
il ' 

. 

\?¡JVEl(lll!W J'JAqaNAl. 
A'l'T"NCMA 

INaTITUTO DS INYDTICIACIONSll 810llSDICA8 

.rGM4& o.Uua. CCllTODA). 

TtS~S CON 
FALLA DE ORiGEN 

TESIS 

Altf>Utl PAllHtl l.OPSZ 

::3 . 

,/ 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

INTRODUCCION 

MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA DE I~ §Q1!YID 

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS 

ANTECEDENTES: 

EL CITOESQUELETO 

LA ACTINA 

GENETICA Y EVOLUCION DE LA ACTINA 

OBJETIVOS: 

PUBLICACION 

Cloning and sequencing of two actin genes from I!~D!• 
solium ICestoda). campos, A., P. Bernard, A. Fauconnier, A. Landa, E. G6mez, 
R. Hernandez, K. Willrns y J. P. Laclette. Mol. Biochem. 

3 

10 

10 

10 

12 

13 

20 

Parasitol. len prensa), 1990. 23 

RES~MEN 23 

INTRODUCCION 23 

MATERIAL Y METODOS 23 

RESULTADOS Y DISCUSION 25 

AGRADECIMIENTOS 27 

REFERENCIAS 26 

COMENTARIOS FINALES 30 

SOUTHER BLOT 30 

USO DE CODONES EN LOS GENES DE ACTINA DE 
I~ §2!i~m 

ISOTIPOS DE ACTINA EN !~ !21!Y! 

MOVIMIENTO DE INTRONES EN GENES DE ACTINA 

CONVERSION GENICA EN I~ !2!!~! 

BIBLIOGRAFIA COMPLEMENTARIA 

30 

32 

34 

42 

45 



- II -

RESUMEN 

En el presente trabajo de tesis, se decidió utilizar el 

sistema genico de la actina corno un modelo para iniciar el 

estudio de la biolog la molecular de 1f!~!!l:.2 §21:.!!:!!!!· 

Se presenta evidencia indicativa de que la actina es 

codificada por varios genes en I~ ~Ql~~fil: experimentos de 

hibridización por la técnica de Southern en los que se 

enfrentó DNA total de 1~ §211:!:!!!! digerido con varias enzimas de 

restricción, con una sonda para genes de actina proveniente de 

~~ªQ!QªfilQ~Q2 ~ª~!~ll2n!!, mostraron diferentes bandas de 

hibridización. Dos de estos fragmentos de 3,850 y 2,700 pb 

fueron clonados en el sitio EcoRI del pBR322 y denominados pAT5 y 

pAT6, respectivamente. A partir de estudios de digestiones con 

endonucleasas de restricción se obtuvieron los mapas de 

restricción de ambos insertos. 

Resultados de secuenciación han demostrado que los insertos 

en pA'fS y en pAT6 contienen genes de actina completos y que 

ademés, presentan diferencias entre uno y otro. Se demostró que 

los dos genes clonados son interrumpidos por un intrón después 

del codón 41, encontrandose las secuencias consenso que flan­

quean a dicho intron y que participan en la maduración del mRNA. 

El anAlisis de la secuencia localizada en dirección 3'-5' de la 

seftal de iniciación de ambos 1enes, reveló la existencia de 

secuencias similares al "TATA box" y al "CAAT box". Por otro 

lado, el anAliaia de la secuencia localizada en dirección S'-3' 

despues del codón de termino, reveló la existencia de una 

secuencia similar a la sehal para la poliadenilaci6n del mRNA. 
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Clonas aisladas de un banco de cDNA de la etapa larvaria de 

T. ~21±~m fueron secuenciadas demostrando que al menos el gen 

clonado en pATó es expresado en e·sta fase. La gran homología 

observada en las secuencias regulatorias y estructurales del gen 

clonado en pATS, asi como el uso de codones que presenta, sugier­

en que se trata de un gen verdadero que pudiera ser expresado "in 

vivo". 

Resultados de Northern y Western blots mostraron que el 

metacestodo de T. ~21!~~ expresa un trascrito de actina de 

alrededor de 1,400 bases y una proteína de 45,000 Da. 

La comparaci6n de ·1a. secuencia de aminoácidos de la 

proteína actina de I~ §91!YID contra actinas de otras especies, 

demostró que I~ §21!~m posee una actina con caracteristicas 

tanto citoplásmicas como musculares. 

Ademas, se proponen dos modelos para explicar el numero y 

posici6n de intrones en los genes de actina de diferentes espe­

cies y finalmente, se presentan datos que sugieren la existencia 

de conversi6n génica entre los dos genes de actina de I §Ql!~ID· 

El proyecto descrito aqui, es parte de un trabajo mayor en 

el que se persigue como objetivo el estudio de la relaci6n 

huésped-parásito que se establece entre la fase larvaria de I~ 

!21!~m <metacestodo) y el hombre. Este primer estudio de bio­

logia molecular en T. !~!!~~cimentar! la metodologia para 

realizar otros proyectos en los que se estudie la estructura y 

regulacibn de genes que codifiquen para proteinas implicadas en 

la relacion hu~sped-par!sito y que presentan importancia desde 

el punto de vista de diagnostico e inmunoprofil!xis. 
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IMTIODUCCZON 

Existe una gran cantidad y diversidad de organismos vivos en 

la naturaleza, los cuales interaccionan entre si estableciendo 

varios tipos de asociaciones. Una de las asociaciones posibles es 

el parasitismo, que aunque comparte caracteristicas con otras, 

tradicionalmente se distingue de ellas por que uno de los orga­

nismos (huésped) resulta da~ado por el otro (parasito). Los 

seres humanos son afectados directamente por varios cientos de 

especies par~sitas, e indirectamente por la acci6n de muchas 

m~s sobre sus fuentes de alimento {cultivos, cria de animales, 

etc.) y otras actividades. 

Las enfermedades parasitarias afectan principalmenmte a la 

poblaci6n que habita en los paises subdesarrollados. Este es el 

caso de la teniasis/cisticercosis que en diversas partes de 

Africa, Asia y en algunos paises Latinoamericanos incluyendo a 

México, causa problemas serios de salud publica y de economía 

en el mercado de la carne de cerdo CHird y Pullen, 1979; Flisser, 

~~ ª!·, 1982a; Documento VPH/84 FAO/UNOP/WHO, 1984; Aluja, ~! 

ª!.' 1987). 

!ª~D!! !Ql!Y! es el agente causal de la teniasis humana 

(ocasionada por el susano adulto o solitaria) y de la cisticerco­

sis porcina y humana (ocasionada por la fase larvaria o cisticer­

co). Puesto que el humano es el ~nico hu•sped definitivo de I~ 

!2!!Y!· la prevalencia.de la teniasis/cisticercosia depende de la 

relaci6n que el ser humano mantiene con el cerdo. Las mis alta• 

prevalenciaa se presentan en re1iones en donde la poblac16n vive 
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en condiciones insalubres y en promiscuidad con el sanado porcino 

C Madeley , 1984) . 

1%1TIHAT%CA DI I~ !g!!~!· 

!~ !21!YID es un organismo perteneciente al Phylum Platyhel­

minthes. Los representantes de este Phylum presentan las carac­

teristicas más simples entre los animales con cefalizaci6n. 

Los platihelmintos son gusanos planos con cuerpo blando y en 

forma de cinta. Son organismos acelomados con simetria bilateral 

Y 6rganos ya conformados por tejidos y organizados en sistemas 

(Margulis y Schwartz, 1976). Pueden ser de vida libre, comensales 

Y parásitos; se conocen alrededor de 15,000 especies. El Phylum 

se encuentra dividido en tres clases: Turbellaria, Trematoda y 

Cestoda. Los Turbeláridos Cvgr: las planarias) son de vida libre 

y ocupan habitats terrestres, marinos y dulceacuicolas. Los 

Trematodos (vgr: ~!!f!Q!! h~2!!ifª• §fh!§!Q!QID! ID!D!QD!. etc.) 

son todos parásitos internos o externos mientras que los 

Céstodos (vgr: I~ §Q!!ym. ifh!DQfQffY§ ar!nY!Q§Y§. etc.) son 

exclusivamente parásitos internos. En general, los tremátodos 

presentan estadios de vida libre mientras que todos los estadios 

en el desarrollo de los céstodos son parásitos. Como lo enun­

ci6 Baer (1952): "Tapeworms are by far the most highly special­

ized parasites known". 

!~ !2!!Y! pertenece a la clase Céstoda que incluye organis­

mos con un cuerpo 1eneralmente multise1mentado; con aparato 

reproductor hermafrodita en cada se1mento o procl6tido; presen­

tan un aparato fijador denominado escólex en el extremo ante-
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rior; tienen un ciclo de vida con aetamorfbsia y todos son 

endoparAsitos intestinales en su etapa adulta. 

La pos1c16n taxon6mica de I~ ª21!Ym es la siguiente: 

Reino: Animalia 

Subreino: Metazoa 

Phylum: Platyhelminthes 

Clase: Cestoda 

Subclase: Eucestoda 

Orden: Cyclophyllidea 

Superfam1lia: Taeno1dea 

Familia: Taenidae 

Genero: Taenia 

Especie: !!~n!! ~2!!Ym 

Etapa larvaria: cisticerco 

MOIJOLOCIZA Y CZCLO DI VZDA DI Ii !!!!~! (fig. Al. 

