaria de dicho
ARNmM y puede ser uno de los factores que determina la preferencia en el uso de
codones en el gque interviene la seleccién [148]. La segunda explicacion para el uso de
codones es el “sesgo de mutacion”, esta teoria postula que el sesgo de codones existe
debido a la no aleatoriedad en los patrones de mutacion. En otras palabras, algunos
codones pueden sufrir mas cambios que otros y por lo tanto resultar en frecuencias de
equilibrio mas bajas, también conocidas como codones "raros”. Diferentes organismos
también exhiben diferentes sesgos mutacionales, y existe evidencia creciente de que el
nivel de contenido de GC total de un genoma es el pardmetro mas significativo para
explicar las diferencias en el sesgo del uso de codones entre los organismos. Sin
embargo, este modelo por si solo no puede explicar completamente por qué los codones
preferidos son reconocidos por ARNts mas abundantes [126].

1.8.3.2 Modelo de equilibrio mutacion-seleccién-deriva

El sesgo en el uso de codones también puede explicarse mediante el modelo de
equilibrio de mutacién, seleccion y deriva que contempla a los fendmenos
anteriormente mencionados [149-154]. Esta hipotesis postula que la seleccidn favorece
a los codones maés frecuentes sobre los menos frecuentes, pero estos Gltimos pueden
persistir debido a la presion de mutacion y a la deriva genética. También sugiere que la
seleccidn es generalmente débil, pero que la intensidad de la seleccién se adapta a una
mayor expresion y a las limitaciones funcionales de las secuencias codificantes [155].
De este modo, las mutaciones de un codon no preferido que dan lugar a un codon
preferido deberian ser beneficiosas, mientras que las mutaciones en la direccion opuesta
deberian ser perjudiciales.

Los genes altamente expresados generalmente muestran un mayor sesgo en el
uso de codones [143,156-160]. La correlacion positiva entre el sesgo del uso de
codones y los niveles de expresion genica se atribuyen generalmente a la seleccion con
el fin de priorizar la eficiencia de la traduccion de aquellos genes que son
fundamentales para la sobrevida de un organismo [130,143,157,161,162]. En este
modelo, el sesgo del uso de codones se explica mediante una fuerza de seleccion
negativa frente a los codones raramente utilizados y una fuerza de seleccion positiva en
favor de los codones usados con mayor frecuencia, y de este modo los codones se
seleccionan para genes que estdn altamente expresados. Por lo tanto, los codones
optimos se definen generalmente como codones que estan presentes con mayor
frecuencia en genes altamente expresados en relacion a la baja frecuencia con la que
aparecen en genes con bajo nivel de expresion [131]. La seleccion de la traduccién se
explica principalmente sobre la base de los genes de los ARNt en las especies donde se
sugiere que la co evolucion desempefia un papel importante entre el uso de codones y la
abundancia de los ARNt isoaceptores codificados en el genoma [131,154,163,164]. La
hipotesis de co evolucion entre codon-anticodon, establece que el sesgo del uso de
codones es un factor determinante que ejerce una presion de seleccion sobre la
abundancia de los ARNt, y la abundancia de los ARNt debe co evolucionar con el uso
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de codones para coincidir con el codon mas abundante de una familia de codones
sinénimos. Esto explica por qué hay abundancias desiguales de ARNt isoaceptores que
conducen a un uso sesgado de codones entre un grupo de codones reconocidos por
dichos ARNt [130,153,165]. Sin embargo, la causa o consecuencia de esta asociacion
aun no esta clara. Aunqgue la seleccion traduccional podria ser un factor importante que
determina el sesgo del uso de codones dentro de las especies, tal seleccion puede no
estar directamente correlacionada con el patron del uso de codones entre las especies
debido a que gran parte de la variabilidad del patron de uso de codones entre las
especies parece depender de los diferentes patrones de mutacién [127].

35



HIPOTESIS Y
OBJETIVOS



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Capitulo Il

Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipotesis

El desarrollo de las nuevas tecnologias de secuenciacion ha permitido abordar el
estudio de organismos que no se encuentran dentro de la escala experimental rutinaria
de los laboratorios. La obtencion de datos gendmicos, su analisis y estudio mediante
gendmica comparativa permite extraer una cantidad de informacion relevante de
organismos que poseen ciclos de vida complejos y metodologias de experimentacion
limitadas. El andlisis exhaustivo de este tipo de datos permite explorar los genomas de
un modo maés eficiente y de esta manera identificar estructuras genémicas y genes que
son esenciales para la sobrevida del individuo en estudio y particularmente para el
estudio de los patdgenos que son de gran importancia en la salud pablica.

2.2 Objetivos

Dada la complejidad del estudio de parasitos helmintos del género Echinococcus
y su relevancia a nivel sanitario y epidemioldgico se propusieron los siguientes
objetivos principales:

I.1. Generar y analizar nuevos datos gendmicos y transcriptémicos de uno de los
principales causantes de la echinococcosis, Echinococcus canadensis G7.

I.1. Realizar analisis de gendmica comparativa entre las especies de Echinococcus
que permitan explicar diferencias bioldgicas.

I11.1.  Estudiar la relacion filogenética de las especies de Echinococcus mediante el
andlisis de SNPs en todo el genoma.

IV.1. Identificar y analizar genes especificos del género Echinococcus como posibles
blancos de intervencién para el control de la echinococcosis y sus posibles
mecanismos de regulacion de la expresion génica.

V.1 Transferir los datos gendmicos obtenidos como bases de datos de consulta y
herramientas bioinformaticas aplicables a las lineas de investigacion y estudio
de otros paréasitos helmintos.
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Capitulo 11

Materiales y Métodos

3.1 Recoleccion de muestras y extraccion de ADN

3.1.1 Material parasitario

El material parasitario utilizado para la secuenciacion del ADN de
E. canadensis G7 fue recolectado en Buenos Aires, Argentina. Se obtuvieron quistes
hidatidicos fértiles a partir de higados de cerdos naturalmente infectados suministrados
por mataderos de Buenos Aires, Argentina. Los animales involucrados en este estudio
no fueron sometidos a ningan procedimiento experimental y todas las muestras
utilizadas se recogieron post mortem en mataderos comerciales. Para la secuenciacion
del genoma, el liquido hidatidico fue asépticamente aspirado con una jeringa a partir de
un quiste unilocular de un higado de cerdo y se recuperaron los protoscolices (PS) del
fluido aspirado. Los mismos se lavaron en una solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) para eliminar los PS muertos y los residuos de la pared del quiste. Una fraccion
de los PS de cada quiste se usé para determinar su viabilidad mediante la prueba de
exclusion de eosina. Las muestras que mostraron mas del 90% de viabilidad se
seleccionaron para el aislamiento del ADN. La especie y el genotipo se determinaron
mediante la amplificacion seguida de secuenciacién de un fragmento de la subunidad 1
mitocondrial de la citocromo ¢ oxidasa (COX1) [27,85]. El esquema del diagrama de
trabajo se muestra en la figura I11.1.
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Figura Ill.1: Esquema del diagrama de trabajo bioinformatco implementado en esta tesis para
la obtencién, anotacion génica, analisis funcional y genomica comparativa del genoma de

Echinococcus.

3.1.2 Aislamiento y purificacion del ADN

El aislamiento de ADN gendmico de alta calidad se realizé mediante la técnica
de fenol/cloroformo. Para ello, a un volumen de 100 ul de PS se le adicion6 un volumen
1,2 ml de solucién tampo6n de lisis Tris-Hcl de PH = 8 (100 mM NaCl, 50 mM EDTA,
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0,5% SDS, 20 ug/ml ARNasa A y 0,1 mg/ml de proteinasa K) y se incubo a 50°C
durante 24 Hs. Las muestras que contenian restos visibles de tejido del hospedero se las
tratdé con pepsina con el fin de eliminarlo. Posteriormente se agregd 1 volumen de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico con una relacion 25:24:1 (SIGMA-Life science) y
se centrifug6 a 5000 g durante 15 minutos. Se extrajo cuidadosamente el sobrenadante y
se repitid una vez mas la extraccion con fenol/cloroformo, seguido de una extraccion
con cloroformo y centrifugando a 5000 g durante 15 minutos luego de cada extraccion.
Posteriormente se extrajo el sobrenadante y se adiciond 0,1 volumenes de acetato de
sodio (NaAc) de PH = 58 y 2 volumenes de etanol 100%. Inmediatamente el
precipitado de ADN se extrajo mediante un capilar sellado y se trasvasé a un tubo seco,
Luego se lavo dos veces con etanol 70%, se secO el ADN por evaporacion y se lo
resuspendio en 20 ul de agua. Las muestras se cuantificaron utilizando un fluorometro
Qubit (Invitrogen) especifico para ADN de doble cadena y la calidad del ADN se
evalu6 mediante la relacion de DO 260/280 y DO 260/230 usando un NanoDrop
(ThermoFisher Scientific).

3.2 Amplificacion por PCR y secuenciacion

La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 50 pl conteniendo el ADN
de la muestra (5-20 ng), 200 uM de cada ANTP (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl,, 0,2 uM
de cebadores directos y reversos (ver tabla 111.1; cebadores y temperaturas de union) y
2 U de ADN taq polimerasa Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: una
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 minutos, 35 ciclos a 95 °C durante 45
segundos, seguido de 50 segundos a la temperatura de unién optima (ver Tabla I11.1) y a
72 °C durante 60 segundos, con una reaccion de terminacion de 5 minutos a 72 °C. Los
productos de amplificacion se verificaron en geles de agarosa al 1,5% tefiidos con
gelRed para verificar la presencia de un Unico producto de amplificacion. La
secuenciacion se realizé en un secuenciador capilar Applied Biosystems 3130 usando el
kit “Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit”, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante y se secuenciaron ambas cadenas del producto de PCR. Para la
verificacion del genotipo se compararon las secuencias COX1 obtenidas con todas las
secuencias de Echinococcus conocidas segin Kamenetzky y col [166]. Para la
validacion de la presencia de SNPs en los genomas completos se utilizaron 3
aislamientos representativos de E. canadensis G7, 3 de E. granulosus G1 y 4 de
E. multilocularis, 2 de E. ortleppi, 2 de E. canadensis G6 y 2 de E. oligarthrus [24]. La
deteccion de bases del cromatograma, el ensamblado de secuencias, la identificacion de
polimorfismos y la inspeccién manual del ensamblado de secuencias y polimorfismos se
realizd6 mediante una combinacién de softwares Phred - (version phred-dist-071220.c),
Phrap (version 1.090518) y Consed (version 0.29). La deteccion de bases de los
cromatogramas fue realizado por Phred. Las secuencias fueron ensambladas por
Phrap-Consed y los SNPs candidatos fueron identificados y sometidos a una inspeccion
manual.
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Tabla Ill.1; Cebadores utilizados en esta tesis para genotipificacion y validacion de SNPs.

Genes Orientacién Secuencia del cebador Tamqno de Tm Estructura genomica Referencia
amplicon (pb) (°C) molde
F 5'-tttgggcatcctgaggtt-3'
coxl 99¢ gagg 410 55 Mitocondrial (exon) [166]
R 5'-taaagaaagaacataatgaaaatg-3'
. . F 5'-tcatcaccgggtaacatgac-3' .
Proteina Argonauta-Piwi 196 57 Nuclear (exon) Esta tesis
R 5'-ggagcaatagtttggcatcg-3'
. . F 5'-tgaacgtgagaagaacaaatcc-3' .
Proteina Kinasa 181 57 Nuclear (exon) Esta tesis
R 5'-aaatgatttgcgctccagat-3'
i6 F 5'-gcaccatgagatgtggtgac-3'
Factor de elon_gamon (EFG) con g gagaigiggtg 205 57 Nuclear (exon) e
dominio de union a GTP R 5'-ctcaacgtccgtectitgtt-3'
. F 5'-gggattgcctttaacgacttt-3' )
Subunidad alfa/beta de proteosoma 568 57 Nuclear (exon) Esta tesis
R 5'-acaaatcgggtagggtttca-3'
Nucleotidodisulfuro de piridina F S'-tgccatactctitggetect-3' .
. . 100 57 Nuclear (exon Esta tesis
oxidoductasa; Glutaredoxina R 5'-aaacagggcatagtaaagaacatca-3' ( )
Y i i iridi F 5'-acgatcgaagtcctccttcc-3'
Nu_cleotldodls.ulfuro de plrl_dlna gatcgaag 107 57 Nuclear (exon) Esta tesis
oxidoductasa; Glutaredoxina R 5'-acaaccgcgtggtaggatt-3'
. F 5'-agctaacgcatccagtccac-3' .
Proteina MBD 332 57 Nuclear (exon) Esta tesis
R 5'-ccagtccttcaaccaattcc-3'
. F 5'-cggacctctattctcccaaa-3' .
Proteina MBD 220 57 Nuclear (exon) Esta tesis
R 5'-aaatcacgacgctgttgga-3'
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3.3 Construccion de bibliotecas de ADN y secuenciacion

La preparacion de las bibliotecas y la secuenciacion del ADN se realizaron en la
plataforma de secuenciacion MiSeq (lllumina) con colaboracion del Grupo de
Genomica y Biologia Computacional del Centro de Pesquisa, René Rachou (CPgRR),
Fundacién Oswaldo Cruz, Minas Gerais, Brasil. Para la preparacion de cada biblioteca,
se usaron 50 ng de ADN genémico que fueron sometidos a una reaccion de
tagmentacion donde el ADN se fragmentd y simultdneamente se unio a adaptadores
especificos usando el Kit Nextera® XT DNA Sample Preparation Kit de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. A continuacién, los fragmentos generados se
purificaron y se sometieron a una reaccion de amplificacion utilizando cebadores
complementarios a los adaptadores y los productos fueron cuantificados por gPCR
utilizando el kit KAPA ™ SYBR® FAST gPCR. Se prepararon dos bibliotecas: L1 con
fragmentos de 1050 pb y L2 con fragmentos de 1200 pb. Luego las bibliotecas se
diluyeron en solucion de Tris-HCI + Tween 0,1%, se sembraron en un micro chip y se
secuenciaron con 500 ciclos 2x250bp (L1) o 600 ciclos 2x300pb (L2) usando el Kit
MiSeq v2 Reagent Kit. Las imagenes fueron procesadas y analizadas con el software
suministrado por el fabricante. La calidad de las lecturas de Illumina se evalud con
FastQC v0.10.1, y se procesaron de acuerdo a los parametros de calidad Phred (Q > 33)
utilizando el software Trimmomatic [167] y se removieron secuencias remanentes de
adaptadores. Phred es una medida de la calidad con la que se detecta un nucle6tido en la
secuenciacion del ADN y se define como la probabilidad de que una base nucleotidica
sea leida con cierta precision.

Q=-10xlog,, P

donde Q es el valor de calidad Phred y P la probabilidad de que un nucleétido haya sido
leido incorrectamente durante la secuenciacion. Un valor de Q > 33 significa una
precision mayor al 99,99%.

3.4 Obtencion del genoma de E. canadensis G7

El genoma de E. canadensis G7 se obtuvo por medio un ensamblado de novo de
las lecturas en formato fastq obtenidas por la secuenciacion de dos bibliotecas
gendmicas en la plataforma MiSeq de Illumina. El ensamblado de las lecturas dio lugar
a secuencias largas denominadas contigs. Los contigs obtenidos fueron comparados
contra el genoma del hospedero y aquellos con resultados de busqueda positivos fueron
removidos. Los contigs son segmentos de secuencias de ADN obtenidos por
superposicion de secuencias mas cortas obtenidas del secuenciador que reconstruyen las
secuencias originales de ADN que conforman los cromosomas de un organismo. El
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grupo de contigs ordenados y orientados correctamente que reconstruyen la secuencia
original de ADN y separados por gaps se denomina “scaffolds”.

Con el fin de optimizar el ensamblado del genoma de E. canadensis G7, se
probaron diferentes ensambladores de novo y se evaluaron parametros estadisticos de
calidad para definir el mejor ensamblado. Los softwares usados en las distintas pruebas
de ensamblado fueron  Velvetl.2.07 [168], SOAPdenovo2 [169] vy
SPAdes 3.6 [170,171]. Las lecturas y los contigs obtenidos se reutilizaron para generar
los genomas mejorados usando PAGIT, IMAGE [172]; ICORN [173]; ABACAS [174].
Posteriormente las métricas de la calidad de los diferentes ensamblados obtenidos se
calcularon con QUAST [175] se selecciond el mejor ensamblado en base a los valores
de N50, el nimero total de contigs y la longitud total del ensamblado. EI N50 es una
estadistica basica para describir la contigliidad de un ensamblado de un genoma. Cuanto
mayor sea el N50, mejor sera el ensamblado. El célculo de N50 se realiza ordenando los
contigs por tamafio de mayor a menor. A continuacion se suman los tamafios los
contigs, hasta que la suma sea igual a la mitad del namero de bases total los contigs en
el conjunto y el tamafio del contig mas corto de dicha lista es el que determina el valor
del N50 del ensamblado. EI proceso de ensamblado dio lugar a la version v.1 del
genoma de E. canadensis G7 y los contigs menores a 1 kb de longitud fueron
descartados. El espacio génico total fue validado usando CEGMA 2.4 [176] y la
comparacion de la calidad de los genomas de las especies de Echinococcus fue realizada
mediante el mapeo de contigs contra el genoma de E. multilocularis utilizando
ABACAS.1.3.2 [174]. La cobertura y la profundidad de la cobertura fueron calculadas
con scripts personalizados. La profundidad de la cobertura se refiere al nimero de veces
que fue leida cada base en una posicion determinada del ensamblado final. Y la
cobertura se refiere al porcentaje del tamafio total del genoma de referencia que esta
representado por el genoma ensamblado.

3.5 Disponibilidad de los datos

Las secuencias ensambladas del genoma de E. canadensis (G7) se depositaron
en ENA (BioProject PRIEB8992, https://www.ebi.ac.uk/ena/PRIEB8992) y Wormbase
Parasite (http://parasite.wormbase.org/ Echinococcus_canadensis_prjeb8992 / Info /
Index /). Los datos sobre los grupos ortdlogos se pueden descargar de la pagina web del
proyecto FlatDB (http://www.bmhid.org.ar/flatdb/).

3.6 Prediccidn estructural y anotacion de genes

Para la anotacidn génica estructural se realiz6 la busqueda de genes ab initio,
utilizando el software automatizado MAKER 2.31 [177]. Para la predicciéon de los
modelos génicos, previamente se selecciond y descargd de diferentes
bases de datos (https://www.ebi.ac.uk/ena; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ y
ftp://ftp.sanger.ac.uk/), un grupo confiable de genes y proteinas representativas de las
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especies relacionadas del género Echinococcus para generar asi un conjunto de datos
fiables gue sirvan como conjunto de entrenamiento para los softwares Augustus [178] y
SNAP [179]. La eleccién de los genes y/o proteinas que conformaron estos grupos se
realizd acorde a si poseian evidencia transcripcional o estudios asociados que den
evidencia de ello y que cuya secuencia se encuentre completa. ElI conjunto de
entrenamiento consisti6 en 300 ESTs de Echinococcus, 4321 proteinas de
E. multilocularis y 2531 proteinas de E. granulosus G1.

Los datos de proteinas se incorporaron a través del software Exonerate v.2.2.0
[180]. La prediccion génica ademas fue acompafiada y sustentada por la incorporacion
de datos de transcriptdmica de RNA-seq de E. canadensis G7 generados por el
Wellcome Trust Sanger Institute y Tsai y col. [43]. Las lecturas de RNA-Seq se
mapearon contra el genoma de E. canadensis G7 usando Tophat v2.0.12 [181,182] y el
resultado de este mapeo se utilizd para construir modelos ocultos de Markov mediante
GeneMark-ET [183] para luego ser utilizados por GeneMark [184] incoporado a
MAKER2 para la prediccion génica. La anotacion estructural génica mediante MAKER
2.31 [177] se realizo de la siguiente manera: en primer lugar se identificaron regiones de
ADN repetitivas utilizando RepeatModeleller [185] las cuales fueron enmascaradas
durante la prediccion génica usando RepeatMasker [186]. Los modelos génicos
identificados por CEGMA 2.3 [176] fueron también incorporados a MAKER 2.31 como
evidencia génica. El protocolo de prediccion consistio en tres rondas de prediccion con
MAKER2: La primer ronda se ejecutd utilizando la base de datos de proteinas
personalizadas como evidencia fisica y con GeneMark [184], SNAP [179] y Augustus
[178] activados para las predicciones ab initio. Posteriormente, se realiz6 una segunda
ronda de MAKER?2 utilizando la evidencia fisica de transcriptos del archivo GFF3
obtenido a partir del mapeo de las lecturas de RNA-Seq obtenido con GeneMark-ET
[183] y con todos los predictores ab initio desactivados. El paso final de MAKER2 se
realizd utilizando la evidencia fisica de transcriptos del archivo GFF3 obtenido a partir
del mapeo de las lecturas de RNA-Seq obtenido con GeneMark-ET [183] y con todos
los predictores de genes activados, y se incorporaron ademas los modelos de genes
obtenidos en la ronda anterior de corrida través de MAKER2 como EST con una
puntuacion umbral AED < 0,5. Asi, MAKER2 recopild la evidencia fisica basada en la
homologia de los resultados de los modelos génicos predichos ab initio por cada uno de
los programas integrados en MAKER?2 para generar la anotacion final.

3.7 Anotacion de genes no codificantes

Los ARNs de transferencia fueron buscados por tRNAscan-SE v.1.23 [187] y
cada locus de ARNt fue confirmado comparandolos contra la bases de datos “RNA
central database” (http://rnacentral.org/). Dos genes adyacentes de ARNt se definieron
como cluster si su distancia era inferior a 1000 nucleétidos, de acuerdo con
Bermudez y col. [133]. Los genes de ARN ribosémicos (ARNr) fueron identificados por
el software RNAmmer-1.2 (www.cbs.dtu.dk/servicessRNAmmer/) y se los corrobord
mediante BLAST contra las bases de datos del NCBI y contra la base de datos
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“5S ARNr (http://combio.pl/rra/)”. Los microRNAs especificos de Echinococcus se
identificaron como se describe anteriormente por Macchiaroli y col. [122]. Los
microARNs fueron mapeados contra el genoma de E. canadensis G7 utilizando
BLAST [188]. Todos los datos de anotacion relativos a la ubicacion en el genoma de
E. canadensis G7 fueron agregados como coordenadas al archivo GFF de
E. canadensis G7 utilizando scripts personalizados.

3.8 Analisis de modelos génicos y anotacion funcional de

genes

La estructura génica obtenida se evalud utilizando Eval [189]. Los modelos
génicos, tamafio y nimero de intrones y exones y sitios de splicing fueron verificados
por la implementacion de este método. La anotacion funcional de los genes se realizo
mediante una combinacion de tres métodos. En primer lugar todos los modelos génicos
fueron  analizados en  blisqueda de dominios  conocidos  utilizando
InterProScan-5.7-48.0 [190] que incluye a las bases de datos PROSITE [191],
PRINTS [192], SMART [193], PFAM [194] y SUPERFAMILY [195]. Por otra parte
los genes fueron mapeados mediante BLAST [188] contra la base de datos
UniProt/Swiss-Prot  (http://www.uniprot.org/) y todos los datos obtenidos fueron
integrados y asociados con términos GO mediante InterPro2GO y Blast2GO [196]
utilizando la base de datos de “Gene Ontology” [197]. La asociacién de los términos
GO a los dintintos niveles de jerarquia se realizé con R utilizando el paquete “GO.db”
(https://bioconductor.org/packages/release/data/annotation/ntml/GO.db.html) y fueron
procesados y analizados usando scripts personalizados en BASH. Los modelos génicos
que no pudieron ser anotados por medio del procedimiento anterior fueron anotados
mediante la asignacion de la anotacion de grupos de ortologia creados para organismos
parasitos usando OrhtoMCL v2.0.9 [198,199]. Y por ultimo se utilizO BLAST [188]
contra la base de datos UniProt/Swiss-Prot para definir las anotaciones finales de los
genes que no pudieron ser anotados por ninguno de los métodos anteriores.
Posteriormente, los genes se asociaron a vias metabolicas. Para ello los proteomas
fueron mapeados contra las bases de datos KEGGs utilizando la BlastKOALA [200] y
Blas2GO [196]. Con el propdsito de profundizar en el estudio del metabolismo se
seleccionaron manualmente algunas vias reguladoras importantes y otros maédulos
funcionales, que se utilizaron en “KEGG Mapper Reconstruct Pathway” para la
visualizacion y el analisis de dichas vias metabolicas.

3.9 Grupos de genes ortologos

Para llevar a cabo la busqueda de ortélogos, primeramente se buscaron y
descargaron los proteomas de 14 taxones de metazoos (Tabla 111.2) y sus secuencias se
compararon por mejor hit reciproco (RBH) utilizando BLAST [188]. Los resultados se
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utilizaron posteriormente para identificar los grupos de genes ortélogos mediante el
algoritmo OrhtoMCL v2.0.9 [198,199]. Para establecer la relacion de ortologia se
establecié un valor de corte de 1,5 y un subconjunto de proteinas se agrupd segun las
siguientes categorias: platelmintos, platelmintos parasitos, platelmintos de vida libre,
cestodos y Echinococcus. Para detectar las familias de proteinas expandidas, se
utilizaron grupos ortologos construidos con OrthoMCL vy se identificaron conjuntos que
contenian mas de tres proteinas por especie en todas las especies de metazoos y en el
género Echinococcus.

3.10 Blancos terapéuticos

Con el fin de identificar genes especificos de cestodos que estan ausentes en
humanos se seleccionaron los genes ortélogos de E. canadensis G7 a partir de los
grupos ortologia que son exclusivos de cestodos. Se utilizé un valor de corte estricto de
0,8 para llevar a cabo el agrupamiento. Los nuevos genes candidatos a blancos
terapéuticos se seleccionaron teniendo en cuenta los siguientes criterios: estar presente
en todas las especies cestodos, tener alta conservacion de la secuencia entre los cestodos
(MCL puntuacion <0,8) y estar ausente o tener un alto grado de divergencia en los seres
humanos. Para todos los grupos de ortologia seleccionados se realizaron analisis
filogenéticos mediante alineamientos multiples con ClustalX, se calcularon las
distancias con el modelo JTT y se construyeron arboles con el algoritmo de Maxima
verosimilitud implementado en el software MEGAS5. Los valores de cada nodo
representan los porcentajes de boostrap mayores al 50%, obtenidos sobre 500 réplicas.

3.11 Anotaciones de dominios y analisis estructural

Las proteinas estudiadas en este trabajo fueron buscadas utilizando BLAST
[188] contra las bases de datos UniProt/Swiss-Prot. Los dominios de proteinas se
identificaron en las bases de datos PFAM y Prosite utilizando PFAM_scan [201] o
HMMscan 3.0. Para un subset de proteinas de interés se realizaron los siguientes
andlisis (ver seccion Resultados 4.4): identificacion de péptidos sefial mediante Phobius

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/phobius/) y SignalP 4.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), obtencidn de estructura secundaria mediante
PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) y Jpred 4

(http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/), modelado de las estructura de proteinas
mediante combinacién de los softwares PHYRE?2 [202] y SWISS-MODEL [203-206],
busqueda por homologia de estructuras mediante la base de datos PDB
(http://www.rcsb.org/pdb, [207]).
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Tabla Ill.2: Proteomas utilizados en la blisqueda de genes ortdlogos entre distintas especies de metazoos.

[¢]
Especies Filo Clase N de, , Parasitismo Hospedero Fuente
proteinas
H. sapiens Cordados Mammalia 30529 no ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/CCDS/current_human/CCDS _protein.current.faa.qz
M. musculus Cordados Mammalia 23874 no ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/CCDS/current_mouse/CCDS _protein.current.faa.gz
D. rerio Cordados Actinopterygii 41677 no ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-65/fasta/danio_rerio/pep/Danio_rerio.Zv9.65.pep.all.fa.gz
B. floridae Cordados Leptocardii 50817 no ftp://ftp.jgi-psf.org/pub/JGI_data/metazome/v3.0/Bfloridae/annotation/Bfloridae 17 peptide.fa.gz
ftp://ftp.flybase.net/genomes/Drosophila_melanogaster/dmel r5.41 FB2011 09/fasta/dmel-all-
D. melanogaster Artropodos Insecta 24132 no translation-r5.41.fasta.qz
ftp://ftp.wormbase.org/pub/wormbase/species/c_elegans/sequence/protein/c_elegans.PRINA137
C.elegans Nematodos Chromadorea 27367 no U e
. . . ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS3/species/Echinococcus_can
E. canadensis  Platelmintos  Cestoda 11437 sl vertebrados adensis/PRJEB8992/Echinococcus_canadensis.PRJEB8992.WBPS3.genomic.fa.gz
E. granulosus Platelmintos Cestoda 10274 G vertebrados fstpgéﬂg:anqer.ac.uk/pub/pathoqens/Ech|nococcus/qranqusus/qenome/Eqranulosus v3 2014 0
E. multilocularis Platelmintos Cestoda 10551 si vertebrados ZDggtp;aan;er.ac.uk/pub/pathoqens/Echmococcus/muItlIocuIans/qenome/EmuItlIocuIans v3 201
. . . vertebrados/ . o :
H. microstoma Platelmintos Cestoda 10145 Si invertebrados ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Hymenolepis/microstoma/Hmicrostoma vl 2014 05 27.aa
T. solium Platelmintos Cestoda 12353 Si vertebrados ftp:/bicinformatica.biomedicas.unam.mx/TsM1 13.12.11/TsM1 13.12.11.prot.faa
G. salaris Platelmintos Monogenea 15488 si Invertebra_do/ http://invitro.titan.uio.no/gyrodactylus/ftp/Gsa-gene-models.fasta.gz
Ectoparasito
. . - vertebrado/  ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Schistosoma/mansoni/genome/Gene_models/Smansoni_v5.
S. mansoni Platelmintos Trematoda 11825 si invertebrado O proteins 21032013 fasta
& eedlie e e Tl 29649 o iRl e ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schmidtea _mediter

ranea/PRINA12585/schmidtea mediterranea.PRINA12585.WBPS1.proteins.fa.gz
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ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Echinococcus/granulosus/genome/Egranulosus_v3_2014_05_27.aa
ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Echinococcus/multilocularis/genome/Emultilocularis_v3_2014_04_27.aa
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ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Hymenolepis/microstoma/Hmicrostoma_v1_2014_05_27.aa
ftp://bioinformatica.biomedicas.unam.mx/TsM1_13.12.11/TsM1_13.12.11.prot.faa
http://invitro.titan.uio.no/gyrodactylus/ftp/Gsa-gene-models.fasta.gz
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3.12 Identificacion de islas CGls

Con el objetivo de identificar las islas CGls, se usé el software “CgiHunterLight
software tool v1.0” (http://cgihunter.bioinf.mpi-inf.mpg.de/), aplicando el algoritmo de
Takai y Jones [208], el cual sugiere los siguientes parametros de bdsqueda: contenido
de GC >55%, Obs CpG / Exp CpG >0.65 y longitud de CGIs =500 pb. Este algoritmo
identifica y excluye a los falsos positivos de las secuencias repetitivas. Las CGls
identificadas fueron anotadas en los genomas de las tres especies de Echinococcus
analizadas y su localizaciébn genémica y densidad fue evaluada en cada caso.
Posteriormente se estudié de manera comparativa la presencia de CGls en las tres
especies de Echinococcus utilizando scripts personalizados que permitieron discriminar
las diferentes regiones: genomas completos, regiones rio arriba de los genes (posibles
secuencias regulatorias) y las regiones codificantes.

