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Resumen

Los peces anuales muestran una estrategia de supervivencia peculiar ya que experimentan
las condiciones mas duras con las que un pez puede lidiar. En cada estacion seca, la
poblacién juvenil y adulta muere mientras los embriones permanecen enterrados en el fondo
del charco hasta la préxima estacion de lluvias. Una vez que los charcos se inundan, los
embriones eclosionan y los juveniles alcanzan la madurez en pocas semanas. Por esta
razon, la supervivencia de las especies depende de los embriones. EI mecanismo por el
cual logran sobrevivir es el fendbmeno de dormancia denominada diapausa, que puede
ocurrir en tres momentos del desarrollo. Los mecanismos moleculares que la regulan aun
no estan dilucidados. Nuestro grupo de investigacion se centra en la diapausa | y en este
contexto, nos proponemos contribuir al conocimiento de dichos mecanismos tan peculiares.
En el Laboratorio de Biologia Molecular de Organismos Acuaticos de la Facultad de
Ciencias, en el marco de esta tesina, concentramos la atencion en el patron de expresion
del gen cordina. En otro pez anual, Austrofundulus limnaeus, se observé una expresion
diferente de este gen al reportado en vertebrados. En base a que cordina es un componente
de una via altamente conservada en el desarrollo de los vertebrados, se presume que
podria existir una relacion entre este cambio en el patrén de expresién y la aparicion de la
diapausa |. Por este motivo, en el presente trabajo, se estudié la expresion de cordina en
Austrolebias charrua, una especie que habita en el sur de Brasil y el este de Uruguay.
Resultados preliminares (PCR en tiempo final) indicaron, al igual que en A. limnaeus y a
diferencia del resto de los vertebrados, la presencia de ARNm de cordina de origen
materno. Asimismo se logré amplificar parte de la secuencia del gen cordina en diferentes
estadios embrionarios tempranos incluyendo diapausa |. La informacién generada resulté
muy Util para comenzar a caracterizar a cordina en esta especie en particular.

Palabras clave:
Peces anuales, Austrolebias, cordina, diapausa.



1. Introduccion

1.1 Peces anuales

Los peces anuales (Cyprinodontiformes, Aplocheilidae), son un grupo de teleésteos de agua
dulce que viven en diferentes partes de América y Africa (Loureiro y col., 2016), que
presentan algunas diferencias con el resto de los teledsteos (Myers, 1952).

Este grupo de peces, muestra una estrategia de supervivencia peculiar ya que experimenta
las condiciones mas duras con las que un pez puede lidiar. En cada estacion seca: se
evaporan los charcos temporales en los que habitan. Por lo tanto, toda la poblacion juvenil y
adulta muere, mientras que los embriones en dormancia o en desarrollo activo, permanecen
enterrados en el fondo del charco hasta la proxima estacion de lluvias. Una vez que los
charcos secos se vuelven a inundar, los embriones eclosionan y los juveniles alcanzan la
madurez sexual en unas pocas semanas. Por esta razén, la supervivencia de las especies
en una ubicacion dada es totalmente dependiente de los embriones (Wourms, 1972c; Errea
y Danulat, 2001; Arezo y col., 2007; Berois y col.,, 2012; Blazek y col., 2013). La
supervivencia de los embriones durante el periodo de lluvia podria depender de la tolerancia
a los largos periodos de hipoxia o anoxia (Podrabsky y col., 2011; Anderson y Podrabsky,
2014), mientras que la supervivencia durante la estacion seca seria posible por la tolerancia
a la hipoxia/anoxia y la capacidad de resistir la pérdida de agua de su ambiente (Podrabsky
y col., 2001, 2010a, Figura 1).

Figura 1: Ciclo de vida de los peces anuales. A) Charco temporal durante la estacion lluviosa en la
que los adultos crecen y se reproducen. Charco ubicado en la localidad de La Coronilla, Rocha,
Uruguay. Incluidos en la figura A, Macho y hembra adultos de Austrolebias charrua (modificado de
Berois y col., 2012), se muestran como representantes de esta fase del ciclo. B) Mismo charco
temporal durante la estacion seca. Incluido en la figura B se muestra un embrién pre-eclosion
(modificado de Berois y col., 2012) representando esta fase del ciclo.

El género Austrolebias (Cyprinodontiformes: Rivulidae) comprende 42 especies que se
encuentran distribuidas en las cuencas de la “Plata-Parana” y “Patos-Merin” (revisado por
Loureiro y col., 2016). Austrolebias charrua es una especie compartida con el sur de Brasil



que se encuentra en los “Bafiados del Este” en nuestro territorio (Costa y Cheffe, 2001),
considerado Sitio Ramsar y Reserva de Biosfera (PROBIDES, 1999).

Los peces anuales comparten varias caracteristicas con otras especies de peces
ampliamente utilizadas en la investigacion, tales como: oviparidad, transparencia de huevos
y embriones, y facil mantenimiento en el laboratorio (Berois y col., 2012 ). A nivel del
desarrollo, los embriones de los peces anuales, al igual que el de otros teledsteos,
presentan un clivaje meroblastico discoidal, que origina tres capas de células que
posteriormente realizan la epibolia (figura 2). Estas capas se denominan, desde el vitelo a la
superficie, la capa sincitial vitelina, un grupo de células mediales denominadas blastomeras
profundas (formaran todas las estructuras del embrién) y la capa celular envolvente hacia la
superficie. (Trinkaus, 1993; Kimmel y col., 1995).
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Figura 2: Esquema de las primeras etapas del desarrollo de los peces anuales, modificado de
Naumann y Englert, 2018. A) Estadio de blastula temprana. B) Estadio de blastula tardia. C)
Comienzo de la epibolia. D) Epibolia temprana, comienzo de la dispersién de las blastémeras
profundas. Bs, blastémeras; C, corion; BsP, blastémeras profundas; CSE, capa sincicial envolvente;
Ep, espacio perivitelino; Cs, cavidad de segmentacion; V, vitelo; CSV, capa sincicial vitelina.



Una de las diferencias destacables es que, previo al comienzo de la epibolia en el pez
teledsteo no anual Danio rerio, el promedio de blastémeras es de 4000 (Marrable, 1965),
mientras que para embriones de peces anuales sudamericanos se han registrado nimeros
menores de blastomeras en este estadio: de 200 a 1000 para Austrofundulus (Wourms,
1972b), 100 en Austrolebias viarius (Arezo y col., 2005) y de 50 a 350 en el género africano
Nothobranchius (Van Haarlem, 1983). Se ha demostrado que el tiempo de las primeras
divisiones celulares en Nothobranchius furzeri es mayor al de otros teledsteos no anuales.
Sin embargo, la pérdida de sincronia y activacion del genoma cigético ocurre antes que en
D. rerio. En N. furzeri se observa luego de la quinta division (Dolfi y col., 2014), a diferencia
de D. rerio que ocurre en la décima division (Kimmel y col., 1995).

Ademas de las particularidades mencionadas anteriormente, presentan dos caracteristicas
de desarrollo unicas. Primero, se interpone una fase de dispersiéon de las blastémeras
profundas sobre la superficie del vitelo y la posterior reagregacién de estas células donde
ocurrira la escisién y la internalizacion del endomesodermo. La formacion del eje
embrionario tiene lugar en este reagregado. Por lo tanto, la epibolia se desacopla temporal y
espacialmente del ingreso del endomesodermo y formacion del eje, a diferencia de los
teledsteos no anuales. En segundo lugar, los embriones de peces anuales pueden sufrir
fendmenos de dormancia en el desarrollo durante la fase de dispersion (diapausa ), durante
la somitogenesis (diapausa Il) y en la etapa de pre-eclosion (diapausa lll) (Peters, 1963.;
Wourms 1972a, 1972c). Todas las diapausas son fisiolégicamente distintas (Wourms,
1972c) y reaccionan de manera diferente a la misma sefal ambiental. Por ejemplo, la
hipoxia induce y prolonga la diapausa | y Il, pero es sefial de salida de la diapausa Il
(Peters, 1963 )(Figura 3).

dispersion somitogénesis pre-eclosion

U p—
I e : R N
£ < ) . > '." 3 ™~ N\
M o 3 -

[;I D II D III

Figura 3: Linea temporal de las etapas del desarrollo embrionario de peces anuales que muestra
donde pueden ocurrir las diapausas desde la fecundacién hasta la eclosidén. Las imagenes de
microscopia oOptica de campo claro, corresponden a embriones de Austrolebias charrua en los
estadios en los que se pueden instalar las diapausas: fase de dispersion (DI), embrién somitico (DII),
embrion pre eclosion (DIl) (modificado de Berois y col., 2014).