I~ ~g!!Ym incluye dentro de su ciclo de vida a dos 

huéspedes: el cerdo como huésped intermediario y el humano como 

definitivo. La descripc16n del ciclo de vida se puede iniciar 

con el gusano adulto o tenia, habitando en el tubo digestivo del 

ser humano quien es su ~nico huésped definitivo. Presenta una 

reg16n cefálica llamada esc6lex en donde se encuentran los 

6rcanos de fijaci6n (ventosas y sanchos rostelares), asi como 

alsunos elementos neuronales. El esc61ex se adelcaza en una 

_; re1i6n llamada cuello que poeeé una •••• central de e•lulas 

ait6ticamente activas, de las cuales se derivan los tejidos de 
~ 

la sisuiente re1ibn: el estr6bilo. El estróbilo consta de una 
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Figura A: Ciclo de vida de TaenLª ~o! ÍJ!J!ll 1, Parhi to adulto: 2, Proql Mi dn 
gravido; 3, Huevecillo; 4, y 5, Cisticercos. 
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gran cantidad de proglbtidos. Existe un gradiente anteropos­

terior de organogénesis reproductiva en el estr6bilo, es decir, 

que los proglotidos mas cercanos al cuello son los mas jovenes 

e indiferenciados, mientras que los mas distales no solo presen­

tan genitales perfectamente diferenciados sino que ademas se 

encuentran repletos de huevecillos, por lo que se les conoce como 

progl6tidos gravidos. Los progl6tidoe gravidos son desprendi-

dos espontaneamente y llegan al medio ambiente junto con las 

heces fecales del huesped. 

La descomposici6n de los progl6tidos en el medio ambiente 

produce la liberaci6n de los huevecillos, los cuales tienen una 

forma ligeramente elipsoidal con diametro mayor de 35-45 um 

(Laclette, ~~ ~!·, 1982). Los huevecillos son la unica fase del 

ciclo de vida de este parasito que aparece en el medio ambiente, 

por lo que presentan una serie de envolturas protectoras (fig. 

Bl. La envoltura mas externa denominada vitelo se encuentra 

delimitada por su propia membrana o capsula. Hacia adentro, la 

siguiente serie de envolturas, entre las cuales destaca el em­

brioforo, son originadas por las llamadas células embrioforales 

que constituyen un sincicio citoplasmico de aspecto granular. La 

c•lula embrioforal se encuentra delimitada exteriormente por su 

propia membrana plasm!tica y hacia adentro por la membrana 

oncosferal que envuelve directamente al embribn hexacanto, 

taabi•n conocido como oncosfera (Laclette, ~~ 11., 1982). Es 

posible que los huevecillos de I~ ~2l!Y! puedan sobrevivir largos 

periodos en el medio ambiente, al igual que los de otras especie• 

de t•nidos (Gemmel y Lawson, 1982). 
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Bl 

Figura lh Huevecillo de la J_. ~qlj_u ... Al C~te dr. u~ h!lf'Vt>ciHr< 
inaaduro observado en el aicroscopio electrOnico de transmisibn v 
Bl interior de un huevecillo observado en el microscopio electrónicr< 
de barrido. CE: célula embrioforal: E: embribforo: G: gancho" 
oncosferales: MO: aeftlbrana oncosferal:On: oncosferas: V: vitelo. 
<Toa.adas de Lacletle, ~t ªl •• 1qs2l. 
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El ciclo de vida continua cuando los huevecillos son ince­

ridos por el huésped intermediario: el cerdo. En el tracto 

digestivo del huésped intermediario, el Acido clorhidrico y la 

pepsina gastrica inician la disgregaci6n del embri6foro. Esta 

envoltura que sin duda es la más importante en cuanto a su papel 

protector, esta formada por bloques proteicos que se mantienen 

unidos por medio de un material cementante. Posteriormente, la 

acci6n de las enzimas intestinales, principalmente de la tripsi­

na terminan la degradaci6n del material cementante (Laclette, ~! 

!!·, 1982). Los bloques embriof6ricos se dispersan liberando 

asi a la oncosfera todavia envuelta por su membrana oncosferal 

(Trejo, 198&). La se~al que produce la activaci6n del embri6n 

hexacanto consiste aparentemente en un incremento en la permeabi­

lidad de la membrana oncosferal provocado por las sales biliares 

(Silverman, 1954). El embri6n activado inicia movimientos de sus 

tres pares de ganchos hasta deshacerse de la membrana. La oncos­

fera activada atraviesa la mucosa intestinal con ayuda de secre­

siones l!ticas asi como por acci6n mecAnica hasta alcanzar los 

capilares sangu!neos y linfAticos que la llevan a diferentes 

6rganos dentro del huésped en donde se desarrolla hasta conver­

tirse en una larva o cisticerco. 

El cisticerco de !~ ~2~!~~ esta formado por una bolsa 

translucida de S a 10 nm de diimetro con un esc6lex invacinado 

y opaco que presenta, al icual que la forma adulta, 4 ventosas y 

un rostelo con una doble corona de cancho• (Fi1. C). El escólex 

esta rodeado por un liquido contenido en la bolsa o pared 
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Figura C: Microfotografía electrbnica de barrido de un escolex de 
T. soliUJI. C: cuello; Y: ventosas y: R: rostelo. CT011>ada de Laclrttr. 
1985) • ., 

Figura D: Micrografia electrbnica de transmisibn de un corte de li.' 
pared vesicular del cisticerco lk> la L. s.oHu.11. C: canales ci­
toplasmicos; M: 111ascul o; MB: membrana basal: MT: mi crotri Ci.'S. 

<Toaada de Laclette, 1985). 
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vesicular denominado fluido vesicular. La superficie externa de 

la pared vesicular est! constituida por un tegumento sincicial y 

continuo cuya membrana plasmatica presenta unas prolongaciones 

digitiformes (Fig. Dl, a las que Rothman (1963) denomin6 como 

microtricas. Se ha calculado que la superficie tegumental en el 

cisticerco de !~ ~Q!!Ym es aumentada 136 veces por la presencia 

de las microtricas (Ramirez-Bon, ~S ª!·· 1982). El tegumento es 

la estructura parasitaria que interacciona directamente con el 

huesped por lo que muchas de sus funciones como la alimenta­

ci6n, excresi6n y defensa contra la respuesta inmunol6gica del 

huésped son llevadas a cabo por este 6rgano (Lumsden, ~! ª!·, 

1982). 

El ciclo se cierra cuando el hombre ingiere carne de cerdo 

cisticercoso, insuficientemente cocida, de tal modo que las 

larvas permanecen viables e infectantes. Durante el paso de los 

cisticercos por el est6mago y la primera parte del intestino 

delgado, el contenido gastrico e intestinal activa al esc6lex 

para evaginar de la vesicula protectora. Estudios !O ~i!r2 

indican que la evaginaci6n del cisticerco de I~ ~Q!!Ym es indu­

cida eficientemente por sales biliares y tripsina (Ca~edo, ~! 

!!• 1982). Una vez evaginado, el eec6lex se fija a la mucosa 

intestinal por medio de sus ventosas y ganchos y se desarrolla en 

una tenia adulta. Al i1ual que el cerdo, el hombre puede adquirir 

la cisticercosis al in1erir los huevecillos de I~ !Q!!Y! a 

trav•s de los alimentos y/o de a1uas contaminadas. 

' 
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ANTIOIDINTll Y Ol~ITZYOI 

La capacidad de una célula eucariotica para mantener su 

forma, para dividirse y para realizar una gran variedad de mo­

vimientos, reside en una red altamente integrada de proteínas 

filamentosas que constituyen el llamado citoesqueleto (Weber y 

Osborn, 1985). Diversos procedimientos bioquimicos y ultraes­

tructurales han logrado definir la existencia de tres sistemas de 

filamentos: los microtübulos con un diametro de 22 nm, los 

filamentos intermediarios con un diAmetro entre 7 y 11 nm y los 

microfilamentos con un di,metro de & nm. 

Los microtubulos estAn constituidos por la proteina 

tubulina. En un corte transversal, la pared del microtübulo esta 

formada por 13 subunidades globulares cada una de las cuales 

presenta un diAmetro de 4 a 5 nm. Las subunidades pueden ser de 

tipo alfa o beta, ambas con un peso molecular de 55,000 CDarnell, 

~~ ~1·• 198&). Los microtubulos estAn involucrados en el trans­

porte intracelular de organeloe como lisosomas y vesiculae, asi 

como también en la formacion del huso acromatice durante la 

mitosis. Los microtübulos juegan un papel importante en las 

células motiles puesto que son los constituyentes principales 

de cilios y flagelos. 

Los filamentos intermediarios (IFl est6n formados por un 

grupo de protelnas que deben su nombre a su diametro intermedio 

entre los microtubulo• y los microfilamentos. Se han descrito 
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S tipos de IF de acuerdo con su composici6n protéica y con el 

tipo celular al que pertenecen (Darnell, ~! !!·· 1986; Rax­

worthy, 1988): !!! g~~r!!!~!! forman tonofibrillas de células 

epiteliales, asi como estructuras de resistencia como la piel. 

las uñas, los cuernos, el cabello, etc.; l!! Q~!miD!! son fila­

mentos predominantes en células musculares de todos los tipos y 

se sitüan en la periferia de los discos Z; !Q! D~~rQfll!ID~D!Q!• 

se localizan en los axones de neuronas de vertebrados, la rigidez 

de los axones esta dada por complejos de neurofilamentos y mi­

crotübulos; !! Y!m~n!!D! constituye filamentos en fibroblastos. 

Finalmente, hay un quinto tipo de IF que esta constituido 

por!~ er~~~!~! f!Er!!!r 1!!!! !219! CGFAPl. 

Los microf ilamentos participan en fen6menos que requieren 

de la generaci6n de tensi6n: contracci6n muscular, plegamiento 

y desplegamiento de la membrana celular as! cc•mo en el translado 

de organelos dentro de la célula (Lehninger, 1982; Pollard y 

Cooper, 1986). La proteina actina es el componente mAs abun­

dante de los microfilamentos. Existen diferentes tipos de micro­

filamentos conformados por distintos tipos de proteinas asocia­

das a la actina. En cada tipo celular se presentan variaciones 

en las proteinas que se asocian a la actina (Darnell, 

!! !!·. 1986). 

