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Acercamiento a los estudios actuales sobre
el filo Tardigrada y su importancia en
la medicina
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Resumen

La siguiente revision permite obtener una vision global de los diferentes estudios que se
han llevado a cabo en la actualidad respecto a los tardigrados, principalmente a nivel
molecular y genético. Los documentos consultados permiten un acercamiento a la anatomia
del Tardigrado y al proceso de criptobiosis, asi como a la taxonomia tradicional. Posterior-
mente, se abordan la genética y la biologia molecular del Tardigrado, y se recopilan algunos
de los resultados obtenidos respecto a su genoma, teniendo en cuenta genes o fragmentos
secuenciados reportados en GenBank y estudios cromosémicos, con referencia a los
métodos de extraccién de ADN, taxonomia molecular, construccion de bibliotecas de
ADNCc y evolucién-filogenia.
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Title

Current studies on phylum Tardigrada and its importance in medicine

Abstract

The following review allows a general vision of different studies that have been performed
on Tardigrades, mainly those related to molecular biology and genetics. In general, this
document shows some aspects on Tardigrade s anatomy, cryptobiosis processes and the
methodology of traditional taxonomy. Then we follow with some of the findings reported
on the genetics and molecular biology of Tardigrades, taking into account sequenced genes
or fragments reported in GenBank and chromosomal studies, likewise, with reference to
DNA extraction methods, molecular taxonomy, cDNA library construction and phylogeny-
evolution.
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Introduccion

Los tardigrados, u “osos de agua”,
son micrometazoarios hidréfilos. La
longitud de su cuerpo varia entre 50
um (en ejemplares juveniles) a 1.200
um (en adultos), excluyendo el lti-
mo par de patas. Estos organismos
estdn ampliamente distribuidos y mu-
chas especies son cosmopolitas. Sus
hébitats son principalmente semiacud-
ticos, como las peliculas de agua en
musgos, liquenes, plantas hepaticas y
ciertas angiospermas. Otros viven en
el mar profundo o en las orillas, sobre
algas, asi como en agua dulce[1]. Las
especies marinas son mas variables en
sus formas corporales y en su apa-
riencia, y generalmente, exhiben baja
densidad de poblacién con alta diver-
sidad de especies. Poseen dos formas
de reproduccién: sexual y por parte-
nogénesis[2]. Son oviparos y, gene-
ralmente, se alimentan de fluidos
dentro de células animales o vegeta-
les, perforando las paredes celulares
con un par de estiletes orales[1].

Las dos caracteristicas que les han
dado importancia a estos animales
para su estudio, son su capacidad de
sobrevivir a ambientes extremos y su
posicién filogenética dentro de la evo-
lucién. En cuanto a la primera, cuan-
do los tardigrados estdn rodeados por
una pelicula de agua permanecen ac-
tivos, pero, si las condiciones ambien-
tales cambian de manera desfavorable,
pueden entrar en un estado latente co-
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nocido como criptobiosis, del cual
existen varios tipos: anhidrobiosis (de-
secacion), criobiosis (bajas tempera-
turas), anoxibiosis (falta de oxigeno)
u osmobiosis (cambios en la sali-
nidad)[2, 3].

Hasta hace muy poco eran consi-
derados como uno de los grupos de
protostomos menos conocidos[2]. Sin
embargo, en los dltimos afios el inte-
rés en estos organismos y sus capaci-
dades excepcionales ha crecido en
gran medida. En especial, se han rea-
lizado investigaciones con respecto a
la identificaciéon de nuevas especies,
distribucién[4-7], relaciones filogené-
ticas [8-23] y, efectos fenotipicos y
bioquimicos involucrados en la crip-
tobiosis[3,24-32]. A nivel molecular,
mas alld de los estudios filogenéticos
se conoce muy poco[33]; s6lo recien-
temente los tardigrados estdn siendo
objeto de investigacién en estudios
moleculares[34].

El propésito de esta revision es pre-
sentar una vision global de los diver-
sos estudios que se han llevado a cabo
respecto a estos animales, con miras
a ilustrar el gran potencial que encie-
rra su estudio en el contexto de la ge-
ndémica.

Aspectos generales

Los tardigrados poseen una anato-
mia muy interesante. Su longitud cor-
poral es frecuentemente de menos de
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un milimetro y se encuentran dividi-
dos en cinco segmentos con cuatro
pares de patas, cada una de las cuales
termina usualmente en garras, discos
de succion o en ambas formas[15]. Su
cuerpo presenta simetria bilateral. Tie-
nen un sistema digestivo completo y
la cavidad corporal esti llena de un
fluido tipo hemocele que cumple fun-
ciones en la circulacién y la respira-
cién. El sistema nervioso consiste en
un cerebro dorsal lobulado y un cor-
doén nervioso ventral (2,35). La ma-
yoria son transparentes; sin embargo,
se han observado algunos rojos, otros
café, amarillos, blancos, verdes o na-
ranja, color producto de los elemen-
tos de su dieta.

Uno de los aspectos més llamati-
vos de los tardigrados es que compar-
ten varias caracteristicas morfoldgicas
con tres grupos filogenéticos diferen-
tes conocidos como artrépodos,
nemétodos y Onichophorans (tabla 1).

Esto ha dificultado en gran medida la
clasificacion filogenética de los tardi-
grados pero, a su vez, los ha hecho
mas importantes en cuanto a los estu-
dios evolutivos.

Por otro lado, aunque los tardigra-
dos son organismos multicelulares,
poseen un limitado nimero de célu-
las, el cual es casi constante en cada
especie, aun si la mitosis ocurre en los
tejidos somdticos del adulto[36]. Es
decir, durante su crecimiento somati-
co mantienen el nimero de células en
la mayoria de los tejidos. Los tardigra-
dos consumen energia incrementando
el tamafio de su cuerpo, principalmen-
te con el incremento del tamafio de las
células (no del nimero) y producien-
do nuevas estructuras cuticulares (cu-
ticula, garras, tubo bucal y placoides)
durante cada muda[37]. Se considera
que el nimero de células se encuentra
alrededor de 40.000 [38].