3.13 Comparacion de los genomas

La comparacién de genomas completos de las especies de Echinococcus se
realizd mediante el mapeo de los contigs sobre los cromosomas de E. multilocularis
utilizando ABACAS.1.3.2 [174]. Una vez dispuestos los contigs en el orden y en la
orientacion correcta se reanotaron los genes de E. canadensis G7 y de
E. granulosus G1. Los resultados de los analisis de ortologia se utilizaron para definir
las regiones de ortologia geénica y sintenia en un contexto cromosémico entre las
especies de Echinococcus. La sintenia de los genes ortélogos se represento graficamente
con CIRCOS plot [209].

3.14 ldentificacion de SNPs

Para la determinacién de la variabilidad genética las bibliotecas de Illumina de
E. canadensis G7, E. granulosus G1 y E. multilocularis se filtraron por calidad y luego
se mapearon contra los genomas de las especies de Echinococcus usando bowtie2 [210].
Las estadisticas de mapeo se calcularon con Bamtools
(https://github.com/pezmaster31/bamtools), y las duplicaciones fueron marcadas y
descartadas usando picard-tools v.1.129 (http://broadinstitute.github.io/picard/). Los
SNPs fueron reconocidos utilizando Samtools [211], con los siguientes parametros:
frecuencia de variacion > 40% con al menos 20 lecturas que cubran sitios polimérficos,
y una calidad de base tanto para el sitio de referencia como para el sitio
polimorfico > 30. Las inserciones Yy deleciones (InDels) fueron filtradas con
VCFtools [212]. Para disminuir el nimero de falsos positivos durante la identificacién
de SNPs, aquellos ubicados a una distancia menor a 10 pb de los InDels fueron
removidos del andlisis. Para todos los analisis de SNPs las lecturas fueron primero
mapeadas contra su correspondiente genoma de referencia y, a continuacion, contra el
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genoma de cada una de las diferentes especies analizadas. Los sitios polimorficos
heterocigotas (SNPs heterocigotas) fueron anotados como tales solo si ambas lecturas
de la biblioteca “paired end” (izquierda y derecha) mapeadas contra la referencia
contenian tanto al alelo alternativo como al alelo de la referencia y en ambas hebras de
la referencia (directa y reversa) y con mas de 20 lecturas totales sustentando el tipo de
nucle6tido en esa posicion. Los sitios polimdrficos homocigotas (SNPs homocigotas)
fueron anotados como tales si ambas lecturas (derecha e izquierda) mapearon sobre el
alelo de referencia en ambas hebras (directa y reversa) y con mas de 20 lecturas totales
apoyando el tipo de nucledtido en esa posicion y ninguna lectura conteniendo el tipo de
nucleodtido presente en la secuencia de referencia. Este procedimiento se utiliz6 para
registrar todos los sitios con SNPs homocigotas y heterocigotas de las tres especies de
Echinococcus. La relacion de sustituciones transicion/transversion se calculd usando
VCFtools [212] y la anotacion y clasificacion de SNPs basados en el efecto que generan
en las regiones codificantes fueron llevadas a cabo con SnpEff v4.0 [213]. Las
comparaciones entre las tres especies de Echinococcus se realizaron con scripts
personalizados. Los analisis estadisticos se realizaron implementando el test de
ANOVA, con un nivel de confianza del 95% y se graficaron mediante el software R
implementando el paquete “car”. (https://www.r-project.org/).

3.15 Reconstruccion de la filogenia con genomas

mitocondriales

Los contigs mitocondriales fueron identificados por BLAST [188] contra una
base de datos de ADN mitocondrial personalizada de especies de Echinococcus y se
concatenaron sobre el genoma mitocondrial de referencia de E. canadensis G7
(AB235847) para la obtencion del genoma mitocondrial final completo. La anotacion de
sus genes se realizd por transferencia de anotacion mediante RATT [214]. Las
secuencias nucleotidicas de 13 genes que codifican para proteinas de los genomas
mitocondriales de Echinococcus se tradujeron a las secuencias de aminoacidos
utilizando el codigo genético mitocondrial de platelmintos [215]. Las secuencias de
aminoéacidos fueron alineadas usando ClustalX [216]. Los analisis filogenéticos usando
los genomas mitocondriales completos se realizaron utilizando el método de Maxima
verosimilitud con matrices de distancia JTT. El arbol consenso se obtuvo por el método
de bootstrap inferido a partir de 500 réplicas. Las ramas mostradas son las obtenidas en
al menos un 50% de las réplicas de bootstrap. El analisis incluyé 13 genomas
mitocondriales con 12 proteinas cada uno (3276 aminoacidos). Los valores de cada
nodo representan los porcentajes de bootstrap.
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3.16 Filogenia global de Echinococcus y especies modelo

Para construir la filogenia de genomas completos se realizaron tres analisis:
filogenia a partir de secuencias de aminodcidos derivados de genes de copia Unica,
filogenia a partir de secuencias de nucleotidos derivados de los CDS de copia Unica 'y a
partir de secuencias nucleotidicas artificiales generadas a partir la concatenacién de
sitios polimorficos de genomas completos. Para el analisis de genes de copia Unica se
seleccionaron grupos ortlogos conteniendo una Unica copia de genes de cada especie y
se concatenaron las secuencias de las proteinas y de CDS por especies de organismos.
Las secuencias de proteinas se alinearon utilizando ClustalX. El alineamiento multiple
fue editado manualmente eliminando todas las posiciones con menos del 60% de
cobertura y se calcularon las matrices de distancia con el modelo JTT y se reconstruyé
la filogenia mediante el método de maxima verosimilitud. El analisis involucré 14
secuencias de aminoacidos de 29 genes de copia Unica extraidos de los grupos de
ortologia. Los blogues analizados en el conjunto de datos final incluyeron un total de
7001 posiciones. Las secuencias de nucledtidos de los CDS de copia Unica se alinearon
con el software transAlign (EMBOSS), y el analisis filogenético se llevo a cabo por el
método de Méaxima verosimilitud basado en el modelo de Tamura-Nei. Se eliminaron
todas las posiciones que contenian gaps y con datos faltantes y el conjunto de datos final
incluy$14364 posiciones. Para la reconstruccion filogenética a partir de genomas
completos se seleccionaron los SNPs homocigotas de los genomas de Echinococcus y
se integraron todos los sitios polimorficos de las tres especies de Echinococcus usando
GATK [217]. Después de la eliminacion de SNPs heterocigotas, los sitios de SNPs
homocigotas de los genomas de las tres especies fueron concatenados formando
secuencias de nucledtidos artificiales y el alineamiento resultante se utilizé para crear
un arbol filogenético utilizando FastTree [218], se calcularon las matrices de distancia
con el modelo GTR y se implementd el método de maxima verosimilitud para la
construccion de los arboles. El arbol consenso se obtuvo por el método de bootstrap
inferido a partir de 1000 réplicas. El conjunto final de datos incluyé 562759 posiciones.
Los sitios polimérficos compartidos entre las especies se identificaron y cuantificaron
con scripts personalizados.

3.17 Estudio del uso de codones

Para el estudio del uso de codones de las especies de Echinococcus se
seleccionaron 2754, 2417 y 2442 CDSs de E. canadensis G7, E. multilocularis y
E. granulosus G1 respectivamente. Los mismos fueron seleccionados habiéndose
filtrado estrictamente los que contaban con el codon de inicio ATG y con los codones
de terminacion de la traduccién TAA, TAG o TGA, y ademas ser ortdlogos entre las
tres especies de Echinococcus. Los grupos de genes de cada especie fueron analizados
mediante CodonW [219], CodonO [220,221] y el contenido de nucledtidos de cada
posicion de los codones y la ocurrencia de dinucle6tidos GC fue calculado con scripts
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personalizados escritos en lenguaje Perl. Los parametros calculados mediante CodonW
y el contenido de nucleédtidos de las posiciones en los codones fueron utilizados para
realizar analisis de componentes principales (ACP). Previamente los datos fueron
normalizados segin Peden [219] para definir la adaptabilidad relativa de cada codon. Y
luego se aplic6 el ACP basado en la adaptabilidad relativa para identificar las
principales tendencias de la variacion genica en el uso de codones sindnimos entre los
genes [222]. Se utilizo el andlisis de correspondencia (COA) para el analisis estadistico
multivariante de patrones de uso de codones. Dado que hay un total de 59 codones
sinénimos (los cual incluye 61 codones, menos los codones Met y Trp Unicos), los
grados de libertad se reducen a 40 al eliminar las variaciones causadas por el uso
desigual de los aminoacidos al generar un analisis de correspondencia de RSCU [219].
Todos los graficos que relacionan los distintos indices y/o parametros fueron realizados
con R (www.r-project.org) y los céalculos estadisticos se realizaron con el paquete
Hmisc (https://cran.r-project.org/web/packages/Hmisc/).

3.17.1 Métodos de medicidon del uso de codones

Los datos obtenidos y medidos con CodonW fueron: uso relativo de codones
sinénimos (RSCU), nimero efectivo de codones (ENc), indice de adaptacion de
codones (CAl) y contenido de GC en la primera, segunda y tercera posiciones de
codones (GC1, GC2 y GC3), la frecuencia de G o C en la tercera posicion de codones
sindnimos (GC3s), y la media de GC total, CBI, ENc, Fop, Hidrofobicidad (Hf) y
aromaticidad (Arom). Para el célculo de los indices CAI, CBI y Fop se seleccionaron
previamente un grupo de genes con alta y baja expresion como referencia. El
significado de cada indice se explica a continuacion:

Uso relativo de codones sindnimos (RSCU): es la relacion de las frecuencias
observadas y esperadas de los codones bajo un uso de codones sinénimo uniforme,

Xi

RSCU, =

con n = nimero de codones sindnimos cuyos valores (1< n < 6) segun el aminoacido
para el que codifica y Xi = nimero de veces que aparece el codon i. Si los codones
sinénimos de un aminoacido se utilizan con frecuencias iguales, sus valores de RSCU
seran iguales a 1. Los valores de RSCU mayores que 1 indican un uso de codon superior
al esperado [223].

Numero efectivo de codones (ENc) Es una medida general del sesgo en el uso de
codones para genes individuales. Su valor representa el nimero total de codones
utilizados que generaran el mismo sesgo de uso de codones que el observado.
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ENc= 2+i+i+i+i

F, F, F, F,

donde Fi (i = 2,3,4 0 6) es la probabilidad media de que dos codones elegidos al azar
para un aminoacido codificado por i codones sindnimos sean idénticos.

En un rango de valores de 20 a 61, los valores mas bajos indican un mayor sesgo
en el uso de codones. En términos generales, los valores de ENc inferiores a 36 indican
un fuerte sesgo en el uso de codones [224].

indice de adaptacion de codones (CAI): Los valores de CAl miden el grado de
predisposicion hacia el uso de codones presentes en genes altamente expresados o de
codones preferidos/dptimos. Primero se elabora una tabla de valores RSCU para genes
altamente expresados. A partir de dicha tabla se identifican los codones que se utilizan
con mayor frecuencia para cada aminoacido y se calcula la adaptabilidad relativa de los
codones (wi) mediante:

RSCU,
w=—
RSCU,,

donde RSCUnmax = valor RSCU para el codon utilizado mas frecuentemente para un
aminoacido determinado. Luego; el valor CAl de un gen se calcula como la media
geométrica de los valores de wi para todos los codones utilizados en ese gen.

1
e

donde L = Numero de codones, excluyendo a los codones AUG y UGG y wi es el valor
w para el codon i en el gen. En un rango de valores entre 0 y 1.0, los valores CAI mas
altos indican una mayor expresion de genes [223,225]. El conjunto de secuencias
utilizadas para calcular los valores CAl en este estudio fueron los genes que con altos
RFPKMs calculadas por Tsai y col. [43].

Indice del sesgo de codones (CBI) es una medida de sesgo de codones
direccional hacia un subconjunto de codones dptimos. Mide el grado con el que un gen

usa un subgrupo de codones 6ptimos [160].

CBI = Nopt — Nesp
Ntot — Nesp

donde Nopt = nimero de codones éptimos; Ntot = nimero de codones sinGnimos;
Nesp = niumero esperado de codones éptimos si los codones se asignaron al azar. Si el
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uso de codones es totalmente aleatorio, el valor de CBI es 0. Si Nopt es menor que
Nesp, el indice sera negativo.

Frecuencia de codones optimos (Fop): los codones 6ptimos se definen como los

codones que son reconocidos por los ARNt isoaceptores mas abundantes en genes
altamente expresados, comparados con genes de baja expresion [131].

codones _ 6ptimos

Fop =

codones _sin 6nimos

La significancia se evalla mediante una prueba de contingencia de chi cuadrado
con p-val < 0.01.

Gréafico de namero efectivo de codones (ENc-plot). En un ENc-plot los valores
de ENc son relacionados contra los valores de GC3s y se utiliza para analizar la
influencia de la composicién de bases en el uso de codones en un genoma [226]. Se
genera una curva estandar para mostrar la relacién funcional entre los valores ENc y
GC3 bajo influenciados por un sesgo mutacional en lugar de la presién de seleccion.

En genes donde la presion de seleccion estd totalmente ausente los valores de
ENCc dependen del contenido de GC3 segun la ecuacion siguiente:

ENC:2+S+%
ST+ (1+5s%)

donde s representa el porcentaje de G + C en la tercer posicion de los codones.

Aromaticidad (Arom); es la suma de la frecuencia relativa de la aromaticidad de
cada aminoécido.

20
Arom = >" 5, f,

i=1
donde fi es la frecuencia relativa de los aminoacidos de tipo i de la proteina y
o1 = 1 cuando el aminoacido es aromatico (Fenil-alanina, tirosina y triptéfano) y 8i = 0
cuando es no aromatico [227].
Hidrofobicidad (Hf): es la estimacion de la hidrofobicidad total de la proteina,

cuanto mayor es el valor de Hf mayor es su caracter hidrofdébico. El valor de Hf es una
combinacion lineal de frecuencias relativas de los aminoacidos:

20
Hf = Z(xi f,
i=1
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donde fi es la frecuencia relativa de aminoacido del tipo i de la proteina y ai es el indice
de hidrofobicidad de dicho aminoacido [223].

Gréfico de sesgo PR2: El andlisis de diagrama de la regla de paridad 2 (PR2) se
utilizé para determinar el grado mutacional y de seleccion en el uso de codones [228].
Este andlisis se basa en la relacion de sesgos de AT ([A3/ (A3 + T3)]) y de sesgos GC
([G3/ (G3 + C3)]) en la tercera posicion de los codones que codifican para dichos
aminoacidos. Los aminoacidos de cuatro codones son alanina, arginina (CGA, CGT,
CGG, CGCQC), glicina, leucina (CTA, CTT, CTG, CTC), prolina, serina (TCA, TCT,
TCG, TCC), treonina y valina [229].

Gréaficos de neutralidad: Los graficos de neutralidad (P12-P3); se calcularon en
base al contenido de GC en la primera y segunda posicion (GC12) y en la tercera
posicion de codones sin6nimos GC3s. P12-P3 fueron utilizados para evaluar las
relaciones entre las tres posiciones de los codones de Echinococcus. Se realiza una
regresion lineal entre las tres posiciones y luego se analiza la pendiente. En el analisis
de regresion lineal, una pendiente nula indica una ausencia de presion de mutacién
direccional (fuerzas selectivas completas), mientras que una pendiente de 1 indica
neutralidad completa [223,228,230,231].
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Capitulo IV

Resultados

4.1 Genoma de Echinococcus canadensis G7

La disponibilidad de las nuevas técnicas de secuenciacion aplicadas a la
obtencién de datos gendmicos y transcriptomicos ha permitido abordar el estudio de
enfermedades desatendidas desde una perspectiva diferente. La disponibilidad de los
genomas de parasitos y las anotaciones génicas de los mismos nos ha permitido realizar
estudios que no habian podido llevarse a cabo mediante las técnicas clasicas. Sin
embargo, debido al gran volumen de datos que estas tecnologias generan es relevante su
cuidadosa manipulacion y méas aun la correcta interpretacion de los resultados
pertinentes. La obtencion del genoma de E. canadensis G7 y los anélisis y resultados
obtenidos en la presente tesis son pioneros en el area de gendmica asociada al estudio de
parasitos platelmintos.

4.1.1 Secuenciacion y ensamblado

La extraccion del ADN gendmico de protoescélices de E. canadensis G7
aislados de los quistes de higado de cerdo (Sus scrofa) fueron genotipificados por PCR
del gen mitocondrial citocromo oxidasa 1 (COX1) seguido de secuenciacion. La
secuencia obtenida fue 100% idéntica a la reportada para E. canadensis G7 (nro de
acceso GenBank AB235847).

4.1.1.1 Preparacion de bibliotecas de ADN gendmico

Para la secuenciacion del genoma de E. canadensis G7 se prepararon dos
bibliotecas de ADN gendmico paired end. Para ello, el ADN fue sometido a
fragmentacion por transposicion y adicion de adaptadores en cada extremo del ADN
doble cadena (tagmentation) obteniendose fragmentos de 1050 y 1200 pb para la
primera y segunda biblioteca respectivamente. Posteriormente se secuenciaron 250 pb y
300 pb de cada extremo de los fragmentos (Figura IV.1).
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Figura IV.1: Esquema de los fragmentos obtenidos en la construccion de las dos bibliotecas
paired end para la secuenciacion. Las flechas azules y verdes representan a los cebadores
para la secuenciacion seguido de las flechas negras que representan el tamafio de lectura que
se secuencid en cada extremo.

4.1.1.2 Secuenciacion y andlisis de calidad

En la secuenciacion de las bibliotecas gendmicas se produjeron lecturas de
secuencia codificadas en formato fastq. Para la primera biblioteca se obtuvieron
2x16644529 lecturas con tamarios de entre 35 y 251 pb, y luego del proceso de filtrado
por calidad quedaron 2x10549520 lecturas con tamafios entre 75 y 251 pb. Para la
segunda biblioteca se obtuvieron 2x18836422 lecturas que luego de filtrarlas por
calidad se obtuvieron 2x9015899 lecturas de tamafios entre 75y 300 pb. El rendimiento
de la secuenciacion fue del 63,4% y 47,9% para la primera y segunda biblioteca

gendmica respectivamente (Figura IV.2).
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1 20 75 150 200 250 300 1 20 75 150 200 250 300

Figura IV.2: Distribucion de tamafio de las lecturas: A). Namero de lecturas vs. tamafio de las
lecturas de la primera biblioteca para el total de secuencias antes del procesamiento y filtrado
por calidad (gris) y después del procesamiento vy filtrado por calidad (negro). B). NUimero de
lecturas vs tamafio de las lecturas de la segunda biblioteca para el total de secuencias antes
del procesamiento y filtrado por calidad (gris) y después del procesamiento por calidad (negro).
C). Calidad de bases en escala Phred por posiciéon en las lecturas para la primer biblioteca
antes del procesamiento y filtrado por calidad (izquierda) y después del procesamiento y filtrado
por calidad (derecha). D). Calidad de bases en escala Phred por posicion en las lecturas para
la segunda biblioteca antes del procesamiento y filtrado por calidad (izquierda) y después del
procesamiento y filtrado por calidad (derecha).

4.1.1.3 Ensamblado

Para obtener el genoma de E. canadensis G7 se plantearon dos alternativas; el
mapeo de lecturas utilizando el genoma de E. multilocularis como genoma de referencia
0 mediante la realizacion de un ensamblado de novo. En primer lugar se realizo el
ensamblado utilizando el genoma de referencia y se obtuvo un porcentaje de lecturas
mapeadas del 76,1%. Debido a los gaps que presenta el genoma de E. multilocularis y
ante la posibilidad de perder informacion genémica especifica de E. canadensis G7
dado el sesgo que representa el mapeo de lecturas sobre un genoma de referencia
existente y recientemente generado se decidid realizar un ensamblado de novo. Para
obtener el ensamblado de mejor calidad se ensayaron 34 estrategias diferentes usando
cinco softwares de ensamblado. EI ensamblado éptimo se eligio segin las medidas
estadisticas del genoma tales como el N50, la profundidad, el nimero de contigs, el
%GC, la cobertura del genoma de referencia y la evaluacion del espacio génico
(Tabla IV.1). El mapeo de las lecturas sobre el ensamblado de novo del genoma de
E. canadensis G7 mostro un 92,1% de lecturas mapeadas (ver seccion 4.2.2).
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Tabla IV.1: Optimizacion del ensamblado del genoma de E. canadensis G7. Resumen de métricas para los ensamblados obtenidos por diferentes softwares
utilizados en la obtencién del genoma. Sélo se consideran contigs > 1000 pb. DBG - Grafos de Bruijn; PDBG- Grafos de Bruijn paralelos iterados.

Ensamblador K-mer N° de contigs  Tamafio total [Mb] Mayor contig [kb] N50[pb] Gaps N[kb] Observaciones
SOAPDeNovo 23 257453 114,06 119,65 10667 11056 *
SOAPDeNovo 23 4408970 408,26 3,34 147 3212 *
SOAPDeNovo 31 4108901 484,80 3,50 173 416 *
SOAPDeNovo 31 145612 113,50 181,72 24061 6120 *
SOAPDeNovo 37 4108901 484,80 3,50 173 416 *
SOAPDeNovo 37 145612 113,50 181,72 24061 6120 *
SOAPDeNovo 41 4108901 484,80 3,50 173 416 *
SOAPDeNovo 41 145612 113,50 181,72 24061 6120 *
SOAPDeNovo 127 848909 140,16 95053,29 4471 0 *
SOAPDeNovo 127 4408893 408,26 9208,98 147 0 *
SOAPDeNovo 137 4108447 484,78 8481,15 173 0 *
SOAPDeNovo 137 594270 139,80 100168,33 9207 0 *
SOAPDeNovo 149 3977274 529,62 8019,60 188 0 *
SOAPDeNovo 149 504547 140,12 101437,01 11428 0 *

Velvet 23 3397665 304,63 2,53 94 0 *

Velvet 31 75736 110,64 180,18 23120 0 *

Velvet 37 2144947 295,29 2,77 141 0 *

Velvet 41 1908241 289,92 3,59 111 0 *

Velvet 31 57418 111,15 436,06 49829 363 *

Velvet 37 57440 111,14 436,06 50099 360 *

Velvet 31 74637 110,58 202,27 23416 0 *
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Velvet
Velvet
Velvet
Velvet
Velvet
Velvet
Velvet
Velvet + IMAGE
Velvet + IMAGE
Velvet + IMAGE
SPAdes
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SPAdes + IMAGES
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31

31

31

31

31

31

31

31

31

31
29,31,37,41,43,47,53
29,31,37,41,43,47,53
29,31,37,41,43,47,53
29,31,37,41,43,47,53

74596
75003
74637
74596
75053
73403
75003
15367
15367
10277
41665
34984

9333

9326

110,58
110,87
110,58
110,58
110,87
110,92
110,87
104,40
104,40
96,54

128,51
127,31
115,02
115,02

202,27
202,27
202,27
202,27
202,27
202,27
202,27
202,27
202,27
202,27
573,99
573,99
573,99
573,99

23416
24043
23416
23416
24043
24061
24043
26296
26296
28388
60762
62416
74555
74555

O O O OO oo o o o

0,007
0
0
0

*%

*kk

*k%k

*kkk

kkkkk

*Distintos parametros de software; **Con ABACAS; ***Sin ABACAS; ****Con contigs mitocondriales; *****Genoma mitocondrial removido
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El mejor ensamblado se logré utilizando el software SPAdes [170]. Luego de
remover los contigs que potencialmente no corresponden a E. canadensis G7 y los
menores a 1000 pb, el genoma qued6 compuesto por 9326 contigs cuyos parametros de
calidad del ensamblado fueron los siguientes: N50 74,6 kb, profundidad 55X y una
distribucion y longitud de contigs similar a la de E. multilocularis y E. granulosus G1.
El ensamblado del genoma de E. canadensis G7 exibié un tamafio de 115 Mb con
41,86% de contenido GC y un tamafio acumulativo de 9000 contigs de
E. canadensis G7 que alcanzaron el tamafio total del genoma de E. multilocularis

(Figura 1V.3).
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Figura IV.3: Estadisticas métricas de la calidad del ensamblado del genoma de
E. canadensis G7: A). Tamafio acumulativo de los contigs (Mb) por el nimero de contigs
usando al genoma ensamblado de E. multilocularis como referencia, B). Distribuciéon de tamafio
de contigs de E. canadensis G7. Los histogramas representan la frecuencia de contigs en
funcion del logaritmo del tamafio de los contigs (pb) para cada genoma. Las curvas
representan la distribucion normal del logaritmo de tamafio de los contigs.

Posteriormente se evalud el genoma mediante el andlisis del espacio génico que
deberia contener un todo organismo eucariota. Este andlisis se realizd mediante la
busqueda de 248 genes centrales (CEGs) que forman parte de todos los organismos
pertenecientes a este grupo utilizando el software “Core Eukaryotic Genes Mapping
Approach” (CEGMA) [176]. De este modo se estimd que el espacio génico fue del
85.08% y el porcentaje de cobertura fue del 95%. Adicionalmente, se ensamblé el
genoma mitocondrial se identificaron y anotaron el 95% de sus genes. El ensamblado
consistio en un contig de 13719 pb con 85% de cobertura 'y 99,9% de identidad respecto
al genoma mitocondrial de referencia de E. canadensis G7 (Nro. de acceso del GenBank
AB235847 (Figura IV.4y Tabla IV.2).
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Figura IV.4: Esquema del ensamblado del genoma mitocondrial de E. canadensis G7.

Tabla IV.2: Genes mitocondriales del genoma de E. canadensis G7.

Contig_ID Clase de gen Inicio Final Anotacion
E.canG7_Mit.Genome gen 33 692 rrns
E.canG7_Mit.Genome gen 34 609 cox2
E.canG7_Mit.Genome ARNt 625 691 ARNt-Glu
E.canG7_Mit.Genome gen 695 1150 nad6
E.canG7_Mit.Genome ARNt 1163 1228 ARNt-Tyr
E.canG7_Mit.Genome ARNt 1235 1661 ARNt-Leu
E.canG7_Mit.Genome ARNt 1318 1759 ARNt-Ser
E.canG7_Mit.Genome ARNTt 1580 1644 ARNt-Leu
E.canG7_Mit.Genome ARNt 1656 1714 ARNt-Arg
E.canG7_Mit.Genome gen 1716 3287 nad5
E.canG7_Mit.Genome ARNt 3466 3531 ARNt-Gly
E.canG7_Mit.Genome gen 3536 4336 cox3
E.canG7_Mit.Genome ARNt 4338 4401 ARNt-His
E.canG7_Mit.Genome gen 4405 5472 cob
E.canG7_Mit.Genome gen 5488 5748 nad4L
E.canG7_Mit.Genome gen 5709 6968 nad4
E.canG7_Mit.Genome ARNt 6972 7033 ARNt-GIn
E.canG7_Mit.Genome ARNt 7033 7095 ARNt-Phe
E.canG7_Mit.Genome ARNt 7092 7157 ARNt-Met
E.canG7_Mit.Genome gen 7163 7675 atp6
E.canG7_Mit.Genome gen 7684 8565 nad2
E.canG7_Mit.Genome ARNt 8593 8655 ARNt-Val
E.canG7_Mit.Genome ARNt 8661 8725 ARNt-Ala
E.canG7_Mit.Genome ARNt 8726 8790 ARNt-Asp
E.canG7_Mit.Genome gen 8794 9668 nadl
E.canG7_Mit.Genome ARNt 9687 9752 ARNt-Asn
E.canG7_Mit.Genome ARNt 9759 9821 ARNt-Pro
E.canG7_Mit.Genome ARNt 9822 9883 ARNt-lle
E.canG7_Mit.Genome ARNt 9889 9952 ARNt-Lys
E.canG7_Mit.Genome gen 9955 10302 nad3
E.canG7_Mit.Genome ARNt 10314 10372 ARNt-Ser
E.canG7_Mit.Genome ARNt 10381 10447 ARNt-Trp
E.canG7_Mit.Genome gen 10451 12058 cox1
E.canG7_Mit.Genome ARNt 12053 12136 ARNt-Thr
E.canG7_Mit.Genome gen 12137 13114 rrnL
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4.1.2 Anotacion Génica

El proceso de anotacion génica puede agruparse en dos componentes: anotacion
estructural y anotacion funcional [232]. Estructuralmente los genes deben ser asignados
a regiones especificas dentro del genoma dispuesto en contigs, scaffolds o cromosomas
y adicionalmente describir la estructura de cada gen, su marco de lectura incluyendo los
intrones, exones, sitios de inicio y de terminacién de la traducccion como asi también
las regiones no traducidas que se encuentran al principio y al final de cada unidad
transcripcional (5’UTRy 3’UTR). En esta tesis también se realiz6 un analisis adicional
y poco frecuente en los trabajos de rutina de anotacién de genomas que es la
identificacion de otros elementos no codificantes tales como elementos repetidos,
microARNS, entre otros y un esfuerzo adicional en la identificacion de regiones
regulatorias que permitan proporcionar informacion sobre la regulacion de la expresion
de los genes anotados. Por otra parte, la anotacion funcional de los genes consiste en
que, una vez definida la estructura y los limites de los genes, es posible evaluar dicha
regién, compararla con bases de datos de genes y realizar busqueda de dominios que
permitan asignar posibles funciones a cada gen. Encontrar los genes completos, detallar
su ubicacidn, asignarle una posible funcidn y entender su relacion con otros genes es el
punto de partida para el estudio funcional de los genes de interés.

4.1.2.1 Anotaciéon Estructural

La anotacion estructural génica de un genoma es un procedimiento delicado en
el que deben tenerse en cuenta varios factores para la correcta definicion de los genes ya
que de ello depende la subsiguiente anotacion funcional. Una anotacion automatica
puede resultar defectuosa si no se cuenta previamente con un set de entrenamiento
confiable y bien definido que aporte evidencia sustentable a los algoritmos de
prediccion de los modelos génicos, y si bien no es excluyente es sumamente
determinante que se cuente con datos de transcripcion para una correcta definicion del
espacio génico. La anotacion estructural génica del genoma de E. canadensis G7 se
llevéd a cabo en una primera instancia utilizando como modelos a C. elegans y
S. mansoni lo que condujo a la anotacion de aproximadamente unos 500 y 1000 genes
respectivamente. Esto evidencio la necesidad de no contemplar estas anotaciones y
generar un set de entrenamiento personalizado para la anotacion génica de
E. canadensis G7. Los modelos génicos finales fueron predichos utilizando el software
MAKER2 [177] con algoritmos entrenados a partir de genes de E. multilocularis y
E. granulosus G1 (CDSs, ESTs y proteinas) y datos transcriptomicos de
E. canadensis G7 (véase capitulo de Materiales y Métodos). Luego de tres rondas de
anotacion y un filtrado por tamafio de proteinas mayores o iguales a 10 aminoacidos se
logré anotar un total de 11435 genes que codifican para proteinas con un puntaje de
AED < 0,5 y se obtuvo las coordenadas de los mismos en los contigs. Se evalud la
region codificante y los elementos que lo componen y se observé una densidad de 13
genes por Mb y un contenido de GC de la regidn codificante del 48% (Tabla 1V.3).
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Tabla IV.3: Prediccién génica del genoma de E. canadensis G7.