Con ayuda del microscopio electr6nico se han observado las 

fibras de actina en •ósculo eaquelético. La unidad de la actina 

ea la forma filamentosa '(F) Y estl conatituida por subunidade• 

1lobulares iguales de 4 nm de diametro cada una. La• aubunidades 
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son conocidas como la forma G y se encuentran unidas a otra 

formando una hilera. Dos hileras de estas subunidades se unen en 

espiral formando una helice con 13.4 moléculas por vuelta 

constituyendo a la forma F de la actina (Alberts, ~! ª~·, 1983). 

LA ACTINA. 

La actina es una proteina que se encuentra en todos los 

eucariontes llegando a representar hasta un 15 ?. de la proteina 

total en las celulas que se mueven activamente como las amibas; 

de 5 a 10 '9 de la proteina total en los fibroblastos y aproxima­

damente un 2 ~ de la proteina en células tales como los hepato­

ci tos humanos <Lazarides y Revel, 1979). Desde 1942 Straub iden­

tific6 a la actina como una de las .dos proteinas principales 

del músculo. A partir de esa fecha la actina ha sido estudiada 

desde diversos puntos de vista: fisiol6gico, biofisico, bio­

quimico, inmunol6gico, genético, etc. 

Existen diferentes isotipos de actina en los vertebrados. En 

mamiferos se pueden identificar al menos seis isoformas tejido­

especificas. Dos de estas isoform~s (beta y gama) est'n involu­

cradas en funciones citopl~smicas, mientras que las otras cuatro 

se encuentran relacionadas con musculo: una en músculo cardia­

co, una en •úsculo esquelético y dos en mú•culo liso. De 

estas últimas, incluso es posible determinar por BU estructura 

primaria el •ú•culo liso del que provienen: de visceras o de 

vasos san1uineos (Vandekerckhove y Weber, 1979, 1984; Vande­

kerckhove, !~ !!·• 1980). En aves se encuentran las mismas iso­

formas que en ma•iferos y ademAs se ha descrito una tercera 
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isoforma de actina citoplAsmica denominada tipo 5 CBercsma, §~ 

!!·· 1985). A su vez, en peces cartilaginosos y peces 6seos 

(Chondrichthyes y Osteichthyes, respectivamente) se encuentran 

solo dos formas de actina muscular; una en musculo liso y otra 

en musculo estriado. En los Urocordados, los Cefalocordados y 

posiblemente en los Agnatos, existe un solo tipo de actina muscu­

lar (Vandekerckhove y Weber, 1984). En los invertebrados estudia­

dos hasta ahora no se han encontrado isotipos. 

Todas las actinas tienen su aminoacido N-terminal bloqueado 

con un grupo acetilo, el cual es aftadido postraduccionalmente. 

Inicialmente, la metionina N-terminal es acetilada y removida por 

enzimas especificas. Posteriormente, en actinas no musculares el 

siguiente residuo, un acido aspartico, es acetilado para com­

pletar el proceso. En cambio, en las actinas musculares el si­

guiente residuo es una cisteina que también se acetila y se 

corta descubriendo un residuo de acido aspartico o glutamico. 

Este aminoacido es luego acetilado para completar el proceso. 

Cabe mencionar que las células no musculares contienen las 

enzimas requeridas para procesar correctamente a las actinas 

musculares CPollard y Cooper, 1986). 

GINITZOA Y IVOLUOION DI LA ACTINA, 

La actina es una proteina muy conservada en los eucariontes 

posiblemente debido a la iaportancia de las funciones celulares 

que realiza. Se trata de una proteina que a lo larso de la 

evoluci6n ha mantenido sitios esenciales para la interacción 

con otras proteinas y consigo misma. Se han caracterizado mas de 
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60 protelnas que interaccionan con la actina CPollard, 1984), 

algunas de las cuales se enlistan en la Tabla I. 

La conservación de algunos residuos de aminoacidos nos da 

idea de su relevancia estructural o funcional en la proteina. 

Por ejemplo, los grupos sulfhidrilos son requeridos en la actina 

para su uni6n con ATP, para su polimerización y para su inter­

acci6n con miosina: los residuos de cisteina 287 (285") y 376 

(374") estén muy conservados en todas las actinas; el ~ltimo 

esta relacionado con la uni6n de la miosina (Hightower y Mea­

gher, 1986). El residuo de tirosina 71 (69") se encuentra involu­

crado en el proceso de polimerizaci6n y también es conservado 

en todas las actinas estudiadas (Hightower y Meagher, 1986). El 

residuo de lisina 237 parece tener importancia en la interacción 

de la actina con la tropomiosina CEl-Saleh, ~! !~·, 1984). Los 

residuos de cisteina 12 (10 •), 219 (217 •)y 259 (257 •) tam­

bién son conservados en todas las actinas estudiadas y pudieran 

tener una función estructural. 

• De acuerdo a la numeración de Korn, 1982. 
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Tabla I. Proteinas que interaccionan con la actina citopl•smica 
de vertebrados•. 
================================================================= 
PROTEINA FUNCION 

Vinculina 

Proteina de peso 
molecular de 110,000 
C microvellos) 

Filamina y frodina 

Miosina 

Tropomiosina 

Alfa actinina 

Fimbrina 

Villina y gelsolina 

Proteinas de casquete 
Ccappinc proteins) 

Profilina 

Mediadora de la uni6n de los filamentos 
de actina con la membrana celular. 

Une los extremos de los filamentos 
de actina a las membranas de los micro­
vellos. 

Proteinas similares a la espectrina que 
entrecruzan los filamentos adyacentes de 
actina. 

Causante de los movimientos de los fila­
mentos de actina vgr: en musculo y gene­
radora de tension en las redes de micro­
f ilamentos. 

En musculo estriado se une a las ranuras 
de la hélice de actina; regula la uni6n 
de la actina con las cabezas de miosina. 

Participa en la uni6n de los microfila­
mentos de actina a las membranas; puede 
entrecruzar los filamentos de actina for­
mando redes regulares. 

Entrecruza fuertemente a los filamentos 
adyacentes para formar fibras paralelas 
de actina. 

En baja concentrac16n de Ca++ sirven de 
nucleo para la polimeraci6n de filamen­
tos de actina F. A concentraciones micro­
molares de iones Ca++ cortan en fragmen­
tos a los filamentos de actina. 

Se une a uno de los extremos de un fila­
mento, impidiendo la adici6n o p4!rdida 
de los mon6meros de actina. 

Se une a los aon6meros de actina a im­
pidiendo su polimerizaci6n. 

•Tomado de Darnell, !! !!·· 1986. 
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Con respecto a su ori1en filo1enetico, 

toplasmicas de vertebrados se consideran 

funcional y evolutivamente con las actinas 

las 

mis 

de 

actinas ci-

relacionadas 

invertebrados 

CNudel, ~~ !l·• 1982). Incluso se ha sugerido que la separacion 

entre los genes de actina de músculo esqueletico y los de 

actina citoplasmica ocurri6 en los deuterostomados CNudel ~~ 

!!·· 1982, 1983). Por otro lado, estudios de secuencias de genes 

de actina del equinodermo §!r2DS~!29~D!r2!Y! EYrEYr!!Y!· indican 

que la actina de estos organismos presenta caracteristicas tanto 

de la forma muscular como citoplasmica de vertebrados, aunque el 

mayor numero de caracteristicas corresponde a las ci-

toplAsmicas (Cooper y Crain Jr., 1982). En otros organismos 

eucariontes como Q!s!~Q!!~!!~m g!!SQ!g~~m (acrasiomiceto), ~h~!!= 

t~m E2!~~~Eh!!Ym !mixomiceto), ~!~~h!tQfil~S~! s~r~Yi!!!~ (levadu­

ra), etc, las secuencias de aminoacidos, revelan una mayor 

semejanza con las actinas citoplasmicas que con las musculares 

de vertebrados. 

Las modernas metodologias del DNA recombinante, han permi­

tido la clonacibn y secuenciaci6n de genes de actina de varias 

especies de plantas, invertebrados y vertebrados. En el cuadro 1 

se enlistan las especies para las cuales ya se ha secuenciado uno 

o varios senes de actina 

La comparac16n entre las actinas de diferentes especies ha 

aporta~o inforaacibn evolutiva tanto de los orcanismos como de 



Cuadro l: Lista de especies para las cuales se conoce la secuencia de genes 
de actina. 