Figura 1. Se muestran algunas partes de un eutardigrado. A) Estiletes. B) Bulbo
faringeo con macroplacoides. C) Garras. D) Tubo digestivo. Barra de 50 um.
Microscopio de luz compuesto, 400X.
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Tabla 1
Caracteres morfologicos que comparten los tardigrados con Arthropoda,
Nematoda y Onychophora

Tardigrados con

Arthropoda y Onychophora

Nematoda

Locomocién por medio de piernas
Presencia de ojos

Reproduccion: oviparos y monosexuales
(Dioceus)

Ecologia: terrestre y acudtica

Cavidad del cuerpo Pseudoceloma
Esqueleto hidrostatico

Tubo digestivo completo

Ausencia de sistema circulatorio
Reproduccion: monosexuales (Dioecius)
Ecologia: terrestre o acudtico

Criptobiosis

Este proceso se caracteriza por ser
un estado latente donde el metabolis-
mo, la reproduccién y la senescencia
se reducen o cesan temporalmente[2],
que permite una increible tolerancia a
una variedad de extremos ambientales
tales como sequia, temperaturas de -
273°C a 151°C, vacio, altas presiones
alrededor de 600 MPa en perfluoro-
carbono[39], radiacién[32,40-42] y
quimicos, que incluyen alcoholes y
metilbromuro.

Con respecto a los procesos de
osmobiosis y anoxibiosis, éstos no se
han estudiado tan profundamente
como la anhidrobiosis. El primero co-
rresponde a un estado criptobidtico
inducido por bajas tensiones de oxi-
geno en el agua. El tardigrado queda
inmovil, transparente, rigido y exten-
dido debido a la absorcién de agua
resultante de la pérdida de control
osmoético. No obstante, el organismo

puede recuperarse si el tiempo en
anoxibiosis no excede de unas pocas
horas a 3 a 5 dias (con algunas excep-
ciones). La osmobiosis ocurre cuan-
do las presiones osmoticas son
elevadas y existe un detrimento de la
actividad del agua en la superficie del
animal. Los tardigrados colocados en
solucién salina forman toneles contrai-
dos y algunos se vuelven turgentes.
La actividad se recupera al volver a
las concentraciones osméticas norma-
les[2, 35].

Cuando se presentan procesos de
criobiosis (respuesta a bajas tempera-
turas) o anhidrobiosis (deshidrata-
cién), la respuesta de los tardigrados
es muy parecida fisiolégicamente. A
medida que el ambiente va cambian-
do, el animal contrae y retrae la cabe-
za y las patas, tomando la forma de
barril o el estado conocido como to-
nel. Hay que tener en cuenta que la
tasa de deshidratacién debe ser lenta
para asegurar la supervivencia y el
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retorno a la vida activa con la adicién
de agua[35]. Existen varias hipdtesis
respecto a qué mecanismos emplean
estos organismos para protegerse de
las condiciones ambientales desfavo-
rables. Una de ellas es la del “remplazo
de agua” que se basa principalmente
en que los componentes polihidroxi-
licos, como la trealosa, remplazan la
capa de agua que rodea las macro-
moléculas[29], alterando las propie-
dades fisicas de la membrana de
fosfolipidos y estabilizando las mem-
branas secas en los organismos anhi-
drobidticos[35].

Aunque los disacdridos, y en parti-
cular la trealosa, parecen ser especial-
mente importantes en el mantenimiento
de la estabilidad estructural de las cé-
lulas y se ha probado que en muchos
organismos anhidrobiéticos en esta-
do seco se induce su produccién[3],
varios autores han concluido que en
estos mecanismos de proteccion ce-
lular no sélo estdn involucrados es-
tos azucares, sino que deben entrar
otras moléculas que ayudan a preser-
var o a reparar las membranas, pro-
teinas y ADN del dafio ocasionado
por el ambiente. Esto lo demuestran
Schill er al.[29], quienes establecie-
ron que la transcripcién de la
isoforma 2 de la proteina de choque
térmico HSP70, se induce significati-
vamente en la transicién entre el es-
tado activo y el criptobidtico, lo que
resulta en un nimero de copias com-
parativamente alto de ARNm y, tam-

bién, durante la criptobiosis de Mil-
nesium tardigradum.

En cuanto a radiacion, se ha demos-
trado que el tardigrado puede resistir al-
tas dosis, entre 4.400 a 5.000 Gy —rayos
gamma— y 5.200 a 6.200 Gy —iones
pesados— en estado tanto deshidratado
como hidratado, pero radiaciones ma-
yores a 1.000 Gy los hace estériles con
M. tardigradum[41]. De esta misma for-
ma, Jonsson et al.[40] demostraron que
los tardigrados de la especie Richtersius
coronifer son capaces de sobrevivir a
radiaciones gamma entre 0,5 y 1 kGy,
y continuar sus ciclos de muda y pro-
duccién de huevos aunque estén irra-
diados; pero, en dosis superiores a 1
kGy, su frecuencia disminuye. Los au-
tores también comprobaron la inferti-
lidad de los organismos expuestos a
radiacion. Dichos resultados les per-
mitié sugerir que la tolerancia a la ra-
diacién no se debe a protectores
bioquimicos conectados con el esta-
do desecado, sino que podria basarse
en un eficiente mecanismo de repara-
cién del ADN, cuya naturaleza es ac-
tualmente desconocida. Asimismo,
Jonsson y Schill[32] sugieren que las
proteinas de choque térmico HSP70
pueden estar involucradas en el siste-
ma fisiolégico y bioquimico inheren-
te a la tolerancia a la desecacion y la
radiacion en tardigrados, y cuyo rol po-
dria estar conectado a procesos de repa-
racion posteriores a la desecacién, mas
que a la estabilizacién bioquimica en el
estado seco.
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Teniendo en cuenta los resultados
de las diferentes investigaciones, co-
bran importancia los mecanismos de
reparacién posteriores al estado
criptobidtico, los que por si mismos le
permiten al organismo recuperarse
muy ripida y eficientemente, y de los
cuales atn no se conoce cémo fun-
cionan; sélo se sabe que algunas pro-
teinas como las HSP70 podrian estar
directamente relacionadas con este
proceso en los tardigrados.