Parametros estadisticos del genoma

Tamarfo del genoma (Mb) 115
Contenido de GC (%) 42
Numero de contigs 9261
N50 (kb) 75
Mayor contig (kb) 574
Profundidad 55x
Numero de genes 11435
Densidad génica por Mb 13
Contenido de GC codificante (%) 48%
Tamafio del proteoma (aminoacidos) 4915068
Tamafo maximo de proteina (aminoacidos) 7886
Tamafio promedio de las proteinas (aminoacidos) 440
Tamafo promedio de los exones (pb) 219
Mediana del tamafio de los exones (pb) 159
Promedio de exones por transcripto 6
Mediana de exones por transcripto 4
Total del tamafio de los intrones (kb) 40117
Tamafio promedio de los intrones (pb) 714
Mediana del tamafio de los exones (pb) 273

4.1.2.2 Anotacion Funcional

Del total de 11435 proteinas predichas por técnicas bioinformaticas se obtuvo la
anotacion funcional para 6876 de ellas, lo cual representd el 60,1% de las proteinas
totales. Para lograr este rendimiento en la anotacion de los genes fue necesario recurrir a
diferentes estrategias. Principalmente se utilizd InterProScan mediante el cual se
asignaron 6205 anotaciones, 5986 de ellas asociadas a términos GO (Gene Ontology
terms) mediante la combinacion de InterPro2GO y Blast2GO. Adicionalmente, 493
genes pudieron ser rescatados mediante la construccion de grupos de ortologia
conformados por grupos taxondmicos definidos de parésitos y grupos especificos de
cestodos (véase seccidon 3.9) y se les asignd la anotacion correspondiente a dichos
grupos. Finalmente, se pudieron rescatar 144 anotaciones génicas adicionales usando la
técnica de mejor hit reciproco (RBH) por BLAST contra la base de datos UniProt. Por
otra parte, las 4559 proteinas restantes fueron anotadas como proteinas hipotéticas y
presentaron también evidencia transcripcional dada por el mapeo de lecturas de
RNA-seq. A partir del total de las anotaciones se analizaron las frecuencias de los genes
con términos GO agrupados en las categorias “Funcion Molecular” (Mf), “Proceso
biolégico” (Pb) y “Componente celular” (Cc). Dichas categorias describen la actividad
molecular de los productos génicos, el rol biologico en el que intervienen y la
localizacion de la proteina respectivamente. Mediante este estudio se analiz6 el primer
nivel ancestral de cada categoria y se calcularon los porcentajes de términos GO

63



RESULTADOS

asociados a los genes. Cada gen anotado tiene asociado al menos un término GO vy el
porcentaje de términos GO de cada categoria se calculé6 sumando el total de genes
agrupados en un determinado término GO relativo al nimero total de términos GO de
dicha categoria. Se observd que el 77% de los términos GO de la categoria Fm se
distribuyeron en dos subcategorias, “Union” (GO:0005488) (4913 genes) y “Actividad
catalitica” (G0O:0003824) (2476 genes) (Figura IV.5 A). Las siguientes subcategorias
méas abundantes fueron "actividad transportadora” (GO:0005215) (523 genes) y
"regulador de funcion molecular” (GO:0098772) (402 genes). En cuanto a la categoria
Pb, el 51,2% del total de términos GO se agrupO en cinco subcategorias "proceso
celular" (G0O:0009987) (5106 genes), "proceso metabolico” (G0:0008152) (3998
genes), "regulacion bioldgica” (GO:0065007) (3552 genes) , "regulacion del proceso
bioldgico™ (GO:0050789) (3383 genes) y “respuesta a estimulo” (GO:0050896) (2621
genes) (Figura 1V.5 B). Por ultimo, en la categoria Cc se observd que el 73% de los
términos GO se agruparon en cuatro subcategorias "célula" (GO:0005623) (5314
genes), "organela” (GO:0043226) (4673 genes), “complejo macromolecular”
(GO:0032991) (2528 genes) y “membrana” (GO:0016020) (2213 genes);
(Figura IV.5 C). ”. Estos datos concuerdan con los observados en las anotaciones de
otros parasitos platelmintos [233].

Para entender mejor la variabilidad génica agrupada en las dos categorias mas
abundantes de Fm se estudio la distribucion de los genes al nivel de la segunda jerarquia
de estos términos GO (“Union” y “Actividad catalitica”). Asociados al término “Unién”
se encontraron cuatro subcategorias principales que representaron el 72% del total de
los términos GO. Estas categorias fueron "union de compuestos ciclicos organicos"
(GO:0097159) (2194 genes), "enlace de compuesto heterociclico™ (GO:1901363)
(2173 genes), "unién a proteinas” (GO:0005515) (2044 genes) y "unidn a iones"
(GO:0043167) (1826 genes). EI nimero de genes totales en estas cuatro categorias fue
de 3625, dado que muchos de estos genes presentan funcion molecular asociada a dos o
mas términos GO (Figura IV.5 D). Por otra parte; dentro de la categoria “Actividad
catalitica” solo dos subcategorias conformaron el 83% de los términos GO; "actividad
hidrolasa” (GO:0016787) (1089 genes) y "actividad transferasa” (GO:0016740) (1054
genes). En este caso, el numero total de genes fue de 2039 indicando que la mayoria de
los genes posee un solo tipo de actividades catalitica (Figura IV.5 E).

Al analizar la combinacion de estas dos subcategorias pertenecientes a la
categoria “Actividad catalitica” con las cuatro subcategorias de la categoria “Union” se
observo que aproximadamente al 25% de los genes contenidos en cada subcategoria
perteneciente a “Unidn” le corresponde ademas los términos “Actividad hidrolasa” o
“Actividad transferasa”, mientras que el 50% restante no posee términos de actividad
catalitica o posee otros términos asociados. Asimismo se observd que los genes
agrupados con funcion “Actividad hidrolasa” y “Actividad transferasa” poseen
asociados al menos dos terminos de la subcategoria “Unién”. Estos analisis confirmaron
la correcta asignacion de términos GO a los genes dada la presencia necesaria de
términos GO de ambas categorias (“Union” y “Actividad catalitica”).
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Figura IV.5: Anotacion funcional de los genes de E. canadensis G7. Porcentaje de términos
GO asociados a la categoria A). “Funcion Molecular”, B). “Proceso biol6gico”; C). Componente
celular. D). Porcentaje de términos GO de la categoria “Unién”; E). Porcentaje de términos GO
de la categoria “Actividad catalitica”. Las categorias menores a 1% fueron sumadas y se
muestran como “otros términos GO”.

Adicionalmente un total de 4202 proteinas de E. canadensis G7 fueron
asignadas a una o mas identificadores KO (KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes Orthology) clasificados en 31 categorias de las principales 5 vias metabolicas
KEGGs. A partir de ello se encontraron 656 términos KO asociados con metabolismo
agrupados en 11 vias metabdlicas. La distribucién de genes en las distintas vias

metabolicas KEGGs puede observarse en la tabla 1V.4.
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Tabla IV.4: Distribucién de genes de E. canadensis G7 en las principales vias metabdlicas
KEGGs.

E. canadensis (G7)
N° de KO Unicao N° de KO N°de Genes

Vias metabdlicas

Proceso celular 488 698 1047
Desarrollo y muerte celular 134 253 360
Motilidad celular 47 47 78
Comunidad celular 132 176 325
Transporte y Catabolismo 175 189 284
Procesamiento de la informacion ambiental 466 1044 1610
Transporte de membrana 12 11 21
Transduccién de sefales 407 944 1520
Moléculas de sefializacion e interaccion 47 47 69
Sistemas Organismicos 737 1467 2354
Sistema circulatorio 56 75 153
Desarrollo y muerte celular 62 69 123
Sistema digestivo 55 93 199
Sistema enocrino 174 382 706
Adaptacion ambiental 44 44 76
Sistema excretorio 56 65 113
Sistema inmune 130 262 444
Sistema nervioso 121 253 419
Sistema sensorial 39 52 121
Metabolismo 656 1838 1268
Metabolismo de amino acidos 70 109 130
Biosintesis de otros metabolitos secundarios 9 13 19
Metabolismo de carbohidratos 116 199 312
Metabolimo de energia 99 101 126
Biosintesis de Glicano y metabolismo 76 105 159
Metabolismo de lipidos 76 103 158
Metabolismo de cofactores y vitaminas 54 54 71
Metabolismo de otros amino acidos 31 33 46
Metabolismo de terpenoides y policétidos 19 18 19
Metabolismo de acidos nucleicos 84 124 178
Biodegradacion de xenobioticos y metabolismo 22 26 50
Procesamiento de la informacién genética 709 809 927
Plegado, estructuracién y degradacion 219 233 279
Replicacion y reparacion 77 116 137
Transcripcién 142 141 162
Traduccion 271 289 349
Total 3616 7666 8590
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En E. canadensis G7 se encontraron aproximadamente el 80% de las vias
metabolicas KEGGs esperadas para el género Echinococcus [43]. Vias tales como la
sintesis de novo de bases nucleotidicas, amino acidos y lipidos parecen estar ausentes lo
cual es acorde con los resultados obtenidos en trabajos anteriores descriptos por Zhang y
col.y Tsai y col [43,78] reforzando la hipétesis de la necesidad importar metabolitos del
hospedador para la supervivencia de los parasitos del género Echinococcus. La
asignacion de los genes a las vias metabdlicas KEGGs permitid llevar a cabo el estudio
de algunas vias particulares y asociarlas a los andlisis de variabilidad genética en las
siguientes secciones. Por otra parte, en relacion a los genes que no codifican proteinas
de E. canadensis G7 se identificaron 39 genes de microARNSs previamente descriptos en
nuestros trabajos [85,121,122]. También se identificaron 10 genes que codifican para
ARN ribosomico (ARNr): cinco 18S, tres 5.8S y dos 28S. Adicionalmente se
identificaron 124 genes que codifican para ARNs de transferencia (ARNt), con
porcentajes de identidad que van desde el 76,8% al 100% respecto a otras secuencias de
ARNLt descriptas en bases de datos [234]. Se observd ademés que la disposicion de
dichos genes consiste en 21 clusters de genes de ARNt con hasta 6 genes por cluster.
Este tipo de organizacion también se ha descripto en genomas de nematodos y
mamiferos [133].

4.1.3 Conclusiones parciales

En este trabajo se secuencid y se ensamblo el genoma de E. canadensis G7, uno
de los principales responsables de la echinococcosis en el mundo. El genoma se obtuvo
a partir de ADN gendmico de protoescolices obtenidos de un Unico quiste hidatidico de
cerdo. El tamafio de su genoma fue de 115 Mb, y se encuentra en el orden del tamafio
de los genomas de otros cestodos. La calidad del genoma basado en las métricas
estadisticas y en el espacid génico posicionan a este genoma a un nivel de calidad por
encima de la media de muchos genomas de parasitos secuenciados hasta el momento.

La anotacion estructural génica realizada demostré que E. canadensis G7
contiene 11435 genes que codifican para proteinas. Dicho nimero esta en el orden de
sus pares del género Echinococcus; E. multilocularis (10552 genes) y E. granulosus G1
(10274 genes). La evaluacion estadistica de la anotacion estructural de sus modelos
génicos poseen valores que representan una alta confiabilidad para dichos genes y que a
su vez estan sustentados con evidencia transcripcional. Por otra parte, mediante la
implementacion de distintos métodos para la anotacion funcional de los genes de
E. canadensis G7 se asignaron términos GO al 60,1% del total de los genes cuyas
categorias se distribuyeron acorde a lo esperado para el género Echinococcus. EI mayor
porcentaje de los genes esta relacionado con la actividad hidrolasa y la actividad
transferasa y al mismo tiempo poseen propiedades de unién a compuestos organicos
ciclicos, heterociclicos y a proteinas y también una combinacion de éstas caracteristicas
sugiriendo un rol conjunto en la funcion molecular. Asimismo, se identificaron
elementos no codificantes para proteinas tales como los microARNs y ARNLt. Para este
ultimo se determind que los genes que codifican para ARNt disponen de una
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organizacion en clusteres en el genoma de Echinococcus. Por otra parte la identificacién
de los microARNs de E. canadensis G7 permitio abordar estudios comparativos y de
regulacién de la expresion cuyos resultados se detallan en la seccion 4.5.3).

4.2 Gendmica comparativa de tres especies de

Echinococcus

La gendmica comparativa es un enfoque a gran escala que compara dos 0 mas
genomas para estudiar sus similitudes y diferencias con el fin de obtener informacién
bioldgica significativa en los organismos de interés. Los estudios genomico
comparativos llevados a cabo en esta tesis estan enfocados en la comparacién de tres
especies de Echinococcus: E. canadensis G7, E. multilocularis y E. granulosus G1 y la
descripcion de la estructura de los genomas, organizacién del genoma a nivel de ADN y
de genes, sintenia, regiones codificantes y genes ort6logos.

4.2.1 Ortologia y Organizacion génica de Echinococcus

La disponibilidad de la version v.4 del genoma de E. multilocularis dispuesto en
cromosomas permitid el analisis por homologia de las secuencias de los contigs de E.
canadensis G7 con las secuencias de los cromosomas de E. multilocularis. Mediante
este procedimiento los contigs de E. canadensis G7 y E. granulosus G1 se ordenaron en
cromosomas artificiales basados en los cromosomas de E. multilocularis. El mapeo y la
organizacién de los contigs de E. canadensis G7 sobre los cromosomas de E.
multilocularis mostraron un porcentaje de identidad entre el 89,1% y 93,1% y un
porcentaje de cobertura que va desde el 77,1% al 96,0% (Figura IV.6).
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Figura IV.6: Comparacién gendmica total entre los cromosomas de E. canadensis G7 y
E. multilocularis basados en los analisis del porcentaje de identidad (barras de la izquierda),
porcentaje de cobertura (barras de la derecha) y cobertura en profundidad (linea punteada).
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Una vez definidos los cromosomas de E. canadensis G7 y E. granulosus G1 se
re-transfirio la anotacién génica desde sus versiones dispuestas en contigs para analizar
el grado de sintenia entre los genomas de las tres especies de Echinococus. Para
determinar el orden génico en las especies de Echinococcus se identificaron grupos de

genes ortologos uno a uno entre pares de especies de E. multilocularis,
E. canadensis G7 y E. granulosus G1 utilizando el software OrthoMCL gene clustering
(véase capitulo de Materiales y Métodos). Asimismo, se observé un alto grado de
conservacion en la estructura y organizacion de los genes entre las tres especies de
Echinococcus. La relacion entre los genes ortdlogos puede observarse esquematizada en

la Figura IV.7.

Echinococcus

Echinococcus
canadensis (G7)

mudtilocularis

gp 1973

EMUL_02
ECG7_06

Echinococcus granulosus (G1)

Figura IV.7: Representacion esquematica de la sintenia entre los cromosomas de las tres
especies de Echinococcus obtenida mediante “Circos Plot”. Las lineas de colores conectan los
ortélogos entre las tres especies de Echinococcus basados en los analisis de Ortologia.

El rango de porcentaje de genes sinténicos es del 89,1% al 97,1% con un
promedio del 94,6% entre E. canadensis G7 y E. multilocularis y de 95% a 99,7% con
un promedio del 98,3% entre E. canadensis G7 y E. granulosus G1 (Tabla IV.5).
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Tabla IV.5: Porcentaje de genes sinténicos entre las especies de Echinococcus.

Cromosomas de Genes
E. canadensis G7 1 2 s 4 5 6 ! 8 totales

o]
N°de Genes orologos en 1255 1440 1175 1069 829 547 402 396 280 7863
E. multilocularis

N° de genes sinténicos 1657 1370 1138 1010 739 507 371 371 272 7435

% de genes sinténicos 96% 95% 97% 94% 89% 93% 92% 94% 97% 95%

N° de Genes ortdlogos en
E. granulosus G1

N° de genes sintenicos 1037 1050 830 720 474 364 269 301 239 5284
% de genes sintenicos 100% 100% 100% 98% 95% 97% 95% 96% 98% 98%

1040 1055 833 734 499 375 282 314 243 5375

4.2.1.1 Analisis de ortologia con otros organismos

Para llevar a cabo el analisis de ortologia se construyeron grupos de ort6logos a
partir de 14 proteomas de diferentes organismos los cuales incluyeron representantes de
diversas clases: Mammalia, Actinopterygii, Leptocardii, Insecta, Chromadorea,
Cestoda, Monogenea, Trematoda, Turbellaria, con especial énfasis en la inclusion de
genomas de alta calidad del filo Platelmintos: E. canadensis G7 , E. granulosus G1,
E. multilocularis, H. microstoma, T. solium, G. salaris, S. mansoni y S. mediterranea.
Se obtuvieron un total de 39482 grupos de ortologia, entre los cuales 16024 grupos
contienen genes de platelmintos. Entre ellos 3570 grupos contienen genes que
pertenecen a especies no parasitarias y 12454 grupos contienen genes que pertenecen a
especies parasitarias. De los grupos de parasitos 5203 grupos contienen genes que estan
presentes en todas las especies de cestodos. Esta ultima comparte a su vez 3068 grupos
de genes con especies de parasitos no cestodos (trematodos y monogeneos). Ademas
este grupo de parésitos no cestodos estd conformado por 1181 grupos de genes no
compartidos con especies de cestodos. Finalmente se identificaron 881 grupos que
contienen genes que son especificos de cestodos y 560 grupos que son especificos del
género Echinococcus, el cual comprende 1768 genes de los cuales 581 genes pertenecen
a E. canadensis G7. La clasificacidn de los grupos de ortologia puede observarse en la
tabla IV.6 y figura IV.8.

Tabla IV.6: Grupos de genes ortélogos*

Criterio N° de grupos N°de genes totales

Echinococcus exclusivg 560 1768

No exclusivo 7029 23375

Cestodos exclusivg 881 4709

No exclusivo 5203 29715

. L exclusivo 698 2538
Platelmintos parésitos No cestodos No exclusivo 1181 13387
Grupo de cestodos vs Humanos 2418 13387

*Se defini6 como exclusivo a los grupos cuyos genes estan solo en un grupo (por ej. en el
género Echinococcus) y No exclusivo a los grupos cuyos genes estan en el grupo especifico
pero tienen ademas ortélogos en al menos una o mas especies fuera de éste (por ej presentes
en Echinococcus y en otro género).
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~ Cestodos
- 1254 Especifico de
321 cestodos

560 Echinococcus spp

Figura IV.8: Diagrama de Venn del Niumero de grupos de ortologia presentes en las categorias
Echinococcus, cestodos y platelmintos parasitos.

Es interesante destacar que del total de los genes especificos del género
Echinococcus solo el 20% de ellos tiene asignada una anotacion funcional, mientras que
el 80% restante estan clasificados como proteinas hipotéticas. Entre los genes anotados,
un total de 115 proteinas poseen dominios conservados y a 78 de ellas se les asigno
términos GO. Un total de 76 genes especificos del género Echinococcus agruparon en 8
términos de la categoria Fm conformada en un 57% por la categoria “Union” (54 genes)
y en un 19% por la categoria “Actividad catalitica” (22 genes). Los siguientes dos
términos mas abundantes fueron "actividad de factor de transcripcion de union a acido
nucleico” (G0:0001071) (7,1%, 8 genes) y "actividad transportadora™ (GO:0005215)
(6,2%, 7 genes). En la categoria Pb 57 genes especificos del género Echinococcus
agruparon en 21 categorias; de las cuales las cuatro mas abundantes fueron "proceso
celular" (GO:0009987) (14%, 51 genes), proceso metabolico”™ (GO:0008152)
(11%, 41 genes); "regulacion bioldgica™ (GO:0065007) (8,5%, 35 genes) y "regulacion
del proceso bioldgico” (GO:0050789) (8%, 33 genes). Por otra parte; los genes
agrupados en la categoria Cc se distribuyeron mayoritariamente entre las categorias
asociadas a su localizacion celular y en organelas (Figura 1V.9).
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Figura IV.9: Anotacion funcional de los genes especificos del género de Echinococcus.
Porcentaje de términos GO asociados a la categoria A). “Funcién Molecular”, B). “Proceso
bioldgico”; C). Componente celular. Las categorias menores a 1% fueron sumadas y
categorizadas como “otros términos GO”.

4.2.2 Variantes genéticas entre las especies de Echinococcus:
estudio de SNPs

Esta seccion de la tesis esta centrada en el estudio de SNPs entre las tres especies
de Echinococcus. La obtencion del genoma de E. canadensis G7 y la disponibilidad de
los genomas y datos de secuenciacion de especies filogenéticamente relacionadas
permitio por primera vez llevar a cabo analisis de gendmica comparativa utilizando la
totalidad de las regiones gendémicas y de este modo buscar variantes genéticas entre las
especies de Echinococcus que revelen caracteristicas o diferencias entre ellas haciendo
foco en la variabilidad intraespecie e interespecie. Para la identificacion de SNPs las
lecturas de secuenciacion de ADN genomico se mapearon contra los genomas de
referencia. El estudio de variantes gendmicas se realiz6 comparando todas las especies
entre si. Para ello en cada caso se tom6 como referencia al genoma de una de las tres
especies y se mapearon contra él las lecturas de las otras dos especies. Luego se repitio
el procedimiento usando como referencia a otra de las tres especies y finalmente se
integraron los datos obtenidos para las tres especies de Echinococcus. Para cada par
analizado primero se mapearon las lecturas de una especie dada contra su propio
genoma de referencia y luego se mapearon las lecturas de los demas genomas contra ese
mismo genoma de referencia. Los porcentajes de mapeo y cobertura de los genomas
fueron similares para las tres especies de Echinococcus. El esquema de mapeo y los
porcentajes de lecturas mapeadas y porcentajes de cobertura se muestran en

la figura 1V.10.
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Figura IV.10: Diagrama del mapeo de las lecturas sobre los genomas de Echinococcus. Los
pequefios rectangulos y recuadros del mismo color representan a los genomas y lecturas
respectivamente. Los porcentajes separados por (/) indican Porcentaje de lecturas mapeadas /
Porcentaje de cobertura de los genomas.
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En cada par de especies analizadas se identificaron los sitios polimdrficos
homocigotas (SNPs homocigotas) y heterocigotas (SNPs heterocigotas) tanto para la
especie que se usd como referencia (alelo de referencia) como para la especie
alternativa (alelo alternativo). En primer lugar se evalué la variacion intra especifica en
cada genoma de Echinococcus, y se observd que el mayor numero de sitios
polimorficos intraespecificos lo presentd el genoma de E. granulosus G1 con un total de
74585 SNPs, lo cual implica una tasa de 0,64 SNPs cada 1000 pb, seguido por el
genoma de E. canadensis G7 con 9449 SNPs y una tasa de 0,09 SNPs cada 1000 pb y
por ultimo el genoma que presentdé menor variabilidad intraespecifica fue el de
E. multilocularis con un total 1658 SNPs y una tasa de 0,014 SNPs cada 1000 pb.

El anélisis de polimorfismos entre las especies de Echinococcus reveld un mayor
numero de SNPs entre las especies de E. canadensis G7 y E. granulosus G1 que entre
E. canadensis G7 y E. multilocularis. Entre E. canadensis G7 y E. granulosus G1 se
identificaron un total de 788554 SNPs que comprendieron 1396 SNPs heterocigotas y
777710 SNPs homocigotas, mientras que al comparar E. canadensis G7 con
E. multilocularis se encontraron un total de 327802 SNPs que incluyeron 215 SNPs
heterocigotas y 327572 SNPs homocigotas. En ambos casos la relacion de sustituciones
por transicion/transversion fue de 2,97. Por otro lado, al comparar el genoma de
E. granulosus G1 con el de E. multilocularis se identificaron 332124 SNPs, de los
cuales 6405 SNPs fueron heterocigotas y 325691 homocigotas con una relacién
transicion/transversion de 2,9 (Tabla IV.7).
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Tabla IV.7: Sitios polimoérficos homocigotas y heterocigotas de E. candensis G7, E. multilocularis y E. granulosus G1.

NuUmero total

Especies Muestra Ref/Alt:Hom/Hom Ref/Alt:Hom/Het Ref/Alt:Het/Het Ref/Alt:Het/Hom Alt:Het  Alt:Hom de SNPs

E. multilocularis JAVAO5 - - - - 1264 394 1658
E. canadensis G7 PH14 - - - - 8593 856 9449
E. granulosus G1 GHO09/3 - - - - 69169 5416 74585
E: fnatﬂfl‘%izf:nsm VS PH14 - JAVAO5 7 0 1 7 215 327572 327802
= gﬁ;ﬁg‘gi‘f;gl VS GHO09/3 — JAVAOS 11 0 0 17 6405 325691 332124
= GBS CIS g ey 816 0 7 8625 1396 777710 788554

. granulosus G1

Ref/Alt:Hom/Hom: Sitios polimorficos homocigotas para el alelo de referencia y el alelo alternativo. Ref/Alt:Hom/Het: Sitios polimérficos homocigotas para el
alelo de referencia y heterocigota para el alelo alternativo. Ref/Alt:Het/Het: Sitios polimoérficos heterocigota para el alelo de referencia y el alelo alternativo.
Ref/Alt:Het/Hom: Sitios polimdrficos heterocigota para el alelo de referencia y homocigota para el alelo alternativo. Alt:Het: SNPs heterocigotas. Alt:Hom:
SNPs homacigotas. El numero de SNPs homocigotas y heterocigotas fue calculado para ambos alelos, el alelo de referencia y el alelo alternativo.
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4.2.2.1 Localizacion y efecto de las variantes génicas en las regiones

codificantes

Se evalud la distribucién de los SNPs entre las tres especies de Echinococcus
segun su localizacion en tres regiones genomicas determinadas: intrones, exones y
regiones intergénicas. Mediante este andlisis se observd que el nimero de SNPs es
mayor en las regiones intergénicas y en los intrones que en las regiones codificantes.
Dicho patron fue observado en las comparaciones de las tres especies de Echinococcus.
Ademas se observo que el ndmero de SNPs en los intrones y en las regiones
intergénicas también es mayor entre las especies de E. canadensis G7 y
de E. granulosus G1, que entre E. canadensis G7 y E. multilocularis y que entre
E. granulosus G1 y E. multilocularis. Sin embargo, en las regiones codificantes el
numero de SNPs es relativamente similar para las tres especies de Echinococcus
(Figura IV.11 A).

Al evaluar la distribucion de los SNPs en las regiones codificantes se observo
que el porcentaje de sustituciones sindnimas fue mayor que el porcentaje de
sustituciones no sinénimas en los tres pares de especies analizadas. EI nimero de SNPs
sindnimos entre las especies E. canadensis G7 y E. granulosus G1 fue de 58662,
mientras que el numero de SNPs no sindnimos fue de 45677. Por otro lado, entre las
especies de E. canadensis G7 y E. multilocularis se observaron 62184 SNPs sinGnimos
y 38524 SNPs no sindnimos. Esto significa que hay 7153 SNPs no sinGnimos mas entre
E. canadensis G7 y E. granulosus G1 que entre E. canadensis G7 y E. multilocularis.
Finalmente entre E. granulosus G1 y E. multilocularis se identificaron 68963 SNPs
sinbnimos y 41817 SNPs no sinonimos (Figura 1V.11 B). Para confirmar estos
resultados se realizaron los mismos andlisis utilizando el genoma de E. granulosus G1
obtenido por Zhang y col. [78], el cual consiste en un aislamiento de E. granulosus G1
diferente como asi también una tecnologia de secuenciacion y estrategia de ensamblado
independientes que el empleado por Tsai y col.[43]. Aun asi los resultados obtenidos
fueron practicamente los mismos.

Posteriormente se comparé la distribucion de SNPs que causan cambios en la
secuencia de aminoacidos de las proteinas de E. canadensis G7 con sus
correspondientes ortélogos de E. multilocularis y E. granulosus G1. Este andlisis revelo6
una mayor variacion aminoacidica entre proteinas de E. canadensis G7 y E. granulosus
G1 (1,06 cambios cada 100 residuos de aminoacidos) que entre las proteinas de
E. granulosus G1y E. multilocularis (0,98 cambios cada 100 residuos de amino&cidos),
y aun mayor que entre E. canadensis G7 y E. multilocularis (0,89 cambios cada 100
residuos de aminoacidos). Estas diferencias fueron evaluadas mediante el test de Anova,
demostrandose que los resultados obtenidos fueron estadisticamente significativos
(Figura 1V.11 C).

75



RESULTADOS

A
1000000 —
B E.canadensis G7 vs E.multilocularis
800000 m E.canadensis G7 vs E.granulosus G1
m E.granulosus G1 vs E.multilocularis
@ 600000 -
z
w
‘S 400000 —
#*
200000 -
e I |
I T T 1
Genoma Exones Intrones Region intergénica
B Regiones genémicas
100
B E.canadensis G7 vs E.multilocularis
80 - m E.canadensis G7 vs E.granulosus G1
1 E.granulosus G1 vs E.multilocularis
n
o ]
g 60
7]
kS 40
=S
20
0 -
T T 1
No sinénimas Sin sentido sinénimas
C Tipo de sustitucién
250 - . 1
Y : i m  E. canadensis G7 vs E. granulosus G1
- =00 ' == Media entre E. canadensis G7 y E. granulosus G1
g 150 - m  E. canadensis G7 vs E.mulfilocularis
2 - = - Media entre E. canadensis G7 y E.multilocularis
3 100 — E. granulosus G1 vs E.multilocularis
i - Media entre E. granulosus G1 y E.multilocularis
50 5

I T T T T T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

# of SNPs cada 100 residuos

Figura IV.11: Distribucion de SNPs entre las especies de Echinococcus. A). Numero,
localizacion, y distribucién de SNPs en las estructuras gendmicas. B). Tipo de sustitucion
causada por los SNPs en las regiones codificantes clasificadas en sinénimas, no sinénimas y
sin sentido. C). Distribucion de sustituciones no sinénimas cada 100 residuos de aminoacidos.