1.2 Diapausas

La diapausa se define como una detencién programada del desarrollo regulada por factores
endogenos y senales ambientales que predicen condiciones futuras, como la temperatura y
el fotoperiodo entre otras. Es una adaptacién especifica que ocurre en una etapa particular



del ciclo de vida de la especie, y es crucial para soportar ambientes extremos. Una
detencién reversible implica una suspension o un retraso importante en el crecimiento y
desarrollo morfolégico, que es diferente de la quiescencia, ya que en este ultimo el
desarrollo puede ser inhibido temporalmente por un entorno desfavorable en cualquier
etapa y en cualquier momento (Roberts, 1978; Podrabsky y Hand, 2015).

Entonces los embriones de peces anuales se desarrollan de modo continuo, o pasan por
periodos variables pero programados de detencion. Esta adaptacion fisiolégica genera
trayectorias de desarrollo alternativas definidas como el "efecto multiplicador" (Wourms,
1972c). Ademas, pueden experimentar detenciones espontaneas en algunos embriones de
los mismos progenitores cultivados en condiciones de laboratorio estandarizadas
constantes. Wourms (1972c) sugirié que esta caracteristica permite que los peces anuales
mantengan poblaciones permanentes en charcos temporales, porque el desarrollo se
extiende en gran medida por periodos variables a través de la estacion seca. El ingreso a la
diapausa | y Il continta la trayectoria directa a la diapausa lll o la eclosion dependiendo de
una variedad de factores. Estos factores pueden ser: los efectos maternos, como la edad de
la hembra (demostrado para el ingreso en la diapausa Il) y otros factores como por ejemplo
el ARN empaquetado aportado por la madre (Podrabsky y col., 2016b), fotoperiodo
(Markofsky y Matias, 1977; Markofsky y col., 1979; Levels and Denucé, 1988; Podrabsky
and Hand, 1999), temperatura (Wourms, 1972c; Markofsky y Matias, 1977; Levels and
Denucé, 1988; Podrabsky y col., 2010b), hipoxia (Peters, 1963), presencia de adultos
(Inglima y col., 1981) y variabilidad genética intrinseca (Wourms, 1972c), asi como también
variabilidad epigenética que todavia se desconoce (Podrabsky y col., 2016b).

La diapausa ha sido ampliamente estudiada en insectos y se han descrito y estudiado en
una gran variedad de metazoarios (incluso en mamiferos) (revisado por Martin y Podrabsky,
2017). En la mayoria de los casos, la diapausa embrionaria esta relacionada con la
capacidad de disminuir el metabolismo, crecimiento y proliferacion celular de manera
programada ante ciertas sefiales que indican estrés ambiental (Yamashita y Hasegawa,
1985; Levels y col., 1986; Podrabsky y Hand, 1999; Hand y col., 2016).

La capacidad de los embriones de peces anuales de detectar las sefales ambientales
(como temperatura, nivel de oxigeno y fotoperiodo, entre otras ya mencionadas) y
responder a éstas mediante la entrada o no en diapausa, permite su supervivencia en los
charcos temporales, en los que estdn sometidos a condiciones de desecacion,
hipoxia/anoxia y radiacion UV (Podrabsky y col., 2016a; Wourms, 1972a-c).

La diapausa |, sucede en la fase de dispersion y podria ser interpretada como un
mecanismo de escape a condiciones ambientales severas durante un estadio fundamental
del desarrollo segun Wourms (1972b). En Austrofundulus limnaeus se encontré que las
blastdmeras profundas son altamente resistentes a la radiacion ultravioleta durante la fase
de dispersion (Wagner y Podrabsky, 2015a). Sin embargo, estas células no serian
totipotentes en esta etapa como postulaba Wourms (1972b), ya que algunas blastémeras
estarian expresando marcadores de células germinales primordiales presuntivas como vasa
(marcador conservado de linea germinal en vertebrados)(Arezo y col., 2016), aunque si
conservan caracteristicas de pluripotencialidad (Wagner y Podrabsky, 2015b). Hasta el
momento existe un Unico trabajo dedicado exclusivamente a la diapausa | en un pez anual
suadmericano en el que se describen dos fenotipos diferentes (diapausas IA y IB) en



embriones de Austrolebias charrua y Austrolebias viarius, inducidas en un 100 % mediante
condiciones de hipoxia/anoxia y presencia de adultos a 19°C (Arezo y col., 2017), pero no
se conoce aun su perfil fisiologico y metabdlico (Martin y Podrabsky, 2017).

El estudio mas exhaustivo fue realizado en Austrofundulus limnaeus en diapausa Il, en
relacion a datos de expresion de genes y procesos metabdlicos. (Podrabsky y col., 2016a;
Podrabsky y col., 2017), en los que se ha demostrado una importante disminucién del
metabolismo celular (Podrabsky y Hand, 1999), encontrandose a las células en fase G1/G0
del ciclo celular (Meller y col., 2012). Ademas, los embriones en diapausa Il son altamente
resistentes a condiciones de hipoxia/anoxia, desecacion y radiacion ultravioleta, lo que
resultaria clave para la supervivencia cuando se encuentran en el sustrato del fondo del
charco en la estacién seca (Podrabsky y Hand, 1999; Podrabsky y col., 2007; Podrabsky y
col., 2011; Anderson y Podrabsky, 2014; Wagner y Podrabsky, 2015a).

Por ultimo la diapausa lll es la unica diapausa que ha sido descrita como obligatoria, ya que
en condiciones de laboratorio los embriones de todas las especies de peces anuales que se
han estudiado transcurren por ella (revisado por Martin y Podrabsky, 2017). En embriones
de A. limnaeus el metabolismo y ritmo cardiaco decrecen progresivamente en esta etapa,
en comparacion con embriones del mismo estadio inducidos a eclosionar (Levels y col.,
1986; Podrabsky y Hand, 1999; Thompson y Orti, 2016). En un trabajo reciente, se
encontraron 945 genes diferencialmente expresados al comparar entre el transcriptoma de
alevines recién eclosionados y el de embriones en diapausa Ill de la especie anual
Nematolebias whitei, muchos de ellos relacionados al metabolismo celular, el ritmo cardiaco
y el ciclo circadiano (Thompson y Orti, 2016).

1.3 Via de senalizacion de la proteina morfogenética 6sea (BMP)

Con el objetivo de dilucidar los mecanismos moleculares que expliquen estos fenédmenos de
diapausa en el desarrollo embrionario, nuestro grupo de investigacion se ha centrado en la
diapausa | de A. charrua. Enfocamos la atenciéon en una via muy conservada del desarrollo
temprano que es: la via ancestral de sefalizacion de la proteina morfogénica 6sea (BMP),
(Dosch y col., 1997).

Esta via establece el patrén dorso-ventral en el desarrollo embrionario, es uno de los
gradientes morfogenéticos mejor comprendidos y esta establecida por multiples proteinas
que actuan entre si en el espacio extracelular generando ese patron. Una de esas proteinas
que regulan el accionar de BMP es la proteina cordina, que junto a nogina y follistatina
actuan como antagonistas de BMP a diferentes niveles (Piccolo y col., 1997, Zimmerman y
col., 1996).

Cordina, nogina y folistatina entre otros en esta via de senalizacidon son esenciales durante
el avance en el desarrollo hacia la formacion de un eje embrionario en la mayoria de los
vertebrados (Canalis y col., 2003).

Se sugiere que estos factores pueden desempenar un papel en el patréon dorsoventral (DV),
en peces anuales que es similar a otros teledsteos descritos, como el pez cebra. Sin
embargo, en contraste con lo descrito en la mayoria de los vertebrados y en base en la
sorprendente observacion de que cordina, nogina vy follistatina, se encuentran
empaquetados por via materna y sus niveles de expresién temprana estan inusualmente
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elevados durante los primeros estadios del desarrollo (incluyendo la etapa de dispersion en
la que puede ocurrir la diapausa |). Es posible que estos genes puedan ejercer una funcién
Unica durante el desarrollo temprano en peces anuales (Wagner y Podrabsky, 2015). Los
estudios de expresidon y localizacién para estos genes seran necesarios para determinar
donde y cuando se expresan durante el desarrollo y pueden aclarar sus papeles en la
morfogénesis de peces anuales (Wagner y Podrabsky, 2015).