ESPECIE REFERENCIAS 
====================================================================~======== 
PLANTAS 
Z.§.~ rr@Y2 

G_i. ve i CJ.§.. !!!~ 
Ar ag_i dops_L~ j;_h?.11 ?-'"'ª 
f'R(!TCX::TtSTAS 
AcanJ.hamoet;~. ~-'ª-te• 1 ani i 
;nt~mo~_M. b_i st_Ql.1!.li.Q 
}"etr;Ell..:t,~na, !.b.!1.cmoohi 1 a 
Tetrahvmena pvr1formi?_ 
IJ!'..vtri_.;,b.ª- i?_ila" 

'ID'.!?.i~É.Qms brucei 
t_l_'!_SmCl.Qi_UI!) ~-\,031'...\!fil 

Jlictvo2t~lJ_\l~ di scoideum 
PJlygr:w!I P-º.l.Y.f.'!lP_D.ªl_L,l_m 

HONGOS 
~!!·~G.IJ.f'f..!J..ffiY~Ei?- ~r evi s \-ª.~ 
Saccharomvces carisberqensis 
2.~i;.Q?2Scharomyces !l.Q.!!!Q..!1. 
Thermomvce'§. L~\!~LÜ1_Q.?g'E, 
;'\spergjj.l_I,!,?_ n_i_gul a.ns 
ANH1Al.ES INllERTEBAADOS 
NemHodos: 
c_~~Q.9.!'.:lla_b.Qi_i:i s ei e~.2. 
Ea•Jinodermos: 
SirCJ~l'.l':él~~o.!;.rnt!!'E. Q.\!~Ur a tus 

Insectos: 
~gsophila 111elanogaster 
l!omº . .i...~. 111ori 

ANUW.ES YER1EJlRAll06 
Anfibios: 
Pl eurodel es wal tl i i 
Xenopus boreal is 
Xenopu!I tropical i ~ 
Xenapus laevis 
Avnt 
Gallus gal tus 

11alllfil!l'MI 
tlis tftU!ICU\U!I 

Ratu11 dot11Hticus 
Ho110 sapiens 

Shah, et ª1_ •• 1~53 

Shah. ~t ª1_. - 1!?82~ Sh~h. ~S:_ §'_~_ •• 1:;:;:: 
Nairn, tl !Í-·. 1988 

Nellen y Gal lwit:, 1982 
Edman tl ~.l.·• 1987: Hub:or, ei; al.,. 1967 
Cupp 1 es y Pe ar 1 amn, 1986 
Hiror.o, et ª1_., 1967 
K•ine v Soear. 1982 
Greslin, es_ al •• 1998 
Mahamed, tl ª1_,, 1988 
Wesseling, ~t ª1_,, 1988a: Wesseling, et ~., 
1'<98b 
Firtei, ~l ª1_,, 1'<79 
Nader, !"i ª1 ... 1'186: Gonzales-v-Merchand v 
Co~. 1'188 

Gallwitz v Seidel, 1980: Ng v Abelson, l~ao 

Ne! len .• et €'.l.·, 1981 
Mertins v Gallwitz, 1987 
Wi ldeman, 1'188 
Fidel. ~i ª-i_ .. 1988 

F'iles. tl al .. 1'<83; Kr3use. et ª-l" 1'188 

Cooper y Crain Jr., 198:?; AY.hurst, et ~J_., 

1967 

Fyrberg, et al., 1'181 
Mounier y Prudhomme, 1'186; Mounier, et ~., 

1997 

Khrestchatisky y Fontes, 1'197 
Cross, et al., 1'188 
Stutz y Spohr, 1'18'1 
Stutz y Spohr, 19119 

Fornwald, et !l·i 1'1821 Kost, et !.J.., 1'1831 
Chang, et al., 19851 Bergsea, !1. ll.. 1 1'185 

Chien-T1ung Hu, !!. !},., 1'186 
Zakut, et !l.·• 1'1821 Nudel, et al., lq93 
Ha111ada, !1. !.J.., 1'1821 U.y1••• et al., 1'1841 
Nakaji1111-1iJi1H, et !l.., \qB51 Erba, et 
al., 1'188 

•s=c=================•====================s=s========•=•sm•====•c============ 
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la proteina misma. Por otro lado, el estudio de las secuencias 

de los genes de actina, al igual que el de otras proteinas en 

eucariontes inferiores, aporta informaci6n acerca de su organi­

zaci6n gen6mica: familias génicas, numero de genes por 

proteina, numero y posici6n de exones e intrones en los genes, 

secuencias regulatorias, etc. 

Se han realizado estudios evolutivos comparando la posicion 

de los intrones en los distintos genes de actina. Se ha encontra-

do que el número y posición de estas secuencias no se conservan 

en los genes de especies distintas y ni siquiera en familias 

multigenicas de la especie a la que pertenecen. Por ejemplo g~ 

!!!&!n! tiene cuatro genes diferentes para actina: los cuatros 

genes presentan un intr6n después del cod6n 321, en el gen I y 

II dicho intr6n es de 52 bases, en el gen III es de 53 bases y 

en el gen IV es de SS bases. Por otro lado dos de ellos (genes I 

y III) presentan un intr6n de 48 bases después del cod6n 63; 

el gen II presenta un intr6n de 45 bases en el mismo sitio. El 

gen IV presenta adem~s, un intr6n de 2,081 bases después del 

codon 18 y uno mas de 56 bases después del cod6n 267 (Files, 

~! !!·, 1983; Krause, ~! !!., 1988). 

Zakut y colaboradores (1982) compararon la posici6n de los 

intrones en los genes de actina de frijol de soya y de la rata, 

observando la conservación de un •itio para un intr~n situado 

de•pu•• del codOn 150 en el frijol de soya y deapu6• del 

cod6n 151 en la rata. Con base en estos datos, su1ieren (aunque 

no excluyen la posibilidad de que se trate de una coincidencia) 

la existencia de un intrOn ancestral en el codOn 150 antes de 
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la separacibn entre animales y plantas. Esta idea es compatible 

con la hip6tesis de un gen ancestral comün a las plantas y a 

los animales. La secuencia de dos genes de actina en el hongo 

multicelular !~ 1~~~1!~~~~§ CWildeman, 1988) y en A. ~!9~1~~~ 

CFidel ~~ !1·· 1999) ha mostrado la presencia de S intrones en 

estos genes; tres de los cuales se encuentran en sitios conocidos 

en otros genes de actina de otras especies y dos en sitios que no 

se encuentran en los genes de actina estudiados. Por este hecho, 

Wildeman (1988) sugiere que estos genes pudieran ser muy simi-

lares a un gen ancestral de actina comün a todos los genes 

existentes. Este gen ancestral, como se ha propuesto, debi6 

haber presentado intrones en todos los sitios en los que actual-

mente existen en los genes de actina de las especies actuales. 
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Ol.JITIY011 

Como se mencion6 en los antecedentes, se conocen varios 

isotipos de actina en los vertabrados; se sabe incluso que cada 

clase presenta un numero diferente de isotipos. En cambio, la 

inf ormaci6n acerca de esta proteina en muchos Phyla de inverte­

brados es muy fragmentada. Por ejemplo, se carece de informaci6n 

al respecto de la existencia de isotipos de actina y se dispone 

de muy escasa informaci6n sobre su relaci6n estructural con la 

de los vertebrados. Este es el caso de los platihelmintos y en 

particular de los céstodos para los cuales se sabe poco acerca 

de su citoesqueleto y mucho menos de sus microfilamentos. Lumsden 

y col. (1982) han identificado, por técnicas de microscopia 

electr6nica, estructuras similares a fibras de actina en las 

paredes interiores de las microtricas del metacéstodo ?E!r2m~~!g 

!!!!!:l!!Q!:!Q!.Q!'!!! . 

Por otro lado el alto grado de conservaci6n de la actina a 

lo largo de la evoluci6n de los eucariontes (ver, Antecedentes: 

"Genética y evoluci6n de la actina"), permite el uso de sondas 

heterologas (obtenidas de otras especies lejanas filo­

cenéticamente) para la clonaci6n de genes de actina de una 

especie determinada. En consecuencia, el objetivo del presente 

trabajo consist16 en aislar y caracterizar los genes de actina 

de !.:. !2!!.Y!· 

Se carece 

1enc!ltica de los 

de la información ala elemental acerca 

c•atodoa; se desconoce el tamafto 

de la 

de BU 

1enbaa, numero y tama~o de cromosomas, organizaci6n 1eneral 

de los 1enes, seftales regulatorias, etc. En este sentido, la 
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caracterizaci6n de cenes de actina de !~ !21!Y! permitir' no 

s6lo analizar la secuencia de la proteina misma, sino también 

aportar! informaci6n sobre la estructura del gen6ma, asi como 

la posibilidad de establecer las metodologias para estudios de 

biologia molecular y de ingenieria genética en este organismo. 

Esto es especialmente interesante en la actualidad en que una de 

los principales objetivos en el estudio de la biologia molecular 

de los parasitos, es el desarrollo de procedimientos inmunopro-

fil~cticos que protejan a la poblaci6n en contra de infecciones 

causadas por estos organismos. La clonaci6n y expresión de 

proteinas antigénicas del parAsito, permitirá la obtención 

de estas poteinas en una mayor cantidad y pureza que la obtenida 

por métodos bioquimicos tradicionales. 

Finalmente, el diseNo reciente de programas de computo que 

aprovechan los datos de secuencias génicas en estudios evoluti-

vos, nos permitir~ utilizar la secuencia de los genes de actina 

para realizar estudios de inferencia filogenetica, en los taxa 

superiores de los platihelmintos. Aunque el presente tr~bajo de 

tesis no incluye esto dentro de sus objetivos, contribuye a 

establecer las bases para poder llevarlo a cabo. 

En base a lo anterior se plantean los siguientes objetivos 

generales: 

- Estimar el nóaero aproximado de secuencias de DNA rela-

cionadas a actina en el cen6aa de I~ !21!Y!· 

- Construir un banco de DNA 1en6mico de I~ !21!Y! en 

~!Sh!r!sh!! s2!! usando como vector el pllsmido pBR322. 
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- Clonar fragmentos de DNA cenomico, seleccionados por 

hibridizacion con una sonda de un gen de actina prove­

niente de ~~!~!nªmQ!Q! ~!~!!!!!n!!· 

- Caracterizar y secuenciar los fragmentos clonados para 

demostrar su homologia con genes de actina de otras espe-

cies. 

- Desarrollar un banco de cDNA a partir de mRNA de la e-

tapa larvaria de r~ ~2!!~~ (cisticerco). 

- Secuenciar parcialmente los cDNAs positivos a sondas 

correspondientes a secuencias de actina para obtener evi-

dencia de la expresi6n de actina en la etapa larvaria de 

La consecuci6n de estos objetivos permitirá: 

- El an~lisis correspondiente a la posición, numero y 

tamaño de secuencias intr6nicas y de las secuencias 

correspondientes a los exones. 

- El estudio de las secuencias regulatorias presentes en 

los cenes de actina de r~ !Q!!~!· 

- La determinación de la posible existencia de isotipos de 

actina en I~ !2!!~!· 

La b~squeda de homologia con otras secuencias de genes 

de actinas conocidas. 