76



RESULTADOS

4.2.2.2 Distribucion de SNPs segun vias metabolicas KEGGs

A

SNPs no sindnimos por gen

SNPs no sinénimos por gen

La la presencia de SNPs en los genomas fue clasificada no solo por su
localizacion genomica sino que tambien de acuerdo a su distribucion en las vias
metabolicas KEGGs con el fin de determinar su implicancia en genes que tengan un rol
metabdlico. Para ello se analizé la distribucion de los SNPs en los genes de
Echinococcus asociados a 31 categorias de las principales 5 vias metabolicas descriptas
en la base de datos KEGGs. Si bien hay un mayor nimero de SNPs entre las especies de
E. canadensis G7 y E. granulosus G1, los SNPs aparecen uniformemente distribuidos
en todas las vias metabdlicas. Tampoco se observa una distribucion de SNPs diferencial
entre los pares de especies analizadas. La distribucion de SNPs de acuerdo a las vias
metabdlicas KEGGs se muestra en la Figura IV.12 y Tabla IV.8.
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10.0 7 B E.canadensis G7 vs E.multilocularis

m E.canadensis G7 vs E.granulosus G1
E.granulosus G1 vs E.multilocularis
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Figura IV.12: Distribucion de SNPs en los genes de las tres especies de Echinococcus
clasificados de acuerdo a las cinco vias metabdlicas principales. A). Procesos celulares: CCyM:
Desarrollo y muerte celular; MC: Moatilidad celular; CC: Comunidad celular; TyC: Transporte y
Catabolismo; B). Procesamiento de la informacion ambiental: TM: Transporte de membrana;
TS: Transduccion de sefiales; MSI: Moléculas de sefializacion e interaccién; C).Sistema
organismico: SC: Sistema circulatorio: D: Desarrollo y muerte celular; SD: Sistema digestivo;
SE: Sistema endocrino; Aamb: Adaptacion ambiental; Sexcr. Sistema excretorio; Snerv:
Sistema nervioso; Ssens: Sistema sensorial; D). Metabolismo: Maa: Metabolismo de amino
acidos; BMS: Biosintesis de otros metabolitos secundarios; Mch: Metabolismo de
carbohidratos; ME: Metabolismo de energia; BGyM: Biosintesis de Glicano y metabolismo; ML:
Metabolismo de lipidos; MCyV: Metabolismo de cofactores y vitaminas; Maa2: Metabolismo de
otros amino &cidos; MTyPc: Metabolismo de terpenoides y policétidos; Mnucl: Metabolismo de
acidos nucleicos; BdXyM: Biodegradacién de xenobioticos y metabolismo; E). Procesamiento
de la informacidn genética: POyDeg: Plegado, estructuracion y degradacion; RyR: Replicacion
y reparacion; Transc: Transcripcién; Traduc: Traduccion.
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Tabla IV.8: Vias metabdlicas KEGGs en Echinococcus. Distribucién y densidad de SNPs por gen.

Vias metabdlicas # Genes EcG7vsEmul SNPs/Genes # Genes EcG7vsEgrGl SNPs/Genes # Genes EgrGlvsEmul SNPs/Genes
Proceso celular 1252 4927 3,9 719 5451 7,6 1252 5512 4,4
Desarrollo y muerte celular 412 1869 4,5 274 1890 6,9 412 1987 4,8
Motilidad celular 90 370 4,1 52 452 8,7 90 413 4,6
Comunidad celular 366 1612 4,4 188 1882 10,0 366 1865 51
Transporte y Catabolismo 384 1076 2,8 205 1227 6,0 384 1247 3,2
Procesamiento de la informacién ambiental 1721 7051 4,1 994 8092 8,1 1721 8277 4.8
Transporte de membrana 20 108 5,4 10 102 10,2 20 105 5,3
Transduccién de sefiales 1623 6347 3,9 936 7266 7,8 1623 7559 4,7
Moléculas de sefializacién e interaccion 78 596 7,6 48 724 15,1 78 613 7,9
Enfermedades Humanas 3337 6858 2,1 1784 7548 4,2 3337 7930 2,4
Resistencia Antineoplastica 128 705 55 68 806 11,9 128 833 6,5
Canceres: Vision general 628 2920 4.6 339 2973 8.8 628 3301 5,3
Canceres: Tipo especifico 425 2201 52 276 2383 8,6 425 2619 6,2
Enfermedades metabdlicas y enddcrino 187 594 3,2 126 718 57 187 645 3,4
Enfermedades inmunes 116 74 0,6 30 104 3,5 116 94 0,8
Enfermedades infecciosas: Parasitismo 167 364 2,2 71 564 7,9 167 438 2,6
Sistema Organismico 2820 7659 2,7 1345 9583 7,1 2820 8846 3,1
Sistema circulatorio 183 492 2,7 79 687 8,7 183 587 3,2
Desarrollo y muerte celular 129 557 4,3 72 660 9,2 129 681 53
Sistema digestivo 229 614 2,7 84 788 9,4 229 666 29
Sistema endocrino 819 2703 3,3 380 3102 8,2 819 3048 3,7
Adaptacion ambiental 82 209 2,5 40 251 6,3 82 229 2,8
Sistema excretorio 136 293 2,2 59 417 7,1 136 361 2,7
Sistema nervioso 452 1132 25 246 1567 6,4 452 1324 2,9
Sistema sensorial 136 279 2,1 50 375 7,5 136 299 2,2
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Metabolismo 2704 4012 15 1768 4650 2,6 2704 4046 15
Metabolismo de amino acidos 153 579 3,8 113 648 5,7 153 587 3,8
Biosintesis de otros metabolitos secundarios 19 74 3,9 13 96 7.4 19 89 4.7
Metabolismo de carbohidratos 337 861 2,6 202 1073 53 337 842 25
Metabolismo de energia 147 251 1,7 108 295 2,7 147 254 1,7
Biosintesis de Glicano y metabolismo 164 634 3,9 107 648 6,1 164 663 4,0
Metabolismo de lipidos 173 562 3,2 105 638 6,1 173 542 3,1
Metabolismo de cofactores y vitaminas 81 187 2,3 60 226 3,8 81 203 2,5
Metabolismo de otros amino acidos 60 160 2,7 35 204 5,8 60 176 2.9
Metabolismo de terpenoides y policétidos 25 87 3,5 21 91 4,3 25 71 2,8
Metabolismo de &cidos nucleicos 187 519 2,8 127 618 4,9 187 525 2,8
Biodegradacion de xenobioticos y metabolismo 66 98 15 27 113 4,2 66 94 1,4
Procesamiento de la informacion genética 1152 3904 3,4 906 4158 4,6 1152 4271 3,7
Plegado, estructuracién y degradacion 360 1188 3,3 272 1219 4.5 360 1309 3,6
Replicacion y reparacion 157 899 5,7 143 952 6,7 157 906 5,8
Transcripcion 224 372 1,7 158 452 2,9 224 431 1,9
Traduccién 411 1445 3,5 333 1535 4,6 411 1625 4,0
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4.2.3 Conclusiones parciales

Los contigs de E. canadensis G7 fueron ordenados dando lugar a estructuras
cromosOmicas, que presentaron alto grado de identidad con los cromosomas de
E. multilocularis permitiendo el analisis de sintenia. Mediante este analisis se demostrd
un alto grado de conservacion en el numero, tipo y orden de los genes codificantes entre
los genomas de las tres especies de Echinococcus.

Los anélisis de ortologia evidenciaron 560 grupos de proteinas que son
especificas del género Echinococcus y 881 grupos especificos de la clase Cestoda y
grupos de genes compartidos entre los miembros de las clases Cestoda, Trematoda y
Monogenea. ElI grupo de ortologia que se identific6 como especifico del género
Echinococcus contiene un gran nimero de genes a los que no fue posible asignarles una
anotacion funcional. No obstante, los genes especificos de Echinococcus con términos
GO asignados a la categoria Fm tuvieron porcentajes de términos GO diferentes
respecto a los obtenidos para el repertorio total de genes. Si bien en ambos casos las dos
categorias mas abundantes fueron “Union” y “Actividad catalitica”, el porcentaje de
términos “Unidn” fue mayor en el grupo de genes especificos de Echinococcus. A su
vez, el término “Actividad de factor de transcripcion de unién a acidos nucleicos” gana
dos niveles en abundancia sugiriendo que un porcentaje importante de genes especificos
de género Echinococcus podrian tener actividad reguladora de la transcripcion.

Los estudios de variantes genéticas entre los genomas de las especies de
Echinococcus demostraron que el organismo que presenta mayor variabilidad
intraespecifica es E. granulosus G1. Por otra parte, al realizar las comparaciones
gendmicas interespecie se demostré una mayor variabilidad entre los genomas de
E. canadensis G7 y E. granulosus G1 que entre los genomas de E. canadensis G7 y
E. multilocularis. Aln mas, se determind que el mayor nimero de SNPs se localiza en
las regiones intergénicas y la mayoria de aquellos encontrados en las regiones
codificantes generan mutaciones sinénimas. Por otra parte, la distribucion de SNPs
asociados a vias metabolicas sugiere que no hay una tendencia a la acumulacion de
SNPs en una via metabolica particular.

4.3 Filogenia de las especies de Echinococcus disponibles

actualmente

La relacion filogenética entre las especies de Echinococcus es materia de
discusion desde hace ya muchos afios. Si bien los estudios filogenéticos han contribuido
significativamente hacia una mejor comprension de la taxonomia del genero
Echinococcus, no se han producido resultados que concuerden con las primeras
clasificaciones fenotipicas llevadas a cabo por Rausch y col [235] en 1967 y
ampliamente observadas en la actualidad donde las caracteristicas morfoldgicas de E.
multilocularis son claramente diferentes a las de E. canadensis G7 y E. granulosus G1.
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Recientemente, se han reconstruido filogenias a partir de genomas mitocondriales
completos [236], sin embargo aun asi no se ha llegado a una concordancia respecto a
dichas clasificaciones. En esta seccidn se estudié la relacion filogenética de las especies
de Echinococcus centrdndonos particularmente en las tres especies con genomas
completos y abordando el analisis desde tres perspectivas diferentes descriptas a
continuacién: genoma mitocondrial, genes de copia Unica y SNPs de genomas nucleares
completos.

4.3.1 Reconstruccion de la filogenia de Echinococcus basada

en genomas mitocondriales

El genoma mitocondrial ensamblado en esta tesis en conjunto con todos los
genomas mitocondriales disponibles de las especies de Echinococcus, fueron utilizados
para la reconstruccion filogenética. A partir del alineamiento de los genomas
mitocondriales se construyd un arbol filogenético mediante el cual se pudo clasificar y
discriminar entre las especies de Echinococcus. En dicho éarbol se distinguen cuatro
grupos monofiléticos. Un primer grupo que incluye a E. canadensis G6, G7, G8 y G10,
E. ortleppi G5 y E. equinus G4. Un segundo grupo que incluye a E. granulosus G1 y
E. félidis. El tercer grupo que comprende a E. multilocularis y E. shiquicus y un ultimo
grupo que contiene a E. oligarthrus y E. vogeli (Figura IV.13). Los clusteres formados
en dicho arbol separan claramente las especies de E. canadensis G7, E. granulosus G1y
E. multilocularis como fue descripto anteriormente [11,13].

{ E.canadenis G7
100 E. canadensis G7 (esta tesis)

100 £

. canadensis G6

100

E. canadensis G10

100 .
E. canadensis G8

E. ortleppi G5
E. equinus G4

—— E. felidis
100 L E granulosus G1

— E. multilocularis
99 S E. shiquicus

100

61

—— E. oligarthrus
85 L .5 vogeli

Figura [IV.13: Reconstruccion de la filogenia de Echinococcus basado en genomas
mitocondriales completos. Los genomas mitocondriales utilizados y sus cédigos de acceso en
GenBank fueron los siguientes: E. oligarthrus (NC_009461), E. vogeli (NC_009462),
E. shiquicus (NC_009460), E. ortleppi (NC_011122), E. canadensis G6 (NC_011121),
E. canadensis G7 (AB235847); E. canadensis G8 (AB235848) [236]; E. equinus, (AB786665),
E. granulosus (AB786664); E. felidis (AB732958), E. canadensis G10 (AB745463) [11];
E. multilocularis (NC_000928) [237]; E. canadensis G7 (PRJEB8992), (esta tesis).
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4.3.2 Reconstruccion filogenética basada en genes de copia
unica

A partir de los grupos de ortologia definidos anteriormente se identificaron 29
grupos de ortélogos que contienen genes de copia Unica y se los utilizé para la
construccion de dos arboles filogenéticos. Un arbol usando las secuencias de
aminoacidos correspondientes a las proteinas y otro utilizando las secuencias de
nucledtidos correspondientes a la region codificante (CDS) de los genes de copia Unica.
La topologia de los arboles filogenéticos obtenidos fueron las esperadas para los filos
Cordados, Artrépodos, Nematodes y Platelmintos, ampliamente conocidos y descriptos
previamente [43,233]. Dicha filogenia posiciona a las tres especies de Echinococcus en
un claster anico pero diferente en cuanto a la especie basal de Echinococcus segln se
utilicen secuencias de aminoacidos o de nucleétidos (Figura 1V.14).
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Figura IV.14: Reconstruccion de la filogenia de metazoos incluyendo a Echinococcus basado
en genes de copia Gnica de proteinas y CDSs: A) Arbol filogenético basado en el analisis de 14
grupos de ortologia que incluyeron 29 secuencias de aminoacidos de cada organismo.
B) Arbol filogenético basado en el andlisis de 14 grupos de ortologia que incluyeron 29
secuencias de CDSs de cada organismo. Hsap: H. sapiens; Mmus: M. musculus; Drer: D. rerio;
Bflo: B. floridae; Dmel: D. melanogaster; Cele: C. elegans; EcanG7: E. canadensis G7,
Egra: E. granulosus G1; Emul: E. multilocularis; Gsal: G. salaris; Hmic: H. microstoma;
Sman: S. mansoni; Smed: S. mediterranea; TsM1: T. solium.
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4.3.3 Reconstruccion filogenética basada en SNPs de genomas

completos

Para comprender mejor la relacion filogenética entre los taxones y evaluar la
contribucion de los SNPs a la diversidad genética entre las especies de Echinococcus se
seleccionaron solo los sitios polimorficos homocigotas presentes entre las tres especies
de Echinococcus y se los uso para llevar a cabo los analisis filogenéticos. Para ello se
removieron los SNPs heterocigotas y los sitios polimorficos homocigotas se extrajeron
y se concatenaron y el alineamiento de secuencias resultante se emple6 para construir
los arboles filogenéticos implementando el método de maxima verosimilitud. Este
analisis se llevo a cabo para la totalidad del genoma y ademas clasificandolos por
regiones gendémicas de intrones, exones y regiones intergénicas. La topologia del arbol
mostré una mayor distancia filogenética entre E. canadensis G7 y E. granulosus G1 que
entre E. canadensis G7 y E. multilocularis comprendiendo un total de 557254 sitios
polimorficos homocigotas. Ademas E. canadensis G7 y E. granulosus G1 divergen de
un nodo comun cercano a E. multilocularis (Figura 1V.15).
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Figura 14.15: Andlisis de SNPs totales en Echinococcus. A) Numero de sitios con SNPs
homocigotas entre los genomas de E. canadensis G7, E. multilocularis y E. granulosus G1.
El nimero en la regién solapante indica el numeré de SNPs entre las correspondientes
especies. El nimero en la region de solapamiento de las tres especies indica el numero de
sitios trialélicos. B) Arbol filogenético basado en el andlisis de SNPs totales utilizando el Método
de Maxima Verosimilitud.

Complementariamente, se registro el numero de sitios polimérficos compartidos
entre las especies de Echinococcus. Para este propdsito, se utilizd un genoma de
referencia diferente en cada una de las tres rondas de mapeo, y se mapearon las lecturas
de los otros dos genomas contra el genoma de referencia elegido. De este modo, al usar
al genoma de E. canadensis G7 como referencia se encontraron 32142 sitios
polimérficos compartidos, de los cuales el 92,57% (29756 SNPs) mostraron tener el
mismo cambio. Por otra parte, al usar al genoma de E. multilocularis como referencia se

identificaron 96135 sitios polimérficos compartidos, entre los cuales el
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98,80% (94990 SNPs) mostraron el mismo cambio. Finalmente, al utilizar el genoma de
E. granulosus G1 como referencia se detectaron 42866 sitios polimdrficos compartidos
de los cuales 91,63% (39281 SNPs) comparten ademas el mismo cambio. En efecto, se
observd que la mayoria de los sitios polimorficos son Unicos para cada par de especie
analizada y que el mayor nimero de sitios compartidos se encuentra cuando se elige
como referencia al genoma de E. multilocularis (Figura 1V.16).

A B
Ref: E. canadensis G7 Ref: E. multilocularis
C

Ref: E. granulosus G1

Figura IV.16: Diagrama de Venn de los sitios polimérficos compartidos entre las diferentes
especies de Echincoccus. A). Numero de SNPs entre cada especie usado al genoma de
E. canadensis G7 como referencia. B). Niimero de SNPs entre cada especie usando al genoma
de E. multilocularis como referencia. C). Numero de SNPs entre cada especie usando al
genoma de E. granulosus G1 como referencia. El numero debajo del nombre de cada especie
representa el nimero de SNPs con la especie tomada como referencia. El nimero en la region
solapante indica el nimero de sitios polimérficos con el mismo polimorfismo en la misma
posicién entre las dos especies con respecto al genoma de referencia.

4.3.4 Validacion de SNPs y nuevos marcadores moleculares

4.3.4.1 Validacion de SNPs

Para validar y verificar los polimorfismos que fueron detectados mediante el
mapeo de las lecturas y métodos de analisis de NGS, se seleccionaron exones de genes
de Echinococcus conteniendo SNPs no sindnimos. Las regiones elegidas dentro de cada
exon se seleccionaron con el fin de amplificar regiones con alto nimero de SNPs y a su
vez localizadas entre regiones sin polimorfismos de manera que el disefio de los
cebadores sea util para amplificar las secuencias de todas las especies de Echinococcus.
Las regiones seleccionadas fueron amplificadas por PCR utilizando como molde el
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ADN gendmico extraido de 10 aislamientos de parasitos de muestras independientes,
tres de E. canadensis G7, tres de E. granulosus G1 y cuatro de E. multilocularis. Todos
los SNPs seleccionados y detectados por métodos de analisis de secuencia de NGS
fueron confirmados en todas las especies de Echinococcus analizadas (Tabla IV.9).

Tabla IV.9: Validacién de SNPs, coordenadas, tipo nucleottido y tipo de cambio en genes de
Echinococcus

Nombre de la

Gen Pos Ref Alt Especie Tipo Cambio .
proteina
EcanG7_09582 * 267 G A Emul S Ser85Ser
EcanG7_09582 ** 269 A T EgrG1 N Lys86Met
EcanG7_09582 * 293 T A EgrG1/Emul N Phe94Tyr Proteina
EcanG7_09582 * 299 A G EgrG1 N  GlylugeGly  Argonauta-Piwi
EcanG7_09582 ** 329 A G EgrG1 N  Lysl106Arg
EcanG7_09582 * 340 G A EgrG1 N Vall1i0lle
EcanG7_05607 ** 323 C T EgrG1 N  His100Tyr
EcanG7_05607 * 328 T C EgrG1 S llel01lle Proteina Kinasa
EcanG7_05607 ** 439 C T Emul S Tyrl38Tyr
EcanG7_02107 ** 1275 C A Emul S lle425lle
EcanG7_02107 ** 1281 T @ Emul S Phe427Phe
EcanG7_02107 ** 1296 T C EgrG1/Emul S  Gly432Gly Factor de elongacion
(EFG); GTP-binding
EcanG7_02107 ** 1328 G A EgrG1/Emul N  Arg443Lys domain;
EcanG7_02107 ** 1380 C T Emul S Tyrd60Tyr
EcanG7_02107 ** 1431 G A EgrG1 S  Ala477Ala
EcanG7_02097 ** 68 A G EgrG1/Emul N His23Arg
EcanG7_02097 ** 106 C T EgrG1/Emul N  Leu36Phe
EcanG7_02097 * 108 T C EgrG1 S  Leu36Phe
EcanG7_02097 * 114 A G Emul S Leu38Leu
EcanG7_02097 ** 201 T C Emul S Tyr67Tyr
EcanG7_02097 * 216 T c Emul S Gly72Gly S”g””'dad alfa/beta
e proteosoma
EcanG7_02097 ** 222 A G Emul S  Glylu74Glu
EcanG7_02097 ** 249 C T Emul S  Phe83Phe
EcanG7_02097 ** 408 Cc T EgrG1 S  Glyl36Gly
EcanG7_02097 ** 412 G A Emul N  Vall38Met
EcanG7_02097 ** 556 A G EgrG1/Emul N  Lys186Glu
EcanG7_06983* 881 A G Emul N  Thr250Ala Nucleotidodisulfuro de
piridina oxidoductasa;
EcanG7_06983 ** 893 G A EgrG1 N Val254lle Glutaredoxina
EcanG7_06983 ** 1726 C T EgrG1 S Phe531Phe o
- Nucleotidodisulfuro de
EcanG7_06983* 1773 G A EgrG1 N  Arg547His piridina oxidoductasa;
Glutaredoxina
EcanG7_06983 ** 1783 G T Emul S  Ala550Ala
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EcanG7_00768 ** 4529 T C EgrG1/Emul N  1le1510Thr

EcanG7_00768 * 4540 G A Emul N  Alal514Thr

EcanG7_00768 ** 4551 C T Emul S Serl517Ser

EcanG7_00768 ** 4554 C T EgrG1 S Alal518Ala

EcanG7_00768* 4576 T G EgrG1/Emul N  Serl526Ala

EcanG7_00768 * 4587 C G Emul S Vall529val Proteina MBD
EcanG7_00768 ** 4588 T G Emul N  Serl530Ala

EcanG7_00768* 4607 C T Emul N  Thri1536lle

EcanG7_00768 ** 4765 G A EgrG1 N  Alal589Thr

EcanG7_00768 ** 4782 A G Emul S Glylu1594Glu

EcanG7_00768 ** 4803 C T Emul S Tyrl601Tyr

EcanG7_00768 ** 441 G T EgrG1 N GIn147His

EcanG7_00768* 459 G A Emul S  Alal53Ala

EcanG7_00768 ** 466 A G EgrG1/Emul N  Asnl56Asp

EcanG7_00768 * 483 T C EgrG1 S  Hisl61His Proteina MBD
EcanG7_00768 # 498 ccag cCACcag EgrG1/Emul N  -/His1l67GIn

EcanG7_00768 * 501 - C,G EcG7/EgrG1/Emul N -/His167GIn

EcanG7_00768 * 540 G A Emul S Alal79Ala

(**) SNPs identificados por métodos de andlisis de secuencias de NGS y por el método de
Sanger; (*) SNPs identificados por método de Sanger; (#) InDel identificados por el método de
Sanger; (S/N) Sinonimos/no-Sinénimos respectivamente

4.3.4.2 Nuevos marcadores moleculares para la discriminacion entre

especies de Echinococcus

Basado en los analisis de validacion de SNPs se seleccionaron los cebadores que
amplificaron las regiones con mayor variabilidad genética entre las especies de
Echinococcus y mayor tamafio de producto de amplificacion de manera de analizar el
mayor nimero de SNPs que permita diferenciar entre especies. De este modo las
regiones seleccionadas correspondieron al gen ECANG7_02097 (568 pb) que codifica
para la subunidad alfa/beta del proteosoma y el gen ECANG7_00768 (332 pb) que
codifican para la proteina MBD especifica de cestodos. Se amplificaron dichas regiones
en E. canadensis G7, E. granulosus G1, E. multilocularis, E. canadensis G6,
E. ortleppi G5 y E. oligarthrus. Las secuencias analizadas fueron usadas para construir
un éarbol filogenético que permitio distinguir entre las distintas especies de
Echinococcus (Figura IV.17).
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Figura IV.17: Nuevos marcadores moleculares nucleares. El andlisis incluyé cinco especies de
Echinococcus con réplicas bioldgicas. El arbol filogenético fue inferido utilizando el método de
Méaxima Verosimilitud impementado en el software MEGAS. Los niumeros debajo de cada nodo
indican el valor de boostrapping mayores al 50% (para 500 réplicas).
EcanG7: E. canadensis G7, EgraGl: E. granulosus G1, Emul: E. multilocularis,
EcanG6: E. canadensis G6, EortG5: E. ortleppi G5 y Eoli: E. oligarthrus

4.3.5 Conclusiones parciales

El estudio de la filogenia que relaciona a E. canadensis G7, E. multilocularis y
E. granulosus G1 se abordd mediante tres analisis diferentes. Se reconstruyo la
filogenia utilizando genomas mitocondriales completos que permitieron discriminar
entre las especies conocidas de Echinococcus. Por otra parte se observé que la filogenia
obtenida basada en genes de copia Unica no fue suficiente para determinar una relacién
filogenética entre estas tres especies de Echinococcus pero si para clasificarlos como
especies diferentes. Por otra parte, el uso de SNPs para la reconstruccién de la filogenia
y el andlisis de los sitios polimdrficos compartidos permitié determinar la relacion
filogenética entre estas tres especies de Echinococcus independientemente de las
regiones genomicas utilizadas en el analisis. Los resultados del estudio del nimero
polimorfismos y nimero de sitios polimorficos compartidos propone a E. mutilocularis
como la especie basal a E. granulosus G1 y E. canadensis G7. Esto sugiere que
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E. multilocularis habria incorporado sustituciones hasta que ocurrié un fenémeno de
especiacion y luego E. canadensis G7 y E. granulosus G1 habrian divergido
incorporando sustituciones independientes incrementando asi su variabilidad genética.
Asimismo, los marcadores moleculares identificados y analizados en esta tesis permiten
diferenciar a todas las especies de Echinococcus analizadas hasta el momento, lo cual
involucra a cuatro de las cinco especies que afectan a animales y al hombre en
Argentina. Con estos resultados se aportan herramientas moleculares nuevas para la
genotipificacion de especies, en particular, marcadores moleculares nucleares que son
escasos en la bibliografia y complementan a los marcadores mitocondriales y
ribosémicos ampliamente usados [13,14,27,236].

4.4 ldentificacion y caracteristicas particulares del

repertorio génico de Echinococcus canadensis G7

Esta seccidn de la tesis estd centrada en el estudio de genes de Echinococcus
cuyos ortdlogos estan ausentes en otros organismos o bien poseen un alto grado de
divergencia con ellos; con especial énfasis en posibles blancos terapéuticos para el
control de la echinococcosis.

4.4.1 Genes como potenciales blancos de drogas o de

importancia en el desarrollo del parasito

Ademas de los métodos quirargicos, los tratamientos actualmente disponibles
para combatir la echinococcosis residen en quimioterapias utilizando compuestos
derivados de benzimidazol dirigidos contra la beta-tubulina del parasito. Sin embargo
como las beta-tubulinas de cestodos y humanos son similares solo pueden aplicarse en
dosis parasitostaticas y frecuentemente producen efectos secundarios adversos. Previo a
esta tesis nuestro grupo colabord en la obtencion de los genomas de E. multilocularis y
E. granulosus G1 en los que se identificaron posibles blancos de drogas [43]. Los
ortdlogos a dichas proteinas fueron identificados entre el repertorio de genes de
E. canadensis G7. Los analisis de homologia de secuencia mostraron entre un 89,4% y
un 100% de identidad con las proteinas de E. granulosus G1 y E. multilocularis,
respectivamente. En cambio el porcentaje de identidad con las proteinas de S. mansoni
fue entre 34,9% vy el 97%. Los analisis de ortologia revelaron que 20 de estos 21
blancos de droga propuestos poseen ortdlogos en humanos por lo que una droga
disefiada en base a estos blancos podria tener efectos adversos. Por este motivo, con el
fin de obtener blancos de droga mas eficientes y especificos contra los cestodos se
seleccionaron candidatos basados en los siguientes criterios: estar presentes en todas las
especies de cestodos, tener una alta conservacién de secuencia entre los cestodos
(umbral de puntuacién MCL < 0,8) y estar ausentes o tener un alto grado de divergencia
con respecto a los de los humanos.
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Bajo estos criterios se seleccionaron un total de 42 proteinas de cestodos y los
potenciales blancos se agruparon en 7 categorias: 1- antigenos: antigeno Taeniidae
(AgB) y proteinas inmunogénicas Tsll; 2- péptidos de defensa antimicrobianos:
péptido antimicrobiano; 3- neuropéptidos de sefializacion y hormonas peptidicas;
4- transporte: bomba de protones vacuolar (H+) ATPase; 5- proceso metabdlico: dolicol
fosfato manosil transferasa (DPM2) y mano EF de union de calcio; 6- proceso de
regulacion de la transcripcion: proteinas con dedos de zinc C2H2 y 7- proteinas
hipotéticas conservadas. Del total de proteinas seleccionadas, solo 11 de ellas poseen
anotacion funcional y son las que se describen a continuacion (Tabla 1V.10).

Tabla IV.10: Nuevos blancos de drogas de E.canadensis G7 presentes en cestodos y ausentes
0 muy divergentes en humanos*

Categoria Producto Ecanadensis G7 IDs
. Antigeno taeniidae (Antigeno B) ECANG7_07838
Antigenos — —
Proteina inmunogénica Ts11 ECANG7_01678
Defensa Péptido antimicrobiano Taquistatina A ECANG7_00862

ECANG7_03703

Neuropéptido
ECANG7_10139

Sefalizacion
ECANG7_09023

Hormona pancreatica
ECANG7_05886

Transporte ATPasa vacuolar (H+) - subunidad G ECANG7_02132
Proceso Dolicol- fosfato manosiltransferasa (subunidad 3) ECANG7_01023
metabolico Proteina con dominio mano-EF ECANG7_02884
Proceso de Proteina de union a CREB ECANG7_05946
transcripcion  Dedos de zinc tipo C2H2 ECANG7_07928

*Definidos por grupos de ortologia con puntaje de umbral menor a 0,8 y presentes en todos los
cestodos

4.4.1.1 Antigenos

El antigeno B (AgB) es uno de los principales antigenos que estan presentes en
el liquido hidatidico del quiste. Previamente hemos demostrado que es altamente
polimorfico y que su perfil de expresion en E. canadensis G7 es diferente al de
E. granulosus G1 [33,34]. Se han propuesto funciones importantes para este antigeno
tales como la union y transporte de lipidos [238] o la modulacion de respuestas
inflamatorias en las células [239]. En este estudio se identifico al AgB
(ECANG7_07838) y a la proteina inmunogénica Ts11l (ECANG7_01678) en grupos de
ortologia especificos de cestodos. Las proteinas codificadas por los genes ortélogos de
T. solium han sido encontrados ademas como productos de excrecidn/secrecion en
cultivos in vitro del metacestodo [240] y debido a la gran similitud en los sistemas de
excrecion/secrecion de los helmintos es un candidato a ser estudiado mas
profundamente con un objetivo farmacolégico.
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4.4.1.2 Péptidos antimicrobianos

Entre el repertorio de genes de E. canadensis G7 se encontrd el péptido
antimicrobiano Taquistatina A (ECANG7_00862) el cual también esta presente en
todos los cestodos y se agrupa en el cluster especifico de cestodos y por lo tanto esta
ausente en humanos. Este péptido esta conformado por una secuencia de 92
aminoacidos con un péptido sefial en el extremo N-terminal de 22 amino acidos de
longitud lo que sugiere que podria ser excretado o secretado. No existen muchas
secuencias relacionadas depositadas en las bases de datos, las 11 secuencias de
Taquistatina de organismos eucaridticos descriptas pertenecen a artropodos y la que
posee mayor similitud (36% de identidad) a la de E. canadensis G7 es la Taquistatina
A2 de Tachypleus tridentatus (Arthropoda; Q9U8X3) [241]. Esta proteina pertenece a
la familia de las defensinas y posee una estructura secundaria que consiste de tres
laminas beta estabilizadas por puentes disulfuro de cisteinas [242] y de un péptido
sefial. Las defensinas son abundantes y estan altamente distribuidas en el reino animal y
vegetal y se caracterizan por tener una estructura de tres ldminas beta cationicas
anfipaticas y antiparalelas estabilizadas por puentes disulfuro [243]. El anélisis
estructural de la Taquistatina de E. canadensis G7 al igual que la del resto de los
cestodos reveld la presencia de estructuras en ldminas beta conteniendo residuos de
cisteina que podrian participar en la estabilizacion de dicha estructura. Asimismo, y
exhibe propiedades fisico quimicas descriptas para péptidos antimicrobianos:
carga neta +2, 10 kDa,~50% de contenido de amino&cidos hidrofébicos, la presencia de
un péptido sefial y un tamafio pequefio. Por otra parte, también se ha descripto
recientemente que este péptido presenta un alto nivel de expresion, lo que podria indicar
un rol bioldgico importante en el parasito [43,78].