Los sistemas de reparacién del
ADN actdan en el mantenimiento de
la integridad del genoma respecto a
errores de replicacién, aspectos am-
bientales y los efectos acumulativos
del tiempo[43]. El estudio de estos sis-
temas de reparacién genética es muy
importante debido a que sus deficien-
cias en humanos pueden llevar a en-
fermedades como el xeroderma
pigmentosum, la tricotiodistrofia, el
sindrome de Cockayne, la anemia de
Fanconi, la ataxia telangiectasia[44],
el sindrome de Bloom y el cincer
colorrectal hereditario (hereditary non-
polyposis colon cdncer, HNPCC)[43].
Debido a esto, dichos sistemas han sido
bastante estudiados en varios organis-
mos modelo, pero principalmente, en
procariotas como Escherichia coli[45-
47]. También otros microorganismos
con eficientes sistemas de reparacién
se estdn estudiando en este mismo sen-
tido, como la bacteria Deinococcus
radiadurans|[48], resistente a los da-
fios producidos por rayos ultravioleta,
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radiacién ionizante, quimicos t6xicos
y desecacién. Sin embargo, aunque se
ha logrado elucidar muchos de los
mecanismos involucrados en la repa-
racién del ADN procariota y eucariota,
aun falta establecer varios de los fac-
tores implicados en los procesos. Ade-
mds, es importante tener en cuenta
que, aunque muchas de las vias de
reparacion del ADN pueden ser simi-
lares en organismos procariotas y eu-
cariotas, como la reparacién de
escision, este proceso en células eu-
cariotas podria ser mucho mas com-
plejo que en las bacterias debido a la
estructura de la cromatina, la cual pue-
de afectar tanto la distribucién del
dafio en el ADN como su accesibili-
dad a enzimas de reparacién[49, 50].

Los estudios en D. radiodurans
han demostrado que la resistencia a la
radiacién ionizante estd funcionalmen-
te ligada a la tolerancia a la deseca-
cién[3], lo cual podria decir que la
mayoria de procesos involucrados en
la resistencia a condiciones extremas
de cualquier tipo, estarfan directamen-
te relacionados con la reparacién efi-
ciente del ADN. Sin embargo, de los
genes que se conocen en E. coli y
otros procariotas, relacionados con
este proceso, D. radiodurans solamen-
te posee algunos de éstos, por lo cual
Liu et al.[47] sugieren que el fenotipo
de resistencia de la bacteria puede atri-
buirse a vias o genes atin desconoci-
dos. En su investigacién, haciendo uso
de microarreglos genéticos los auto-
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res pudieron determinar algunos de los
genes involucrados en el proceso ya
conocidos (Rec A), y algunos nuevos
(DR0O070) que presentaban actividad
trascripcional después de la irradiacién
ionizante. En un estudio més reciente,
Zahradka et al.[51] lograron describir
dos etapas relevantes del proceso de
reparacion del ADN de D. radiodu-
rans, donde establecieron que mediante
el mecanismo ESDSA (extended
synthesis-dependent strand annealing)
la bacteria realiza una sintesis extendi-
da de las dos cadenas de ADN que han
sufrido rupturas de doble cadena
(double strand breaks) por radiacién
ionizante. Y, en la segunda etapa, pa-
rece que involucra entrecruzamiento
dependiente de RecA. No obstante, los
autores aducen que muchos detalles
de este mecanismo aun no han sido
clarificados. Por ejemplo: ;cémo pro-
mueven las proteifnas involucradas una
reparacion eficiente y de alta fidelidad
a diferencia de otros organismos? La
precisiéon con que reparan su ADN
dichas bacterias es objeto de muchas
hipdtesis.

Todo lo anterior nos lleva pensar
que el campo de la investigacion de
mecanismos de reparacién del ADN
es bastante amplio y aun incierto. Los
tardigrados podrian ser muy intere-
santes, debido a que se partirfa de un
modelo ancestral evolutivo eucariota,
con un eficiente sistema de repara-
cién, mas cercano al hombre que los
procariotas. Asimismo, los resultados

encontrados en los diferentes estudios
permiten reflexionar respecto a si
existen homoélogos de las proteinas,
genes o vias encontradas en Saccha-
romyces cerevisie, D. radiodurans y
E. coli, y si éstos son de alguna ma-
nera diferentes. Hay otro aspecto que
es importante tener en cuenta: D. ra-
diodurans, al igual que otros
procariotas, produce muchas copias
idénticas de sus cromosomas duran-
te la division celular, que se pueden
usar como ADN patrén para recons-
truir el ADN dafiado[52], aspectos
que generan cuestionamientos como
el siguiente: si los tardigrados usaran
los mismos mecanismos que D. ra-
diodurans, jposeerian suficientes
copias de los cromosomas para usar-
los como ADN molde? Por otro lado,
se sabe que en las levaduras existe
una via de respuesta global a nivel
de activacién trascripcional; sin em-
bargo, en humanos no es asi, debido
a la heterogeneidad de las células de
mamifero. En tardigrados, ;/la via de
respuesta serd global o especifica para
un grupo de células?

Teniendo en cuenta lo anterior, se
puede decir que la criptobiosis en tar-
digrados y otros invertebrados se
caracteriza por varios eventos impor-
tantes que aln permanecen bastante
indefinidos[29]. Sin embargo, en la
actualidad este campo de estudio se
ha convertido en un 4rea de investi-
gacién muy importante, cuyas princi-
pales aplicaciones serian dirigidas
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hacia la industria médica y alimenta-
ria[3]. Ademas, es primordial resaltar
el proyecto TARDIS liderado por el
Ingemar Jonsson de la Universidad de
Kristianstad, en colaboracién con
“Biopan-6 research platform” de la
European Space Agency (ESA), que
estd evaluando la habilidad de los
tardigrados en estado anhidrobidtico
de sobrevivir bajo condiciones espa-
ciales abiertas (vacio y radiacién so-
lar) (més informacién en http://
tardigradesinspace.blogspot.com).

Taxonomia tradicional

La taxonomia tradicional es una
ciencia que permite clasificar los orga-
nismos en grupos, teniendo en cuenta
las caracteristicas fenotipicas[53]. Se-
gtin Kinchin[54], el estudio sistemati-
co de los tardigrados a un nivel
especifico implica que las especies se
diferencian por caracteristicas diminu-
tas las cuales son dificiles de observar

387

y escasas. Otra dificultad surge del
poco uso que se puede hacer de carac-
teristicas cuantitativas, ya sea debido a
que muchas estructuras son flexibles y
éstas asumen una variedad de posicio-
nes que hacen la medicién imposible,
0 a que otras estructuras, como el bul-
bo faringeo, se pueden deformar por la
presion de la ldmina cubreobjetos, o por
los medios de montaje que se usan nor-
malmente con tardigrados[54].