Este patrén diferencial de expresion de cordina, nogina vy follistatina, en A. limnaeus
(comparandolos con otros peces teledsteos), es marcadamente diferente (Wagner vy
Podrabsky, 2015). Por este motivo es pertinente conocer si presentan el mismo patron
diferencial de expresidon de estos antagonistas de BMP, en otras especies de peces anuales
como por ejemplo en Austrolebias charrua.

1.4 Proteina cordina, antagonista de BMP

Con respecto al estudio del gen cordina en Austrolebias charrua, la informacién disponible
sobre la secuencia de la misma proviene del transcriptoma de referencia (datos
proporcionados en colaboracién con Gajardo y col.). Dicho gen contiene dos fragmentos o
isoformas de un mismo gen denominados: uno como cordina 2y otro cordina 1 en sentido 5’
a 3'. Entre ambos falta informacién de la secuencia que las conecta a nivel transcriptdomico
(Papa N. y col., no publicado).

Como se menciond anteriormente, la funcidn conservada de cordina es contribuir en la
dorsalizacion del embrion en los estadios tempranos del desarrollo embrionario, (Sasai y De
Robertis, 1994). Cordina modula la bioactividad de morfogenes, que son sefiales que
funcionan como factores de crecimiento y diferenciacion celular implicados en el
establecimiento de patrones especificos en la arquitectura de 6rganos y tejidos (Larrain y
DeRobertis, 2000). La via de cordina/BMP es ancestral y se conserva en animales
bilaterales tan diversos como Drosophila, arafas, anfioxus, hemicordados, erizos de mar y
vertebrados (Bier y De Robertis, 2015).
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Figura 4: A: Proteina cordina enddgena difundiendo desde el labio dorsal del blastoporo en Xenopus.
B: Esquema de via de sefalizacién que comprende a los factores de desarrollo 6seo BMP vy la
proteina extracelular cordina, en el plano dorso-ventral del embridn; (Bier, DeRobertis 2015).

Cordina se identificé inicialmente en el Centro Organizador de Spemann (figura 4A) por su
capacidad para antagonizar la accion de BMP. Se secreta como un homodimero glicosilado
de 120 kDa. El gen cordina codifica una proteina de 941 aminoacidos que tiene una
secuencia sefal de secrecion y cuatro dominios ricos en cisteina (Cys). Experimentos de
microinyeccion del ARNm de cordina demuestran la induccion de ejes gemelos y puede
rescatar completamente el desarrollo axial en embriones ventralizados (Sasai y De Robertis,
1994). Esta molécula es un potente factor de dorsalizacion que se expresa en determinado
momento y lugar regulando las interacciones célula-célula y se caracteriza por poseer
cuatro dominios, que son los sitios de interacciéon con BMP (Suzuki y col., 1996). Cordina se
une especificamente a BMP-2, -4 y -7 y no se une a otros miembros de la superfamilia de
TGFB (Goodman y col., 1997). Cordina esta regulado por interacciones delicadas con otras
proteinas secretadas de la matriz extracelular (figura 4, B). Entre ellas también se encuentra
la proteasa Tsg, que se expresa ventralmente y facilita enormemente la unién de cordina a
BMP (Little y Mullins, 2009). El complejo cordina-BMP es un sustrato para la metaloproteasa
de zinc BMP-1/tolloid, que escinde a Cordina inactivando su actividad bioldgica y liberando
BMP al espacio extracelular (Goodman y col., 1997). Entonces este equilibrio comprende
que, para cada accion en el lado dorsal, hay una reaccion correspondiente en el lado
ventral. La transcripciéon de cordina se activa mediante sefiales de Nodal altas y BMP bajas.
Un trabajo reciente en pez cebra ha demostrado que la microinyeccién de dos células
diferentes del polo animal con ARNm Nodal y BMP en la etapa de 128 células activa la
transcripcién de cordina y es suficiente para inducir un eje secundario completo (Xu y col.,
2014).

La proteina cordina se une a BMP a través de dominios de homologia del factor tipo C de
von Willebrand ricos en cisteina (VWC) y les impide interactuar con sus receptores de
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superficie celular (figura 5). Estos dominios también se autoasocian y permiten que cordina
se una a proteinas relacionadas a dicha via, ajustando la regulacién de BMP (Piccolo y col.,
1997). La inhibicién de los BMP por cordina se fortalece por la accion de la proteasa ya
mencionada Tsg (Larrain y De Robertis, 2000). Sin embargo, la inhibiciéon se produce
mediante la escisién de la cordina en dos sitios especificos por las metaloproteasas de la
familia tolloid. A medida que Tsg mejora este proceso de escision, cumple una doble funcién
como promotor al estar libre e inhibidor de la sefalizacion de BMP al estar unido a cordina,
es decir estos fragmentos derivados de cordina contindan actuando como reguladores de la
accién de los BMP durante el desarrollo. En particular, la escision de la cordina en el
C-terminal potencia su actividad anti-BMP de una manera especifica (Baldock y col., 2015).

AN

Chordin-BMP-Tsg inhibitory complex

Tolloids ™~ Chordin

NN

Twisted
gastrulation(Tsg)

EMP Receptor

SMAD1.5.9

Figura 5: Representacion esquematica de la regulacion de cordina, tsg y tolloid en la actuacién de
BMP en Xenopus leavis, (modificada de Baldock y col., 2015): (A) Diagrama del disefio del dominio
de la cordina de longitud completa con los fragmentos mas grandes producidos por escision indicada
por tolloid. (B) Modelo que muestra el mecanismo de regulacién de BMP por cordina. BMP se une a
cordina en un complejo inhibidor, que se fortalece en presencia de Tsg. Después de la escision de
cordina por los tolloid en ambos sitios, Tsg compite con los fragmentos residuales para unirse a BMP
y se cree que aumenta la tasa de renovacion de fragmentos.

Los dominios individuales de vWC son menos activos biolégicamente (Larrain y De
Robertis, 2000) y se cree que se eliminan del espacio extracelular mas rapidamente que la
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cordina completa (Larrain y De Robertis, 2000; Zhang y col., 2008). Ademas, Tsg compite
por la unién de BMP, lo que hace que los dominios vWC individuales se disocien de BMP
(De Robertis y Kuroda, 2004).

La funcién especifica de los dominios vWC de cordina no estan completamente
comprendidos mas alla de lo mencionado como colaboradores en la union a BMP vy la
colaboracién en la inhibicion de ésta. Un estudio en pez cebra demostro los efectos de la
mutacion de los sitios de escision N-terminal, C-terminal o0 ambos para hacerlos resistentes
a tolloid. Cordina truncada en el extremo N-terminal fue un inhibidor de BMP ligeramente
menos eficiente. Sin embargo, cuando cordina fue truncada en C-terminal fue mas eficiente
(in vivo) como inhibidor de BMP en vertebrados (Xie y Fisher, 2005).

También se conoce que los dominios VWC estan presentes en noggina y follistatina y su
repeticion como dominios en las respectivas proteinas varia en numero (De Robertis y col.,
1997).

Nuestro grupo centrd su atencion en dilucidar los mecanismos moleculares que actuan en el
particular evento de la diapausa | y este trabajo especificamente se centra en el antagonista
de BMP; cordina.

La hipdtesis que nos planteamos es que el ARNm de cordina de origen materno
empaquetado, presente desde la fecundacion, cumpliria un rol durante la fase de dispersién
en el ingreso de los embriones a diapausa |. Con el fin de contribuir a dilucidar esta
hipétesis, en este trabajo se propone analizar si la expresién de cordina en A. charrua es
analoga a lo observado en Austrofundulus limnaeus en su particular expresion temprana, y
si se expresa durante la diapausa I.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Contribuir al conocimiento de los mecanismos involucrados en la detencion programada del
desarrollo durante la fase de dispersién (diapausa 1), estudiando la expresion del gen
cordina en el desarrollo temprano y embriones en diapausa | del pez anual Austrolebias
charrua.

2.2 Objetivos especificos

En este trabajo nos proponemos analizar el patrén de expresién del gen cordina, mediante
RT-PCR a tiempo final en embriones de grupos experimentales: detenidos en diapausa | y
no inducidos en diferentes estadios tempranos.

Para realizar este objetivo nos planteamos:

1) Aproximarse a las técnicas de colecta de peces anuales en el campo y reconocimiento de
su habitat natural.

2) Reproduccion, obtencién y cultivo de embriones de Austrolebias charrua en condiciones
controladas.

3) Reconocimiento de los diferentes estadios del desarrollo embrionario en peces anuales.
4) Induccion de diapausa | en funcién de la presencia de adultos e hipoxia a 19°C.