4.4.1.3 Hormonas peptidicas

Las hormonas peptidicas y neuropéptidos forman parte de las moléculas de
sefializacion de los metazoos mas diverso funcional y estructuralmente. La familia de
péptidos PP-fold es una de las familias de hormonas peptidicas capaz de unirse a varios
receptores acoplados a proteina G, (GPCRs) [244]. Los GPCR estan involucrados en
muchas enfermedades y son blanco de aproximadamente el 40% de los farmacos usados
en la actualidad para el tratamiento de enfermedades [245]. Este tipo de péptidos han
sido identificados en S. mediterranea y Schistosoma sp. y la organizacién genémica de
los genes que codifican para ellos parece estar conservada en platelmintos. Los
miembros de la familia PP-fold se agruparon en un grupo de ortélogia especifico de
platelmintos junto con proteinas de la categoria “Péptidos de hormonas pancreéticas”.
En ese grupo se encontraron 4 genes de E. canadensis G7. Dos de ellos, los genes
ECANG7_09023 y ECANG7_05886 codifican para un péptido similar a hormonas
pancreaticas cuyo dominio de unidén a receptor y dimerizacion se encuentra poco
conservado. Por otro lado para el gen ECANG7_09023, el dominio de unién a receptor
estd 100% conservado en Echinococcus pero posee solo el 55% de identidad de

91



RESULTADOS

secuencia con su correspondiente ortélogo en H. microstoma [43] y 60% de identidad
con

S. mediterranea. En cambio para el gen ECANG7_05886 de E. canadensis G7 se
observo que el dominio presenta un 100% de identidad con sus correspondientes
ortélogos en E. multilocularis y E. granulosus G1, un 81% de identidad con el de H.
microstoma [43] y un 75% de identidad con Aplysia californica
(Lophochotrozoa/Mollusca/Gastropoda), el organismo invertebrado mas relacionado
sobre el cual se cuenta con informacion al respecto [246] y para todos ellos hay
evidencia de transcripcion que sustenta su expresion.

4.4.1.4 Transporte

La V-ATPasa es una bomba de protones de células eucaridticas que lleva a cabo
actividades esenciales. Es la encargada de generar un potencial electroquimico mediante
la formacién de un gradiente de concentracion de protones impulsado por la energia
quimica del ATP [247]. Las V-ATPasas intervienen en funciones celulares muy
importantes tales como la endocitosis, trafico intracelular de membranas degradacion de
proteinas, y transporte acoplado a pequefias moléculas y iones [248,249].

En nematodos se ha descripto que las proteinas V-ATPasas esté involucrada en
funciones tales como nutricion, osmoregulacion, sintesis de la cuticula, y asociadas a
funciones neurobiologicas y de reproduccion [250]; sin embargo en platelmintos su rol
aun no ha sido estudiado. En E. canadensis G7 se encontraron 3 genes que codifican
para la V-ATPasa y sus correspondientes genes ortélogos en otros cestodos. Entre ellos
el gen ECANG7_02132 codifica para una proteina que ha sido agrupada en un cluster
especifico de platelmintos y mostrd un alto grado de conservacién de secuencia y de su
estructura secundaria (estructura alfa hélice en el extremo N-terminal) con la V-ATPasa
del gusano del tabaco Manduca sexta, que es el organismo mas cercano en el cual ha
sido caracterizada esta proteina [251] (Figura 1V.18).

V-ATPasa

ECANG7_02132
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EgrG_000892000.1
TsM_000267900
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Figura 1V.18: Alineamiento multiple de la secuencias de proteinas V-ATPasa de cestodos y
M. sexta.
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4.4.1.5 Metabolismo

En la categoria “metabolismo” se encontrd una enzima especifica de cestodos
que estaria involucrada en procesos de glicosilacién. En organismos eucaridticos la
glicosilacion es critica para un correcto plegamiento de las proteinas y para la actividad
de las enzimas. Ademas participa en el mecanismo de control de calidad de las
proteinas, proceso en el que interviene el reticulo endoplasmico (ER) asociado a vias de
degradacion (ERAD). Parte del proceso de glicosilacion tiene lugar en el lumen del ER,
donde las manosas y glucosas son transferidas a moléculas aceptoras. La manosilacién
en el lumen del ER es un paso comln a cuatro vias de glicosilaciéon: N-glicosilacion,
anclajes de proteina fosfatidilinositol (GPI), O-glicosilacion de proteinas y C-
glicosilacion de proteinas [252]. La manosa dolicol fosfato es un donor de manosil
central que interviene en las cuatro vias mencionadas y es sintetizado a partir de GDP-
manosa y dolicol fosfato por la enzima Dolicol fosfato beta D manosil transferasa
(DPM) (EC 2.4.1.83). En mamiferos esta enzima es un complejo formado por tres
proteinas: DPM1 que posee el sitio catalitico, DPM2 y DPM3. La proteina DPM3 es
una proteina de 92 aminoacidos de secuencia que se localiza en la region membranosa
del ER [253], y es importante para la estabilizacion y localizacion de DPM1 que a su
vez es estabilizada por DPM2. En E. canadensis G7 se encontraron dos subunidades del
complejo DPM. La subunidad DPM1 codificada por el gen ECANG7_04674 que posee
ortélogos en todos los metazoos analizados. Y la subunidad DPM3 codificada por el
gen ECANG7_01023 que esta presente solo en cestodos y que estd conformado por dos
regiones transmembrana y el dominio “DMP3 superfamily”. El alto porcentaje de
conservacion de secuencia en todas las especies de cestodos (90% entre las especies de
Echinococcus y 65% con las otras especies de cestodos) y la baja conservacion de
secuencia con su contraparte humana y de otros organismos sugiere que se trata de una
nueva clase de DPM3 (Figura 1V.19). Debido a que la enzima DPM3 es el Unico
miembro divergente de ésta via metabdlica en Echinococcus y cumple un rol importante
a nivel regulatorio en la biosintesis de precursores de N-glicano podria representar un
blanco terapéutico.
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Figura 1V.19: Via metabdlica de la sintesis y de la degradacién de N-glicano. Las cajas azules
representan a las enzimas de E. canadensis G7 que estan presentes en la via. Las cajas rojas
representan a las enzimas ausentes en las tres especies de Echinococcus.

4.4.1.6 Proceso de transcripcion

Las proteinas dedos de Zinc son una clase de proteinas regulatorias que
participan en una variedad de procesos celulares, tales como en el desarrollo,
diferenciacion celular y supresion de tumores entre otros. Los genes que codifican para
proteinas dedos de zinc C2H2 son miembros de una de las mas grandes y complejas
stper familias de genes en los genomas de metazoos [254]. Algunos subgrupos linaje
especifico de proteinas portadoras de dedos de Zinc C2H2 pueden encontrarse tanto en
levaduras como en nematodos, insectos y plantas [255]. Estas proteinas cumplen
multiples funciones; como por ejemplo la unién a ARN y como mediadores en la
interaccion entre proteinas. Sin embargo son mejores conocidas por su rol como
proteinas de unién a secuencias especificas de ADN, particularmente en humanos donde
se ha descripto que se unen especificamente a las secuencias de ADN metilado. Tales
proteinas exhiben dominios de dedos de zinc que estan organizados en repeticiones en
tdndem de dos, tres 0 mas dedos de zinc conformando el dominio de unién a ADN de la
proteina. En E. canadensis G7 se encontraron 124 genes que codifican para proteinas
que contienen dominios C2H2. Entre todas ellas el gen ECANG7_07928 codifica para
una proteina de 125 aminoacidos que contiene dominios dedos de zinc tipo C2H2 y
estan presentes exclusivamente en cestodos. Las proteinas de unidén a secuencias
especificas del ADN en conjunto con patrones caracteristicos de metilacion del ADN
podrian tener un rol importante en la regulacién de la transcripcion génica.
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4.4.2 Familias de genes expandidas

Las expansiones génicas son uno de los determinantes de la complejidad y del
tamafo de un genoma. Los cambios en el nimero de copias pueden cambiar los niveles
de expresion de los genes incluidos en las regiones de “numero de copias variable”,
permitiendo niveles de transcripcién superiores o inferiores a los que mostrarian
mediante el control de la transcripcion de copias individuales. Las copias adicionales de
genes también proporcionan redundancia en secuencia, de modo que algunas copias son
pueden desarrollar funciones nuevas, mientras que otras copias mantienen la funcion
original. Las duplicaciones génicas son la fuente de nuevos genes que confieren nuevos
fenotipos y pueden contribuir a la evolucion de la especiacion [256]. En esta seccion de
la tesis se identificaron y analizaron familias de genes expandidos en Echinococcus.

Mediante la construccion y clasificacion de los grupos de ortologia se
encontraron grupos conteniendo familias de genes para una misma especie. En
Echinococcus se identificaron un total de 26 familias expandidas de entre 10 y 66
miembros, entre las cuales se encontrd a la familia de proteinas de choque térmico
“heat-shock protein 70 (Hsp70)”, presente en todos los platelmintos y previamente
descripta como familia expandida por nuestro grupo [43]. También cabe destacar en
esta seccion a otras 3 familias de proteinas expandidas: las proteinas portadoras de
motivos GPS, las enzimas de conjugacién de ubiquitina y las proteinas Glicosil
transferasas presentes solo en organismos cestodos. La proteina de motivos GPS esta
relacionada con la policistina-1, una proteina involucrada en la via central de
transduccion de sefiales donde el motivo GPS es el responsable de las interacciones
proteina-proteina. Las policistinas forman familias de proteinas compuestas por
multiples miembros en peces, invertebrados, mamiferos y humanos [257]. La enzima de
conjugacion de ubiquitina es conocida por su rol en la via de ubiquitinacion, en la
modulacién de la degradacion de proteinas e interacciones proteina-proteina. El
complejo de ubiquitinacion UBC esta codificado por hasta 19 genes de Echinococcus
cuyos alineamientos de las proteinas mostraron un alto grado de conservacion del
dominio “UBC superfamily” (PF00179) entre los miembros del grupo de cestodos. La
tercera familia de proteinas expandidas es la de las glicosil transferasas, las cuales estan
involucradas en la biosintesis y modificacion de glicanos. Esta via podria tener un rol
muy importante en la biogénesis de la capa laminar acelular de Echinococcus que se
encuentra enriquecida en carbohidratos y es una caracteristica especifica del género
Echinococcus y uno de los principales rasgos morfologicos diferenciales entre las
especies de Echinococcus.

4.4.3 Conclusiones parciales

Los anélisis de los grupos de ortologia e identidad de secuencia de las proteinas
que han sido propuestas como blancos de drogas permitieron identificar un alto grado
de similitud con las proteinas humanas, por lo cual las drogas cuyos blancos sean estas
proteinas podrian causar efectos adversos en la salud humana. Por este motivo se
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evaluaron proteinas candidatas a nuevos blancos de drogas que se agruparon en grupos
de ortologia especificos de cestodos y por lo tanto divergentes de cualquier homdlogo
en humanos. Estas proteinas en conjunto con ciertas caracteristicas funcionales entre las
que se destacan los péptidos antimicrobianos, V-ATPasas especificas del género, DPM3
y factores de transcripcion son propuestas como nuevos blancos de drogas contra la
echinococcosis.

4.5 Mecanismos de regulacion génica en Echinococcus

Los mecanismos de regulacion génica en Echinococcus, asi como la estructura
gendmica que da a lugar a la expresion y regulacion de sus genes es un area aun no
estudiada en este género ni en géneros relacionados. En esta seccion de la tesis se
aborda el estudio de tales caracteristicas mediante la identificacion de elementos
gendmicos estructurales, caracteristicas epigenéticas y analizando estructuralmente uno
de los principales efectores en la via de pequefios ARN reguladores de la expresion
génica.

4.5.1 Epigenética y sistema de metilacion del ADN

Las ADN metil transferasas (DNMTS) y las proteinas con dominio de unién a
methyl-CpG (MBDs) en conjunto con otras proteinas constituyen el sistema de
metilacién central de los metazoos, tanto en especies de vertebrados como en
invertebrados. A su vez, la metilacion de las citosinas del ADN en platelmintos es una
caracteristica epigenética muy conservada a través de este filo.

Las ADN metil transferasas de los metazoos son una familia de proteinas
constituida por las DNMT1, DNMT2, DNMT3a/3b [258]. En el nuevo genoma
generado en esta tesis se identificO el gen que codifica para la DNMT2
(ECANG7_11578) pero no se encontraron genes codificantes para DNMTL1 ni para
DNMT3 en ninguna de las especies de Echinococcus. Para confirmar la clasificacion de
la DNMT de Echinococcus se construyd un arbol filogenético con todas las proteinas
pertenecientes al grupo de ortologia de las DNMTSs y se observd un clado que agrupé a
la DNMT de Echinococcus junto con todas las proteinas DNMTs clase 2 de metazoos
(Figura 1V.20 A). Por otra parte entre el repertorio de genes de E. canadensis G7 se
identificaron 2 genes que codifican para las proteinas MBD. Para corroborar la
anotacion se realizaron analisis de secuencias y filogenéticos del correspondiente grupo
de ortologia. En dichos analisis se corrobor6 la anotacion y se observo que la proteina
MDB codificada por el gen ECANG7_05304 posee ortélogos en platelmintos y otras
especies de invertebrados mientras que la proteina MDB codificada por el gen
ECANG7_00768 fue identificada como un nuevo tipo de MDB. Esta nueva proteina
MDB posee un dominio de unién a CpG formado por 73 aminoacidos, un dominio PHD
(PF00628) de 48 aminoacidos y un bromodominio (PF00439) en el extremo carboxilo
terminal constituido por 86 residuos de aminoacidos que seria el responsable de unién al
ADN. Los dominios identificados se encuentran conservados en cestodos y las nuevas
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MBDs se agrupan filogenéticamente en un nodo especifico de la clase Cestoda
(Figura V.20 By C).
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Figura IV.20: Proteinas DNMT y MBD de Echinococcus spp y su clasificacion filogenética
respecto a sus ortologos en especies de metazoos. A). Arbol filogenético de las proteinas
DNMTs de Echinococcus agrupadas en familias. B). Arbol filogenético de las proteinas MBD de
Echinococcus y su clasificacion en familias. Los recuadros sefialan al grupo de proteinas
conservado en organismos invertebrados y proteinas MBDs que fueron identificadas
especificamente en cestodos. C). Logo de secuencia de aminoacidos involucrados en la
formacién Dominio MBD.
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4.5.2 ldentificacion y localizacion gendmica de Islas CpG

Las regiones promotoras en los genomas de Echinococcus han sido poco
estudiadas hasta el momento; por ello en esta seccidn de la tesis se aborda el estudio de
CGils en los genomas de Echinococcus como una aproximacion a la caracterizacion de
regiones promotoras. Con este proposito se identificaron CGls en las tres especies de
Echinococcus, y se determind su localizacion, el contenido de GC y la densidad de
CGils en los genomas completos, en las regiones codificantes y en regiones localizadas
rio arriba de los CDS.

En E. canadensis G7, E. multilocularis, y E. granulosus G1 se identificaron
4200, 4297 y 4249 CGls respectivamente con una densidad de 36,5; 37,4 y 36,9 CGls
por Mb. En comparacion con estudios llevados a cabo sobre genomas de
mamiferos [259] los genomas de Echinococcus presentaron mayores niveles de
densidad de CGIs y también una mayor relacién de CpG observado/CpG esperado
(CpGobs/CpGesp). Sin embargo la distribucion de los tamarfios de las CGls fue similar a
la de los mamiferos. Al evaluar la distribucién de las CGls en las regiones codificantes
se observd que el nimero y densidad de CGls es mucho mayor que en las regiones no
codificantes. Este resultado también es similar al observado en los genomas de
mamiferos.

Por otra parte, para identificar posibles regiones promotoras se analizaron las
CGlIs a una distancia de hasta 5 kb rio arriba de las regiones codificantes y se
identificaron 1363, 1637 y 1457 CGIs en los genomas de in E. canadensis G7,
E. multilocularis y E. granulosus G1, respectivamente. La densidad de CGls por Mb se
calculo utilizando solamente las regiones en las cuales se encontraron CGIs y sus
valores fueron 254,9; 253,1 y 241,7, respectivamente. Estos valores fueron ligeramente
menores a los observados para las regiones codificantes pero mayores a las del resto del
genoma (Tabla I1V.11). Posteriormente se evalud la correlacion entre la densidad de
CGls y algunas caracteristicas gendémicas tales como el porcentaje de GC del genoma,
tamafio de contig y la relacion CpGos/CpGesp €n los tres genomas de Echinococcus
(Tabla 1V.12). Asimismo, se observo una correlacion significativa entre la densidad de
CGls y el porcentaje de GC del genoma y también con el tamafio de contig. Sin
embargo, se observd una correlacion muy baja entre las CGIls y el cociente
CpGobs/CpGesp. Adicionalmente se estimo la distribucion de la densidad de CGls por
Mb de contig usando solo los contigs que contienen CGls, mediante lo cual se observd
que la mediana de densidad de CGls en E. canadensis G7 y E. granulosus G1 es menor
que la de E. multilocularis (Figura IV.21).
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Tabla IV.11: Islas CG (CGls) y su distribucion en los genomas de Echinococcus

Especies E. canadensis G7 E. multilocularis E. granulosus G1
Tamafio (Mb) 115,0 115,0 115,0
Genoma Numero de contigs 9.330,0 1.815,0 1.288,0
Contenido de GC (%) 41,9 42,3 41,9
Numero de CGls 4.200,0 4.297,0 4.249,0
Densidad de CGlIs / Mb 36,5 37,4 36,9
CGls en los genomas totales Tamarfo promedio de CGls (pb) 739,4 952,1 754,9
Contenido de GC 55,1 55,1 55,0
CpG obs / CpG esp 0,9 0,8 0,9
Ndmero de CGls 4.607,0 4.597,0 4.550,0
Tamafio de regién codificante (Mb) 16,3 16,0 15,3
CGls en regiones codificantes Densiglad de CG_Is / Mb 282,5 287,7 298,2
Tamafo promedio de CGls (pb) 2.965,0 2.502,9 2.625,6
Contenido de GC 52,8 53,3 53,1
CpG obs / CpG esp 0,9 0,9 0,9
Numero de CGls 1.363,0 1.637,0 1.457,0
Tamafio de region rio arriba (Mb) 53 6,5 6,0
. . . - Densidad de CGlIs / Mb 2549 253,1 241,7
CGls 5 kb rio arriba de las regiones codificantes Tamafio promedio de CGIs (pb) 3.866.6 3.900.7 4.090 8
Contenido de GC 43,8 44,1 43,3
CpG obs / CpG esp 0,9 0,9 0,9
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Tabla IV.12; Correlacion entre la densidad de CGl y las caracteristicas gendmicas en diferentes regiones del genoma de las tres especies de Echinococcus.

CGls en genomas completos

CGls en regiones codificantes

CGls 5 kb rio arriba

r P r P r P
log tamafio de region -0,826 2,2E-16 -0,723 2,2E-16 -0,562 2,2E-16
E. canadensis G7 Contenido de GC 0,782 2,2E-16 0,413 2,2E-16 0,305 2,2E-16
Obs/Esp -0,073 2,1E-06 -0,083 1,6E-08 0,305 2,2E-16
log tamafio de region -0,698 2,2E-16 -0,672 2,2E-16 -0,496 2,2E-16
E. multilocularis Contenido de GC 0,541 2,2E-16 0,365 2,2E-16 0,285 2,2E-16
Obs/Esp -0,114 6,5E-14 -0,107 3,0E-13 0,285 2,2E-16
log tamafio de region -0,645 2,5E-15 -0,661 2,2E-16 -0,657 2,2E-16
E. granulosus G1 Contenido de GC 0,605 3,2E-10 0,337 2,2E-16 0,271 2,2E-16
Obs/Esp -0,044 5,4E-05 -0,058 9,5E-05 0,271 2,2E-16

101



RESULTADOS

>
w

1600 - -8~ E.canadensis G7 1600 —8— E.canadensis G7
—&— E. multilocularis —— E. multilocularis
—m-+ FE. granulosus G1 . —a— E. granulosus G1

1200 i y 1200 |

S

o

o
|

Densidad CGls (CGls/Mb)
B o
o o
o o
L |

Densidad CGls (CGls/Mb)
Qo
(=]
o
|

0 - 0 - b ind
T T T T T T T T T T T T
35 40 45 50 55 60 65 6 8 10 12 14
(04 Contenido de GC (%) D Log tamafio de Contig
1600 —8— FE.canadensis G7 1600

—a&— E. multilocularis
—=— E. granulosus G1

1200 1200 —

Densidad CGls (CGls/Mb)
i ©
o o
o o
I |

Densidad CGls (CGls/Mb)
o [o)
o o
o o
L L
{ - —— o

0 0 -
T T T T T T
0.6 0.8 1.0 12 14 E.canadensis G7 E. granulosus G1
E. multilocularis
Relaciéon CpG Obs/Esp Especies de Echinococcus

Figura IV.21: Islas CG en los genomas completos: Correlacion entre la densidad de CGls y los
genomas entre las tres especies de Echinococcus. A). Densidad de CGls (Mb) versus
contenidos de GC (%) de los contigs. B). Densidad de CGls (Mb) versus logaritmo del tamafio
de los contigs. C). Densidad de CGls (Mb) versus relacion CpGgys /CpGesp. D). Densidad de
CGls( Mb) en cada especie de Echinococcus.

Por otra parte, la correlacion entre la densidad de CGls y el porcentaje de GC
fue diferente entre las tres regiones analizadas (genoma completo, regiones codificantes
y 5 kb rio arriba de las regiones codificantes) observandose una mayor correlacion entre
la densidad de CGls y el tamafio de los contigs de los genomas, seguida por la
correlacion entre CGls y las regiones codificantes y en ultimo lugar con respecto a su
localizacion 5 kb rio arriba de las regiones codificantes. Dichas diferencias se
manifestaron en las tres especies de Echinococcus (Figuras 1V.22 y Tablas 1V.12).
También se observd que la media del tamafio de las CGls es distinta entre las tres
regiones genomicas, con un valor mayor para las regiones localizadas 5 kb rio arriba de
los CDS.
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Figura IV.22: Islas CG en las regiones codificantes: Correlacion entre la densidad de CGls y
las regiones codificantes en las tres especies de Echinococcus: A). Densidad de CGlIs (Mb)
versus contenidos de GC (%) de los contigs. B). Densidad de CGls( Mb) versus logaritmo del
tamafio de los contigs. C). Densidad de CGIs (Mb) versus relacion CpGps/CpGesp.
D). Densidad de CGls (Mb) en cada especie de Echinococcus.

En las regiones 5 kb rio arriba de los CDS se observo que la distribucion de la
densidad de las CGls en funcion del contendido de GC presenta cimulos de puntos en
valores de densidad especificos y en un rango variable del porcentaje de GC (entre 35%
y 55%). En la figura 1V.23 se pueden distinguir grupos de regiones con tres valores
diferentes de densidad de CGIls dados por la acumulacion de puntos distribuidos
horizontalmente (panel A) y en las curvas que se forman en el grafico de la relacion del
tamafo de la regiones 5 kb rio arriba con la densidad de las CGls (panel B). Para estas
regiones ademas se observo una correlacion positiva entre la densidad de las CGls y la
relacion CpGons/CpGesp y Un valor promedio de densidad de las CGls de 254,9; 253,1 y
241,7 para E. canadensis G7, E. multilocularis y E. granulosus G1 respectivamente.
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Figura IV.23: Islas CG en las regiones promotoras: Correlacion entre la densidad de CGls y las
regiones de hasta 5 kb rio arriba del codon de inicio ATG en las tres especies de Echinococcus:
Correlacion entre la densidad de CGIs y las regiones. A). Densidad de
CGls (Mb) versus contenidos de GC (%).de los contigs. B). Densidad de CGlIs (Mb) versus
logaritmo del tamafio de los contigs. C). Densidad de CGls (Mb) versus relacion
CpGops /CpGesp. D). Densidad de CGls (Mb) en cada especie de Echinococcus.

Para identificar posibles regiones promotoras se analizaron los patrones de
distancia de la localizacion de las CGls desde el inicio de la traduccion (ATG) de las
regiones codificantes para las tres especies de Echinococcus. Mediante este analisis se
identificaron un total de 1405, 1752 y 1457 CGls precediendo a los genes de
E. canadensis G7, E. multilocularis y E. granulosus G1, respectivamente y se observd
que la mediana de la distancia de las CGls desde el codon de inicio de la traduccion fue
de aproximadamente 2 kb y el rango para la mayoria de los genes alterné entre 500 y

3500 pb (Figura 1V.24).
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Figura IV.24: Localizacién de islas CG en Echinococcus. Distribucion y mediana de la distancia
de localizacién de las CGls desde el codon de inicio de la traduccion de cada gen.

Por otra parte también se identificaron CGIls que estan diferencialmente
distribuidas entre los genomas de las tres especies de Echinococcus.
Se observd una distribucion diferente que estd dada por la presencia/ausencia
de CGIs rio arriba de determinados genes que son ortdlogos entre las
especies de Echinococcus. Estas observaciones sugieren que la expresion
de determinados genes podria estar sujeta a wuna regulacion diferencial
dada por la localizacion gendmica diferencial de CGls rio arriba de dichas
regiones codificantes. EI nimero de genes que estadn diferencialmente precedidos
por las CGls fueron 501 genes entre E. canadensis G7 y E. granulosus G1,
548 genes entre E. canadensis G7 y E. multilocularis y 357 genes entre
E. multilocularis y E. granulosus G1. Cabe destacar que entre estos grupos
de genes se encontraron algunos de los genes que han sido propuestos como
blancos de drogas. Algunas estructuras genomicas representativas de estas
caracteristicas puede observarse en la figura IV.25.
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Figura IV.25: Contexto genémico diferencial dado por presencia/ausencia de CGls rio arriba de
los genes en los genomas de las especies de Echinococcus: A). Proteina quinasa
(ECANG7_03687). B). Ribonucleotido reductasa (ECANG7_06911).

106



RESULTADOS

4.5.3 Maquinaria de microARNSs; diseccion de Proteinas

Argonautas - Modelado por Homologia

Previamente a esta tesis, nuestro grupo de investigacion determind que las
especies de Echinococcus poseen 4 proteinas Ago [43]. Los analisis filogenéticos y de
ortologia realizados mostraron la existencia de dos clados: uno de ellos correspondiente
a las proteinas Ago conservadas en todos los metazoos analizados y el otro clado
correspondiente a las "Ago/Piwi-like™ similares entre si pero distantes a las descriptas
en mamiferos [43]. En E. canadensis G7 se identificaron los 4 miembros de la familia
Ago, las cuales presentaron un alto porcentaje de identidad con sus respectivos
ortélogos presentes en las demas especies de Echinococcus. Con el fin de identificar
dominios y motivos conservados en estas proteinas y su posible interaccién con los
microARNs se obtuvieron las estructuras 3D de tres de las cuatro proteinas Ago
mediante modelado por homologia. En este analisis las proteinas Ago se clasificaron en
4 grupos (1 a 4), el primer grupo contiene a la proteina Ago conservada en metazoos
que posee un alto porcentaje de identidad con las Ago-2 humanas. Los otros 3 grupos
contienen a las proteinas Ago de Echinococcus del nuevo clado y si bien mostraron
porcentajes de identidad de entre el 37% y 65% con la proteina Ago-2 humana, solo
poseen ortdlogos en otras especies de platelmintos, haciéndolas especificas del Filo. Los
dominios identificados para cada proteina pueden observarse en la Tabla IV.13.

Tabla IV.13: Dominios indentificados en las proteinas Ago de Echinococcus

Grupo Dominio Pfam Id GenId
Piwi PF02171.14
ArgoMid PF16487.2 CCANG? 05655
Grupol PAZ PF02170.19 EmuJ_000346200
ArgoN PF16486.2 EqrG_000346200
ArgoL1 PF08699.7
ArgoL2 PF16488.2
Piwi PF02171.14
PAZ PF02170.19 ECANG7_09582
Grupo2  ArgoN PF16486.2 EmuJ_000911600
ArgoL1/ACT 6 (*) PF08699.7 / PF13740.3 (*) EgrG_000911600
ArgoL2 PF16488.2
Piwi PF02171.14 ECANG7_09607
Grupo 3 EmuJ_000739100
PAZ PF02170.19 EgrG_000739100
Piwi PF02171.14 CCANG? 09652
Grupo 4 igzou Eiggégg';g EmuJ_000911700
: EgrG_000911700
ArgoN PF16486.2

(*) EmuJ_000911600 de E. multilocularis contiene el dominio ArgoLl. ECANG7_ 09582 y
EgrG_000911600 de E. canadensis G7 y E. granulosus G1 respectivamente contienen el
dominio ACT_6
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Cada una de las estructuras obtenidas exhibioé una conformacion RNAsaH-like
tipo abrazadera que concuerda con las estructuras de las proteinas de la familia
Ago/Piwi estudiadas hasta el momento [207,260] (Figura 1V.26 A y B). Excepto las
proteinas del grupo 3 que carecen del extremo N-terminal y de un segmento del
dominio PAZ. Las proteinas Ago forman un canal o bolsillo en el cual reside el
microARN e interactda con ciertos residuos del dominio Piwi, Mid y PAZ y a través del
cual el ARNm tiene acceso para aparearse con el microARN [207]. El dominio ArgoN
localizado en el extremo N-terminal contribuye a la conformacién abrazadera en el
plegamiento de la misma, y se ha descripto que estd involucrado en la actividad de
clivaje del ARNm. A pesar de que a modo general los dominios se encuentran
conservados en las proteinas de los grupos 1, 2 y 4 algunos residuos de aminoacidos son
diferentes entre la Ago conservada del grupo 1y las Ago del nuevo clado. Los dominios
y residuos importantes para la union y funcionalidad de las proteinas Ago se observan
en la Figura IV.26 C y D. La presencia de los motivos L1 y L2 adyacentes al dominio
PAZ que consisten de dos ldminas beta y dos alfa hélices respectivamente, confirman
que las proteinas del grupo 1 de Echinococcus pertenecen a la familia Ago2.
(Figura 1V.26 E).

Las proteinas Ago 2 poseen el dominio DEDH y dos motivos definidos como N1
y N2 en su extremo N-terminal, los cuales ejercen la funcion de clivaje del ARNm y
para el silenciamiento génico. Contrariamente a lo que ocurre en mamiferos, donde
todas las proteinas Ago, salvo las Ago2, carecen del motivo DEDH encargado de la
actividad de clivaje de los ARNm, todas las proteinas Ago de Echinococcus poseen
dicho motivo DEDH en el dominio Piwi [260]. En la proteina Ago humana la metionina
del motivo N1 estd directamente involucrado en la actividad de clivaje del ARNm
mientras que el motivo N2 que comprende a dos alfa hélices expuestas hacia la
superficie de la proteina, esta involucrada en activacion del complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC) y en la remocion de la hebra pasajera [260]. En
Echinococcus, la estructura secundaria del motivo N1 y N2 esta conservada, pero la
metionina del motivo N1 en el extremo N-terminal esta ausente en todas las proteinas
(Figura 1V.26 F y G). Ademas, las proteinas Ago del grupo 2 de E. canadensis G7 y
E. granulosus G1 no presentan el dominio ArgoN encargado de otorgar especificidad y
colaborar en el clivaje del ARNm junto con DEDH del dominio Piwi, sino que en su
lugar poseen el dominio de unién a aminoacidos ACT_6 que regulan los dominios
enzimaticos asociados por lo cual podria alterar la interaccion con el complejo RISC.