- La determinación del uso de codones para los cenes de 

actina de I~ !2!!Y!· 

La comprobacibn de la expresi6n de actina en el cisti-

cerco de T. solium por •etodos de biolocia molecular e 

inaunol6cicos. 
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Cloning and sequencing of two actin genes from Taenia solium (Cestoda) 

Andrés Campos1, Philippe Bernard1', Alan Fauconnie~1 , Abraham Landa1, Erika 
Gómez1, Roberto Hemández2, Kaethe Willms1 and Juan Pedro Laclette1 

Dtporlmtnll o/ 11mmunology ond' Moluular Biology, lns1i1u10 dt lnusrisocionts BiomldicGJ, Univmidad Nacional Au1dnomo 
dt Mliico, Mtiico Cily, Muico 

(Rcccivcd 31 Augu•I 1989; acccplcd 15 Novcmbcr 1989) 

Gcnomic and cDNA actin clones were isola1ed lrom Tatnio 10/ium 1cnc librari ... 'l1lt actin 1cnes are inlenup1cd by in1ervening 
acquenccs. Pro1ein coding region• ol bolh gene• prcdicl lhe ume amino acid '"quence. cDNA '"quencc dala lndicale that at leasl 
onc aene is e1pressed at lhc larval s1age. Re1ults from Nonhern and Wc•lern blot• showed lhal T. 10/ium cipreues an ac1in tran· 
scripl ol aboul 1 .COO ba .. s and a prolein o! 45 000 Da. 

Key words: T•tni• 10/ium; Crnodc aclin DNA .. quencing; Gene cloning; cDNA cloning 

lntroductlon 

Actins are contractile proteins that have been 
preserved with few changes during the evolution 
of eukaryotic organisms ( 1, 2]. Actins are gener· 
ally coded by multigene families [3] although 
lower eukaryotic specics with single copy genes 
have also been found (4 - 6]. The number of ac· 
tin genes can vary in different species from 1 to 
more than 15. 

Human and porcine cysticercosis is a parasitic 
disease caused by the larval stage of Tatnia so· 
lium (Cestoda). The disease is endemic in severa! 
countries of Latín America, Africa and Asia. The 
actin genes were selected as an accessible model 

Corrapondtnct (pmtnr) oddrus: JUlll Pedro Laclcttc, Dcpl. 
o! Tropical Public Heallh, Harvard School ol Public Heallh, 
665 Huntinglon Avenue, Boston, MA 02115, lJ.S.A. 

"Pratnl '4dras: Labor11oirc de Gtnitique, lJnivemtt tJbre 
de BnPella, BlllllCb, Bcl¡illDI. 

Nt111: Nucleotide sequenct dala reponed in Ibis papcr have 
bcen aubmillcd to lht GenBank"" data bue with the acccs­
sloa Dlllllbcra M2ll996 (pAT5) and Mll997 (pAT6). 

AbbmlGJIOIU: J&G, immunopibulin clul G; Poi U, DNA 
polymcrase U; SSC, 11andard aallnc dtratc. 

for the study of protein coding genes in this or· 
ganism. We describe the cloning and sequencing 
of two actin genes from T. so/ium. Evid~nce is 
presented that al least one of the genes is ex· 
pressed at the larval stagc. 

Materlals and Methods 

Colltction o/ T. solium larvae. Cysticerci wcre 
dissected from skeletal muscle of naturally in· 
fested pigs and frozen immediately at -70"C, un· 
til use. The cysts were always obtained between 
2 and 6 h alter slaughtcr. 

Western blots. Crude extracts of T. so/ium or 
Tatnia crassictps cysticerci were obtained as de· 
scribed before {7]. Samplcs o~ about 100 l'8 of the 
crude extracts were electrophoresed throup po­
lyacrylamide gel in the presence of IOdium do· 
decyl sulfate (SDS-PAGE), usina 10% prepara· 
tive gels as described by Laemmli (8). 
lmmunoblotting was carried out 1ccording to 
Towbin ti ol. {9) on nitrocellulose membranes, 
using m:inoclonal antibodies to human actin. 
Molecular weights of protein bands were esti· 
mated using the molecular weight standards from 
Bio-Rad Laboratories. 

01'6-615ll90IS03"'41C1990 E!lacvicr Scieaa Pllbliahen B.V. (Blomt4ical Divlaioa) 
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lsolalion of T. solium DNA and RNA. 10 g of 
cysticerci were thawed in 100 mi of standard sa­
line citrate (SSC): 150 mM NaCl/15 mM sodium 
citrate, pH 7.0, and homogenized with a Tefton 
tissue grinder. Nuclear material was then col­
lected by centrifugation at 3 300x g for 20 min. 
The pellet was lysed at 50'C for 3 h in 0.5 M 
EDTAI0.5% Sarkosyl (w/v)/0.1 mg proteinase K 
m1- 1• The lysate was extracted 3 times with 
phenol, dialyzed against 1 mM EDTA/10 mM 
Tris-Ha, pH 7.5, and treated with 100 µI RNase 
A m1- 1• DNA was finally purified by ultracentri· 
fugation to density cquilibrium in CsCI. 

Total cellular RNA was isolated from cysti· 
cerci following an adaptation of the guanidine 
chloride extraction method [10) as described pre· 
viously [11). 

Southtm and Northtrn b/ot hybridizations. Re· 
striction fragments of T. solium DNA were trans­
ferred from 0.8 - 1 % agarose gels to nitrocellu· 
lose membranes following standard techniques 
[ 12). Prehybridization and hybridization were 
carricd out in 50% (v/v) formamidc/2 mM 
EDTA/0.2% (w/v) SDS/4x Denhardt's solution 
[13)/2x SSC/120 mM sodium phosphate, pH 7.0, 
at 37"C for 2 and 24 h, respectively. In Southern 
hybridizations the nick-translated [14) 2.4-kb 
Hindlll insert of an actin clone (pAA3) from 
Acanthamotba casttllanii was used as probe (15). 
The nick uanslation kit and the [ Q·32P)dA TP were 
from Amersham lnternational ple. 

For Northem bybridizations, total RNA was 
transferred from 6% formaldehyde/l % agarose 
gels [16) to Gene Screen membranes (NEN Re· 
search Products) according to the manufacturer's 
directions. After bein& air-dried, ali filler mem­
branes were baked at 65"C for 90 min in a vac­
uum oven. DNA:RNA hybridization conditions 
were as for Southem e1periments but using the 
455-bp BgRl - Xhol fragment of pAT5 as probe 
(see fra¡ment D in Fía. 1). Washina conditions 
for botb Southem and Northem hybridization1 
were: 0.2" (w/v) SDS in 0.1>< SSC for 2 b al 
37"C. Hybridiution bands were detected by au­
toradio¡rapby of the membr1ne1 usln1 intensify· 
in& screena. 

Construclion and scmning of a gtnomic /ibrary. 
T. so/ium genomic DNA was digested with EcoRl 
restrictihn endonuclease, ligated into dephos· 
phorylated plasmid pBR322' (17) and used to 
transform Escherichia coli cells MC1061 (18) by 
standard'procedures [19). 40 000 colonies were 
screened as described in [20) using the nick-trans· 
latell 2.4-kb insert from A. castel/anii actin clone 
pAA3, as heterologous probe [15). Hybridization 
conditions were as above, except that the bybrid· 
ization mili did not contain SOS. Two positive 
clones were isolated (pA T5 and pAT6) and used 
for further analysis. 

Construction and scretning of a cDNA library. T. 
solium poly(A)• mRNA was obtained by chro­
matography of total RNA through oligo(dT) cel· 
lulose (Sigma Chcmical Co.) [21). Double· 
strandcd cDNA was prepared using the cDNA 
synthcsis system from Amersham lnternational 
ple, based in thc mcthod describcd by Gluber and 
Hoffman [22). Double stranded blunt·ended 
cDNA was extracted with phenol/chloroform; 
precipitated with cthanol and methylated with 
EcoRI methylasc. EcoRI linkers (New England 
Biolabs, lnc.) wcre added befare ligation into 
>.gtll. The in vitro packaging was carried out us­
ing the Protoclonc 11.gtll system from Promega 
Biotec. The library was amplilied as plate lysales 
on agar and scrccncd according to Benton and 
Davis (23) with fragmer.t D of pATS as probc 
(Fig. 1). 

Nucleotidt stqutnct analysis. Selected restriction 
fragments from the 3.85-kb and 2. 7-kb inserts of 
pAT5 and pAT6 (Fig. 1) were subcloned !n both 
orienlations into the multiple cloning siles of 
M13mp18 and M13mp19 vecton [24). Cloned 
cDNA inserts were similarly trealed. Sequence 
was carried out with the Sequenase kit (United 
States Biochemical Corporation) and/or with the 
Taq DNA polymeruc kit (Stratagene) accordin& 
to lhe dideo1y chain termlnation method [25), us· 
in& eitber (Q·,'SJdATP or [Q·>ZPJdATP (Amer· 
sham). 

Analysi1 of the oblained sequences wu carried 
out in a microcomputer wilh the aid of the 1'111· 
tell Sequence Analysia System (lntemational 
Biotecbnolo¡ies, Jnc). 
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Results and Dlsclllllon 

Thc use of an hetcrologous DNA probe from 
A.castt//anii in Southern blot assays, allowcd de· 
tection of 3 to 8 scquences homologous to actin 
genes in the DNA from T. solium. This number 
or actin-related sequcnces is in agreement with the 
number of actin scquenccs in othcr eukaryot!c 
species ranging from 1 in simple eukaryotes [ 4 -
6) to more than IS in higher groups (3, 26, 27). 
Thus, T. solium possesses a small family of actin· 
related scqucnces. 