Teniendo en cuenta las caracteris-
ticas morfoldgicas externas de los tar-
digrados (forma de las garras o discos
de succién, cuticula, apéndices
cefélicos, aparato bucal y estructuras
reproductivas), se han establecido,
segun Nelson[2], dos grupos taxond-
micos principales: los heterotardigra-
dos y eutardigrados. Estas dos clases
se han dividido en cuatro 6rdenes y
éstas, a su vez, en familias, con base
tanto en caracteres morfolégicos como
en su habitat (figura 2).

- Especies marinas (una excepcion). Poseen cirro mediano en la cabeza,. piemas
Arthrotardigrada telescopicas con 4-6 digitos con garras complejas y /o discos succionadores.

Heterotardigrados

Especies principalmente limo- terrestres con armadura cuticular. Algunas marinas y

ofras de agua dulce sin armadura con piernas telescopicas llevando 13 garras. Citro A
siempre presente. Familia echiniscoidiadae,. Oreellidae,. Carphaniidae,. Echiniscidae.

LR L0 GRS, =2 Ul e LT (o

Especies sin armadura, principalmente lime- terrestres v de agua dulce con unas pocas marinas. No
Parachela digitados. Familia Macrobiotidae, Calohypsibidae, Echypsibidas, Microhypsibiidae, Hypsibiidag

Eutardigrados

| Apochela I-I Especies sin armadura) terrestres. Extremidades sin digitos y cirro medio y A ausente.
Familia Milnesiidae

Figura 2. Esquema basado en la descripcion taxondmica de Nelson, 2002, (Scuster et al.,
1980) y Kinchin, 1994. Primera columna: clases; segunda columna: érdenes. No se tuvo
en cuenta la tercera clase desaparecida: mesotardigrada.
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Arthrotardigrada

Especies marinas (una excepcién).
Poseen cirro mediano en la cabeza,
piernas telescépicas con 4-6 digitos
con garras complejas o discos succio-
nadores.

Especies principalmente limo-terres-
tres con armadura cuticular. Algunas
marinas y otras de agua dulce sin arma-
dura, con piernas telescépicas que lle-
van 13 garras. Cirro A siempre presente.
Familia Echiniscoidiadae, Oreellidae,
Carphaniidae y Echiniscidae.

La clase heterotardigrada se ca-
racteriza por la presencia de apéndi-
ces cefdlicos, en tronco y patas. El
gonoporo se encuentra separado del
ano, carece de tubulos de Malpighi y
posee estructuras cuticulares en forma
de barra[2]. Un ejemplo de estos or-
ganismos se puede observar en la fi-
gura 3, donde se muestra claramente
la estructura de la armadura de un
miembro de la familia Echiniscidae.
Las caracteristicas de cada placa dor-
sal, el tamafio del organismo, la au-
sencia o presencia y el largo de
apéndices y cirros, la forma y nimero
de las garras, el color, la forma y or-
ganizacion de las estructuras en la cu-
ticula, entre otros aspectos, permiten
a los investigadores identificar las es-
pecies.

En Colombia se han encontrado
varios organismos representantes de

cada clase, heterotardigrada vy
eutardigrada[55-57].

En cuanto a los eutardigrados, las
garras, muy variables en forma, son lo
mads importante entre las estructuras
externas visibles para la identificacion
de taxones[54]. En forma general, és-
tas se han clasificado en garras tipo 2-
1-2-1 (Hypsibidae y Calohypsibidae)
y 2-1-1-2 (Macrobiotidae). La cuticula
puede ser suave, granulada o con tu-
bérculos, y puede o no tener poros. Las
extensiones cuticulares son menos exa-
geradas que las de heterotardigra-
dos[54]. La estructura bucal también
juega un rol importante para su identi-
ficacion, teniendo en cuenta la anato-
mia interna y externa de la misma. Por
otro lado, también la forma, la estruc-
tura y el color de los huevos son deter-
minantes en la identificaciéon de las
especies.

Como se puede observar, a grandes
rasgos la identificacién de especies de
tardigrados o invertebrados por su
morfologia es una tarea bastante difi-
cil, ya que se requiere de mucha expe-
riencia en cuanto a los montajes de las
laminas para realizar las diapositivas
(debido al pequefio tamafio y estructu-
ra de los organismos), conocimientos
de las caracteristicas morfoldgicas e
inversion de bastante tiempo. Ademads,
segtin Schill y Steinbriick[58], estos
organismos poseen un alto grado de
plasticidad fenotipica que podria no
permitir una identificacion definitiva de
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Figura 3. A. Heterotardigrado. Barra: 40 um. Adulto, 400X. Microscopio confocal
Olympus IX81 FV 1000. Autofluorescencia —laser de dos canales + DIC (1) Placa frontal.
(2) Escapular. (3) Par de placas 1. (4) Par de placas 2. (5) Placa terminal. (M) Placas medias.
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las especies, en algunos casos. Dicha
plasticidad también se observa en di-
ferentes etapas de la vida, por lo cual
es dificil establecer su identidad en eta-
pas tempranas. Por dltimo, es impor-
tante tener en cuenta que el nimero
de especies ya identificadas esta alre-
dedor de 960 o mas[58] dentro del
phylum tardigrada; por lo tanto, esta
tarea se convierte en algo bastante
complejo.

Genética y biologia molecular del
tardigrado

El tamafio del genoma de estos or-
ganismos es bastante pequefio, se ha
estimado que estd en el orden de 120
megabases (Mb) y, con respecto a ta-
mafios de genoma haploide, los
tardigrados también poseen los mds
pequeifios valores C encontrados en
animales, en un rango de 0,08 a 0,82
picogramos (pg) (datos publicados en
Animal Genome Size Database, http:/
/www.genomesize.com/results.
php?page=1). Se ha establecido que
existen variaciones del tamafio entre
especies individuales, pero no se se-
grega a lineas taxonomicas mds altas
[59]. En general, en los tardigrados,
el tamafio pequefio del genoma y la
baja variacién podrian estar relaciona-
dos con el alto grado de especializa-
cién del filo[59].