5) Aproximacion a las técnicas de extraccion, amplificacion e identificacion de acidos
nucleicos (retrotranscripcion, PCR, electroforesis en gel de agarosa).

6) Diseno y ajuste de condiciones de amplificacion de cebadores especificos para el gen
cordina.

7) Analisis comparativos de las secuencias de los amplicones obtenidos.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Colecta y mantenimiento de peces adultos

Peces adultos de Austrolebias charrua fueron colectados en charcos temporales de la
localidad de La Coronilla, departamento de Rocha, Uruguay, entre los meses de agosto y
setiembre de 2018 (figura 6). Luego del transporte y adaptacion a las condiciones de
mantenimiento estandarizadas en el Laboratorio de Experimentacién Animal (LEA) humedo
(Acuario), de Facultad de Ciencias. Se mantuvieron en peceras de 12 litros con agua sin
cloro (pH 6.5-7), temperatura ambiente controlada a 19 °C y fotoperiodo natural.

Figura 6: Ubicacion del charco y colecta

a) Mapa de uruguay donde se marca en rojo la ubicacion de La Coronilla, Rocha (modificado de
https://www.freeworldmaps.net/es/uruguay/). b) Charco temporal de La Coronilla donde se colectaron
los ejemplares. c¢) Colecta y seleccion de los individuos adultos aptos para trasladar al acuario.

Los adultos se separaron en parejas, trios o cuartetos (1 machoy 1, 2 o 3 hembras), en
peceras de agua obtenida mediante filtracién por dsmosis reversa y reconstituida con sal
para acuarios marinos (Tetra Marine Salt Pro, 300 uS, pH 7-7,5) con burbujeo de aire
continuo y recambio constante de agua mediante un sistema de recirculacion que abarcé a
todas las peceras. Se les proporcioné alimento vivo una vez al dia, que en etapa de
alevines y juveniles consisti6 en larvas nauplio de Artemia spp., y microgusanos
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(Panagrellus redivivus). Durante la etapa adulta los principales alimentos fueron
Lombriculus variegatus, Tubifex spp. y Daphnia magna (Papa y col., 2016).

3.2 Obtencioén y cultivo de embriones

La producciéon de embriones se realizdé en peceras que contenian recipientes con esferas de
vidrio de 500 micras de diametro (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ). Se colocdé un
recipiente en el fondo de la pecera mimetizando el ambiente natural en el cual estas
especies, luego de un elaborado cortejo (Garcia y col. 2006) se entierran para depositar sus
huevos (figura 7).

Figura 7: Reproduccién de Austrolebias charrua en condiciones de cautiverio
Dos ejemplos de como se reproducen los peces utilizando esferas de vidrio como
sustrato de depdsito de los huevos.

Los embriones de cada cruzamiento fueron colectados del recipiente por medio de un
colador de plastico, donde las esferas de vidrio continlan el pasaje y los embriones
permanecen retenidos. Se transfirieron a placas de Petri con agua de acuario con una
pipeta pasteur de plastico (Papa y col., 2016). Se limpiaron por rodamiento sobre papel de
filtro humedo con agua declorinada y se observaron en camaras especialmente disefiadas
(1,7 mm de profundidad fabricadas en portaobjetos con cinta aisladora) para su diagnéstico
mediante un microscopio 6ptico Olympus Vanox con el medio de cultivo de Yamamoto
(NaCl 7,5 g KCI 0,2 g; CaCl2. 2H20 0,3 g; pH 7,3 en 1 L; Yamamoto 1967). Utilizando un

17



cubreobjetos, apoyado sobre la superficie del corion (transparente) se realiza la rotaciéon de
los huevos para optimizar el analisis del estadio del desarrollo de los mismos. Los
embriones seleccionados se cultivaron en placas de Petri, en Yamamoto a 19 °C.

Los embriones se clasificaron en: Estadio materno que consta de embriones de 1 a 16
células donde el ARN de origen materno es empaquetado en sus células, epibolia entre 80
y 100%, (dispersion de las blastémeras profundas, en migracion celular activa, previo al
ingreso a una posible diapausa |, segun Arezo y col., 2005), y reagregado | y Il (fase activa
del desarrollo embrionario, etapa posterior a la diapausa |, previo a la internalizacion del
endomesodermo, segun Pereiro y col., 2017)

Otro grupo de embriones en el estadio entre 1 y 16 células obtenidos en cada recoleccién,
fueron inducidos a diapausa | utilizando dispositivos de induccion (frascos de vidrio con
turba) que se introdujeron en una pecera con condiciones de induccién de diapausa I:
presencia de individuos (machos y hembras) de A. charrua adultos, temperatura 19°C y
aireacion escasa. Este sistema genera un ambiente altamente hipdxico (practicamente
anodxico) para los embriones y asegura un 100% de induccion a diapausa | (Arezo y col.
2017)(figura 8).

o
Pt

2

Figura 8: Estadios del desarrollo temprano de embriones de A. charrua seleccionados para
este trabajo. A) Estadio de 1 célula. C, citoplasma; Pn, pronucleos; Epv, espacio perivitelino; Co,
Corion. Modificado de Arezo y col., 2005. B) Estadio de 8 células. C) Epibolia, blastdmeras profundas
con morfologia triangular/romboidal en dispersion activa. D) Diapausa IA, células dispersas vy
redondeadas. E) Diapausa IB, células redondeadas formando pequefos grupos. F) Reagregado de
tipo Il, las células comienzan a agregarse previo a la internalizacién del endomesodermo. Se sefialan
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con flechas las blastomeras profundas y con asterisco (*) el reagregado. Modificado de Arezo y col.
(2017).

3.3 Analisis moleculares

a) Extraccion de ARN

Los embriones se colocaron en grupos de 3, 9, 10 o de 20 en tubos de 1,5 ml, para obtener
triplicados de los estadio antes mencionados (figura 8, tabla 2). En cada tubo se agregé el
reactivo comercial TRIZOL (Invitrogen) en una relacién: 0,5 mL de TRIZOL cada 10
embriones. En todos los casos, se homogeneizaron los embriones en los tubos por accién
mecanica de un émbolo para tubo de 1,5 mL, se incubaron 20 minutos a temperatura
ambiente y se almacenaron a -20 °C hasta su posterior utilizacion.

El material se descongelé a temperatura ambiente, se agregé cloroformo (0,2 mL por 1 mL
de TRIZOL) y se agité durante 15 segundos. Se centrifugd a 12.000g, 15 minutos a 4 °C
para la separacion de las fases. Se extrajo cuidadosamente la fase acuosa que contenia el
ARN, a la cual se le agreg6 isopropanol (0,5 mL por 1 mL TRIZOL) y 1 uL de Dextrano
Sigma 20 ug/mL (para optimizar la visualizacion del pellet) y se centrifugé a 12.000g, 10
minutos a 4°C. El pellet obtenido fue lavado con 1 mL de etanol 75%, centrifugando a
12.000g, 5 minutos a 4°C y secado con el ambiente. Finalmente el ARN fue resuspendido
en agua Amresco libre de nucleasas a 55-60°C durante 10 minutos en bloque térmico.

b) Estimacion de la calidad y concentracion del ARN extraido

La integridad del ARN fue analizada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% y
1/10.000 del intercalante no mutagénico GelRedTM (Biotum/N° de catalogo 41003), en
solucion tampoén Tris-Acetato EDTA (TAE) 1X. Se cargaron 4 uL de muestray 3 uL de
tampédn de carga especifico para ARN (Formamida 70%, Azul Bromofenol 0,1%). La corrida
electroforética se realiz6 en TAE 1X a 80 V durante 20 minutos. Para la visualizacién de las
muestras en el gel se utilizé transiluminador ultravioleta y se registraron fotograficamente.

Para estimar la concentracién de ARN se realiz6 medicion en equipo NanoDrop Lite
Spectrophotometer (Thermo), en ng/uL, junto con el cociente de Absorbancia 260/280.
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¢) Retrotranscripcion: sintesis de ADN copia a partir de ARN total extraido

Para la retrotranscripcion se utilizé la enzima Superscript |ll Reverse transcriptase
(Invitrogen/ N° catalogo 18080-044) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.
Por cada muestra se incubd durante 5 minutos a 65 °C la mezcla de: ARN total (10 pga 5
Mg) con 1 uL de oligo dT20 50 uM (Invitrogen), 1 uL de dNTPs 10 mM y agua Amresco libre
de ARNasas hasta completar 13 pL. Se colocd la mezcla 1 minuto en hielo, luego se
adicionaron: 4 pL de solucién tampon 5X, 1 yL DTT 0.1 M, 1 uyL RNaseOUT (inhibidor de
ARNasas Invitrogen) y 1 yL de enzima retrotranscriptasa. Por ultimo la reaccion se produjo
en el termociclador a 50 °C durante 1 hora y finalizé inactivando la enzima a 70 °C durante
15 minutos. Se utilizé un termociclador Multigene 11, de Labnet International, Inc. En la figura
9 se muestra un esquema del procedimiento desde la fijacién hasta la sintesis del ADN
copia.