Characterization and nucleotide sequence of the 
actin genes. The rcstriction maps and scqucncing 
stratcgy of the pATS and pAT6 inscns were de­
duced by double digestions (Fig. 1). Both se· 
qucnccs (Fig. 2) indude coding regions for a 
complete 376-amino acid actin protein, a single 
intervening sequence per actin gene and untran· 
slatcd upstream and downstream ftanking re· 
gions. The prcdicted amino acid sequences from 
the two putative coding regions in pA TS and 
pAT6 are identical (Fig. 2). Amino acid residues 
in scquence are numbercd according to Vande­
kerckhovc (28). 

The coding region of both genes is interrupted 
by an intervening sequence beginning aftcr the 
codon for the amino acid 41. Thesc intronic se-

19 

quences are 395 bp long in pATS and 413 bp long 
in pA T6. Thc cxon·intron junction scqucnccs im· 
plicated in thc splicing of mRNA are similar to 
thosc found in other eukaryotic protein·coding 
split genes (29). The s· ·splicc junction scquences 
S'·CAGGTTAGT·3' in pATS and S'· 
CAGGTTGGT·3' in pAT6 are similar to thc 
conscnsus scquence of donor site S'~AGGT­
~AGT-3', proposed by Breathnach and Cham­
bon (30). Thc 3'-splicc junction scquences s·­
ccrcrrCTAGGG-3' in pATS and 5'· 
TITCCTCCAGGG·3' in pAT6 are similar to the 
conscnsus scquence of acceptor site 
S'·PyPyPyPyPyPyXfAGG~-3' (30). 
The upstrcam sequences S'·CCAAT·3' (position 
-126) and 5'-CCAAAT-3' (position -95) in 
pATS and S'-CCAAT-3' (position -130) in pAT6 
coincide with consensus sequences of CAA T box 
structures (31, 32). The upstream sequences 5'­
TATATAA·3' (position -71) in pATS and 5'· 
CATAAAT·3' (position -76) and S'-TA· 
TAAGA-3' (positión -S3) in pAT6 coincide with 
conscnsus sequences of TATA box structures (33). 
Putative recognition signals for polyadenylation 
of eukaryotic mRNAs (AAUAAA) (34) are 
prcscnt in pA T5 and pA T6 inserts 63 and 73 nu­
cleotides downslream from the stop codons, re­
spectively. 

p,ll1"5 ; ~ ,. i 
1 • • i ii 

~~~':::::':::::::::J!Will:i~~'l/.~q3l111 .... 1 
.. 

1111C::=:=:=:=::::::Jp...,.aaa-­

pAT6 

i....L.,, - --- -- ---. ... . . u; 1 u ¡ ¡;;¡ 
,,, ~'' ,, " - ---·- ------ .._QI .. 

FI¡. J. rauiction m ... and oequencin¡ 11r1te¡y of lhc T. 1oll""' ICtin acnomic clones pA n ud pA T6. Bolb ¡cnomic frqmenu 
("'°"11 u ban) werc doaed in lhc &oRI lite of pBR322. AnOYll indic11e lhc direction llld lbc e11cn1 of scquenccd DNA. Solld 
ban represen! thc proccin-codin¡ re¡ion llld lhc hltchcd oreo represcn11 lbe inuon scquencc1. Olbcr Smol lites in pA n llld 

HMlll litcs in pAT611e not lllowtl. FllJlllCDI D (from pATS) wu mcd u probc in 1evcl'll ClpCrimcnll (sce tcat). 
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•161 Jllll llCICCCCGCCAGIGl=TCCC!(GC(CAC~GIGCGCCAGCGGGCIAAAIC 

111HS CCArJffAGGCAATAGCGGfGAtTGCCCGTCCACTCTCC~GTACACGGJAAGGAGtG'G 

• 101 AtitGTGTliCGCGfGJ~JTTCW,W!GC'.ACATGATGGAGlGG~GCGCfTGGTGGGACACWTGGCACACfTGTCWGGCCACCACJ 
CAT~TAGCCAtCCCtAAATCT~CCGTGGGTCTTWGCATCGGwtr°TACGACTTGTGCTGTATCTGTATCCCCTC;;TCJi;CAAC 
• 1 • r 1 " ... l V V • 1 • 1 1 • e 1 A • , .. 1 • 1 .. , 1 A y , , ll 

1 AJGGGTGACWGUGlTCAGGCTCTCGTGCiTTC'.IWTINCJCCCCTATGTGCAM"CGGATTCCCCCGAGATr.ATGCTCCTCGIGCCGJCJTICCCT 
• , , , , , , , , ,, , , , ••• , , , , ,, , , • ,,,A,,,,, •• ,,,,,,,., .C,, ••• , , ••• , T •• G.,, ,,, , ,C, .C, ,C,,, •••• ,,., ,, , ., • , ,, •• 
1 1 V 1 1 P 1 1 41 

101 WJCGlTGr.ACGJCCUGTCAC~TT"'"'''''rcrcrucrncCGTATGCTCTCCATCfTAT•nCAcnGCtWTATAGCGGW 
,¡,,.,,,., 1, ,C •• T • , •••• .&.wi!!!i!TCfAffGCTCCfTCJCCTGJATACCC.CCGGGClUJGUGC.M'.AUTWGCTU'TATGAACCATAliC 

l01 CGAC&CTTACAT&AACCAACTACTMGTfGGAACCGfAGTATACifTGlG1ATAGTAGTTGATAltAGCfTGAJMTATJIT1'GllGGCAw.GTATCTGG 
GrTGCCGJGCAC&GCITCMTGTlrTJTAGCACTGfAGJTfATGTCAGCGTTAlr.ACAfffACGCfGACfGMlfAfGGGf&r.u.rUArrArcrr.aw 

J01 AtAGfAMffAMCA.TCCTAGAAGM:AAfct.aTATATTTMTCAGTCiAGGA.tGTGMGTT~TTTICCGCCACCCGJGCGTGCWACTC 

GGCIGA"""'. '. T Mi TtlGTAl"-'AGCT """ AGGGAGl T AGAJ '" '. TC GCutCJGfGCGJGCMGACTC rcrn T GGWG TCACAGl AA' 
401 TCJCCTGIWGfCAGTGTAACATAACTAJAGGAU.AJGGtCGCAAA~fAGTAACTffGAGAJAGGGACACTTAfCfCTTTCTIGCICJGCTJGGT 

tlACCIATAAGACMIGGCCATWGAWilGGfr.aGIGACTTTCIAGATAGAGATICrTATCICTTTCTfACGCfGCCTAGTr.tTCGWCCCWCli.IG 
••••••••••• ,,,, ••••• , 62 

S01 r.ACCCGWCCWCCGAGAGTfGATTTl~TGTCATGGT!iGCiCAIGGGCCAGAAGGA1AGC1AtGTCGGTGA1GAGGCGCAGlCCAUC 
AGGTAAllfTT~··•·•·••·•·•·•--••4..1.•••••• ,,,A.,,,,,,,,,, ...... C., •••• ,,f,,,, •••••.••••• ,,,,,,, 
1 1 f L T L 1 T P 1 1 1 1 1 W T 1 U 1 1 1 1 1 1 V 1 1 T I T 1 1 L 196 

601 GJGGIAlCCftACCCJGMG:U.CCCCA1CGAGCAtGGCATCGTGACGAACTGGGACGACATGr.aGA.IGAJCTGGCATCACACCTTCTAWCGAGC1GtG 
.... c .............................................................................................. . 

V • P 1 1 1 P V L L f 1 A P L 1 P 1 • 1 1 1 1 • f 1 1 • f 1 f f 1 129 
701 JGTCGClCCCGAGl'.AGCACCCAGTACTGCTGACTCilGGtGCCCiCTCAAtCCJAAGGCWCCGTGAGUGAlGACJCAAlTCATGJTCGACACATJWC 

T P 1 1 t 1 1 1 1 A W L 1 L Y 1 1 1 1 f T 1 1 1 L 1 1 C 1 1 V T 1 162 
801 ACCiCCCGCCA1'TAIGICGGCArtCACiGCAGJGCfGTCGCfCTACGCAYCfliGfCGJACCACTGGTA1CG1GC1CGACICW.TGICGGTGTCACIC.'CA 

.............. c .............................................................. r ..................... . 
1 1 P 1 T 1 C Y 1 l P 1 A 1 l 1 L 1 l A 1 1 1 L f 1 Y L • 1 1 L T 1 196 

901 GCGTGCCCA rcr ACWGGI r ACGCtrfGCCTCACCiCCA TCCTGCG' CTCliA rn"'' GG TCG'"" re TCAC 'GACT ACC TCA r GAAGA TCC TCACACA .................................................................................................... 
• • ' • , ' ' r • 1 • 1 1 ' 1 • 1 1 1 1 L e ' ' • L • , 1 • 1 • A 229 

1001 GCCCU,.CTIC1CGr1t.ACCACCACGGCAGAGCGTr.MA.1cti1GCGTGACAT~WGCTCTCCTATGTGGCTC1CGACTJCCAGCAtGAGATGGCg 

fAlllllLlllflLPlllVll lllllJICPllL 262 
1101 ACT GCf CiCCICtlliClCC '~ccr CGAGMIHCC r ACGAGC TGCCCGA' GG ltlCiG rea' CICCA TCGGCAMGIGCCiCT 1CCGT ri:cccrw' C1 e JCJ 

f 1 P 1 f L 1•11A1111 1 J f 1A1•1C1'1 1 1 1 O L r •296 
1201 TCCAGCC~rrccrGGGTAJGGMTCTGCGGGfATCCAC"-''"AC'"WCGCrArCATGUGTGCGITgfACIACAicci;yuGGATCICJACGC 

,.,,,,,J,,,,,, .............. ,,,,,,,, ... , ... A.,,,,,,,,., ... A •• ,,,,,,,,,,,,,,,G ........ , •• A.,,.,,,,,,, 

1 r V l 1 1 1 t r 1 r P 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 r 1 L 1 P 1 t 1 1 1 1 329 
IJOI tMCACTGTGTTG1CHi$CGGCACCACCllGTACCCAGGTAJ1GCAGACCGTATGCAGAAi;(.AGIJtlCCTCICIGGCGCCW:UCCAfGAlGITCAAG 

IWAPPlll,IWtllllllLAILlffll•tllllll l6l 
'401 ATAGfGGCGCUCCIUGACMIJICTCTITCTGGATCGCTGGCTCCATCCJTGCTTCACICICCA«TTCClt:CAGAJCfGGATCfa:MGCAGGlGT 

JllllPllWlllCf 176 
1I01 ~fCIGGCCCIGKATllffCAlaCMllCCffm•GCAClllCMCGICAGClllACCCllff-fCl.W:11Mfmcanrcocrr 

• •••• •• & •• , •• •••••••••C •• C., •••••• •••••• •••• GCGCIMllCAMICUCAllGICICTCICICCCllCll1CAGC,\ITCAlllAITI 
1601 lCCACACAClllCG51CM!MlCAll-llCllCCTTITCClCllllCCAAACTllTI 

rrmnal!r~rrc.tercrcar•rcr•mcrocCArCAGr'""'rCArCAGC 

Fi1. 2. nuclcolidc and prcdictcd 1111lno ICid scqucnc:a lrom lhc min11111randl ol die iatcfU In pAT6 and pAT5. Homoloao111 
polilions In lhc pro1cin-codin1 rcslon1 atc lndlca1cd by poin11. Pu111ivc 1c1ul11oiy clcmcnu: CAAT 1nd TATA bom: scqucnces 

ror ljllicifta and poly1dcnyla1ion ... WMlcrlinecl. 

E:xprt11lon o/ «tin in T. 1olium cyslicerci. A to­
tal protein extract from T. 10/ium cysticerci wu 
aubjected to SDS.PAOE and cransferred to ni· 
troceUulose membrane. Dctection wu carried out 
usina a monoclonal antibody aaalnst human ac· 
tin. Resulta show a sin¡le protein band with an 

apparent molecular wci¡ht of 45 000 (Fia. 3 ... ). 
The molecular wei¡llt of actin detected in che 
protein e.111ract of T. cras1ictp1 cyaticerci pve 
identical resulta. 'Ibis molecular wei¡llt is similar 
to actina from differenl spccics. The fact that thc 
accin of cysti<crá wu detected uain& monoclonal 
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Fia. 3. Elprcuion ol 1ctin in cysticcrci. (A) lmmunoblots ol 
1 crudo catract from T. 10/ium (lancs 1 and 2) or T. ""''ictps 
(lanu 3 and 4) using monoclonal anlibodics lo human aclin 
(lancs 1 1nd 3) or normal mouse lgG (Iones 2 1nd 4). (B) 
Nonhcm blol o! total RNA (JO 14g) lrom T. so/ium probcd 
with 10 uonic scqucncc (scc fragmcnt Din Fig. J) o! T. so· 
/ium 1ctin gene in pATS. Thc apparcnt lcngth ol thc tran· 
scripl was calculalcd using Trypanosoma criui rRNAs as rcf-

crcncc (36). 

antibodies specilic to human actin suggests that 
the epitope recognized by the antibody was pres· 
ent in the ancestral species of Bilateria. 

The occurrence of actin-related transcripts was 
analyzed through Northern hybridization of total 
RNA from T. so/ium cysticerci (Fig. 3B). The ex­
onic 4SS·bp fragmcnt D from pATS (Fig. 1) was 
used as a probe. Autoradiography showed a sin· 
gle hybridization band migrating as an RNA spe­
cies of about 1 400 bases. However, the presence 
of several actin mRNAs of undistinguishable 
length cannot be ruled out. This length is in 
agreement with the size of actin transcripts re· 
ported for other eukaryotic organisms ranging 
from 1 200 to 1 900 bases. 

Conslruction of lht cDNA librory ond scrttning 
f or actin 1ranscrip1S. The screeni~g of the 
oligo(dT)·primed cDNA library with the exonic 
fragment D allowed the isolation of three clones. 
These clones exhibited identical size insens of 
about 1 3SO bp, as estimated by electrophoresis. 
Additionally, partial sequencing of protein c:od· 
in& re¡ions of the three clones showed 100% ho-
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mology among themselves, indicating a common 
origin. One of the clones was sequenced from 7 
bases upstream from the initiation methionine up 
to 95 bases downstream from the stop codon 
TAA. Analysis of Ibis scquence showed 100% 
homology with the corresponding protein-encod· 
ing and non·translated regions of pA T6 . 

The absoiute homology among the cDNA 
clones and corresponding regions in pA T6 indi­
cates that this gene is expressed at the larval stage. 
Furthermore, the absence of the intervening se· 
quence in the cDNA inserts demonstrates the 
splicing event during expression of this gene 
member. 

The 100% homology among predicted amino 
acid sequences from the two genes of T. solium, 
as well as the conservation of regulatory se· 
quences, makes it likely that the coding region in 
pAT5 is also expressed in T. solium. lt is possible 
that the expression of these 1wo genes is devel· 
opmentally regulated as observed in other actin 
gene families. Evidence from experiments using 
the non-translated ftanking sequences as probes 
would appropriately answer this question. Future 
experiments will be performed to test this. 

The silent nucleotide substitutions among pATS 
and pA T6 are not homogt,neously distributed 
along the entire protein-coding sequences. Eleven 
(42%) out of 26 changes appear in the lirst exon 
which is only 126 bases (11 % of the protein·cod­
ing region) long. The higher conservation in the 
second exon cannot be explained by a particu· 
larly stringent selective pressurc on the portion of 
the protein encoded by these region of the genes. 
The occurrence of gene conversions between non· 
allelic actin genes, as proposed by Crain et al. 
[35), seems a more plausible explanation. 

The cellular and subcellular distribution of ac­
tin in taeniid cestodes is not known. The nucleic 
acid probcs as well as the antibody used here can 
be used as molecular tools to ascertain the 
expression and participation of actin in the cyto· 
skeleton and muscular tissue of this and other re· 
lated organisms. 
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COMENTARIOS FINALES. 

En el presente trabajo se describe la primera secuencia 

completa de dos genes de I_,_ 2Q1!!:!ID· Dicho estudio se llev6 a 

cabo utilizando corno modelo a la familia génica de actina. Las 

caracteristicas estructurales de dos genes de actina de I..:. 

§Q1!l:!IB se encuentran descritas en el articulo anexo. 

La caracterizaci6n y secuenciaci6n de estos genes ha 

permitido el estudio de algunos otros aspectos de la Biologia 

Mol~cular de este organismo. En base a los resultados obtenidos 

en el trabajo reportado en el articulo, se realizaron diferentes 

an~lisis que se presentan a continuaci6n. 

SOUTHERN BLOT. 

En la página 25 (publicaci6nl se describe un experimento 

ae hibridizaci6n tipo Southern en el que se enfrentaron DNA 

genornico total de J_,_ §Q1!!:!!!l digerido con diferentes enzimas de 

restri1:ci6n y DNA correspondiente a un gen de actina de fj__,_ 