En la actualidad, existen muchas
secuencias de aminoicidos y nucle6-
tidos reportadas al National Center

for Biotechnology Information
(NCBI). Sin embargo, un gran por-
centaje corresponde a secuencias de
una sola biblioteca genémica, algu-
nas son de proteinas putativas y muy
pocas estdn completas (alrededor de
11). La mayoria de estas ultimas per-
tenecen a la unidad de ARN ribo-
sémico 18S de varias especies,
usadas para estudios de identifica-
cién y filogenéticos. Se ha estado
trabajando en la determinacién de
las secuencias de otros genes descri-
tas parcialmente en NCBI, donde se
puede ver que el interés de los in-
vestigadores respecto a estos orga-
nismos se ha incrementado en una
gran medida en los ultimos afios (ta-
bla 2). Entre las secuencias parcia-
les reportadas en NCBI, podemos
encontrar el gen de la subunidad I
de la citocromo oxidasa a nivel mi-
tocondrial, el gen de la subunidad de
ARN ribosémico 28S y 18S de va-
rias especies, y la subunidad II de
ARNm de la ARN polimerasa, entre
otros. Ademds, existe en GenBank
un considerable nimero de frag-
mentos secuenciados de ADN vy
ARNm de una biblioteca particular
(ETS, TardiBase) (60). Segtn
Goldstein y Blaxter[61], la mayoria
de los genes Hox relacionados con
el desarrollo de especies de agua dul-
ce, ya han sido secuenciados. Res-
pecto a proteinas, sélo existen unos
pocos datos de aquéllas determina-
das por sus secuencias de acidos
nucleicos[19, 29, 60].
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Tabla 2
Secuencias de nucleétidos y proteinas reportadas para tardigrados en NCBI. El
asterisco (*) indica proteinas no putativas
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Gen/secuencia Organismo No. de secuencias  Sec. Secuencia
nucleétidos reportadas/No com- aminoacidos/
acceso pleta No. de acceso
Subunidad 1 de Echiniscus blumi 1 EF620382 no ABV25051
citocromo oxidasa Echiniscus testudo 16 EF620381- 67 no ABV25050 - 36
(COI) mitocondrial ~ Ramazzottius oberhaeuseri* 1 EF620418 no ABU62765*
Thulinius stephaniae* 1 EF620417 no ABU62764*
Isohypsibius prosostomus* 1 EF620416 no ABU62763*
Isohypsibius granulise* 1 EF620415 no ABU62762*
Halobiotus crispae* 3 EF620414-12 no ABU62761%*
Richtersius coronifer 2 AY598781-80 no AAT97625-24
Macrobiotus richtersi 2 AY598779-78 no AAT97623-22
Xerobiotus pseudohufelandi 1 AY598776 no AAT97620
Macrobiotus terminalis 1 AY598775 no AAT97619
Macrobiotus sp. ‘hufelandi’
group AG-2004 2 AY598774-73 no AATI7618-17
Murrayon pullari 1 AY598772 no AATI97616
Dactylobiotus parthenogeneticus 1 AY598771 no AATI7615
Amphibolus volubilis 1 AY598770-69 no AAT97614-13
Proteina relacionada Thulinius stephaniae* 1 EU020325.1 ABV81266.1
CDC5
Isoforma 2 de Milnesium tardigradum* 2 AJ579532-31 no CAE18450-49*
la proteina HSP70
RNAm para actina ~ Hypsibius klebelsbergi 1 AM501548 no  CAMSS8511
Ramazzottius oberhauseri 1 AMS501547 no CAMS58510
Macrobiotus sp 1 AMS501546 no  CAMS8509
Gen para beta-actina  Milnesium tardigradum 1 AJ579530 no CAEI18448
Putative flightless
I-like protein mRNA  Thulinia stephaniae 1 DQ200942 no  ABA43701
Glicogeno sintetasa  Thulinia stephaniae 1 DQ165328 no AAZ95088
putativa
Factor de Thulinia sp., 6 AY305533-527 no AARO01325-29
elongacion 2 RNAm Richtersius coronifer,
Macrobiotus islandicus
Isohypsibius elegans* 1 AF240833 AAK12358
Echiniscus viridissimus*
Milnesium tardigradum
Subunidad grande Milnesium tardigradum* 3 AF139016,AF2 no AAF26666,

de laRNA

polimerasa II. RMAm Thulinia stephaniae*

Richtersius coronifer*

40888-87
24 AY305655-31

AAK12367-66*
24 AAR15061-37
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Gen/secuencia Organismo No. de secuencias Sec. Secuencia
nucleétidos reportadas/No com-  aminoacidos/
acceso pleta  No. de acceso
Macrobiotus islandicus*
Isohypsibius elegans*
Echiniscus viridissimus*
Factor de elongacién Milnesium tardigradum 1 AF063419 no AAD21858
1-alfa Thulinia stephaniae 5 AY305486-81 AAQ88245-
40
Richtersius coronifer
Macrobiotus islandicus
Isohypsibius elegans
Echiniscus viridissimus
Receptor kinasa I Thulinius stephaniae* 1 EU020572 no ABV81513.1
acoplado a proteina G
RNAm para Milnesium tardigradum* 1 AB302966 no BAF91580*
proteina MSX
Neurofibromina Thulinius stephaniae* EU026267 no ABWO04821*
Proteina nucleolar Thulinius stephaniae* 1 EU026223 no BW04857.1*
rica en cisteina
Espaciador interno Echiniscus testudo 17 EF620400-384 no no
transcrito 2 Echiniscus blumi 1 F620383
Receptor P2X Hypsibius dujardini 1 ACL14328 — EU979525
Subunidad ribosomal Especies no determinadas,
grande RNA no cultivadas. 7 DQO86763- 757 no no
RNAr 18S SSU — Especies no determinadas, 452 no no
MOTU no cultivadas. AMO088141
AMO088472-021
AY969278
RNA ribosomal 18S Thulinia stephaniae 6 AF056023 no no
Halobiotus crispae EF620404-01
Isohypsibius granulifer 793337
Halobiotus crispae 1 EU038077
Isohypsibius prosostomus
Hypsibius sp
Cornechiniscus lobatus
Gen RNA Echiniscus testudo 8 DQ839607-601 si no
ribosomal 18S Echiniscus granulatus
Macrobiotus tonollii 3 U32393- U49912
Richtersius coronifer U49909
Macrobiotus richtersi
Macrobiotus sapiens
Macrobiotus areolatus
Macrobiotus sp
Milnesium tardigradum
Gen de RNA Thulinius stephaniae 6 EF620424- 419 no no

ribosomal 5.8S y
espaciador interno
trascrito 2

Isohypsibius granulifer
Isohypsibius prosostomus
Halobiotus crispae
Halobiotus crispae

Ramazzottius oberhaeuseri
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Gen/secuencia Organismo No. de secuencias  Sec. Secuencia
nucleétidos reportadas/No com- aminoacidos/

acceso pleta No. de acceso
Gen de RNa Halobiotus crispae 7 EF620411- 405  no no

ribosomal 28S
Thulinius stephaniae

Isohypsibius prosostomus

Isohypsibius granulifer
Milnesium sp.

