Laboratorio de Genética Molecular

El Laboratorio de Genética Molecular ha sido punto de referencia nacional para la
formacidn de recursos humanos en las areas de genética y biologia molecular, aplicadas a
las distintas disciplinas de la biologia, la microbiologia y la medicina. El objetivo central de
la investigacion de este grupo es la organizacion gendmica y expresion genética en los
protozoarios parasitos Leishmania , Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli , abarcando
cuatro lineas fundamentales. La primera es el estudio de la organizacién y expresion de los
genes ribosomales. El clonamiento y caracterizacion del ADN ribosomal de estos tres
parasitos ha permitido identificar secuencias del espaciador intergénico que discriminan a
nivel de especie, en el caso de T. cruzi , a nivel de subgénero en Leishmania y grupos
dentro de la especie T. rangeli. Estas secuencias han sido utilizadas como herramientas
taxonomicas en el ensayos diagndstico de PCR que incluyen los parasitos Leishmania
garnhami , Leishmania mexicana , Leishmania braziliensis, T. cruzi y T. rangeli .

El analisis de la expresion de los genes ribosomales por la ARN polimerasa | se ha
concentrado en definir los elementos que controlan la terminacion de la transcripcion en
Leishmania . Hemos identificado un elemento de 233 pb con actividad de atenuacién de la
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transcripcion, independiente de la orientacion. Producto de este trabajo se han derivado
vectores de expresion en Leishmania los cuales han permitido la expresion in vivo de la
proteina de fluorescencia verde (GFP) y la proteina de fluorescencia roja (DsRed) en
Leishmania . Estas herramientas han sido aplicadas al estudio de la relacién hospedador-
parésito especificamente en la interaccion insecto vector-promastigote. Siguiendo esta
misma linea, recientemente hemos logrado expresar estos marcadores fluorescentes en
formas epimastigotas de T. cruzi y T. rangeli e iniciado el estudio del desarrollo de estos
parésitos en el hospedador invertebrado.

El estudio de los genes que codifican para enzimas de las vias glicoliticas, en particular los
genes para piruvato quinasa y fosfofructoquinasa, constituye la segunda linea de trabajo. El
estudio involucra la caracterizacion bioquimica de estas enzimas, asi como el clonamiento,
organizacion gendmica y estudio de los mecanismos que controlan su expresion genética a
los diferentes niveles en los dos estadios del ciclo de vida del paréasito.

La tercera linea de investigacion se enfoca en el estudio de la organizacion de la estructura
de las regiones teloméricas y subteloméricas en el género Leishmania y Trypanosoma.

En este sentido se han disefiado estrategias novedosas para su clonamiento, obteniendo con

éxito secuencias teloméricas para L. donovani, T. cruzi y T. rangeli las cuales han sido
caracterizadas . La especificidad de especie de las regiones subteloméricas ha sido la base
para el desarrollo de nuevas pruebas de PCR para la identificacion y el diagndstico de estos
agentes patdgenos

La cuarta linea de investigacion es de reciente desarrollo. Hemos abordado el analisis
molecular de la interaccion parasito hospedador en el modelo T. cruzi/T. rangeli/
triatomino. Ambos protozoarios comparten hospedadores vertebrados e invertebrados, sin
embargo T. cruzi causa la enfermedad de Chagas y T. rangeli no es patdgeno en humanos.
En el vector el desarrollo de T. cruzi se limita al tubo digestivo mientras que T. rangeli
invade hemolinfa, hemocitos, glandulas salivares y es transmitido por inoculacion. Hemos
llevado a cabo la construccion de genotecas de sustraccion en dos direcciones, entre estas
dos especies de Trypanosomas, con la finalidad de identificar genes de expresion
diferencial que pudiesen estar asociados a las interacciones especificas de cada uno de estos
parasitos con sus hospedadores vertebrado e invertebrado. En la actualidad llevamos a cabo
la caracterizacion y secuenciacion de los 521 clones obtenidos (245 clones de T. rangeli y
276 clones de T. cruzi ) .

Considerando la urgente demanda en técnicas de diagnostico con alta especificidad,
sensibilidad y pronta respuesta, hemos abierto una linea de trabajo centrada en la aplicacion
de nuevas tecnologias de diagndstico, comunes para diferentes agentes infecciosos de
interés en salud publica, basadas en amplificacion de ADN en tiempo real. Como desarrollo
piloto hemos adaptado al sistema PCR en tiempo real las pruebas de PCR para Leishmania
(Viannia) y Trypanosoma cruzi inicialmente desarrolladas en nuestro laboratorio en
formato tradicional , y hemos iniciado la incorporacion de ensayos para el diagndstico
simultaneo de Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae y Neisseria meningitidis
en muestras de nifios provenientes del Hospital J.M. de los Rios y Hospital Universitario.
Esta ultima iniciativa esta destinada a fortalecer la transferencia de nuevas tecnologias



desde grupos de investigacion basica a centros de referencia comprometidos con el sistema
de salud publica nacional.
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