EIJACION DE ,— AISLAMIENTO DE RETROTRANSCRIPCION
€y emBRriONEs &) ARNTOTAL (3 ARNm

Oligo dT
i O

\,u,." 1

ALLLRLRRRRERRRRRLY
ADNc

Figura 9:Procesamiento realizado en las muestras a partir de embriones viables hasta la obtencién
del ADNc.

d) Evaluacion de la sintesis de ADN copia (ADNc)

Para evaluar si ocurrié sintesis de ADNc y posible contaminacién con ADN genomico (en la
extraccién de ADN) en las muestras se utilizé el método de amplificacion de una regién
codificante del gen de B Actina (un gen de expresién constitutiva), que si dicho gen es
genomico al amplificarlo el mismo posee intrones, mientras que el gen derivado del ARN
mensajero no los tiene. La amplificacién se realizé utilizando una pareja de cebadores
especificos disenados para el pez cebra: Danio rerio (nUmero de acceso del GenBank
AF057040, Barrallo y col., 1999), que amplifican una regién codificante del gen de la
Actina de A. charrua (Arezo y col., 2014).

B-actina-RSA-1: 5° GCCGGTTTTGCTGGAGATGAT 3 Tm:70°C
B-actina-RSA-2: 5° ATGGCAGGGGTGTTGAAGGTC 3" Tm: 70 °C

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Multigene I, bajo las condiciones de

amplificacién que se detallan a continuacion: 5 minutos de desnaturalizacion inicial a 94 °C,
seguido de 32 ciclos de: 30 segundos de desnaturalizacion a 94 °C, 30 segundos de
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hibridacion a 55 °C y 1 minuto de extension a 72 °C. Luego una extension final de 7 minutos
a 72 °C. La mezcla de reaccion se realizd agregando a cada tubo 10,4 puL de agua Amresco,
1,5 yL de tampodn (Taq) 10X, 0,6 yL de Cloruro de Magnesio (50 mM), 0,3 yuL de dNTPs (10
mM), 0,5 uL de cada cebador (10 yM) y 0,2 puL de enzima Taq DNA polimerasa 5 UE/uL
(Invitogen). Al final se agregd 1 yL de cada ADN copia a evaluar. Se prepard un control
negativo de la reaccion para descartar posibles contaminantes en los reactivos utilizados
que contenia: la mezcla de reacciéon y 1 yL de agua Amresco sustituyendo el ADNc. El
volumen final de reaccion fue de 15 pL.

Los productos de las reacciones de amplificacion se analizaron en geles de agarosa
(Biotools) al 1,5%, en TAE 1X, a 80 V durante 30 minutos y agregando a la corrida el
marcador de masa molecular (Mass Ruler DNA ladder SM0403 Fermentas). La
visualizacién se realiz6 mediante el agente intercalante GelRedTM 0,5% (Biotum) en
transiluminador ultravioleta, tomandose registro fotografico.

e) Amplificaciéon del fragmento del gen de cordina-2

A partir de las muestras de ADNc de cada estadio, se amplificd el fragmento del gen de
cordina-2 por triplicado. La amplificacion de este fragmento se realizé utilizando una pareja
de cebadores especificos disefiados a partir del genoma de referencia (Gajardo y col., en
preparacion) del pez anual: Austrolebias charrua. Los cebadores fueron analizados
utilizando el software libre Oligo Analyzer (http://www.uku.fi/~kuulasma/OligoSoftware). Se
seleccionaron los pares de cebadores con menor probabilidad de generar horquillas,
homodimeros y/o heterodimeros y se enviaron a sintetizar a la empresa coreana Macrogen
(Corea).

Cordin2F6: 5 -ACG TCG AAA CAAGCG CTC AA-3 Tm:58,4°C
Cordin2R6: 5 -GCT GAG CAT TCA CAG TGG CAT-3" Tm:61,3°C

Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador Multigene 1l, bajo las condiciones de
amplificacién: 5 minutos de desnaturalizacion inicial a 94 °C, seguido de 35 ciclos de: 30
segundos de desnaturalizacion a 94 °C, 30 segundos de hibridacion a 56 °C y 2 minutos de
extensién a 72 °C. Luego una extension final de 15 minutos a 72 °C. La mezcla de reaccién
se realiz6 agregando a cada tubo 10,4 puL de agua Amresco, 1,5 uL de tampédn (Taq) 10X,
0,6 pL de Cloruro de Magnesio (50 mM), 0,3 uL de dNTPs (10 mM), 0,5 uL de cada cebador
(10 uM) y 0,2 uL de enzima Taq DNA polimerasa 5 UE/uL (Invitogen). Al final se agregé 1
ML de cada ADN copia a evaluar. Se realizé un control negativo de la reaccién para
descartar posibles contaminantes en los reactivos utilizados que contenia la mezcla de
reaccion y 1 uL de agua Amresco sustituyendo el ADNc. El volumen final de reaccion fue
de 15 L.

Los productos de las reacciones de amplificacion se analizaron en geles de agarosa de
igual manera que en el item anterior.
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f) Remplificacion del fragmento del gen de cordina-2 y purificacion
de los productos de PCR para secuenciacion

Se reamplificé el fragmento de cordina-2 perteneciente a la muestra biolégica que contenia
el empaquetado materno (embriones en etapa de 1-16 células).

Se llevé a cabo en las mismas condiciones que la amplificacién previa (item 4) pero
variando la temperatura de hibridacion en el termociclador, (57 °C, 30 segundos). La mezcla
de reaccion contenia los mismos componentes descritos en el punto 4, pero en este caso se
agregd 1 puL del producto de amplificacién de la reaccion previa. Se realizd esta
reamplificacion por cuadruplicado, con el objetivo de obtener suficiente cantidad de producto
para secuenciar, también se incluyd un control negativo idéntico al del paso protocolo de
amplificaciéon descrito en el punto 4.

Los productos de las reacciones de amplificacion se analizaron en geles de agarosa
(Biotools) al 1,5%, en TAE 1X, de la misma manera descrita previamente en el item 4.

Para confirmar que los productos obtenidos a partir de las reacciones de amplificacion y
reamplificacion corresponden al fragmento cordina-2 de A. charrua se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 2% en TAE 1X, en las mismas condiciones que las
corridas electroforéticas anteriores, pero aumentando el tiempo de corrida a 1 hora. Se
utilizé GelGreenTM 0,5% (Biotum) como agente intercalante. Se realizé el recorte de las
bandas de amplificacion con pipetas Pasteur de plastico estériles usadas como
sacabocado. Luego las bandas se purificaron mediante el kit GFX PCR DNA Gel Band
purification kit (General Electric), segun las especificaciones del fabricante. Los productos
purificados fueron secuenciados en el Servicio de Secuenciacion del Instituto Pasteur de
Montevideo (secuenciador automatico ABI3130 Applied Biosystems).

g) Amplificacion de un fragmento extenso de cordina

A partir de las muestras de ADNc por triplicado de cada estadio, se amplificé el fragmento
de cordina extenso utilizando cebadores para los fragmentos de cordina-2 y de cordina-1,
asi como también la secuencia que los separa, que es conocida en otras especies. La
amplificacién de este fragmento se realiz6 utilizando la combinacién de cebadores
especificos disefiados de manera que el directo corresponde al fragmento cordina-2 y el
reverso a cordina-1(ver figura 13), a partir de las secuencias obtenidas del genoma de
referencia (Gajardo y col., en preparacion) para el pez anual Austrolebias charrua. Los
cebadores para amplificar cordina-1 fueron analizados utilizando el software libre Oligo
Analyzer (http://www.uku.fi/~kuulasma/OligoSoftware). Se seleccionaron los pares de
cebadores con menor probabilidad de generar horquillas, homodimeros y/o heterodimeros y
se enviaron a sintetizar a la empresa coreana Macrogen (Corea).