Finalmente se identificaron residuos que conforman el motivo que une la region
de siembra “Seed” del microARN. En las proteinas Ago del grupo 1 de Echinococcus,
la secuencia de aminoacidos que constituye dicho motivo es QSKN y se encuentra
conservado en relaciéon a la Ago2 humana. En cambio, en las proteinas Ago del nuevo
clado de Echinococcus (grupos 2-4) este motivo posee una secuencia de aminoacidos
diferente, pero conservada entre los miembros del nuevo clado. La secuencia de
aminoacidos de este motivo es KDGT, excepto para la proteina de E. multilocularis
(EmuJ_000911600), la cual posee un &cido aspartico D en lugar de acido glutdmico E
(Figura 1V.26 H).

108



RESULTADOS

N Mid

D

Grupo de proteinas Ago de Echinococcus. Residuos relevantes conservados y no conservados

Humano-Ago2 | Humano-Ago1 | Humano-Ago3 | Humano-Ago4 p p P [Dominios

109



RESULTADOS

Unidn Seed

110



RESULTADOS

Motivo DEDH

Union Seed

111



RESULTADOS

Union Seed

Motivo DEDH

112



RESULTADOS

H
Consenso VitGtnevVp+IKRgGdIihssmfvoCvkdgtirktspnvsnNLmLKINAKLGO]
ECANG7_05655 1Al O] 0 O o s v NIl slloT L
EmuJ_000346200 TSEQTLS
EgrG_000346200 TS

B &

ECANG7_09582 87 v E - B TG : 10 s s WF s o
EmuJ_000911600 M BB LHssmr

EgrG_000911600
ECANG7_09607
EmuJ_000739100
EgrG_000739100
EmuJ_000911700
EgrG_000911700

IRT--L

Figura 1V.26: Modelado por homologia de las proteinas argonautas de Echinococcus.
A). Representacion del plegado RNAse-like de la proteina Ago representante del grupo 1 de
Echinococcus. B). Representacion de la superficie molecular de la proteina Ago representante
del grupo 1 de Echinococcus.y el bolsillo de unién con el microARN. C). Esquema de los
dominos tipicos de las proteinas Ago del grupo 1. D). Residuos de aminoacidos relevantes
conservados y no conservados para la funcionalidad de las proteinas Ago de Echinococcus. La
conservacion de los dominios se encuentra indicada con el simbolo + y la sustituciéon del
aminoacido por el codigo de letra. E). Representacién cartoon de las proteinas Ago de
Echinococcus del grupo 1. F). Representacion cartoon de las proteinas Ago de Echinococcus
del grupo 2. G). Representacion cartoon de las proteinas Ago de Echinococcus del grupo 4.
Los residuos involucrados en la union del microARN. Las regiones ampliadas contienen los
residuos involucrados en la unién del Seed, ARNm y la actividad de clivaje. H). Alineamiento de
la secuencia de aminoécidos involucrados en unir el Seed del microARN en Echinococcus.

4.5.4 Conclusiones parciales

El estudio de las proteinas del sistema de metilacién del ADN demostrd que la
familia de genes que estan involucrados en este mecanismo cuenta con menos
miembros que los que poseen los organismos mamiferos. A diferencia de ellos,
Echinococcus solo cuenta con un solo tipo de DNMT con el rol de metilar las citosinas
del ADN genomico. Asimismo, también posee menos miembros de las familias de
proteinas MBDs que unen sitios metilados del ADN. Sin embargo en el contexto de esta
tesis se identificd una nueva MBD que es especifica de cestodos y posee dominios
dedos de zinc de union a ADN y dichos dominios se encuentran conservados entre las
especies de cestodos. Por otra parte, el analisis de CGls demostrd que Echinococcus
posee una mayor densidad de CGls que las observadas en mamiferos y que ésta es
mayor en las regiones codificantes. Ademas se observé una distribucion diferencial de
las CGls entre los genomas de Echinococcus exhibiendo un patron de distancia de entre
500 y 3500 pb rio arriba de la posicion de inicio de la traduccion, sugiriendo su
asociacion a regiones promotoras. En cuanto a los analisis basados en el modelado por
homologia de las proteinas Ago se observo que al menos tres de ellas serian capaces de
unir microARNs. La conservacion del motivo DEDH en el dominio PIWI sugiere que
varias de las proteinas Ago presentes en Echinococcus poseen actividad de clivaje.
Asimismo el cambio de determinados residuos localizados en los dominios MID y N-
terminal y en la region de unién al Seed por residuos con propiedades fisicoquimicas
similares sugiere que existe conservacion de la actividad y funcionalidad de las
proteinas Ago del nuevo clado. Las proteinas Ago funcionales sugieren la existencia de
un mecanismo de regulacion por pequefios ARNs aun desconocido.
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4.6 Estudio del uso de codones en Echinococcus

El estudio de los patrones del uso de codones, que son la unidad minima que
determina la expresion génica, contribuye notablemente a la compresion de las
caracteristicas béasicas de la organizacion molecular de los genomas de un organismo.
Cualquier similitud en los patrones del uso de codones revela cierto grado de relacion
bioldgica, adaptacion ambiental o evoluciéon entre los organismos. Generalmente el
contenido de GC total de un genoma muestra una gran similitud con el contenido de GC
de su regidn codificante [261]. En muchos organismos procariotas y eucariotas el uso de
codones, asi como el uso de aminoacidos estan altamente influenciados por el sesgo
composicional de GC [262,263]. Debido al caracter degenerado del cédigo genético, la
tercera base de los codones es menos restrictiva para la codificacion de un aminoacido
que las primeras dos bases. La tercera posicién en el coddn se conoce como la posicién
de balanceo y la mayoria de los aminoacidos permiten la sustitucion de codones
sindnimos dado por un cambio de base en la tercera posicion del codon [264]. En esta
seccion de la tesis se aborda el estudio del patron del uso de codones de los genes de
Echinococcus.

4.6.1 Contenido de nucleotidos en los codones en genes de

Echinococcus

En primer lugar se realiz6 el andlisis del contenido nucleotidico de los CDSs de
Echinococcus, los cuales mostraron un mayor porcentaje de GC con respecto al
porcentaje total observado en sus genomas y similar entre las tres especies de
Echinococcus. Los porcentajes de GC variaron entre el 33,3% y el 60,4% con un
promedio de 49, 8% para E. canadensis G7, entre el 35,7% y el 59,8% con un promedio
de 49,6% para E. multilocularis y entre el 34,2% y el 63,4% con un promedio de 49,8%
para E. granulosus G1 (Figura 1V.27).

A --- %GC promedio de genes B --- %GC promedio de genes C - - - %GC promedio de genes
----- %GC promedio del genoma +++- %GC promedio del genoma -+ %GC promedio del genoma
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Figura IV.27: Distribucion de los genes de Echinococcus segun el contenido de GC. El
histograma representa la frecuencia de genes. La linea punteada fina representa la media del
porcentaje de GC del genoma. La linea punteada gruesa representa la media del porcentaje de
GC de los genes. A). E. canadensis G7. B). E. multilocularis. C). E. granulosus G1
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Para el estudio del uso de codones se analizaron un total de 1849107, 1425315y
1436461 codones de E. canadensis G7, E. multilocularis y E. granulosus G1
respectivamente y se determind la composicion de nucleotidos de cada posicion del
triplete que conforma a los codones. Se observé que tanto para la posicién 1, 2 y 3 no
existen diferencias en la composicién de nucle6tidos con las respectivas posiciones de
las tres especies de Echinococcus (Figura 1V.28), y que ademas los porcentajes de GC
en cada posicion son diferentes a los observados en los genomas completos donde se ve
un menor contenido de GC; lo cual es coherente con el resultado de menor contenido de
GC en el genoma completo y la media del porcentaje de GC de los genes. Asimismo; la
composicion de nucle6tidos en cada una de las tres posiciones del triplete es diferente
entre si. Para la tercera posicion del triplete, la posicidbn menos restringente, hay
preferencia por T/C. En la primera posicion el nucleotido de preferencia parece ser una
G y en la segunda posicién, la posicion mas restringente, el uso de nucledtidos
preferente es A/T. Asimismo se observo que la composicion de Gy C en la primera 'y
segunda posicion es claramente superior a la que presenta la secuencia gendémica no
codificante.
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Figura IV.28: Media del porcentaje de nucleétidos: A). Porcentaje de nucleétidos totales en los
genomas de Echinococcus. B). Porcentaje de nucleotidos por posicion en el codén en
E. canadienses G7. C). Porcentaje de nucleétidos por posicién en el codon en E. multilocularis.
D). Porcentaje de nucleétidos por posicion en el codén en E. granulosus G1.
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En las tres especies el mayor porcentaje de GC se observa en la primera posicion
del coddn (GC1) con un 53,7%, seguido de la tercera posicion (GC3) con un 48,6% y
por ultimo la segunda posicién del codén (GC2) con un 42,5%, aproximadamente

(tabla 1V.14).

Tabla IV.14; Porcentajes de GC por posicion en los codones

Porcentaje (%) E. canadensis G7 E. multilocularis E. granulosus G1
GC1 53,79 53,72 53,86
GC2 42,65 42,44 42,51
GC3 48,64 48,31 48,71
A 29,10 28,82 28,95
T 29,04 28,78 28,97
C 20,93 21,07 20,87
G 20,94 21,07 20,89
GC genes 49,80 49,60 49,80
GC gendmico 41,87 42,14 41,76

%GC en el primer codén (GC1); %GC en el segundo codon (GC2); %GC en el tercer codon
(GC3)

Por otra parte; al comparar el contenido de GC3 en genes altamente expresados
con genes que poseen baja expresion (ver seccion 4.6.4.6) se observd que no presentan
un sesgo composicional de nucleotidos; sin embargo los genes con baja expresion
exhiben un mayor rango en su porcentaje de GC y una mediana ligeramente inferior que
los genes con alto nivel de expresion (Figura 1V.29).
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Figura 1V.29: Graficos de cajas del contenido de GC en genes de alta y baja expresion en las
tres especies de Echinococcus.
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4.6.2 Uso de codones sindnimos relativos en las especies de

Echinococcus

Para el estudio del uso de codones se evalud el patrén de codones sinénimos
relativos (RSCU) en las tres especies de Echinococcus. En ausencia de un sesgo en el
uso de codones, los valores RSCU deben ser igual a 1. Un codon que se utiliza con
menor frecuencia que la esperada tendra un valor de RSCU inferior a 1 y por el
contrario un coddn que se utiliza con mayor frecuencia que la esperada posee valores
mayores que 1. En la tabla V.15 se muestra el uso de los codones sinbnimos relativos
para los genes de Echinococcus. Se puede observar que el uso de codones con un alto
sesgo en las tres especies de Echinococcus fueron: GCU (Ala), CGU, CGC, CGA (Arg),
AUU (lle), GGU (Gly), CUU, CUC y CUG (Leu), UCC (Ser), ACC (Thr), UAC (Tyr),
GUG (Val). Sin embargo, la mayoria de los codones posee valores de RSCU cercanos a
1 indicando que no poseen un fuerte sesgo de uso de codones.

Tabla IV.15: Frecuencia relativa del uso de codones sinénimos (RSCU) en las tres especies de
Echinococcu.

Especies E. canadensis G7 E.multilocularis Egranulosus
Aas Codon RSCU Frecuencia RSCU Frecuencia RSCU Frecuencia
Ala GCU* 1,2 41506 1,21 32115 1,2 32066
Ala GCC 1,15 39819 1,15 30351 1,16 30958
Ala GCA 0,92 31704 0,94 24929 0,92 24670
Ala GCG 0,73 25100 0,7 18508 0,72 19352
Arg CGU* 1,33 25818 1,32 19690 1,32 19905
Arg CGC* 1,21 23452 1,2 17964 1,21 18272
Arg CGA* 1,19 23222 1,2 17888 1,21 18254
Arg CGG 0,75 14576 0,74 11080 0,75 11302
Arg AGA 0,8 15596 0,82 12197 0,8 12127
Arg AGG 0,72 13932 0,72 10708 0,71 10741
Asn AAU 1,09 40335 11 31593 1,09 31411
Asn AAC 0,91 33543 0,9 26044 0,91 26308
Asp GAU 1,12 52181 1,12 40450 1,12 40687
Asp GAC 0,88 41289 0,88 31646 0,88 32264
Cys uGuU 0,99 20195 0,99 15388 0,99 15463
Cys UGC 1,01 20435 1,01 15679 1,01 15721
Gln CAA 0,96 35184 0,97 27472 0,96 27501
Gln CAG 1,04 38333 1,03 29414 1,04 29729
Glu GAA 0,94 54686 0,95 42447 0,94 42597
Glu GAG 1,06 61673 1,05 47028 1,06 47868
Gly GGU* 1,36 35442 1,36 27193 1,36 27543
Gly GGC 1,11 28973 1,11 22136 1,11 22564
Gly GGA 0,97 25290 0,98 19677 0,98 19752
Gly GGG 0,55 14359 0,55 11083 0,55 11112
His CAU 0,96 21941 0,97 16949 0,96 16980
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His
lle
lle
lle
Leu
Leu
Leu
Leu
Leu
Leu
Lys
Lys
Met
Phe
Phe
Pro
Pro
Pro
Pro
Ser
Ser
Ser
Ser
Ser
Ser
TER
TER
TER
Thr
Thr
Thr
Thr
Trp
Tyr
Tyr
Val
Val
Val
Val

CAC
AUU*
AUC
AUA
UUA
UuG
CUuU*
cuc*
CUA
CUG*
AAA
AAG
AUG
uuu
uucC
CCuU
CCC
CCA
CCG
ucu
UcCcr
UCA
UCG
AGU
AGC
UAA*
UAG
UGA*
ACU
ACC*
ACA
ACG
UGG
UAU
UAC*
GUU
GUC
GUA
GUG*

1,04
1,32
111
0,57
0,5
1,08
1,27
1,37
0,62
1,18
0,96
1,04
1

1

1
11
1,06
1,11
0,73
1,14
1,23
1,02
0,87
0,94
0,8
1,39
0
1,61
1,13
1,17
0,96
0,74
1
0,82
1,18
1,16
1,02
0,56
1,26

23644
39932
33738
17139
15307
33240
39219
42228
19019
36322
42364
45723
37610
37052
36872
28823
27821
28968
19103
32114
34705
28882
24385
26522
22493
1277
0
1477
30710
31623
26004
19917
19897
20009
28605
34046
30050
16512
37171

1,03
1,34
1,09
0,57
0,49
1,09
13
1,34
0,62
1,16
0,97
1,03
1
1,02
0,98
1,11
1,05
1,13
0,71
1,15
1,22
1,05
0,85
0,93
0,81
1,41
0
1,59
1,14
1,17
0,97
0,72
1
0,82
1,18
1,17
1,01
0,56
1,25

18063
31326
25541
13264
11716
25935
30944
31944
14866
27666
33076
35382
29240
28940
27987
22317
21139
22757
14223
24827
26503
22710
18349
20235
17465
1135
0
1283
23855
24540
20279
14996
15440
15468
22043
26372
22875
12702
28283

1,04
1,32
1,12
0,56
0,49
1,07
1,28
1,37
0,62
1,17
0,96
1,04
1

1

1
11
1,07
1,11
0,72
1,13
1,23
1,03
0,87
0,93
0,81
1,4
0
1,6
1,13
1,18
0,96
0,72
1
0,82
1,18
1,15
1,03
0,56
1,26

18293
31008
26192
13096
11663
25733
30769
32738
14774
28038
32999
35783
29311
28495
28671
22330
21687
22664
14754
24798
27021
22444
18992
20429
17635
1141
0
1301
23842
24818
20305
15237
15543
15523
22223
26217
23350
12733
28764

Los codones con valores de RSCU > 1 indican que son usados mas frecuentemente en
Echinococcus. Los codones indicados con (*) representan a los codones sinénimos con cuyos
valores de RSCU son mayores a 1,15.
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Por otra parte también se observd un uso preferencial de los codones de
terminacion de la traduccion dado por los codones UAA y UGA mientras que el coddn

UAG esté totalmente ausente (Figura 1V.30).
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Figura IV.30: Porcentajes del uso de codones de terminacion de la traduccién en las tres
especies de Echinococcus. A). E. canadensis G7. B). E. multilocularis. C). E. granulosus G1

Al comparar el RSCU entre las tres especies de Echinococcus se observé que no
existen diferencias evidentes en el uso de codones y exhiben en forma general el mismo
patron RSCU. Adicionalmente se determind la correlacion de RSCU entre las tres
especies de Echinococcus y se observo un alto indice de correlacion positiva de 0,998
(p-valor < 0,01) en el uso de codones sinbnimos para los tres pares de las especies

analizadas (Figura IV.31).
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Figura IV.31: Valores de RSCU por coddn y agrupados segun el aminoacido para el cual
codifican en las tres especies de Echinococcus.
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4.6.3Sesgo y variabilidad en el uso de codones en

Echinococcus

Para determinar si existe 0 no un sesgo en el uso de codones en Echinococcus se
analizo el namero efectivos de codones (ENc) de los genes de las tres especies de
Echinococcus. En un rango de valores de 20 a 61, los valores mas bajos indican un
mayor sesgo en el uso de codones. Los valores de ENc inferiores a 36 indican un fuerte
sesgo en el uso de codones [224].

Se observé que los valores de ENc de los genes de E. canadensis G7 vario entre
30,5 y 61 con un promedio de ENc de 57. Los valores de ENc de los genes de
E. multilocularis vari6 entre 31,6 y 61 con un promedio de ENc de 57,1. Y por ultimo
los valores de ENc de los genes de E. granulosus G1 vari6 entre 34,2 y 61 con un
promedio de ENc de 57. Ademas, se observo que un grupo menor de genes presentan un
alto sesgo en el uso de codones, los cuales estan representados por las lineas que se
alejan de la distribucién normal, y cuyos valores de ENc son menores a 50

(Figura 1V.32).
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Figura IV.32: Graficos de cajas de la distribucién de genes segln su valor ENc. Las lineas por
debajo de la pestafia inferior son los genes que caen por debajo de los valores normales
observados para los genes de Echinococcus.

Para estimar la frecuencia de los genes que poseen un sesgo en su uso de
codones se relaciond los valores de ENc observados con los esperados si el uso de
codones fuese aleatorio. La relacién entre la frecuencia de ENc esperada y observada se
muestra en la figura 1V.33. Se observd un pico de frecuencia maxima en 0,04 y una
distribucion que va desde valores negativos hacia valores positivos (-0,1 a 0,25) lo cual
indica que la mayoria de los genes poseen un ENc ligeramente diferente al esperado.
Sin embargo existen grupos de genes que poseen un mayor sesgo en el uso de codones
(valores mas positivos) y otro grupo de genes cuyo ENCc es igual o incluso mayor que el
esperado (valores mas negativos).
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Figura IV.33: Distribucién de los genes de acuerdo a la relacién entre el ENc observado sobre
el ENc esperado de A). E. canadensis G7; B). E. multilocularis; C). E. granulosus G1. Las
abcisas estan representadas por la relacion (ENCesp - ENCops) / ENCegp.

4.6.4 Estudio de los fendmenos responsables en el sesgo del

uso de codones

Habiendo determinado que existe una proporcion de genes que poseen un sesgo
en su uso de codones, se estudid cuales son los fendmenos responsables que dan lugar a
la variacion del uso de codones en Echinococcus. Para ello se realizaron varios analisis
que se describen a continuacion.

4.6.4.1 Analisis de Neutralidad

Se caracteriz6 la correlacion entre las tres posiciones de los tripletes de los
codones sindnimos de acuerdo a su composicion nucleotidica. Se grafico la relacién
entre el contenido de GC en las primeras dos posiciones de los codones (P12) y el
contenido de GC de la tercera posicién de los codones (P3); (Figura 1V.34)

Dado que P3 es la posicion menos restrictiva y por lo tanto la més dependiente
del sesgo mutacional, si un valor P12 fuese tan neutro como P3 frente a la seleccion,
todos los puntos deberian estar distribuidos a lo largo de la linea diagonal de pendiente
igual a 1, indicando que el sesgo en el uso de codones solo esta determinado por un
sesgo mutacional. Asi pues, si la pendiente es inferior a 1 esto indica que el grado de
neutralidad es inferior a la de P3. Por lo tanto, la pendiente proporciona una medida de
la neutralidad relativa de P12 con respecto a la de P3.
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Figura IV.34: Graficos de neutralidad segun la relacién entre la composicién de GC en la
primera y segunda posicidon de los codones sindnimos (P12) con la composicién de GC en la
tercera posicion de los codones sinénimos (P3). A). E. canadensis G7, B). E. multilocularis.
C). E. granulosus G1. P12 representa la media de GC en la primera y segunda posicion de los
codones sindénimos (GCls y GC2s), mientras que P3 representa el contenido de GC en la
tercera posicion de los codones sindnimos (GC3s). La linea roja muestra la regresion lineal de
P12 frente a P3. La interseccién de la curva de regresion y la diagonal, y representa el punto en
el que P12 es igual a P3.

El coeficiente de regresion (pendiente de la recta) proporciona una estimacion
del grado de neutralidad de P12 relativo al de P3 [228]. En otras palabras si la
distribucion de los genes da lugar a una recta de pendiente igual a 1, existe una presién
de mutacion neutral. Por el contrario, una regresion lineal con pendiente nula indicaria
que el genoma de un organismo habria sido moldeado bajo una presion mutacional no
neutral [228]. Estos resultados mostraron una alta correlacion positiva entre P12 y P3
para las tres especies de Echinococcus con p-valores significativos cercanos a 0.
Asimismo, también se observd que la pendiente de regresion de las curvas dadas por la
distribucion de los genes de Echinococcus es menor a uno, indicando que el grado de
neutralidad relativa que interviene en la formacion del uso de codones es del 21,3%,
195% y 21,8% para E. canadensis G7, E. multilocularis y E. granulosus G1
respectivamente mientras que el 78,7%, 81,5% y 78,2% restantes se debe a la
contribucion de una presion de seleccion.

4.6.4.2 Evaluacion de la regla de paridad 2 de Chargaff (PR2)

La ley de Chargaff se basa en la relacion cuantitativa de los nucleétidos que
forman la doble hélice del ADN y establece que la cantidad de adenina (A) es igual a la
cantidad de timina (T) y la cantidad de guanina (G) es igual a la cantidad de citosina
(C), es decir, el numero total de bases purinas es igual al nimero total de bases
pirimidinas (A+G = C+T). En el contexto del uso de codones, si el uso de codones de
los genes de un organismo estd determinado solo por un sesgo mutacional, las
proporciones G + C de los genes deberian ser usadas proporcionalmente alasde A+ T
en las familias de codones sindnimos. Por el contrario si existiera una fuerza de
seleccion las proporciones de nucledtidos de la tercera posicién del triplete no
necesariamente serdn proporcionales entre si [229].
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En este andlisis se observd que la mayoria de los genes se distribuyeron en el
cuadrante inferior izquierdo (Figura 1V.35) lo que implica que C y T (pirimidinas) se
utilizaron con mayor frecuencia que G y A (purinas) en los codones de las tres especies
de Echinococcus. Este resultado gener6 un vector que apunta hacia el cuadrante inferior
izquierdo en la posicion (0,468; 0,438), proporcionando evidencia adicional de que
otros factores, ademas del sesgo mutacional, contribuyen a moldear el sesgo en el uso
de codones.
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Figura 1V.35: Distribucion grafica PR2 de A). E. canadensis G7, B). E. multilocularis. C).
E. granulosus G1. La distribucién esta dada por [A3/ (A3 + T3) contra G3/ (G3 + C3)]. El circulo
abierto rojo indica la media de la distribucién.

4.6.4.3 Relacion entre ENc y GC3s

Para mostrar la relacion funcional entre los valores ENc y GC3s se genero la
curva estdndar que se obtendria si el sesgo en el uso de codones estuviese influenciado
solo por un sesgo mutacional en lugar de una presion de seleccion. En los genes cuyo
uso de codones esta limitado s6lo por un sesgo de mutacién G + C, los valores de ENc
se encuentran sobre o muy cercanos a los de la curva estandar. Sin embargo, la
presencia de otros fendmenos, tales como los efectos de la seleccion provocan que los
valores se desvien considerablemente por debajo de la curva esperada de GC3s.

En la representacion gréafica entre ENc y GC3s (Figura 1V.36) la mayoria de los
genes de las especies de Echinococcus se ubican bajo la curva de valores esperados del
ENc, mientras que sélo un pequefio nimero se distribuy6 a lo largo o por encima de
ella, demostrando que la mayoria de los genes de Echinococcus utilizan codones
regulados por otros factores que no dependen estrictamente del contenido de GC. Estos
resultados apoyan las observaciones anteriores que sugieren que no solo la mutacion
sino también otros factores, como la seleccion traduccional u otra fuerza de seleccion,
pueden estar involucrados en determinar la variacion del uso de codones.
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Figura 1V.36: Distribucién del nimero efectivo de codones (ENc) y GC3s de genes de
A). E. canadensis G7, B). E. multilocularis. C). E. granulosus G1. La linea sélida (roja) indica el
valor ENc esperado si el sesgo en el uso de codones se debe Unicamente a GC3s.

4.6.4.4 Analisis de los principales factores responsables del sesgo en el

uso de codones

Para explorar la variacion de RSCU en los genes de Echinococcus y determinar
cuales son los principales factores responsables de dicha variacion se aplicaron analisis
de correspondencia y multivariados que permitan explicar como influyen dichos
factores sobre los patrones de uso de codones en los genes de Echinococcus.

Se seleccionaron como ejes significativos los componentes principales (CPs) con
variaciones mayores que la varianza maxima de las variables originales [223]. Los
analisis de componentes principales (ACP) basados en la adaptabilidad relativa
mostraron que el primer componente principal (CP1) explico el 9,64% de la variacion
total de RSCU mientras que los otros tres CPs representaron el 5,22%, 3,68% y el
3,39% de los datos en E. canadensis G7. Para E. multilocularis CP1 explicé el 8,9% de
la variacion total de RSCU mientras que CP2, CP3 y CP4 representaron el 5,34%,
3,64% y el 3,43% de la variabilidad total respectivamente. Por otra parte para
E. granulosus G1, CP1, CP2, CP3 y CP4 explicaron el 9,27%; 5,23%; 3,66% y 3,47%
de la variacion total de RSCU, respectivamente (Figura 1V.37). El 64% del total de los
datos que conforman la variabilidad de RSCU se distribuyd en los primeros 20 CPs.
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Figura IV.37: La inercia relativa (barras) y acumulativa (lineas con puntos) del total de 20
factores del andlisis de componentes principales (PCA) utilizando la distribucién de
adaptabilidad relativa. A). E. canadensis G7, B). E. multilocularis. C). E. granulosus G1.
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Por otra parte, mediante los analisis de correspondencia del uso de codones
sinénimos se distinguio la variabilidad de los mismos dispuestos a lo largo de los ejes
de los CPs. La posicién de los codones en los ejes principales posicionan mas cerca a
los que presentan caracteristicas mas similares y se observo que su distribucién en el
espacio de los CPs 1y 2 esta agrupada en principalmente por su contenido nucleotidico
en la dltima base de los codones (Figura 1V.38).
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Figura IV.38: Distribucion de los codones a lo largo de los ejes de los componentes principales
en A). E. canadensis G7, B). E. multilocularis. C). E. granulosus G1. Los codones estan
representados por puntos en diferentes colores segun la base en la Ultima posicion del codén.