Ramazzottius oberhaeuseri

1 AY210826

Rco factor de
elongacién 2 RNAm,

Richtersius coronifer
Macrobiotus islandicus

6 AY305532-27 no AARO01324- 19

Mis factor de
elongacién 2 RNAm,
Iso factor de
elongacién 2 RNAm,

Isohypsibius elegans
Echiniscus viridissimus
Echiniscus viridissimus

Factor de elongacion 2

EviB y EviA

Gen fushi tarazu (ftz) Milnesium tardigradum* 1 AF237819 no AAF63163*

EST, DNAc Hypsibius dujardini 5235 CO742088- no no
CD449043

RNAm

(biblioteca de RNAm)
Pequefio inserto

de la libreria
gendmica de DNA

Hypsibius dujardini

1063 CZ258607- no no
CZ257545

Recientemente, se dio un paso im-
portante en la biologia molecular de
los tardigrados como organismo mo-
delo. El Nacional Human Genome
Research Institute (NHGRI) lidera un
proyecto conjunto con varias univer-
sidades de Estados Unidos y del Rei-
no Unido, que busca entender mejor
la composicién del transcriptoma y
proteoma en diferentes nodos evolu-
tivos en Ecdysozoa y reconstruir el
genoma ancestral del mismo. Dentro
de este proyecto se contempla la
secuenciacion completa del genoma
de Hypsibius dujuardini, asi como la
construccién de una biblioteca BAC
(mas informacién al respecto en http:/
/www.genome.gov/10002154).

Solo desde los afios setenta se rea-
lizaron estudios especificos sobre los
cromosomas de los tardigrados, en los
que se determiné que éstos son simi-
lares en forma (redondeada o en for-
ma de vara corta sin evidencia de
cromosomas sexuales) y en nimero
(frecuentemente n=5 o n=6) en varias
especies de tardigrados[36]. En la ac-
tualidad, los estudios de bandeo
cromosdémico son muy pocos; en uno
de ellos, publicado por Rebecchi et al.
[36], se realiza el cariotipo de
Macrobiotus richtersi (Eutardigrada,
Macrobiotidae), el cual permite cono-
cer algunas de las caracteristicas de los
cromosomas de estos organismos. Los
autores establecen que la escasez en
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este tipo de investigaciones se debe,
probablemente, al pequefio tamafio de
los animales y de sus cromosomas, al
nimero limitado de divisiones celula-
res y a la dificultad de obtener monta-
jes permanentes con este material.

En 2003, se avanz6é un poco mas
en este aspecto, cuando Rebecchi et
al.[62] publicaron una investigacion
respecto a los modos reproductivos
y los polimorfismos genéticos en tres
poblaciones de Richtersius coronifer,
dos partenogenéticas (con reproduc-
cién asexual) y una amfimictica (con
reproduccion sexual). En este traba-
jo se determindé que existe un nivel
relativamente bajo de variabilidad
genética en R. coronifer y dicha va-
riabilidad es significativamente mas
baja en poblaciones partenogenéti-
cas que en anfimicticas lo cual, de
acuerdo con los autores, sirve como
base para la hipétesis de una parte-
nogénesis automictica en R. coroni-
fer, es decir, que en estos animales
la regulacién del nimero de cromo-
somas se daria con dos divisiones
madurativas, en vez de una sola
como sucede en Drosophila. Esta
hipdtesis explicaria la casi completa
ausencia de heterocigotes que obser-
varon en todas las poblaciones fe-
meninas de R. coronifer. El estudio
se basé en el uso de anilisis cariol6-
gicos (agrupacidon de especies con
base en sus cariotipos), la evaluacién
de la proporcién de hembras y ma-
cho en la poblacién (sex ratio), y el

examen de la estructura genética
usando polimorfismos de algunas
enzimas el andlisis de la desviacion
del equilibrio de Hardy-Weinberg de
frecuencias genotipicas.

En otro estudio, cuyo objetivo fue
establecer la distribucién filogenética
de la secuencia del telémero
(TTAGG)n en artrépodos no insectos
y en parientes cercanos de los artrépo-
dos, Schultze (1834) demostré ausen-
cia de ambas repeticiones teloméricas
(TTAGG)n o (TTAGGG)n en los tar-
digrados Milnesium tardigradum y
Macrobiotus hufelandi, mediante las
técnicas de hibridacién por método de
Southern o in situ en preparaciones
cromosdmicas —FISH—-, lo cual los
ubica filogenéticamente como grupos
hermanos de los artrépodos, aunque
su motivo de ADN telomérico sea ain
desconocido[22].

Extraccion de ADN

La extraccién y purificacion de
ADN intacto es frecuentemente muy
dificil debido a dos problemas princi-
pales: el diminuto tamafio de los indi-
viduos y la escasa cantidad de ADN
total en invertebrados. Otras dificulta-
des que se pueden tener son: la
escogencia del protocolo de extrac-
cién o kit comercial, las enzimas
polimerasas, las secuencias de reac-
cién, la obtencién de los especimenes
y su aislamiento[58]. Sin embargo, se
han estandarizado varios métodos que
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permiten la extraccién de ADN con
eficiencias variables.