~~~~~!!~~!! marcado con P-32. Aunque este tipo de analisis ne• 

permite determinar el número exacto de genes de actina; el 

número de bandas hibridizantes indican que .!..:. !!2li!:!!!! presenta 

·una pequeha familia multigénica de secuencias relacionadas a 

actina IFig. El. 

USO DI CODONIS IN LOI OINll DI ACTINA DI I~ !!!!~!· 

La secuenciaci6n parcial de las clonas del banco de cONA 

demostrar6 que el cen de actina clonado en pAT6 es expresado por 

el cisticerco de!~ solium <ver articulo). Por otro lado, se 

reporta la existencia (tanto en pAT6 como en pATS) de secuencias 
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Figura Es South9f'n blot gllllOtlico de DNA total de cisticerco de 
h. 1oliu• di99f'ido con dif9f'entH 1111donuclHHs de re1tricct6n e 
hibridizado con el inserto del plA1•ido pAA3, correspondiente el nen 
de actina de 6... cattellanii W'Cado rmioac:tiv-te con p32, 
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consenso para la regulacibn de la transcripción y aaduración 

del mRNA que pudieran ser funcionales. Estos datos apoyan la idea 

de que el segundo gen de actina clonado en pATS puede ser tam­

bien, un gen funcional. Un criterio m~s para apoyar esta idea 

es la comparaci6n del uso de codones entre una y otra secuencia. 

En base a las secuencias obtenidas de los genes de actina de 

T. solium se determin6 y compar6 el uso de codones entre estas 

secuencias (Tabla IIl. La tabla muestra que el uso de codones en 

el gen de actina clonado en pATS es pr•cticamente el mismo que 

el pAT6. Estos datos son una evidencia mas para apoyar la idea de 

que el gen clonado en pATS pudiera expresarse. 

llOTIPOI DI ACTINA IN I~ t2!!ua. 

Uno de los objetivos del trabajo de tesis consistía en 

determinar la existencia de isotipos de la proteína actina en 

I~ !2!!~~· Hasta el momento no se han encontrado isotipos de 

actina en ningün invertebrado estudiado. La presencia de tejido 

muscular en I~ !Q!!Y~ hace pensar en la posibilidad de que en 

este parlsito se encuentren al menos dos isotipos: actina ci­

topllsmica y actína muscular. Aunque en otros invertebrados con 

tejido muscular no se han encontrado dichos isotipos <Files, ~! 