Para estimar cuales son los factores que mas intervienen en moldear el uso de
codones de los genes de las especies de Echinococcus y cuéles de ellos estan
representados en distintas proporciones en los CPs se calcularon las correlaciones
estadisticas de Spearman y sus p-valores entre los primeros cuatro CPs y los parametros
moleculares que pueden ser responsables del sesgo en el uso de codones tales como GC,
GC3s, A3s, T3s, C3s, G3s, tamafio del gen, aromaticidad, hidrofobicidad y el nivel de
expresion estimado por el indice CAl. (Tabla IV.16)

El andlisis de correlacién multivariable permitié obtener una mejor comprension
de la relacion entre el sesgo relativo del uso de codones y la composicién de nucle6tidos
de los genes. Basado en la significancia del coeficiente de correlacion de Spearman
entre los CPs y el ENc y entre el ENc y los valores de los distintos parametros medidos
en cada grupo de genes de Echinococcus (teniendo en cuenta un p < 0,05) se
seleccionaron los CPs y los factores que introducen mayor variabilidad al RSCU y se
graficaron las posiciones de los genes en los CPs de manera que permita visualizar
dicha variabilidad en el uso de codones.
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Tabla IV.16a: Correlaciones entre los factores medidos de los genes de E. canadensis G7 y los 4 primeros componentes principales

CP1 CP2 CP3 CP4 T3s C3s A3s G3s CAI CBI Fop ENc GC3s GC L_sym L aa Hf Aromo
CP1
CP2 0,06
CP3 0,06 -0,04
CP4 0,00 0,00 0,02
T3s -0,57 -0,70 -0,01 0,03
C3s 0,83 0,26 0,00 0,12 -0,65
A3s -0,78 0,27 -0,28 0,05 0,19 -0,56
G3s 0,33 0,18 040 -0,27 -0,34 0,09 -0,33
CAlI 0,77 -0,23 -0,05 0,04 -0,6 063 -0,72 0,19
CBI 0,94 0,16 0,09 0,00 -0,66 085 -0,76 0,41 0,71
Fop 094 0,15 0,09 0,00 -0,65 08 -0,75 041 0,72 0,99
ENc -0,24 0,14 0,07 -0,06 0,01 -0,19 0,27 0,05 -0,38 -0,20 -0,21
GC3s 089 0,29 0,21 -0,06 -0,76 082 -0,71 054 060 095 094 -0,14
GC o,77r 0,15 0,11 -0,08 -0,61 058 -0,64 032 051 0,78 0,77 -0,14 0,77
L sym 025 -0,03 -0,08 -0,04 -0,22 0,212 -0,20 0,08 0,18 0,22 0,22 0,04 0,19 0,35
L aa 0,25 -0,03 -0,08 -0,04 -0,3 0,11 -0,20 0,08 0,18 0,22 0,22 0,04 0,20 0,35
Hf 0,11 -0,08 -0,03 0,05 0,01 0,18 -0,28 -0,22 0,04 0,21 0,10 -0,04 0,07 -0,07 -0,02 -0,02
Arom -0,04 0,02 -0,05 003 0,08 0,6 0,00 -0,18 -0,010 -0,02 -0,03 0,03 -0,03 -0,31 -0,22 -0,21 044 1

Los indices de correlacién de Spearman en color rojo: no significativos (p-val > 0,05); en color azul significativos (p < 0,05); en color negro significativos (p <

0,01)
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Tabla IV.16b: Correlaciones entre los factores medidos de los genes de E. multilocularis y los 4 primeros componentes principales

CP1L CP2 CP3 CP4 T3s C3s A3s G3s CAl CBI Fop ENc GC3s GC L sym L_aa Hf Aromo
CP1
CP2 -0,04
CP3 0,05 0,03
CP4 -0,02 0 0,02
T3s -052 0,71 O -0,04
C3s 0,8 -0,27 -0,09 -0,13 -0,62
A3s -0,78 -0,26 -0,27 0,13 0,24 -0,54
G3s 0,32 -0,21 0,5 0,05 -0,33 0,06 -0,32
CAl 0,73 026 -0,1 -0,1 -0,06 0,57 -0,7 0,13
CBI 093 -0,16 0,03 -0,06 -0,62 085 -0,75 0,34 0,68
Fop 092 -0,6 0,04 -0,06 -059 086 -0,73 0,36 0,69 0,99
ENc -0,212 -0,27 0,212 o,07r -0,05 -0,6 0,26 0,07 -0,38 -0,19 -0,19
GC3s 0,87 -0,32 0,2 -0,06 -0,73 0,81 -0,7 0,53 053 093 0,92 -0,09
GC 0,76 -0,14 0,22 0,01 -0,58 055 -0,63 0,3 049 0,76 0,72 -0,11 0,75
L sym 025 003 -0,04 0,08 -012 0,1 -0,19 005 o018 0,212 0,19 0,04 0,18 0,35
L _aa 0,25 0,03 -0,04 0,08 -0,12 0,1 -0,19 0,05 0,18 10,22 0,2 0,04 0,18 0,35
Hf 0,15 0,1 -0,06 -0,08 -0,01 0,2 -0,31 -0,21 004 0,15 0,13 -0,05 0,1 -0,03 -0,02 -0,02
Arom -0,03 -0,03 -0,08 -0,06 008 0,18 -0,02 -0,16 -0,02 000 0,02 0,010 -0,02 -0,30 -0,21 -020 042 1

Los indices de correlacion de Spearman en color rojo no significativos (p-val > 0,05); en color azul significativos (p-val < 0,05); en color negro significativos (p-

val <0,01)
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Tabla IV.16c: Correlaciones entre los factores medidos de los genes de E. granulosus G1 y los 4 primeros componentes principales

CP1 CP2 CP3 CP4 T3s C3s AS3s G3s CAI CBI Fop ENc GC3s GC L sym L_aa Gravy Aromo

CP1

CcP2 0,05

CP3 0,04 -0,04

CP4 001 O -0,02

T3s -0,55 -0,7 0,02 0,09

C3s 0,81 0,24 -0,03 0,25 -0,64

A3s -0,77 0,26 -0,26 -0,07 0,17 -0,56

G3s 033 0,22 0,36 -037 -0,35 0,08 -0,32

CAl 0,78 -0,23 -0,05 0,13 -0,15 0,63 -0,72 0,18

CBI 093 0,14 005 007 -064 08 -0,76 037 0,73

Fop 093 014 005 008 -0,62 086 -0,74 038 0,74 0,99

ENc -0,25 0,15 0,07 -0,14 -001 -0,2 0,29 0,06 -0,38 -0,23 -0,22

GC3s 0,8 031 0,17 -0,02 -0,75 0,82 -0,7 0,54 0,6 093 093 -0,13

GC o,76 0,14 o009 -0,09 -06 056 -064 031 053 0,76 0,75 -0,15 0,76

Lsym 0,26 -0,03 -0,05 -0,11 -0,13 0,11 -0,19 0,06 0,2 0,22 0,22 003 0,19 0,36

Laa 026 -003 -005 -0,11 -0,13 0,12 -0,19 0,06 0,2 0,23 0,22 003 0,19 0,36

Hf 0,13 -0,08 -0,02 0,13 -0,02 0,2 -03 -0,21 0,02 0,15 0,1 -0,04 0,1 -0,04 -0,03 -0,02
Arom -0,03 003 -0,03 0,14 0,07 0,19 -0,02 -0,17 -0,03 -0,01 0,01 0,01 -0,02 -03 -022 -0,22 042 1

Los indices de correlacion de Spearman en color rojo no significativos (p-val > 0,05); en color azul significativos (p-val < 0,05); en color negro significativos (p-
val <0,01)
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Al evaluar las correlaciones entre los CPs y ENc y los diferentes parametros
calculados para los genes de Echinococcus, se observd que los dos primeros
componentes (CP1 y CP2) fueron los que mostraron una mayor correlacién
con ENc con p-valores menores a 0,01. Asimismo, para el CP3 y ENc casi no se
observa correlacion excepto para E. multilcularis que muestra una ligera correlacion
positiva significativa. Por otra parte, para el CP4 y ENc el nico que
exhibe una correlacion significativa es E. granulosus G1 cuyo valor es negativo
(Tabla IV.16).

Basado en las correlaciones significativas observadas en las tablas
anteriores, particularmente las correlaciones entre ENc con el porcentaje de GC, el
porcentaje de GC3s, los valores de CAl, la hidrofobicidad y la aromaticidad es que se
eligieron dichos parametros para evaluar la influencia que poseen sobre el sesgo
del uso de codones en los genes de Echinococcus. Para ello estos parametros
fueron integrados a los ACP y se analizd la distribucion de los genes en las
coordenadas en el espacio de los dos primeros CPs.

4.6.4.5 Efecto composicional de los genes sobre el sesgo del uso de

codones

Para estudiar el efecto del contenido de GC sobre el sesgo del uso de
codones se aplicaron los analisis de correspondencia de manera similar a los
realizados para el analisis del uso de codones sinénimos. Se evalud la distribucion
de los genes en el espacio multidimensional de acuerdo a la composicion de
nucleotidos total y a la composicion de nucledtidos en la tercera posicion de los
codones. Para cada caso se obtuvo la distribucion de los genes segin su
contenido GC a lo largo de los dos primeros CPs (CP1 vs CP2), ENcy CP1y ENcy

CP2 (Figura 1V.39).
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Figura 1V.39: Analisis de correspondencia. Distribucion de los genes en las coordenadas de los
componentes principales en relacion con ENc. A). Distribucion de genes de E. canadensis G7
en los CP1 y CP2. B). Distribucion de genes de E. canadensis G7 en CP1 y valores de ENc.
C). Distribucién de genes de E. canadensis G7 en CP2 y valores de ENc. D). Distribucién de
genes de E. multilocularis en los CP1 y CP2. E). Distribucién de genes de E. multilocularis en
CP1 y valores de ENc. F). Distribucion de genes de E. multilocularis en CP2 y valores de ENc.
G). Distribucién de genes de E. granulosus G1 en los CP1 y CP2. H). Distribucidn de genes de
E. granulosus G1 en CP1 y valores de ENc. I). Distribucion de genes de E.granulosus G1 en
CP2 y valores de ENc. Los puntos representan la distribucién de los genes de cada especie
coloreados de acuerdo al contenido GC total de los genes.

Se observo que el CP1 es el componente que mejor refleja la variabilidad de los
genes de acuerdo a su contenido total de GC. Ademas se observé que los genes se
distribuyeron a lo largo del CP1 posicionando en el extremo izquierdo a aquellos genes
con menor contenido de GC y en el extremo derecho a los de mayor contenido de GC
(panel A, D y G) para las tres especies de Echinococcus. Al graficar ENc vs CP1 y
agrupando a los genes segun su contenido de GC se observé una ligera tendencia de que
los genes con mayor porcentaje de GC poseen menor ENc, sin embargo hay grupos de
genes con valores de ENc muy bajos que poseen contenido de GC menores al 45%. Al
comparar entre las tres especies de Echinococcus no se observaron diferencias en la
distribucion de los genes relacionados a los valores de GC. Sin embargo se observa una
distribucion mas compacta en los genes de E. canadensis G7 y E. multilocularis. Al
realizar este analisis segun su contenido de GC3s se observo que los genes se
distribuyeron principalmente sobre el CP1. Los genes con menor proporcion de GC3s se
distribuyeron hacia el extremo izquierdo del CP1 y los genes con mayor proporcién
GC3s hacia el extremo derecho. Al graficar ENc vs CP1 se observd una dispersion

similar a la anterior, sin embargo hay una mayor distribucion de genes que poseen
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valores de ENc inferiores y proporciones de GC3s mayores. Asimismo, en
E. canadensis G7 y E. multilocularis la distribucion es un poco mas compacta y hacia
valores de ENc inferiores pudiendose observar grupos de genes de bajo contenido GC3s

(Figura 1V.40)
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Figura IV.40: Analisis de correspondencia. Distribucion de los genes en las coordenadas de los
componentes principales en relacion con ENc. A). Distribucion de genes de E. canadensis G7
en los CP1 y CP2. B). Distribucion de genes de E. canadensis G7 en CP1 y valores de ENc.
C). Distribucion de genes de E. canadensis G7 en CP2 y valores de ENc. D). Distribucién de
genes de E. multilocularis en los CP1 y CP2. E). Distribuciéon de genes de E. multilocularis en
CP1 y valores de ENc. F). Distribucion de genes de E. multilocularis en CP2 y valores de ENc.
G). Distribucién de genes de E. granulosus G1 en los CP1 y CP2. H). Distribucidn de genes de
E. granulosus G1 en CP1 y valores de ENc. I). Distribucién de genes de E.granulosus G1 en
CP2 y valores de ENc. Los puntos representan la distribucién de los genes de cada especie
coloreados de acuerdo al contenido GC en la tercera posiciéon de los codones sinénimos que
conforman a los genes.
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Por otra parte, al analizar ENc vs CP2 (paneles C, F e 1) se observo que los
genes se distribuyeron de manera mas compacta con centro en el 0 del eje del CP2.
Ademas la dispersion de los genes en los graficos de GC vs CP2 fue similar a la de los
graficos de GC3s vs CP2. No obstante, se distinguié una mayor distribucion de genes
con porcentajes de GC3s mayores al 52% que la que pudo observarse al evaluar el
porcentaje de GC génico total. Asimismo, los genes de las especies de E. canadensis G7
y E. multilocularis se distribuyeron a lo largo del CP2 segln el porcentaje GC3s con
una mayor dispersion que la que se observé para los genes de E. granulosus G1. Estas
observaciones fueron sustentadas mediante una correlacion significativa entre los
valores de GC y PC2 y entre los valores de GC3s y PC2 con p-valores menores a 0,01
(TablalV.16).

4.6.4.6 Efecto del nivel de expresion de los genes sobre el sesgo del uso

de codones

Para explorar la relacion entre el nivel de expresion génico y el sesgo en el uso
de codones de Echinococcus se calcul6 el indice de adaptacion de codones (CAl), y
otras caracteristicas tales como ENc y el porcentaje de GC, los cuales fueron integrados
en los ACPs. En primer lugar para verificar la relacion entre el indice CAl y los niveles
de expresion de los genes se correlacionaron los valores obtenidos de CAI con los
valores de RFPKM de E. multilocularis obtenidos por Tsai y col [43] observandose un
indice de correlacion positivo significativo de 0,32 (p-valor < 0.005). Los analisis de
correlacion multivariados mostraron una alta correlacion positiva del indice CAl con los
dos primeros CPs para las tres especies de Echinococcus, (Tabla 1V.16). A su vez el
indice CAIl también present6 una correlacion significativa con ENc, %GC, %GC3s y el
tamafo de los genes. La distribucion de los genes basado en sus valores de CAl y ENc
mostraron una correlacion negativa y al graficarlos agrupados segun su contenido de
GC se observé una distribucién de los genes con mayor contenido de GC hacia valores
mayores de CAI; lo que concuerda con los valores positivos del coeficiente de
correlacion de Spearman entre el %GC y %GC3s con el indice CAIl (Figura 1V.41). Al
explorar los datos de los ACP se observé que CP1 contribuye mejor a la dispersion de
los genes a lo largo de su eje. Asimismo se observo un grupo de genes que se agrupan
hacia valores mayores del indice CAI con mayor porcentaje de GC. Al comparar entre
las tres especies de Echinococcus se observo gque E. multilocularis es la especie cuyos
genes presentan menor dispersion y hacia valores de CAI ligeramente menores.
Asimismo, se observd una correlacion positiva significativa entre CAl y Fop y se
determind que al menos un 5% de los genes de Echinococcus poseen codones
optimizados (Tabla IV.16).
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Figura IV.41: Relacién entre ENc y CAl y analisis de correspondencia. Distribucién de los
genes de acuerdo a sus valores de ENc, CAl y contenido de GC. A). Distribucién de genes de
E. canadensis G7 entre CAl y ENc B). Distribucion de genes de E. canadensis G7 en CP1 y
valores de CAl. C). Distribucion de genes de E. canadensis G7 en CP2 y valores de CAl. D).
Distribucién de genes de E. multilocularis entre CAl y ENc. E). Distribucion de genes de E.
multilocularis en CP1 y valores de CAl. F). Distribucién de genes de E. multilocularis en CP2 y
valores de CAIl. G). Distribucion de genes de E. granulosus G1 entre CAl y ENc. H).
Distribucién de genes de E. granulosus G1 en CP1 y valores de CAI. |). Distribucion de genes
de E.granulosus G1 en CP2 y valores de CAIl. Los puntos representan la distribucion de los
genes de cada especie coloreados de acuerdo al contenido GC total de los genes
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4.6.4.7 Efecto de la hidrofobicidad de las proteinas codificadas sobre el

sesgo del uso de codones

Numerosos estudios han demostrado que la hidrofobicidad (Hf) y aromaticidad
(Arom) de las proteinas codificadas por los genes juegan un papel
importante en la formacién del uso de codones de algunas especies. Para investigar si el
sesgo en el uso de codones estd influenciado por estos factores, se
realizd un analisis de correlacion para evaluar si los valores de los indices
Hf estaban relacionados con los valores ENc. Los analisis de correlacion entre
la Hf de cada proteina y el valor ENc mostraron bajos coeficientes de correlacion
pero fueron significativamente correlacionados. La aromaticidad de las
proteinas no se correlaciono significativamente con ENc (r =0.03, 0,01 y 0,01 con
P-valores > 0.05) para E. canadensis G7, E. multilocularis y E. granulosus G1
respectivamente. Los resultados de estos analisis indicaron que la variacion en el
uso de codones esta relacionada con el grado de hidrofobicidad de las
proteinas, pero no con la aromaticidad de los aminoacidos aromaticos que
conforman a las proteinas. Al graficar ENc vs Hf y agrupados por sus valores
de CAIl se observd una distribucion de los genes mas compacta que
en los casos anteriores, sin que pueda observarse una dependencia
clara del ENc respecto a los valores de Hf. Por otra parte, se observd que la
distribucion de los genes con mayores valores de CAIl se localizaron
mayoritariamente hacia valores menores de Hf (HF ~ -0,5) (Figura 1V.42).
Al explorar los datos de los ACP se observd que el CP1 contribuye mejor a la
dispersion de los genes a lo largo de su eje.
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Figura IV.42: Relacion entre ENc y el indice de hidrofobicidad (Hf) y analisis de
correspondencia. Distribucion de los genes de acuerdo a sus valores de ENc, Hf. y el indice
CAl. A). Distribucién de genes de E. canadensis G7 entre Hf y ENc B). Distribuciéon de genes
de E. canadensis G7 en CP1 y valores de Hf. C). Distribucion de genes de E. canadensis G7
en CP2 y valores de Hf. D). Distribucion de genes de E. multilocularis entre Hf y ENc.
E). Distribuciéon de genes de E. multilocularis en CP1 y valores de Hf. F). Distribucion de genes
de E. multilocularis en CP2 y valores de Hf. G). Distribucién de genes de E. granulosus G1
entre Hf y ENc. H). Distribucién de genes de E. granulosus G1 en CP1 y valores de Hf.
). Distribucién de genes de E.granulosus G1 en CP2 y valores de Hf. Los puntos representan
la distribucion de los genes de cada especie coloreados de acuerdo al indice CAl de los genes.

4.6.4.8 Efecto del tamafio de los genes sobre el sesgo del uso de codones

Para estudiar el efecto que pueda tener el tamafio de los genes o proteinas (L_aa)
sobre el sesgo del uso de codones se realizé un andlisis de correlacion entre L_aa y
ENc, obteniéndose un indice de correlacion significativo de 0,04 con p-valores < 0,05
(Tabla 1V.16). Al graficar el ENc respecto de L_aa y agrupando segun los valores de
CAl, se observo que los genes de menor tamafio mostraron valores variables de ENc y
que los genes de mayor tamafio poseen valores de ENc mayores. No obstante, las
proteinas de menor tamafio mostraron valores mayores de CAIl; (Figura 1V.43). Se
observo ademés que el CP1 contribuyé més eficientemente a la dispersion de los genes
segun su tamafio y agrupé a los que poseen valores de CAI menores hacia su extremo
izquierdo y los que poseen valores de CAIl mayores hacia el extremo derecho. Por el
contrario CP2 no logré dispersar los genes segun su tamafio o los valores de CAL.
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Figura IV.43: Relacion entre ENc y el tamafio de las proteinas (L_aa) y analisis de
correspondencia. Distribucion de los genes de acuerdo a sus valores de ENc, Hf y el indice
CAl. A). Distribucion de genes de E. canadensis G7 entre L_aa y ENc B). Distribucién de genes
de E. canadensis G7 en CP1 y valores de L_aa. C). Distribucién de genes de E. canadensis G7
en CP2 y valores de L_aa. D). Distribucion de genes de E. multilocularis entre L_aa y ENc.
E). Distribucién de genes de E. multilocularis en CP1 y valores de L_aa. F). Distribucion de
genes de E. multilocularis en CP2 y valores de L_aa. G). Distribucion de genes de
E. granulosus G1 entre L_aa y ENc. H). Distribucion de genes de E. granulosus G1 en CP1y
valores de L_aa. I). Distribucion de genes de E.granulosus G1 en CP2 y valores de L_aa. Los
puntos representan la distribucién de los genes de cada especie coloreados de acuerdo al
indice CAl de los genes.
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4.6.5 Andlisis global e integrado del efecto de los distintos
factores sobre el sesgo en el uso de codones en las

especies de Echinococcus

Para obtener una vision global e integrada del efecto de los distintos factores
sobre el sesgo en el uso de codones en las especies de Echinococcus se analizo la
distribucion de diferentes tipos de genes en los dos primeros CPs. Para ello se
seleccionaron los genes de cada especie que exhibieron caracteristicas que se alejaron
de la distribucién normal: contenido de GC mayor al 55% y menor al 42%; contenido
de GC3s mayor al 60% y menor al 38%; aromaticidad mayor a 0.15 y menor a 0,035;
hidrofobicidad mayor a 0,46 y menor a -0,9, ENc menor a 50 e igual a 61 y CAI mayor
a 0,85 y menor a 0,75. Bajo estos criterios se seleccionaron un total de 850, 755 y 801
genes de E. canadensis G7, E. multilocularis y E. granulosus G1, respectivamente. El
numero de genes de cada especie agrupados segun las caracteristicas mencionadas
puede observarse en la tabla V.17 y la distribucion total de los genes y la media de la
distribucion de cada grupo anteriormente mencionado se represent0 en un grafico de
distribucion en componentes principales (Figura 1V.44).

Tabla IV.17: Namero de genes con caracteristicas alejadas de la distribucion normal de las
especies de Echinococcus

E. canadensis G7 E. multilocularis E. granulosus G1
GC < 42% 85 73 70
GC > 55% 115 97 113
Arom < 0,035 50 55 54
Arom > 0,15 56 49 49
GC3s < 0,38 96 83 72
GC3s > 0.6 87 66 90
ENc < 50 99 86 94
ENc =61 245 225 233
CAl<0,78 113 90 174
CAl > 0,85 109 93 52
Hf < -0,9 91 80 94
Hf > 0,46 99 104 109
Total de Genes 850 755 801

Se observo que la distribucién de los genes fue mayor a lo largo de CP1, el cual
separ0 a los grupos de genes mayormente segun su contenido de GC y GC3s (menor
porcentaje de GC hacia valores negativos y mayor porcentaje de GC hacia valores
positivos) y segln su valor de CAIl (menores valores de CAIl hacia valores negativos y
mayores valores de CAI hacia valores positivos). Por su parte el CP2 dispersa en menor
grado dichas caracteristicas. La mayoria de los genes con mayor contenido GC y GC3s
se posicionaron en el cuadrante superior derecho para E. canadensis y E. granulosus G1
mientras que para E. multilocularis se localizaron en el cuadrante inferior derecho. Por
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el contrario los genes con menor contenido GC y GC3s se posicionron en el cuadrante
inferior izquierdo para E. canadensis y E. granulosus G1 mientras que para
E. multilocularis se localizaron en el cuadrante superior izquierdo. De modo similar la
mayoria de los genes con mayor indice CAl se posicionaron en el cuadrante inferior
derecho y los genes con menor indice CAIl se localizaron en el cuadrante superior
izquierdo para E. canadensis y E. granulosus G1 mientras que para E. multilocularis los
genes con menor y mayor CAIl se posicionan en el cuadrante inferior izquierdo y
superior derecho respectivamente. Estas observaciones desiguales en E. multilocularis
concuerdan con la correlacion negativa que exhibio el CP2 con tales caracteristicas. Los
genes con valores altos y bajos de aromaticidad e hidrofobicidad se posicionaron cerca
de la interseccidn de los CP1 y CP2. Los genes con mayor hidrofobicidad se localizaron
hacia valores mayores en el CPlen las tres especies de Echinococcus, mientras que los
genes con mayor aromaticidad se distribuyeron hacia valores menores del CP1 pero a
una distancia que fue menor para E. multilocularis y E. canadensis G7 que para
E. granulosus G1. En efecto, la media de los genes de mayor hidrofobicidad y menor
aromaticidad se superpusieron para E. granulosus G1 coincidiendo también con la
media de los genes con menor ENc. Por su parte; la media de la distribucion de los
genes con menor ENc se localiz6 hacia valores mayores en el CP1. Al igual que lo
observado para las demas caracteristicas el CP2 en E. multilocularis mostr6 una
distribucion contraria a la observada en E. granulosus G1 y E. canadensis G7 acorde a
la correlacion negativa estimada previamente.
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Figura IV.44: Representacion de la distribucién de los genes de Echinococcus en un grafico de
componentes principales para A). E. canadensis G7; B). E. multilocularis; C). E. granulosus G1.
Las figuras referenciadas en los gréaficos representan la media de la distribucién de los genes
agrupados de acuerdo a la tabla IV.17. Los puntos celestes representan la distribucion total de
los genes de cada especie.
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4.6.5.1 Tipos de genes involucrados en la variabilidad del uso de

codones identificados por ACP

Para conocer la funcion biologica de los genes cuya distribucion fue analizada
en los estudios de ACP anteriores se los relaciond con los términos GO de Funcion
molecular (Fm). De los 850 genes de E. canadensis G7 519 de ellos poseen términos
asociados a la categoria Fm. Del total de 755 genes de E. multilocularis, 458 poseen
términos asociados a la categoria Fm y para E. granulosus G1 472 genes fueron
asociados a términos GO de la categoria Fm de un total de 801 genes.

La distribuciéon de los genes en las categorias GO de Fm fue similar a la
distribucion total donde los términos mas abundantes fueron “Union” y “Actividad
catalitica” (Figura IV.45. A, B y C). También se evalud la distribucion de los genes que
no quedaron agrupados segun la tabla 1V.17 pero si lo hicieron sus ortélogos y se
observo una distribucion similar a la anteriormente descripta. La distribucion y nimero
de genes en cada categoria de FM puede observarse en la figura IV.45. D, Ey F.
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Figura IV.45: Distribucién de los genes de Echinococcus agrupados por ACP en las categorias
principales de los términos GO de FM. Los numeros sobre las barras indica el niamero de
genes.

Entre el grupo de genes con un alto sesgo en el uso de codones se identificaron
genes que mostraron valores de ENc por debajo de 36. Estos genes involucraron a 5
genes de E. canadensis G7, 4 genes de E. multilocularis y solo 1 gen de
E. granulosus G1. De las 10 proteinas, 6 de ellas estan anotadas como proteinas
hipotéticas y las 4 restantes poseen la siguiente anotacion funcional: proteina de union a
SHj3 rica en acido glutamico (ECANG7_07463), proteina de ensamblaje de la citocromo
C oxidasa PET191 (ECANG7_03640 y EmuJ_000818300) y proteina transmembrana
93 (EmuJ_000847600).

4.6.6 Conclusiones parciales

En esta seccion de la tesis se estudid el uso de codones en tres especies de
Echinococcus, su variabilidad entre los distintos genes dentro de una misma especie,
entre los genes de las tres especies de Echinococcus, y los fendbmenos evolutivos y
factores bioldgicos que influyen en el sesgo del uso de codones. En las tres especies de
Echinococcus se observo que la media del contenido de GC en la region codificante es
mayor que la del genoma y similar entre los genes de las tres especies. No obstante; la
tercera posicion (GC3s) que es la menos restrictiva para la codificacion de aminoacidos
tiene un porcentaje promedio de GC de 48,7% para E. canadensis G7 vy
E. granulosus G1 y 48,3% para E. multilocularis. Ademas el rango en el contenido de
GC para esta posicién es mayor para los genes con bajo nivel de expresion pero la
mediana es mayor para los genes con alto nivel de expresion. Por otra parte se observé
que la fuerzas evolutivas que moldean el uso de codones se deben en un ~80% a los
fendmenos de seleccion mientras que el 20% restante se debe a un sesgo mutacional.
Las representaciones graficas de PR2 y GC3s vs ENc confirmaron estas observaciones
al posicionar a la mayoria de los genes por debajo de la curva que se esperaria obtener si
el sesgo en el uso de codones solo estuviese influenciado por el contenido de GC, es
decir si el sesgo en el uso de codones dependiera solamente del sesgo mutacional. Los
andlisis de correspondencia de los 4 componentes principales permitieron explicar
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aproximadamente el 22% de la variabilidad total del RSCU. Adicionalmente se observo
una correlacion negativa significativa entre ENc y CAIl y entre ENc y Fop y una
correlacion positiva entre CAl y Fop y que a su vez correlaciona con un mayor
contenido de GC en la tercera posicion de los codones indicando que los genes con
mayor nivel de expresion tendrian un mayor sesgo de uso de codones al mismo tiempo
que poseen un mayor porcentaje de GC. Por otra parte, la hidrofobicidad y aromaticidad
de las proteinas parecen cumplir un rol menos importante. No obstante, se observo que
dentro de cada especie existen grupos de genes con alto y bajo sesgo en el uso de
codones. Los genes que pudieron ser discriminados por los ACP no mostraron un patrén
definido o enriquecimiento en términos GO para determinar su funcionalidad.
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Capitulo V

Discusion y Conclusiones

5.1 Genoma de Echinococcus canadensis G7

E. canadensis G7 es uno de los parasitos mas ampliamente distribuidos en el mundo
responsable del 30% de los casos de echinococcosis humana. A pesar de que en los
ultimos afios se han secuenciado y obtenido varios genomas de platelmintos, este
parasito ha sido poco estudiado.

Como sucede con muchos proyectos genoma, aun los genomas mas completos
de platelmintos (E. multilocularis y S. mansoni) poseen numerosos “gaps” que no han
podido completarse. Mas adn, el estudio de genomas individuales todavia no ha
permitido describir completamente caracteristicas que estan involucradas en la
capacidad infectiva, desarrollo o supervivencia de estas especies. Y tampoco ha podido
explicarse o encontrar la funcionalidad a muchos de sus genes, los cuales en su mayoria
son altamente divergentes a los presentes en otros organismos eucariotas y no presentan
dominios conocidos que permitan inferir la funcion de las proteinas para las que
codifican. Por otra parte, basados en los genomas de platelmintos disponibles es que se
han descripto o inferido caracteristicas generales de los platelmintos que estan lejos de
representar a la gran variedad de especies que los contienen. Y no solo caracteristicas
generales, sino también anotaciones, predicciones génicas y anotaciones funcionales de
genes los cuales en muchos casos estdn sujetos a errores ya sea por prediccién
equivocada, por extrapolacion de caracteristicas o por transferencia de anotacion. Aun
luego de la publicacion inicial de un genoma, los genomas draft deben ser sometidos a
mejoras constantes basadas no solo en métodos computacionales sino también
funcionales, sin embargo, la mayoria de los genomas de helmintos publicados sélo estan
siendo sometidos a mejoras impulsadas por analisis bioinformaticos [265].

Generalmente, los proyectos genoma involucran a consorcios 0 equipos
interdisciplinarios especializados que intervienen en las distintas etapas del proyecto, ya
sea durante la obtencion del material de partida, en la obtencion del genoma, la
anotacion, y las etapas de curacion entre otros y pueden involucrar interacciones con
grupos externos o comités de nomenclatura génica [266]. En esta tesis se secuencio,
ensamblé y anot6 el genoma de E. canadensis G7 realizando todas las etapas que
implica un proyecto genoma. El tamafio del genoma de E. canadensis G7 fue de 115
Mb, similar al observado en E. multilocularis [43] y E. granulosus G1 [43,78]. La
calidad de las lecturas, la cobertura y profundidad que se logré en la secuenciacion del
ADN genomico permitio realizar un ensamblado de novo. Esta metodologia posee
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notables ventajas respecto al uso de un genoma de referencia ya que pueden obtenerse
secuencias nuevas de regiones que no estan disponibles o son diferentes respecto al
genoma de referencia. Su calidad basada en la medida del N50 fue alta y similar a la
obtenida para la primera version del genoma de S. mansoni por un consorcio
internacional [40].

Durante la anotacion de un genoma entran en juego numerosos factores que
determinan que estrategia elegir. Obviamente, las consideraciones econémicas suponen
importantes limitaciones para la disponibilidad de recursos, de potencia computacional,
y para la generacion de datos experimentales que proporcionen evidencia para la
construccion de modelos y por supuesto la estrategia también depende del propdsito de
la anotacion [266]. Un objetivo comun de los proyectos de secuenciacion dentro de la
biologia evolutiva es encontrar genes que hayan sido sometidos a una seleccion
positiva. En este escenario, se da mucha importancia a la identificacion de las
secuencias codificantes de proteinas dejando de lado otros elementos tales como los
ARN no codificantes (micro ARNs, ARN de transferencia, ARN ribosomal, entre
otros). Por otra parte cuanto mas importante sea un genoma para la comunidad
cientifica en general, mas recursos se destinan a su anotacion; por lo tanto, los genomas
humanos, de ratones, A. thaliana, C. elegans y D. melanogaster han sido objeto de
proyectos de anotacion a gran escala durante muchos afios, en los que han participado
numerosos institutos cientificos y centros de secuenciacion [266] y han dado lugar a los
[lamados “organismos modelo” los cuales en muchos casos no son Utiles al momento de
abordar un determinado proyecto genoma. Incluso los proyectos de anotacion mas
grandes aun no pueden describir los genomas en su totalidad, y los investigadores a
menudo deben producir sus propios modelos de anotacion [266]. Es por ello que para
realizar la prediccion genica de E. canadensis G7 fue necesario entrenar los algoritmos
de anotacion con datos de CDS curados y especificos del género Echinococcus
extraidos de bases de datos de ESTs y de los proyectos genoma de especies
relacionadas. El entrenamiento y la construccion de los modelos de anotacion fue
crucial para la correcta asignacion de la estructura génica del genoma de E. canadensis
G7. El genoma de E. canadensis G7 contiene 11435 genes; todos ellos con evidencia
transcripcional y con una densidad génica de 99 genes / Mb; casi tres veces superior al
trematodo S. mansoni y la turbelaria S. mediterranea que poseen ~30 genes / Mb y por
debajo la monogenea G. salaris con 129 genes / Mb. Las diferencias en la densidad de
genes se explica principalmente por la diferencias en la cantidad de ADN no
codificante, mas que por las variaciones en el nimero de genes. Por ejemplo, el genoma
humano cuyo tamafio es de 30 veces mayor que el de Echinococcus posee una densidad
génica de 6,5 genes / Mb con apenas 21000 genes [267].