Schill[63] ofrece una excelente
comparacién de los diferentes proto-
colos para extraccion de ADN y am-
plificacién por PCR de genes
mitocondiales de tardigrados. En ese
estudio se muestra que, de los tardi-
grados frescos activos no preservados
en etanol, se obtiene més cantidad de
ADN, independientemente del kit de
extraccién que se use. Se recomien-
da, si es necesario preservar los
especimenes, hacerlo por deshidrata-
cién para mantenerlos vivos y asi evi-
tar la degradacién del ADN vy
problemas con la extraccién. En cuan-
to a la extraccién de ADN, el autor
recomienda el kit comercial NucleoS-
pin® Tissue kit, con el cual obtuvo los
mejores resultados en cuanto a cali-
dad y cantidad de ADN. Pero también,
se pueden usar otros kits comerciales
de extraccion ADN de mamiferos o
tejidos. Algunos autores[60, 29] han
usado la mezcla fendlica comercial
Trizol® para obtener ADN y ARN con
buenos resultados. Otro método que
se puede usar es el método publicado
por Floyd et al. en 2002[64], disefa-
do para nemdtodos, pero que se ha
usado en tardigrados[65], el cual no
es muy costoso y es sencillo, aunque
la cantidad y calidad de ADN es va-
riable.

En la investigacién que se desarro-
116 para este trabajo, se usd el kit de
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NucleoSpin para tejidos de Clontech
y el método de Floyd et al.[64], con
individuos representantes de cada una
de las cuatro especies descritas ante-
riormente. Se usd un solo organismo
por extraccién. En todos los casos se
obtuvieron mejores resultados con el
kit en cuanto a calidad y cantidad del
ADN.

Taxonomia molecular

En relacién con lo dicho anterior-
mente respecto a la taxonomia tradi-
cional, se puede decir que ésta posee
muchas limitaciones. En este sentido
se han propuesto varios métodos mo-
leculares que permitan identificar es-
pecies, usando secuencias cortas de
ADN, conocidas como cdédigo de ba-
rras, firma de secuencias o unidades
taxondmicas operacionales molecula-
res (molecular operational taxonomic
units, MOTU), con el fin de facilitar
los estudios de biodiversidad e identi-
ficar especies aunque estén en diferen-
tes etapas de la vida[63].

Los sistemas propuestos para la
identificacién molecular general deben
cumplir, de acuerdo con Schill y
Steinbriick[58], con las siguientes con-
diciones: 1) alto nimero de copias de
las moléculas por célula, 2) sitios de
unién a los iniciadores muy conser-
vados, y 3) distintos patrones de va-
riabilidad. Con base en esto, la
subunidad ribosémica grande codifi-
cada por el nticleo (LSU; 28S) y el gen
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de la subunidad pequefia de ARN ri-
bosémico (SSU; 18S), son secuencias
candidato prometedoras[58], debido a
que cumplen con dichas condiciones
y ya han sido usadas en varios estu-
dios con diferentes objetivos, como
la reconstruccion filogenética o como
MOTU para la identificacién de
nematodos y tardigrados[64, 58].

En el sur de Escocia, Blaxter et
al.[65] aplicaron el sistema de c6digo
de barras de ADN basado en ARN
ribosémico 18S (SSU 64) a tardigrados
y definieron unidades taxondmicas
operacionales moleculares (MOTU)
para los mismos, correlaciondndolas
con géneros y especies identificados
morfolégicamente (Macrobiotus,
Hypsibius, Thulinia,
tardigradum, Murrayon hibernicus y
Ramazzottius novemcinctus).

Milnesium

El uso de cédigos de barras para
identificaciéon de taxonomia animal ha
sido bastante debatido (65-68), debi-
do a la variabilidad que se presenta en
las secuencias respecto a los taxones
definidos tradicionalmente. Un pro-
blema intrinseco de usar ARNr como
codigo de barras molecular reside en
los alineamientos, pues la insercién de
bases y las deleciones (indels) son
comunes en secuencias de ARNTr, lo
cual hace necesario afiadirle espacios
(gaps) a cada secuencia con “indels”
para el alineamiento con otros; ade-
mas, teniendo en cuenta que no se han
definido pardmetros de alineamiento

universales, asignar espacios en el
ADN es subjetivo y no hay consenso
en qué define un alineamiento
multiple “bueno” o “mejor”. Como
resultado, aun cuando el proceso de
alineamiento se realice cuidadosamen-
te por investigadores experimentados,
se pueden introducir errores huma-
nos[69].

Los investigadores que apoyan este
método[64-66], aducen que la crea-
cioén de nuevos taxones basada en la
diferencia de secuencias podria ser
errénea. Sin embargo, si se poseen los
suficientes datos, se podria clasificar
cuidadosamente cada grupo taxond-
mico. Estas clasificaciones requieren
bastante estudio, pero en el caso de
los tardigrados, el cédigo de barras de
ADN podria ser la tinica herramienta
universal disponible. Asimismo, las
unidades taxondmicas operacionales
moleculares, MOTU, proveerian un
util punto de partida para andlisis bio-
l6gicos posteriores[65].

En otro estudio desarrollado por
Schill y Steinbriick (58), se usé la téc-
nica de riboprinting para llegar al
mismo fin de identificacién y diferen-
ciacién de especies a nivel molecular.
Esta técnica se basa en la determina-
cién de la variacion de los sitios de
restriccién en las secuencias de ADN
ribosémico. Esto implica que el anéli-
sis de las diferencias que presentan los
patrones de los fragmentos de restric-
cidén entre especies o poblaciones,
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puede reflejar diferencias en las se-
cuencias de los sitios de restriccién
parciales, lo cual permitiria analizar
simultineamente un gran nimero de
pruebas en forma relativamente rapi-
da y a un bajo costo (Steinbriick et al.,
1991, citado por 58). Segtn los auto-
res, al comparar el método del cdédigo
de barras molecular basado en COI
ADNmt, 18S ADNr o 28S ADNr, con
su método, que se apoya en la discri-
minacién de bandas visibles obtenidas
por el uso de un pequefio set de 11
enzimas de restriccién, se logra una
rdpida pero confiable identificacion sin
secuenciacién. Esto indica que el
riboprinting parece ser una técnica
eficiente para identificar tardigrados,
los cuales son dificiles de distinguir por
caracteristicas morfoldgicas solamen-
te. Sin embargo, es importante tener
en cuenta que este método necesita que
mas especies sean identificadas y ca-
racterizadas para que pueda usarse
para propoésitos taxondmicos. Por otro
lado, segiin los autores, otro uso que
se le puede dar al método es que es
posible chequear el ADN total extrai-
do para verificar si hay impurezas de
otras especies en un corto tiempo. El
riboprinting es mas un método suple-
mentario para una ripida y menos cos-
tosa identificacién de especies[58].