Cordin2F6: 5 -ACG TCG AAA CAA GCG CTC AA-3 Tm: 58,4 °C
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Cordin1R4: 5" -AGC TGC TTA CAT CAC ACC AGC-3" Tm:61,3°C

Las reacciones se llevaron a cabo en el mismo termociclador, bajo las siguientes
condiciones de amplificacién: 5 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C, seguido de 35
ciclos de: 30 segundos de desnaturalizacién a 94 °C, 30 segundos de hibridacion a 57 °C y
2 minutos de extensién a 72 °C. Luego una extension final de 15 minutos a 72°C. La mezcla
de reaccion (Mix) y la siembra de la muestra fue idéntica a la amplificacion anterior .

Se realizé un gel de electroforesis 1,5%, segun se especificd previamente (item 4).

Con el objetivo de reamplificar los productos se eligieron las réplicas biolégicas que
mostraron mejores resultados de amplificacion (presencia de bandas mas intensas en el
gel). No se incluyé la muestra de materno ya que en las condiciones ensayadas no se
detectd amplificacion de este fragmento de ADNCc.

h) Reamplificacién del fragmento y purificacién de los productos
de PCR para secuenciacioén

Los fragmentos amplificados de los estadios anteriormente mencionados se reamplificaron
en las mismas condiciones de amplificacion (item 6) pero variando la temperatura de
hibridacion en el termociclador (58 °C, 30 segundos). También se repitiod la composicion de
la mezcla de reaccion, agregando 1 uL del producto de amplificacion previa. Se realizé esta
reamplificacion por cuadruplicado para cada estadio, con el fin de obtener suficiente
cantidad de producto para secuenciar. El control negativo se realizé segun el protocolo de
amplificacién descripto.

Los productos de las reacciones de amplificacion se analizaron en geles de agarosa
Biotools al 1,5%, en TAE 1X, de la misma manera que en el paso 4.

Los productos obtenidos mediante la reamplificacién se separaron mediante electroforesis
de agarosa al 2% y recorte de bandas segun paso 5 del protocolo, para posterior
purificacion con Kit GFX PCR DNA Gel Band purification kit (General Electric). Los
productos eluidos fueron secuenciados en el Servicio de Secuenciacién del Instituto Pasteur
de Montevideo, en el secuenciador automatico 3500 Genetic Analyzer Applied Biosystems,
con ambos cebadores de cada par.

i) Anadlisis de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante el programa Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA X, Kumar y col.,, 2018) y Sequencher 5.4.6 (Gene Codes
Corporation, Ann Arbor, MI, EE.UU.1988). En una primera instancia se proceso la secuencia
de nucledtidos en el electroferograma derivado de la secuenciacion de manera manual para
optimizar los resultados obtenidos editando la secuencia en caso de ser necesario.
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Luego se realizo la busqueda de secuencias nucleotidicas homdélogas en la base de datos
de secuencias del NCBI (GenBank), mediante el algoritmo de megaBLAST para la
busqueda de secuencias altamente similares (Altschul y col., 1990).

Posteriormente se realizd el analisis comparativo entre las secuencias obtenidas junto a las
16 secuencias con mayor homologia encontradas en el GenBank (cédigos de rastreo: ver
tabla 1), para cada gen mediante el BLAST y las secuencias de ARNm de D. rerio
correspondientes a cada gen seleccionadas de forma manual en la misma base de datos.
Se utilizé el método de multiples alineamientos CLUSTALW del programa MEGA X
(https://lwww.megasoftware.net; Kumar y col., 2018) para alinear las secuencias de la matriz
de datos. A partir de los alineamientos se realizaron los analisis filogenéticos con el método
de “maximum likelihood estimation”, basado en el numero de diferencias entre las
secuencias de la matriz de datos. El soporte estadistico de los nodos generados en cada
una de las filogenias fue obtenido aplicando el método de “boostrap” (Felsenstein, 1985)
con 1000 réplicas.

Tabla 2: Cddigos de rastreo de secuencias alineadas de cordina en los arboles filogenéticos.

Especie

ARNm

Proteina

Kryptolebias marmoratus

XM_017441445

XP_017296934

Austrofundulus limnaeus

XM_014025695

XP_013881147.1

Nothobranchius furzeri

XM_015952125

XP_015807611

Lates calcarifer

XM_018684060.1

XP_018539576

Xenopus leavis

XM_018263539.1

NP_001081778

Danio rerio

NM_130973.3

NP_571048.2

Mus musculus

NM_001278041.1

NP_001264970.1

Puecilia latipinna

XM_015018474

XP_014873960

Xiphophorus maculatus

XM_005805884

XP_005805941

Fundulus heteroclitus

XM_012863237

XP_021172550

Oryzias latipes

XM_023961777

XP_023817545

Oryzias melastigma

XM_024277957

XP_024133725.1

Oncorhynchus mykiss

XM_021588347

XP_021444022

Oreochromis niloticus

XM_005461007

XP_005461064949

Physeter catodon

XM_028491802.1

XP_028347603
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A partir de estos alineamientos se realiz6 la traduccion tedrica de las secuencias
nucleotidicas a secuencia aminoacidica de las distintas isoformas de cordina de cada
especie analizada, con las que se realizd la busqueda de dominios proteicos conservados
en la base de datos del NCBI mediante la funcion BLASTp. Luego, los alineamientos fueron
exportados y convertidos a formato clustal en el programa CLUSTAL X (Larkin y col., 2007)
para obtener informaciéon adicional sobre el grado de conservacién de las secuencias
obtenidas mediante la comparacion con secuencias de otros teledsteos que se incluyeron
en los alineamientos.

4. Resultados y discusién:

4.1) Valoracién del ARN total

La integridad de los ARNs totales obtenidos se evalu6 mediante la electroforesis de las
muestras en geles de agarosa al 1,5% (Fig. 10) y la concentracion de las mismas se midié
mediante nanodrop (tabla 2).

B e

Figura 10: Extraccién de ARN total en embriones de Austrolebias charrua. Gel de agarosa al
1,5%, tefiido con GelRed 1/10.000. El primer carril del gel (carril 1) corresponde a la muestra de ARN

25



extraido de estadio materno (MD2), el carril 2 a la muestra de estadio de epibolia (ED2), carril 3 a la
muestra de diapausa IA (DIA1), el carril 4 a la muestra diapausa IB (DIB1), y por ultimo el carril 5
corresponde a la muestra de estadio de reagregado I-Il (Rmix). Las figuras inferiores corresponden a
imagenes de microscopia optica de los estadios analizados (fig. 8).

Tabla 2: Muestras utilizadas para la extraccion del ARN total. Se indican los estadios analizados,
el nimero de embriones de cada una, el volumen de TRIZOL empleado en la fijacion, el volumen
final de ARN total extraido y la concentracién estimada de ARN utilizado en la reaccion de
retrotranscripcion. Los valores de concentracion de ARN fueron calculados a partir del valor de
concentracion obtenido en el NanoDrop (mediciones posiblemente sobreestimadas). Los valores
indicados con * fueron calculados a partir de BioAnalyzer.

Muestra (estadio) Ndmero de TRIZOL (pL) ARN total (pL) Concentracion
embriones de ARN (ng/uL)

MD1 (1-16c) 10 500 10 45

MD2 (1-16c) 20 1000 20 200

MN1 (1-16c) 10 500 10 274

ED1(Epibolia 80-100%) 10 500 10 889

ED2(Epibolia 80-100%) 20 1000 20 111

EN1(Epibolia 80-100%) 20 1000 20 104

DIA 1 (diapausa |A) 9 450 15 38*

DIA 2 (diapausa IA) 9 450 15 64*

DIA 3 (diapausa IA) 9 450 15 50*

DIB 1 (diapausa IB) 9 450 15 66*

DIB 2 (diapausa IB) 9 450 15 88*

DIB 3 (diapausa IB) 3 150 15 18*

R1 (reagregado I-11) 20 1000 20 267

R2 (reagregado I-1l) 20 1000 20 169

Rmix (reagregado I-II) 10 500 10 52

A partir de la figura 10 es posible concluir que los ARNs obtenidos estaban integros y no
mostraron indicios de degradacion. Su integridad se aprecia claramente en todas las
muestras donde se observan dos bandas por cada carril, correspondientes a los ARN
ribosomales 28S y 18S. Las bandas inferiores (muy tenues) corresponden a los ARN de
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transferencia ubicados por detras del frente de corrida. Es posible observar un sombreado
por debajo de las bandas de ARN 28S y 18S perteneciente a los ARN mensajeros. Cabe
mencionar que la extraccién de ARN total también fue exitosa en las otras dos réplicas
biolégicas procesadas (datos no mostrados aqui).