Los métodos mas populares para la anotacion funcional de genes suelen basarse en
la evaluacion de la similitud de secuencia con proteinas de funcién conocida utilizando
BLAST [268] o mediante el uso de Blast2GO [196] que proporciona una anotacién de
ontologia génica [197] y funciones basadas en dominios de la base de datos
InterPro [269] que incluye informacion de varias bases de datos como PROSITE [191],
PRINTS [192], InterProScan [270] o alternativamente, se pueden transferir las
anotaciones desde una especie relacionada [271]. En la presente tesis, la combinacién
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de las metodologias implementadas para la anotacion funcional de los genes de
E. canadensis G7 otorgd una mayor eficiencia en el proceso de anotacidén génica en
comparacion con las técnicas usadas para la anotacion de los genes de G. salaris [233] y
S. mansoni v1 [40,272] lograndose entre un 5% y 15% mé&s de genes anotados. La
integracion de los andlisis de los grupos de ortologia de especies de platelmintos
parasitos (cestodos, monogenea y trematodos) a los protocolos de anotacion génica fue
fundamental para lograr un mayor porcentaje de anotacion.

5.2 Analisis de ortologia y genémica comparativa de las

especies de Echinococcus

Las diferencias en las estructuras de los dominios de las proteinas codificadas
por genes considerados ortdlogos son muy importantes desde el punto de vista
funcional, particularmente en los organismos eucariotas multicelulares, en los que la
creacion de un dominio a menudo conduce a estructuras de dominios especificas de
linaje y altamente complejas [273]. La importancia de los analisis de ortologia radica en
que los genes ortélogos son responsables de funciones equivalentes en diferentes
organismos y constituyen la base conceptual de la anotacion funcional de los genomas
que es esencial para la biologia experimental en la era post genémica. Es muy comun
equiparar la ortologia a la equivalencia funcional y por lo tanto buscar ortélogos y
extrapolar la funcion que posee a un gen ortélogo dado de cualquier especie; este
enfoque disminuye notablemente con el aumento de la distancia evolutiva entre los
genomas comparados, pero es Vvélida para organismos filogenéticamente
relacionados [273]. Los grupos de ortologia construidos en esta tesis contribuyeron no
solo a la asignacion de las anotaciones funcionales de varios genes de E. canadensis G7;
sino que también pusieron en evidencia la falta de bases de datos y elementos con
informacién bioldgica que permitan describir las caracteristicas estructurales y
funcionales de los genes de las especies de Echinococcus, y también de cestodos y
platelmintos en general. Solo el 20% de los genes especificos de Echinococcus poseen
dominios conocidos mientras que el 80% restante son proteinas hipotéticas con
evidencia transcripcional. Por lo tanto; seria sumamente importante llevar a cabo
experimentos que permitan describir la estructura o funcion de las proteinas hipotéticas
ya que representan un area aun no explorada en absoluto pero que son, llamativamente
conservadas en las tres especies de Echinococcus e incluso muchas de ellas tambiéen se
encuentran conservadas en cestodos y platelmintos. Por otra parte, la mayoria de los
genes que si poseen dominios conocidos mostraron un enriquecimiento en los términos
“Union” y “Actividad de factor de transcripcion de unién a acidos nucleicos” sugiriendo
gue podrian tener una actividad reguladora de la transcripcion. A diferencia de la baja
conservacién en la organizacion genémica que se ha observado entre S. mansoni y
E. multilocularis; como era de esperar, las tres especies de Echinococcus mostraron un
alto porcentaje de sintenia evidenciando una conservacion en estructura y orden de los
genes entre estas especies, permitiendo la realizacion de un analisis profundo de
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gendmica comparativa con el fin de evaluar la variabilidad genética entre las tres
espeies de Echinococcus. Los resultados de los andlisis de gendmica comparativa
basados en la identificacion de SNPs demostraron que la frecuencia de SNPs
intraespecificos de E. granulosus G1 es mas de 10 veces mayor que la observada en los
genomas de E. canadensis G7 y de E. multilocularis. Dado que los genomas de
E. granulosus G1 y E. canadensis G7 se obtuvieron a partir de ADN de protoescolices
provenientes de un unico quiste que tiene origen a partir de un Unico huevo de
Echinococcus, y que en cuyo interior los protoescélices se desarrollan de manera
asexual (clonal), se esperaba ausencia o escasa variabilidad gendmica intra especie [78].
Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis demostraron que el genoma de
E. granulosus G1 presenta gran variabilidad intra especifica a pesar de las
caracteristicas de su desarrollo y en comparacion a lo observado en E. canadensis G7 y
en E. multilocularis. El estudio de la diversidad genética entre especies de
Echinococcus también mostrd resultados inesperados ya que se observé un mayor grado
de variabilidad entre E. canadensis G7 y E. granulosus G1, a pesar de que ambas
especies pertenecen al complejo E. granulosus s.l. y presentan un fenotipo similar del
estadio de metacestodo y a su vez muy diferente al ciclo de vida y fenotipo del
metacestodo de E. multilocularis. El grado de variabilidad observado entre las tres
especies de Echinococcus es de 3 a 7 veces superior al que se ha estimado entre los
trematodos S. mansoni y S. japonicum cuya variabilidad fue evaluada también en el
estadio larval [274]. Por otra parte a pesar de existir mas del doble de SNPs entre
E. canadensis G7 y E. granulosus G1 que entre E. canadensis G7 y E. multilocularis, la
frecuencia de SNPs en las regiones codificantes fue similar para todas las especies,
indicando que las regiones intergénicas no sufren una presion de seleccion tan alta y son
propensas a acumular mutaciones mientras que las regiones codificantes conservan la
secuencia entre las tres especies de Echinococcus. Asimismo, la distribucion de SNPs
no sinbnimos en vias metabolicas KEGGs demuestra que no existe acumulacion de
SNPs en alguna via metabdlica en particular.

5.3 Relacion filogenética entre tres especies de

Echinococcus

Hasta el momento no hay una clasificacion taxondmica certera de las especies de
Echinococcus [13-15]. En esta tesis los estudios filogenéticos basados en tres metodos
diferentes permitieron reconstruir la relacion filogenética entre las tres especies de
Echinococcus cuyos genomas han sido secuenciados completamente. En primer lugar,
el andlisis filogenético a partir de genomas mitocondriales completos permitio
confirmar la monofilia de la especie E. canadensis. En segundo lugar, la topologia del
arbol filogenético construido a partir de genes de copia unica de diversos filos de
metazoos basado tanto en secuencias de aminoécidos como en secuencia de nucledtidos
demostré el estatus de especies diferentes entre E. canadensis G7 y E. granulosus G1,
topico aun en discusion por parte de algunos investigadores dado que son especies
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cripticas desde un punto de vista morfoldgico. Si bien las filogenias basadas en genes de
copia unica fueron informativas, se observaron algunas diferencias en cuanto a la
topologia del arbol segln se utilizaran las secuencias de nucledtidos o de proteinas,
sugiriendo que el analisis basado en estas secuencias no es lo suficientemente robusto.
Una posible explicacion es que los genes de copia Unica representan un subgrupo de
datos que puede sesgar el resultado debido al escaso numero de proteinas elegidas y de
esta forma la distancia genética real podria resultar sobre o subestimada. En tercer lugar,
los andlisis filogenéticos usando los datos de secuenciacion gendmica y la distribucion
de SNPs en genomas completos aportaron el nivel de detalle genético requerido para
resolver la relacion filogenética entre estas tres especies de Echinococcus. Estos
resultados demostraron que E. canadensis G7 y E. granulosus G1 son filogenéticamente
mas distantes uno de otro debido a un alto grado de variabilidad genética que presentan
y sugiere que E. multilocularis seria la especie ancestral de ambas especies. Esta
hipotesis también es apoyada por los resultados obtenidos al analizar el nimero de sitios
polimorficos homocigotas compartidos con el mismo tipo de sustitucion nucleotidica.
Dado que el mayor ndmero de sitios polimérficos compartidos con el mismo
polimorfismo se observé entre los genomas de E. canadensis G7 y E. granulosus G1 al
usar como referencia al genoma de E. multilocularis, se reforz6 la hipotesis de que
E. multilocularis seria la especie basal entre estas tres especies y que E. canadensis G7
y E. granulosus G1 luego del fendbmeno de especiacion habrian acumulado mutaciones
independientes incrementando su diversidad genética. Este resultado es acorde a
resultados previos obtenidos por Saarma y col [14] quienes analizaron un subgrupo de
secuencias exonicas, intronicas e intergénicas tomadas al azar y observaron que
E. multilocularis era la especie basal a Echinococcus granulosus sensu lato. Por otra
parte, la validacion de los SNPs corroboré el grado de confianza asignado a los SNPs
identificados y permitié desarrollar nuevos marcadores moleculares para diferenciar
entre las especies de Echinococcus que infectan a animales y al hombre en Argentina;
en particular, los marcadores moleculares nucleares que son escasos en la bibliografia y
complementan a los marcadores mitocondriales y ribosomales ampliamente utilizados.
Es evidente que la secuenciacion y obtencidn de los genomas es crucial no solo para
exponer las diferencias genéticas y caracteristicas de las distintas especies, sino también
para definir con mayor precision la filogenia y la historia evolutiva de estos paréasitos y
de muchas otras especies. Por este motivo, es necesaria la secuenciacion de genomas de
otros cestodos y de un mayor nimero de especies de Echinococcus para comprender
con mayor certeza la historia evolutiva de estos organismos.

5.4 Blancos terapéuticos

Los analisis de las secuencias y de los dominios de las proteinas identificadas
como potenciales blancos terapeuticos mostraron diferencias en su secuencia entre las
distintas especies de Echinococcus. Cabe destacar que tanto E. canadensis G7 como
E. granulosus G1 son las especies mas frecuentes en los casos de echinococcosis en
humanos y son simpatricas en muchos paises del mundo incluyendo la Argentina [7].
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Debido a ello, es que esta informacion es relevante y debe ser considerada para el
desarrollo de drogas anti parasitarias de manera que las mismas sean efectivas en
regiones donde coexisten las diferentes especies. En la actualidad solo existen dos
métodos para el tratamiento de la echinococcosis humana: la extirpacion quirargica del
quiste y el uso de benzimidazoles. Sin embargo ambas técnicas presentan resultados
poco satisfactorios [275] y es por ello que la WHO recomienda el desarrollo de nuevos
farmacos (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs377/en/). En este estudio se
identificaron nuevos blancos terapéuticos contra la echinococcosis, que podran ser
evaluados en mediano o corto plazo. Dichos candidatos se encuentran altamente
conservados en cestodos pero ausentes o con un alto grado de divergencia en humanos,
lo cual favoreceria la especificidad y por lo tanto se reducirian los efectos adversos que
generan las drogas utilizadas en la actualidad. En particular, los péptidos
antimicrobianos codificados en el genoma de E. canadensis G7 son ortdlogos a péptidos
que son secretados por pardsitos helmintos y poseen un rol determinante en la
modulacion del sistema inmune del hospedador. Algunos estudios llevados a cabo con
F. hepatica han descripto la secrecion de un péptido, que exhibe caracteristicas
bioquimicas y funcionales que son similares a la de las catelicidina LL-37 de humanos y
modula la respuesta celular innata simulando la funcion de los péptidos antimicrobianos
del hospedador [276-279]. La conservacion de la arquitectura de los dominios de los
péptidos de Echinococcus sugiere que se trata de péptidos con actividad antimicrobiana
y podrian cumplir un rol inmunoregulatario como el popuesto por Zheng y col. [78] para
F. hepatica. Por otra parte, estos péptidos también podrian estar implicados en la
interaccion parasito-hospedero cumpliendo un rol importante como mecanismo de
evasion. Otros blancos propuestos en esta tesis estan relacionados con procesos de
sefializacion, transcripcion, transporte y el metabolismo de glicanos entre los cuales este
ultimo podria ser particularmente importante, ya que estaria asociado al desarrollo del
metacestodo mediante la formacion de la capa laminar cuya estructura se encuentra
enriquecida en glicanos. La capa laminar es una caracteristica especifica del género
Echinococcus, y su rol se asocia a la supervivencia del parasito en el hospedero por
largos periodos de tiempo (afios) sin despertar la respuesta inmune, caracteristica
peculiar de la echinococcosis humana. La modulacion de la interfaz parésito-hospedero
depende de la integridad del quiste hidatidico que estaria garantizada por la capa
laminar, protegiendolo del sistema inmune del hospedador al ofrecer una barrera
inmunolégicamente inerte [1]. Por este motivo, el disefio de blancos terapéuticos o
métodos que inhiban la actividad de las enzimas que intervienen en la sintesis de
glicanos y particularmente la que es especifica de Echinococcus podria ser un método
eficaz para impedir el desarrollo del quiste hidatidico. Como producto de esta tesis se
cuenta con una lista priorizada de genes especificos de cestodos que sera necesario
evaluar tanto in silico como en experimentos himedos para corroborar su utilidad como
blancos de drogas permitiendo asi su validacion.

149


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs377/en/

DISCUSION Y CONCLUSIONES

5.5 Regulacion de la expresion génica

En esta tesis se abordd por primera vez el estudio de la distribucién de las CGls
en los genomas de Echinococcus. Las CGls son consideradas marcadores genéticos
debido a su alta conservacion y especificidad de especie, por lo que se espera que exista
una correlacién positiva con la densidad génica la cual fue observada en los genomas
de Echinococcus exhibiendo un mayor nimero y mayor densidad de CGls en las
regiones codificantes respecto a las regiones intergénicas. Un patron similar es
observado en los genomas de diversas especies de mamiferos sugiriendo que es un
fendmeno extendido para especies eucaridticas [259,280]. No obstante, a pesar de que el
porcentaje de GC total de los genomas es similar (~41%), los genomas de Echinococcus
mostraron una mayor densidad de CGls que los genomas de mamiferos, lo cual
concuerda con los bajos niveles de metilacion que se han observado en algunos
genomas de platelmintos [83] y organismos modelo no mamiferos, tales como gusanos
redondos y moscas [281] ya que, como se ha informado en muchos estudios; las CGls
tienden a desaparecer a lo largo de la evolucidén por un mecanismo de metilacion de
novo de los dinucleotidos CpG, que subsecuentemente mutan a TpGs o CpAs debido a
una alta tasa de transicion dependiente de la metilacion del ADN [280,282-285].
Asimismo, la mayor densidad de CGIls y menor grado de metilacion observados en
Echinococcus también concuerda con el menor nimero de miembros de las familias de
DNMTs y MBDs presentes en las especies de cestodos. En otras palabras, dado que los
proteomas de mamiferos contienen muchos miembros de las familias de proteinas
involucradas en la metilacion del ADN, es esperable encontrar una menor densidad de
CGlIs en comparacion con los genomas de las especies de Echinococcus. Por el
contrario, el alto grado de la densidad de CGls ~37 CGIls/Mb en Echinococcus puede
ser explicado por la ausencia de otros miembros de las familias de MBDs y DNMTs. Al
no poseer varios miembros de enzimas que metilan el ADN, éste se encuentra poco
metilado por lo cual la tasa de transicion C por T sera menor dando lugar a la
conservacion de las CGls. La baja tasa de metilacion del ADN también ha sido
observada en otros miembros del filo platelmintos tales como Protopolystoma xenopodi,
Polycelis nigra y Macrostomum lignano [83,286]. Dado que Echinococcus posee un
namero reducido de las proteinas de la familia de las DNMTs y una nueva proteina
MBD, que es altamente divergente respecto a las MBDs de mamiferos, lo convierte en
un modelo muy interesante para el estudio de la evolucion del sistema de metilacion y
regulacién epigenética. Asimismo, debido a que se ha descripto que la mayoria de los
promotores de los genes residen en las CGls [280], se utiliz6 el patrén de distribucion
de las CGls para identificar estas regiones regulatorias en Echinococcus. Mediante este
estudio se evidencio que las CGls se localizan en un rango de distancias caracteristico
en los genomas de Echinococcus y que la mayoria de ellas se sitian en
aproximadamente 2 kb rio arriba respecto del codén de inicio ATG de los genes
sugiriendo que podrian albergar regiones con motivos regulatorios de la expresion
génica. Ademas la distinta distribucion de las CGls rio arriba de los genes ortélogos de
las tres especies de Echinococcus sugiere que los genes que poseen la misma funcion en
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las diferentes especies estarian regulados diferencialmente por la presencia/ausencia de
este tipo de estructuras gendmicas. La gran diversidad de promotores eucarioticos ha
sido uno de los principales obstaculos para la caracterizacidn de regiones promotoras en
platelmintos las cuales solo han sido caracterizadas en algunos estudios particulares
tales como la de los genes que intervienen en el sistema glutation-tioredoxina en
cestodos [287]. Asimismo, el patrén de distribucién de CGls puede utilizarse para
identificar regiones promotoras ya sea experimentalmente o in silico. Por lo tanto, los
analisis realizados en esta tesis resultan en un gran avance para entender los
mecanismos moleculares de la transcripcion y provee informacion muy valiosa para el
estudio y la manipulacién génica de estos organismos.

Otro mecanismo regulatorio de la expresion génica se encuentra asociado a la
expresion de pequefios ARN capaces de llevar a cabo el silenciamiento
postranscripcional de los genes. Previamente, en E. canadensis G7 hemos descripto por
primera vez la expresion diferencial de microARNs durante su desarrollo [122]. El
mecanismo de accion de estos microARNSs se encuentra intimamente relacionado a las
proteinas Ago [115,288]. Es por ello que en esta tesis se analizaron exhaustivamente
todas las proteinas de la familia Ago de Echinococcus confirmando la existencia de un
nuevo clado de proteinas Ago y su posible interaccion con los microARNs. La
conservacion de la estructura, de los dominios y de varios residuos especificos de las
proteinas Ago del nuevo clado sugiere que serian capaces de unir ARNSs pequefios y
que dichos residuos participarian en la estabilizacién del ARNm blanco. Ademas la
presencia de los residuos que conforman el motivo DEDH podria otorgarle la actividad
de clivaje necesaria para la degradacion del ARNm. Por otra parte, los cambios
especificos de los residuos que conforman el motivo de la proteina que une a la regién
de siembra Seed del microARN, y su conservacion en las proteinas del nuevo clado
sugieren que podria existir una especificidad distintiva de unién a ARNs pequefios. En
conjunto estas caracteristicas que podria significar un mecanismo novedoso de la
regulaciéon de la expresion génica. Mas aun, dado que las especies de Echinococcus
carecen de las clasicas proteinas Piwi [43] y aparentemente tampoco expresan
moléculas piARNs [122], estas proteinas serian particularmente importantes para
estudiar pequefios ARN reguladores aun desconocidos e identificar las moléculas que
interactdan con las nuevas proteinas Ago identificadas en esta tesis.

5.6 Uso de codones en Echinococcus

Los estudios sobre los patrones en el uso del codones han contribuido a
comprender las caracteristicas basicas de la organizacion molecular de los genomas, la
expresion génica heteréloga [134], la prediccion de los niveles de expresion génica
[289], la funcidn génica [290] y la posicidn de los genes en los cromosomas [291], y
también han revelado informacion sobre la evolucion molecular de genes individuales
en muchos organismos [292]. Sin embargo, la mayoria de los estudios sobre patrones
del uso de codones se centran en algunos organismos modelo o patdgenos
tales como Caenorhabditis sp, Drosophila sp, Arabidopsis sp [143],
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Saccharomyces sp [293], Giardia lamblia [294] y Borrelia burgdorferi [295] y
recientemente se ha estudiado este fendmeno en los cestodos T. solium [296],
T multiceps [297] y T. saginata [298] y el trematodo S. japonicum [299]. Aungue los
mecanismos de traduccién de las proteinas permanecen altamente conservados a través
de los taxones de los organismos, existe una gran variacion a nivel del reconocimiento
entre el codon y el anti coddn, tanto dentro como entre las especies. Esta variacion se
refleja en el uso de codones, el nimero de copias de los ARNt y la redundancia y la
degeneracion de los anti codones [141]. El sesgo en uso de codones es una caracteristica
generalizada en los genomas de muchos organismos que estd profundamente
influenciado por fendmenos evolutivos, y resulta basicamente del equilibrio entre el
sesgo mutacional y la seleccion natural. Dentro de la seleccion natural la seleccién
traduccional es particularmente importante y esta asociada a la eficiencia y a la
precision de la traduccion, la cual se explica principalmente en base a los genes de
ARNLt codificados en los genomas donde la coevolucion entre el uso de codones y la
abundancia de los ARNt isoaceptores desempefia un rol decisivo [130,131]. La
extension del sesgo en uso de codones tiende a ser especifica en grupos individuales de
genes dentro de un genoma y esta determinada por multiples factores. En esta tesis se
determind el grado de contribucion que posee el sesgo mutacional y la presion de
seleccion natural en los genes de tres especies de Echinococcus, partiendo de una
suposicion general de que la mutacion, la seleccién y la deriva aleatoria representan las
tres fuerzas principales involucradas que dan lugar al sesgo en el uso del
codones [149-154]. Para que estos estudios sean inequivocos es necesario contar con un
grupo de genes curados que sean representativos de lo que ocurre en la naturaleza de la
composicion molecular de los organismos. Por lo tanto, para este estudio se
seleccionaron estrictamente genes con ortologos en las tres especies de Echinococcus y
cuya estructura génica se encuentre bien definida. La composicién de nucleotidos se
considera uno de los factores mas importantes que determina el uso de codones de los
genes, con un contenido de GC que refleja la tendencia general de la mutacion de los
codones en relacion a su contexto genémico [297]. Los cambios de base en la primera 'y
en la segunda posicion de los codones provocan cambios en la secuencia de
amino&cidos, mientras que la tercera posicion del codon rara vez induce dicha variacion
de secuencia. Se reconoce generalmente que la tercera posicion del codon esté sujeta a
una presion de seleccion inferior en comparacion con la de la primera y segunda
posicion de los codones. Por lo tanto, el analisis de correlacion de ENc-GC3s y el
estudio de la composicion de nucleétidos son de vital importancia para la elucidacion de
los patrones del sesgo del uso de codones en muchos organismos [297,300]. Estos
andlisis llevados a cabo sobre los genes de Echinococcus indicaron que existe un ligero
sesgo del uso de codones con un valor promedio de ENc igual a 57. Ademas se observo
que hay diferencias significativas en el sesgo del uso de codones entre los genes de
Echinococcus. Principalmente los genes con mayor contenido de GC tanto total como
en la tercera posicion de los codones poseen un mayor sesgo del uso de codones, sin
embargo en genes con valores altos de ENCc, el contenido nucleotidico es variable
indicando que la composicion nucleotidica tiene un efecto importante sobre la eleccion
del uso de codones solamente en algunos genes. El andlisis de correlacién entre ENc y
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GC3s demostrd que el sesgo mutacional desempefia un papel menor en la eleccién del
uso de los codones. Los analisis de ENc proporcionan un método para cuantificar el
sesgo en el uso de codones sindnimos; sin embargo, este analisis por si solo no es
suficiente para determinar las contribuciones exactas que ejercen la seleccion natural y
la presion mutacional direccional [300,301]. Por este motivo se realizaron analisis de
neutralidad y se aplicé la regla de paridad 2 de Chargaff para proporcionar informacion
mas precisa sobre los factores que influyen en el sesgo del uso de codones. Segun estos
analisis, la presion de seleccion es la fuerza evolutiva principal que moldea el uso de
codones en las tres especies de Echinococcus con una contribucion de casi el 80%
mientras que el restante 20% es atribuible al sesgo mutacional. Por lo tanto, la presion
de seleccion traduccional o la contribucion de una presion de seleccidn externa o una
combinacion de ambas podrian estar ejerciendo efectos significativos sobre el sesgo del
uso de codones en estas especies de parasitos. A diferencia de lo encontrado en
Echinococcus, los estudios realizados en mamiferos, levaduras y moscas [154,219] han
mostrado un rango mas amplio de los valores de ENc y GC3s con una distribucion de
genes cuyo sesgo en el uso de codones depende claramente del sesgo composicional de
nucleotidos indicando un mayor nivel de sesgo en los genes con porcentajes de CG3
mayores [219,228,302]. En efecto, se cuenta con muy poca evidencia de que la
variacion del sesgo en el uso de codones haya sido formada por la seleccion en favor de
la eficiencia de la traduccion [303]. Aunque en muchas especies la seleccion natural
asociada a favorecer la precision y eficiencia de la traduccion influye considerablemente
a moldear el uso de codones, no siempre es tan evidente la forma en la que se esté lleva
a cabo la seleccion del uso de codones y por lo tanto no es posible explicar la variacion
total del uso de codones. Por eso mismo es comun observar que algunos genes poseen
un uso de codones que esta determinado principalmente por mutacion y deriva, mientras
que otros exhiben un uso de codones que surge del equilibrio entre el sesgo mutacional
y las presion de seleccion [161,304,305].

Por otra parte, el patron del sesgo del uso de codones parece estar conservado_en
platelmintos. Los analisis del uso de codones realizado en los cestodos
T. saginata [298], T. multiceps [297] y T. solium [296] y el trematodo
S. japonicum [299] han mostrado resultados similares a los de Echinococcus en cuanto a
los valores medios de ENc (~57) y a la distribucion de los genes en las representaciones
ENc-GC3. Todos ellos exhiben bajos niveles en el sesgo del uso de codones utilizando
casi aleatoriamente todos los codones sindnimos. Sin embargo el grado con el que la
presion de seleccion contribuye a moldear el uso de codones es diferente en algunos de
estos organismos, siendo mucho menor en S. japonicum (~20%) y en T. solium (~50%).
Aunque este patrén pueda significar que los codones estan poco optimizados para para
la mayoria de los genes de platelmintos, este fendmeno podria otorgarles ventajas para
usar casi cualquier ARNt isoaceptor en algin momento determinado dependiendo de la
disponibilidad y abundancia de los ARNt y podria tratarse de una ventaja adaptativa en
el ambiente del hospedador en el que se desarrollan.

No obstante; estudios realizados en Drosophila sp y Caenorhabditis sp han
demostrado que los genes altamente expresados poseen mayor sesgo en el uso de
codones explicando que esto se debe al uso preferencial de codones sindbnimos 6ptimos
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en genes fundamentales para asegurar una mayor efectividad y precisién de la
traduccion de dichos genes [143,306]. Este mismo fendmeno podria estar sucediendo en
un namero importante de genes de Echinococcus (al menos un 5% de ellos), dado que
se observé una correlacion negativa significativa entre ENc y CAl y entre ENcy Fop y
una correlacion positiva entre CAl y Fop y que a su vez correlaciona con un mayor
contenido de GC en la tercera posicion de los codones. Esto sugiere que los genes con
mayor nivel de expresion tienen un mayor sesgo en el uso de codones y que estarian
optimizados para su traduccion. Asimismo, dado que estos genes presentan un sesgo
composicional de nucleétidos; un fenémeno de coevolucion o de balance entre el sesgo
mutacional y la presion de seleccion podria estar determinando el patron de uso de
codones de estos genes.

Los andlisis de componentes principales permitieron separar a lo largo sus ejes a
los genes con las caracteristicas mas diferentes, principalmente basados en su contenido
de GC total y por posicion y segun el nivel de expresion estimado, mientras que otros
factores tales como el tamafio del gen, la aromaticidad y la hidrofobicidad mostraron no
tener una incidencia notable sobre el uso de codones. Diversos estudios en distintos
organismos han determinado los factores que pueden influir en el sesgo del uso de
codones; estos incluyen: conversion génica sesgada [307,308]; expresion geénica
sesgada por sexo [309]; estructura del ARNm [226,310], las tasas de recombinacion, la
estabilidad del ARN [154,310-313], la estructura de la proteina [314]; tamafio de la
poblacion [315]; edad evolutiva de los genes [316]; estrés ambiental [317] y
disponibilidad de nitrégeno [318]. Se cree ademas que el el tamafio de la poblacién
pueden influir en el sesgo del uso de codones entre las distintas especies y entre
miembros de una misma especie [130,306,319,320]. Es evidente que el sesgo en uso de
codones es un fendmeno complejo que involucra muchos factores dando como resultado
un patron caracteristico de cada grupo de organismos o de cada especie. Muchos de
estos factores son dificiles de abordar en Echinococcus dada la complejidad de su ciclo
de vida. Sin embargo, los andlisis llevados a cabo en esta tesis revelaron por primera
vez el patron del uso de codones en tres especies de Echinococcus y su conservacion en
platelmintos, lo cual proporciona la base para investigaciones adicionales que
contribuyan a la identificacion de nuevos genes, como asi también a la ingenieria
genética molecular y estudios evolutivos en este filo y mas adn a la relacion parasito-
hospedero y determinar qué factores del hospedador son relevantes para moldear el
sesgo en el uso de codones.
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5.7 Conclusion general

La disponibilidad de un nuevo genoma es fundamental para estudiar la biologia
de un organismo patégeno, y mas aun cuando éste presenta limitaciones para su
mantenimiento y manipulacion en el laboratorio. Por estas razones, la obtencion del
genoma de E. canadensis G7 resulta de gran importancia para el estudio y comprensién
de su biologia. Con el desarrollo de las nuevas tecnologias de secuenciacion, el volumen
de datos de secuencias gendémicas ha aumentado considerablemente y su analisis
representa un gran desafio, requiriendo el analisis y manipulacion de datos bioldgicos u
Omicos a gran escala, lo que comprende la evaluacion de la calidad de los datos, el
analisis integral, la interpretacion de los resultados y la presentacion de los mismos, y
constituye en muchos casos el cuello de botella para la eficiente extraccion de
informacion bioldgica relevante. Los datos generados en esta tesis y las metodologias
implementadas no solo permitieron el estudio de uno de los maximos responsables de la
echinococcosis, sino que también contribuyeron al estudio de otros genomas de
platelmintos, tales como los analisis de expresion y de genes blanco de los microARNs
de Echinococcus spp y Taenias spp y la anotacién génica de M. corti los cuales fueron
publicados en revistas internacionales. También a nivel internacional se colaboré en la
construccion de la base de datos WormBaseParaSite, especializada en parésitos
platelmintos y nematodos. A su vez, esta tesis fue el pilar fundamental para la
construccion del nodo bioinforméatico IMPaM permitiendo la construccion local de
bases de datos espejo de las principales bases de datos internacionales de secuencias de
nucleotidos, proteinas, dominios proteicos; como asi también la implementacion de
herramientas para el analisis especifico de genomas de parasitos platelmintos. Estas
plataformas han representado grandes avances para el estudio de este tipo de
organismos y han acompafiado el desarrollo de técnicas llevadas a cabo en nuestro
laboratorio con el propdsito de estudiar la biologia de estos parasitos y desarrollar
herramientas que permitan el control de estas enfermedades infecciosas.
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