!~·, 1983; Cooper y Crain Jr., 1982), era pertinente analizar el 

caso de I~ !2l!Y!· 

Para determinar la posible existencia de isotipos en !~ 

!~!!~! se realiz6 un anlli•i• por comparacibn de la secuencia 

de aminoácido• deducida a partir de la secuencia de DNA de los 

cenes de actina de I~ !2l!Y! contra otras secuencia• de ami-
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noacidos para esta proteina en diferentes especies (Tabla III). 

El analisis de la estructura primaria de la proteína 

actina de !~ ~~~!~~· reveló que la actina de este parásito 

presenta caracteristicae tanto citopláernicas corno musculares 

descritas para vertebrados (Vandekerckhove y Weber, 1978). Al 

igual que en otras especies de invertebrados (Cooper y Crain, Jr. 

1992), la actina de T. soliurn presenta un mayor numero de ami-

noacidos caracteristicos de actinas citoplAsmicas que 

musculares. De las 21 posiciones de aminoAcidos que distinguen 

entre actinas musculares y citoplasrnicas, 16 corresponden a 

actinas citoplasmicas (residuos 10, 16, 17, 76, 103, 129, 176, 

201, 225, 266, 278, 266, 296, 298, 357 y 364) y solo 3 correspon-

den a actinas musculares <residuos 106, 153 y 271), además 

presenta 2 aminoacidos que no son caracteristicos de ninguno de 

estos isotipos (residuos 162 y 259). 

HOVIMllNTO DI %Nfl0Nll IN OINll DI ACTZNA, 

El estudio de sistemas génicos codificantes para proteinae 

como la actina, tiene importancia desde el punto de vista evolu­

tivo. El hecho de que los genes codificantes para esta proteina 

presenten diferencias en cuanto al numero y posici6n de in-

trenes, tanto entre especies como entre los cenes de una misma 

familia multigénica (ver antecedentes), hace que el modelo 

1énico de actina sea particularmente interesante para el estudio 

del movimiento de los intrones. 
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Tilbla 111: Co11paraciCln de algunos il(lino•cidos di! la iirote ln a 
ilctina de L. soli1.111 con los de otras Ktinas conocidas. 
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El anAlisis comparativo del numero y posici6n de intrones 

en diferentes genes de una misma proteina, ha suscitado contro­

versia acerca del origen y posible funcion de estas secuencias. 

Existen dos maneras de explicar las diferencias entre los genes: 

una de ~llas propone que el gen ancestral de las actinas presen­

taba todos los intrones conocidos, algunos de los cuales se han 

ido perdiendo a lo largo de la evoluci6n (Gilbert, w., 1976; 

Shah, ~! ~!·, 1963; Gilbert, ~! ~!·• 1966); la segunda, apoya la 

idea de que los intrones se han adquirido en forma independiente 

(Cavalier-Smith, 1965; Dibb y Newman, 1969) y posteriormente, que 

algunos de ellos se han perdido. 

La idea de la existencia de un gen ancestral que incluyera a 

todas las secuencias intr6nicas conocidas, se basa en el concep­

to de dominio protéico (Darnell y Doolittle, 1966). Hasta el 

momento no se ha encontrado ninguna funci6n especifica de los 

intrones, excepto en los pocos casos en los que en ellos se han 

encontrado secuencias amplificadoras (enhancersl o secuencias 

regulatorias (Mercola, ~! !!·· 1963). Sin embargo, se ha propu­

esto que los .intrones pudieran ser secuencias cuya funci6n 

consista en separar dominios de una proteina y que a lo larco de 

la evolucion algunos de ellos ae han perdido sin alterar la 

expresion y estructura del producto final. 

Si consideraaoa la idea del cen ancestral y la extrapolamos 

a la actina, tendriaaoa que pensar en un aen con todos los in­

trones en las posiciones representadas en loa genes actuales. se 

conocen hasta el momento 22 posiciones diferentes de intrones que 

dividen la secuencia en diferentes axones. Por otro lado, se 
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tiene evidencia de la existencia de intrones para alcunos cenes 

de actina que no dividen la secuencia codificante y que se 

encuentran en las zonas que flanquean al gen (Tabla IV}. Dichos 

intrones son transcritos a mRNA y son procesados en la madura­

cion de esta molécula. 

En base a estos datos se decidi6 realizar un análisis 

filogenetico de la pérdida (delecionl y/o ganancia (inser-

cionl de 

estudiadas 

intrones 

los intrones en los cenes de actina en las especies 

hasta ahora. En el an~lisis no se consideraron los 

que se encuentran flanqueando al gen puesto que no se 

han buscado en muchos de los genes secuenciados. 

Como referencia se construyo un dendograma que incluye a 

las especies de las cuales se dispone la secuencia de DNA 

gen6mico correspondiente a genes de actina. El dendograma esta 

basado en la filogenia propuesta por Margulis y Schwartz (1976). 

Dicho dendograma es una construcci6n sin raices (Fig. F y Gl en 

donde unicamente se consideran las relaciones mas cercanas entre 

una especie y otr~. sin considerar el parametro tiempo. En el 

primer modelo se considero la existencia de un gen ancestral con 

todos loa intrones posibles y se tomaron en cuenta las potenc­

iales deleciones de estas secuencias a lo largo de la evolución 

(Fi&. F). En el se1undo modelo se consideraron primero las inser­

ciones de intrones y lueco las deleciones pertinentes de estas 

secuencias <Fic. Gl. En ambos modelos se lle1b a la distribu­

cibn actual de intrones (Tabla IV> en loa ¡enes de actina cono­

cidos. 
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El an!lisis mostr6 que la existencia de un cen ancestral 

que poseyera todos los intrones conocidos hasta ahora, implica la 

ocurrencia de 191 eventos, todos ellos deleciones. El modelo de 

ganancia y Perdida de intrones, implica 45 eventos de los 

cuales 21 son deleciones y 25 inserciones. 

Tomando en cuenta que en el segundo modelo existe menor 

número de eventos que en el primero, se consideró a éste, como 

el mas probable. 

Por otro lado, el segundo modelo apoya la idea de que el 

intr6n en posición 150 existió en un gen de actina antes de la 

separaci6n entre los animales y las plantas CFig. G) tal como 

fue 

esta 

propuesto por 

en contra de 

Zacut y colaboradores (1982). 

la idea de Wildeman (1988) 

Sin 

de 

embargo 

que !.:. 

!~n~g!nQ~~~ presenta diferentes intrones que pertenecieron a un 

gen ancestral de actina ya que este hongo multicelular posee in­

trones que no se encuentran en ninguna otra especie estudiada 

(exceptuando a ~.:. ni~Yl!D~) (Tabla IV). Este hecho se puede 

explicar facilmente con el segundo modelo por medio de la inser­

ci6n de estos intrones a lo largo del desarrollo evolutivo de 

estas especies. 

En base a el segundo modelo, el intrón situado después del 

cod6n 41, parece ser com~n a la mayoria de las especie• ya que 

se encuentra representado en plantas, honcos, protozoarios y 

animales invertebrados y vertebrados CFic. G). Esto indica que el 

intr6n en posición 41 debi6 haber existido en un cen de actina 

antes de la separacion de estos crupos, tal como se habia 

propuesto en un trabajo previo a esta tesis (Campos, 1988). 
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Existen ciertas dificultades para explicar la inserción de 

los intrones. Uno de ellos es que la inserci6n de estas secuen­

cias en un gen implica la existencia de un mecanismo enzirn6tico 

complejo que hasta ahora no se conoce. Por otro lado, la inser­

ción de los intrones no puede ser un evento debido al azar. Si 

la inserción de estas secuencias es un evento preciso, entonces 

se requiere de un blanco en el DNA que sehale el sitio de la 

inserci6n. Dicho blanco pudiera ser una secuencia especifica en 

el DNA. Las secuencias consenso que flanquean a los intrones y 

que forman parte de los exones adyacentes pudiera ser utilizada 

para la inserción de las secuencias intr6nicas (Mount, 1982; 

Dibd y Newman, 1989). 

CONVERSION GENICA EN !~ !Q!!Y!· 

Las secuencias exónicas de los genes de actina de L. §2!!JJID 

clonados en pAT5 v pAT6 constan de 1,128 bases de las cu~les 26 

11.77 ll difieren entre si. A pesar de estas diferencias en la 

secuencia codificadora no existe diferencia alguna en la secuen­

cia de amino~cidos para la cuál codifican. Esto se debe a que 

todas las diferencias entre uno y otro gen caen siempre en la 

tercera base del cod6n al que pertenecen. 

Un an~lisis de la distribución de estos cambios neutrales, 

demuestran, al contrario de lo que se esperarla, que las 

diCerencias no se encuentran homogeneamente distribuidas a lo 

larco de las secuencias codiCicadoras Cfic. H). Como se mencionó 

en el articulo, la conservación de la homologia del secundo 

ex6n en ambos genes no se puede explicar por una presión selec-
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tiva sobre el segmento de la protelna para la cull codifica. 

La comparacibn de la secuencia de este exon con respecto 

al primero, pareciera indicar que existe un mecanismo que pudiera 

estar remplazando la secuencia de un ex6n de alguno de los genes 

por el otro. Este fenomeno es conocido como conversi6n génica 

y sucede entre genes alélicos. Existe un caso, en los genes de 

actina del equinodermo ~~ E~rE~r!!~~. en el que se ha propuesto 

la existencia de conversion génica entre genes no alélicos 

(Crain, ~~ !!·· 1987). Este pudiera ser el caso tambien, de los 

genes de actina clonados en pATS y pAT6 de !~ §Ql!YID· 

La importancia del f en6meno de conversi6n génica entre 

genes no alélicos, reside en que a lo largo del tiempo estas 

secuencias permanecerian hom6logas previniendo la divergencia 

entre los miembros de esta familia génica. La conversi6n 

génica entre genes de actina podria involucrarse como una 

posibilidad para explicar la ausencia de isotipos de actina en 

invertebrados. 
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