Tabla 3: Estimacion de la concentracion de ARN.
Se estimd mediante Nanodroop las concentraciones de los estadios materno, epibolia y reagregado y
mediante BioAnalyzer se midid la concentracion de diapausa | A y B (representadas con *).

Estadio Concentracién en (ng/pL)
Materno 200,0
Epibolia 1111
Diapausa IA 25*
Diapausa IB 33"
Reagregado 267,4

Estos resultados permitieron utilizar los ARNs obtenidos como molde para la siguiente
etapa de retrotranscripcion.

4.2) Sintesis de ADN copia y evaluacién de la retrotranscripcién

El primer objetivo de este paso es evaluar si ocurrié (0 no) sintesis de ADNc a partir del
ARN total y evidenciar si existe contaminacion con ADN gendmico utilizando los cebadores
disefados para un fragmento codificante del gen beta-actina de Danio rerio. El analisis de la
electroforesis en agarosa revel6 un amplicon de aproximadamente 400 pares de bases para
todos los ADNCc sintetizados (figura 11). Estos resultados condicen con los reportados para
beta-actina de D. rerio (banda migratoria de 340 pb, Barrallo y col., 1999). En trabajos
previos del laboratorio se confirmd la identidad de la banda de beta-actina mediante
secuenciacion de la misma (Arezo y col., 2014).

Se observa también la ausencia de bandas en el control negativo (figura 11), lo que indica
que los productos de amplificacion en las muestras no provienen de contaminacion de los
reactivos utilizados. Es importante mencionar la ausencia de un amplicén de 700 pb que
contiene un intron en el gen que codifica para la actina. Este hecho permite inferir que no
hay contaminacion con ADN gendmico de las muestras analizadas (Arezo y col., 2014).
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Figura 11: Electroforesis en gel al 1,5% tefiido con GelRed 1/10.000 de los productos de
amplificaciéon con los cebadores para amplificar beta-actina. MPB: marcador de pares de bases,
Carril 1: control negativo, Carril 2: ADNc de estadio materno (MD2), Carril 3 ADNc de epibolia (ED2),
Carril 4: ADNc de diapausa IA (DIA1), Carril 5: ADNc de diapausa IB (DIB1), Carril 6: ADNc de
reagregado I-Il (Rmix) y Carril 7: control positivo de muestra de ADNc a partir de ARN total de higado
de A. charrua hembra adulta diluido 1/20, como control positivo. En cada carril a los 300 pb se
observan las bandas de los dimeros de cebadores de cada producto de PCR. Las figuras inferiores
corresponden a imagenes de microscopia optica de los estadios analizados (fig. 8).

BN

4.3) Amplificacion de los genes de interés

Una vez confirmada la integridad y calidad de los ADNc obtenidos, se realizaron los
ensayos de amplificacion con los cebadores especificos para el gen de interés que en este
caso fue cordina. En una primera instancia se logré la amplificacion del fragmento
denominado cordina-2 en todos los estadios de estudio, con sus correspondientes
cebadores (detallados en Materiales y Métodos).

El analisis del registro fotografico de la electroforesis en gel de agarosa (figura 12), reveld
un amplicon de aproximadamente 400 pares de bases en cada estadio. También se detectd
que existen en algunos estadios una doble banda y hasta multiples bandas en algunos
casos (estadios de epibolia y reagregado). Este resultado podria explicarse por la existencia
de amplificacion inespecifica o eventos como el procesamiento alternativo (corte y empalme
alternativo del transcripto primario). Con respecto a las multiples bandas de mayor tamafio,
en el orden de los 1000 pares de bases, una posibilidad podria ser la amplificacion
inespecifica y para esto podria subirse la temperatura de hibridacién de cebadores y
confirmarlo (figura 12).
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Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% tefiido con GelRed 1/10.000, de los
productos de amplificaciéon de cordina 2

En el primer carril del gel se observa el marcador de pares de bases (MPB). En los siguientes, Carril
1: control negativo, Carril 2: ADNc de estadio materno (MD2), Carril 3: ADNc de epibolia (ED2), Carril
4: ADNc de diapausa IA (DIA1), Carril 5: ADNc de diapausa IB (DIB1), Carril 6: ADNc de reagregado
I-Il (RN1). En cada carril por debajo de cada producto de PCR correspondientes a las bandas
correspondientes a los cebadores. Las figuras inferiores corresponden a imagenes de microscopia
optica de los estadios analizados (fig. 8).
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Figura 13: Esquema de los fragmentos de cordina presentes en el transcriptoma de referencia
de Austrolebias charrua (Gajardo y col., en preparacion). Cordina 2 y 1 en sentido 5-3’ son
secuencias conocidas con sus respectivos cebadores (cordin2F6 y cordin1R4) y el fragmento
sefialado en rojo esta ausente en la informacion transcriptdomica disponible

Con el objetivo de complementar la informacion de secuencia ausente en los datos
transcriptomicos (figura 13), se realizaron PCR, utilizando cebadores: Cordin2F6 y
Cordin1R4 (detallados en Materiales y Métodos). El producto amplificado comprende
cordina 2, cordina 1, y la region incognita entre ellos.

El andlisis de la electroforesis en gel de agarosa (figura 14), revelé dos amplicones (1100 y
500 pares de bases) en todos los estadios, excepto el estadio de materno.
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Figura 14: Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% teiido con gelRed 1/10.000 de los
productos de amplificaciéon de cordina extensa. En el primer carril del gel esta el marcador pares
de bases (MPB), luego, Carril 1: control negativo, Carril 2: ADNc de estadio materno (MD2), Carril 3:
ADNc de epibolia (ED2), Carril 4: ADNc de diapausa IA (DIA1), Carril 5: ADNc de diapausa IB
(DIB1), Carril 6: ADNc dec reagregado I-Il (R22). El fragmento extenso de cordina se encuentra en
los 1100 pb (flecha de arriba) y en el entorno de los 500 pb se encuentra el segundo fragmento
(flecha de abajo). Las figuras inferiores corresponden a imagenes de microscopio 6ptico de los
estadios analizados (fig.8).

Para confirmar la ausencia de amplificacion en el estadio materno y presencia de esas
bandas en los estadios analizados, se reamplificd el producto de PCR obtenido en cada
estadio, usando estos productos como molde para la reaccion. La figura 15 muestra que,
ademas de las mismas bandas obtenidas en la primera reaccion de amplificaciéon de cordina
extensa, no se amplifica el fragmento en la muestra estadio materno en estas condiciones.
Se observa la aparicion de bandas extra que pueden ser amplificaciones inespecificas (por
ejemplo: estadio de epibolia, carril 3 de la figura 15) a nivel de las 1300 y 500 pares de
bases, previamente amplificadas durante la primera reaccion de amplificaciéon. Otra
diferencia que cabe destacar es la aparicion de un fragmento de 700 pb, en el estadio de
reagregado I-ll, (mayor tamafio que el fragmento de 500 pb observado en los otros
estadios). Este hallazgo genera mas preguntas sobre el procesamiento alternativo que
podria experimentar este gen en este estadio del desarrollo, sin embargo, no es posible
responderlas en el marco de esta tesina.
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Figura 15: Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% tefiido con gelRed 1/10.000 de la
reamplificacion del producto obtenido en la amplificacion del fragmento de cordina extensa.
Primer carril se encuentra el marcador de pares de bases (MPB), luego en el Carril 1: control
negativo, Carril 2: ADNc de estadio materno (MD2), Carril 3: ADNc de epibolia (ED2), Carril 4: ADNc
de diapausa IA (DIA1), Carril 5: ADNc de diapausa IB (DIB1), Carril 6: ADNc de reagregado I-Il (R22).
Las figuras inferiores corresponden a imagenes de microscopia 6ptica de los estadios analizados (fig.
8).

Con respecto a la existencia de dos bandas, al igual que en el caso anterior, podria
significar que la banda de menor tamafo, corresponde a una amplificacién inespecifica o
especifica (se podria también aumentar la temperatura de hibridacién en la PCR para
deducir esto y si persiste dicha banda, secuenciarla). Es factible que existan ARNs con
regiones comunes y otras divergentes que generarian amplicones de tamafo similares.
También es factible que sea otra isoforma del gen cordina, referido a un evento de corte y
empalme alternativo o resultado de un evento de transposicion que involucro este gen. Esta
posibilidad surge de la evidencia que refleja las caracteristicas del genoma de Austrolebias
charrua. Este genoma presenta el doble de tamafo que el del resto de los rivulidos y tiene
gran cantidad de elementos transponibles (Garcia y col., 2015).