Biblioteca de ADNc

Una biblioteca genémica es una co-
leccién de fragmentos de ADN en la
que se espera esté incluidos el mayor
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numero de secuencias posibles de un
genoma o las secuencias contenidas
en un cromosoma. En una biblioteca
gendmica es posible seleccionar frag-
mentos de ADN entre millones de se-
cuencias clonadas en cantidad
suficiente para ser analizada[70]. Asi-
mismo, las bibliotecas de ADNc, que
son una representacién en ADN del
ARNm, se consideran un util
prerrequisito para un detallado anéli-
sis de proteinas que permite la produc-
cion de proteinas recombinantes[60];
ademds, la existencia de dichas biblio-
tecas permite que la bisqueda de
genes o secuencias determinadas sea
més fécil. Con respecto a los tardigra-
dos, existen dos bibliotecas conocidas
de ADNc. La primera es tipo EST
(expressed sequence tag) de Hypsibius
dujardini, publicada por Daub et al.
en 2003[71], cuyas secuencias se en-
cuentran publicadas en NCBI (N° de
acceso: CK326773). La segunda co-
rresponde a una colecciéon de ADNc
de Hypsibius klebelsbergi, elaborada
por Kiehl et al., con 2000 indivi-
duos[60]. Ellos, a diferencia de Daub
et al.[71], no cultivaron los organis-
mos sino que los aislaron de hoyos de
crioconita en el glaciar Langtalferner,
2.580 m, en los Alpes Otztal (Austria),
asegurando que, debido a las caracte-
risticas morfoldgicas tan evidentes de
esta especie y el hecho de ser casi tni-
ca en dicho habitat, la biblioteca se
puede construir con la seguridad de
que la contaminacién de 4cidos
nucleicos fordneos es minima y se

Univ. Med. Bogota (Colombia), 50 (3): 380-403, julio-septiembre, 2009



398

evitan variaciones proteicas especie-
especificas. Por otro lado, también rea-
lizaron el andlisis de la proteina actina
en tardigrados, con el fin de
caracterizarla, y también de sus
isoformas, asi como de diferentes pro-
tefnas de unidén a actina.

Evolucion y analisis filogenéticos

Los diferentes articulos que se han
publicado respecto a la asociacién
del grupo tardigrado con artrépodos,
onic6foros, nematodos o, en gene-
ral, con el nuevo grupo llamado Ec-
dysozoa (animales que mudan), han
analizado las secuencias o el compor-
tamiento de diferentes genes o grupos
de ellos para poder elucidar dichas
relaciones filogenéticas y evolutivas.
Entre ellos, podemos encontrar: el fac-
tor de elongacion 2 (11), genes HOX
o del desarrollo[12], ADNr 18S[13,
72-74], ARNr 18S[15, 16, 75],
ARNTr 18S y 28S[20, 76], el gen que
codifica para ARN de transferencia
mitocondrial, Leu designada cox 1-
L(UUR) y rrnL-L(CUN)-Nad1[14, 23],
o mediante el andlisis multigenéti-
co[18]. En otras investigaciones,
Regier et al.[19] estudiaron al mismo
tiempo relaciones evolutivas entre fa-
milias de tardigrados y de éstos con
respecto a Arthropoda y Onychophora,
teniendo en cuenta el tiempo evoluti-
vo de divergencia de cada grupo con
los tardigrados. Para esto, usaron tres
genes, entre los cuales estd el factor

de elongaciéon -l1a, el factor de
elongacién 2 y la subunidad grande
de ARN polimerasa II. En la actuali-
dad, atn existen dudas respecto a la
ubicacién filogenética de estos orga-
nismos, por las posiciones encontra-
das de varios autores. El ultimo reporte
encontrado en este aspecto es el de
Ryu et al.[23], en el cual determina-
ron la existencia de dos linajes Lopho-
trochoa y Ecdysozoa, mediante el uso
de ADN mitocondrial[77]. En el pri-
mero, ubicaron nematodos, moluscos
y anélidos, y en el segundo, Tardigrada
y Arthropoda, estos tltimos en una
posicion mucho mds cercana filoge-
néticamente, lo que corrobora lo esta-
blecido por otros autores[13,15]. Sin
embargo, no determinaron si los tar-
digrados son miembros de los artré-
podos o si son un grupo hermano. En
cuanto el estudio de las relaciones fi-
logenéticas entre familias de tardigra-
dos, el ADNr 18S y el ARN 18S han
sido los mas utilizados por los investi-
gadores[8, 9, 17, 58, 78].

Existen otros trabajos que mane-
jan a nivel tedrico estas relaciones fi-
logenéticas; entre éstos se pueden
encontrar los publicados por Blax-
ter[21] y por Huson et al.[10]. Asimis-
mo, es posible hallar un aporte
interesante que soporta la hipétesis de
la existencia de un grupo Ecdysozoa
(http://www.nematodes.org/
tardigrades/Tardigrades_and_
Ecdysozoa.html).
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Conclusion

En este trabajo se logré recolectar
informacién sobre gran parte de los
avances que en la actualidad se han
alcanzado en el estudio molecular de
los tardigrados. Hay muchos proyec-
tos propuestos y en los cuales ya se
han dado algunos pasos, como pode-
mos ver en la pidgina Web del labora-
torio Blaxter, (http://www.nematodes.
org/tardigrades/Tardigrades.html), asi
como el proyecto TARDIS y la pro-
puesta de secuenciacién Ecdysozoa.
Sin embargo, ain falta mucho por es-
tudiar y descubrir respecto a estos pe-
quefios animales invertebrados con
grandes capacidades.

Los hallazgos en cuanto a los me-
canismos que emplean los tardigra-
dos para resistir las condiciones
ambientales extremas, de una u otra
forma han indicado la importancia
que podrian tener estos organismos
y sus mecanismos especiales en la
medicina genémica. Es importante
plantear nuevos estudios que permi-
tan develar las muchas posibilidades
que se podrian presentar en la bus-
queda para la solucién molecular a
muchas de las enfermedades que
afectan el sistema de reparacién del
ADN. El trabajo que se viene al res-
pecto es grande, pero es un camino
del cual ya conocemos su existencia
y, que una vez lo recorramos, podre-
mos saber si éste era el adecuado para
entender dichos mecanismos.
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