4.4) Secuenciacién de los productos de amplificaciéon
En la tabla 4 se muestra el resumen de los resultados obtenidos en cada estadio, réplica

bioldgica y cebadores utilizados. Se indican ademas las bandas seleccionadas y enviadas a
secuenciar.

Tabla 4: Resumen de los resultados obtenidos en las distintas réplicas biologicas a partir de la
amplificacion in vitro utilizando los cebadores disefiados para cordina en las versiones cordina 2 y
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cordina extensa, con sus respectivos cebadores. La X indica presencia y el - ausencia de la banda
para cada una de las muestras. A su vez las bandas que fueron purificadas y enviadas a secuenciar
estan indicadas con la letra (S).

Cebadores Cordin2R6 y Cordin2F6 y Cordin2F6 y Cordin2F6 y
Cordin2F6 Cordin1R4 Cordin1R4 Cordin1R4

Muestra Banda de 400pb | Banda 500pb | Banda 700pb | Banda 1100pb
MD1 (1-16¢) - - - -

MD2 (1-16c) XS - - .

MN1 (1-16c) - - - -
ED1(Epibolia) - X - X
ED2(Epibolia) X XS - XS
EN1(Epibolia) X X - X

DIA1 (diapausa IA) X XS - XS
DIA2 (diapausa IA) X X - X

DIA3 (diapausa IA) X X - X

DIB1 (diapausa IB) X XS - XS
DIB2 (diapausa IB) X X - X

DIB3 (diapausa IB) X X - X

R1 (reagregado I-ll) - - - -

R22 (reagregado I-Il) X - XS XS
Rmix (reagregado I-1l) X - X X

Los resultados de la secuenciacion para cordina-2 en el estadio de materno (MD2),
evidenciaron la presencia de mas de un fragmento de ADN con el mismo tamano (es decir,
no se logré resolver completamente, ya que el electroferograma demostro la presencia de
mas de una secuencia amplificada). Por este motivo no fue posible analizar esta secuencia.
Para analizar cada fragmento de ADN obtenido en el estadio materno de cordina 2 por
separado, es necesario clonar los fragmentos obtenidos con el fin de obtener secuencias
Unicas de cada clon y asi lograr el analisis de cada una de ellas, objetivo que excede la
propuesta de este trabajo.
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El anadlisis del producto de amplificacion de cordina fragmento extenso, se realiz6é de la
misma forma que con los productos de amplificacion de cordina 2. Se envi6 a secuenciar en
un solo sentido de la doble hebra de ADN.

Los resultados preliminares del cromatograma muestran que el fragmento extenso (la banda
de 1100 pb) fue secuenciado de manera exitosa en los estadios donde fue amplificada
(epibolia, diapausas y reagregado). Los resultados preliminares del cromatograma,
muestran que se logré obtener secuencias uUnicas en cada analisis de secuenciacion, pero
también se debid realizar una edicion de la secuencia de forma manual, que consiste en
sustituir las bases identificadas con N, que el programa del secuenciador no logré identificar
en la secuencia o no pudo resolver con las sefales que fueron emitidas en el proceso y que,
observando los colores de los picos del cromatograma es posible adjudicar. Las secuencias
fueron cortadas en los extremos ya que al comienzo y al final de la secuenciacion las
sefales no son claras ni fiables. Este proceso de edicion fue realizado en el programa Mega
X (figura 16).

80 90 100 110 120 130 140 160
a) GAGCTCTTCATCAATGTGGCCACAGCTCACTAT CAAG AGGG AGAGCTCAGGGGTCAGATCAAGGCCCTGCCATACAGTGGCCTAG

< >

b ) AcAagCCTTgagacAGGCGGtGGGCAGCTGGagTCGTCTGGAgGCTCGACACATCCACATGCTGCTGCAGAACGAGCTCTT
CATCAATGTGGCCACAGCTCACTATCAAGAGGGAGAGCTCAGGGGTCAGATCAAGGCCCTGCCATACAGTGGCCTAGA
GGTGCCCAGAAATGAGTTACCTTCACTTCTGGCTGGCCACTTTGTGTCCCCACCTGTAAGAACTGGAGCTTCTGGACATG
CCTGGGTGTCAGTAGACAAACAATGCCACCTGCAATACAAAATAGTGGTTGCAGGCCTTAGTAAGGCAGCAGATGCCA
CTGTGAATGCTCAGCTACACGGGCTGGCTGAGATCGGCGAGTTGGACAACAGGACCACCACACACAAGAGGCTACTGA
CGGGCTTCTACGGCTCCCAGGCACAAGGCGTTTTAAAGGACCTTAGTCTTGAATTACTGCAACACCTGGATCAGGGTAT
GGCCTCCATCCAAGTCAGTACCAAGATGAATCCTCAAGGAZAAATGCGAGGATGGGTCCACGTTCCAAACAGCTGCAAG
TCTGGAGCCAGAGTGGAEGTGGAGGAGACTGAGTTGGATGACATGTTGAAAGACCCTGAgGAACTAAAGAAAGACCCC
CACACATGTTTTTTTgaaAAcC

Figura 16: Electroferograma y secuencia obtenida a partir del ADNc de cordina extensa
a) La imagen representa el cromatograma de la secuenciacién en el programa Mega-X
(https://www.megasoftware.net; Kumar y col.,, 2018) (solo un segmento de la secuencia
obtenida).
b) Secuencia completa del fragmento extenso de cordina, correspondiente al producto de
amplificacion del estadio epibolia. Las bases nitrogenadas escritas en minusculas fueron
corregidas manualmente en el programa Mega-X en el analisis de secuencia.

El fragmento mas corto del producto de amplificacién (banda ubicada entre 500 y 700 pares
de bases) de cordina extensa, de la misma manera que ocurrié con cordina 2, no se logré
resolver su secuencia debido a que el electroferograma presentaba informacién de varias
secuencias. Por este motivo el analisis de secuencia de esa variante del gen cordina
extenso o bien amplificaciones inespecificas y se tendra que repetir la PCR para estas
muestras a mayor temperatura de hibridacién y observar los resultados, esto sera abordado
en futuros estudios.
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4.5) Analisis preliminar de la secuencia de cordina extensa

La secuencia obtenida se sometid a la funcion BLASTn del programa BLAST 2.2.22
(Altschul y col.,1990). El analisis comparativo com el conjunto de secuencias presentes en
el GenBank presentd la mayor identidad con el ARNm de cordina de Kryptolebias
marmoratus (88.08% y cobertura: 98%) un Cyprinodontiforme no anual y en segundo lugar
con el ARNm de cordina de Austrofundulus limnaeus, con una identidad de 86.67% y
cobertura idéntico al anterior (Figura 17). Estos resultados de alineacion confirman que la
secuencia obtenida correspondiente al producto de amplificacién del ARNm de cordina de
A. charrua, dada la alta similitud de secuencias con otras especies entre ellas las ya
mencionadas.
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PREDICTED: Austrofundulus limnaeus chordin (chrd), transcript variant X5, mRNA
Sequence ID: XM_014025695.1 Length: 3947 Number of Matches: 1

Range 1: 1746 to 2390 GenBank Graphics

“Score Expect Identities Gaps Strand
735 bits(382) 0.0 5595@5{&&:} 3_,1’&51@_%_)_ Plus_;’Plus

RN

Sbjct 1746 GACAGGCGGTGGGCAGCTGGAGTCGTCTGGAGGCTCGACACATCCACATGCTGCTGCAGA 1885

Query 72 ACGAGCTCTTCATCAATGTGGCCACAGCTCACTATCAAGAGGGAGAGCTCAGGGGTCAGA 131

Sbjct 1806 ATGAGCTCTTCATCAATGTGGCTACAGCACACAGCCAGGAGGGGGAACTCAGGGGCCAAA 18685

Query 132 TCAAGGCCCTGCCATACAGTGGCCTAGAGGTGCCCAGAAATGAGTTACCTTCACTTCTGG 191

II|||||I|II||II|I|I L] ML B L L) LS ] A
Sbjct 1866 TCAAGGCCCTGCCATACAGCGGCTTAGAGGTGCCCAGACAGGGATTGCCTACCCCTCTAG 1925

e itgiemsinmsmthimnntiniing

Sbjct 1926 CTGGCCACTTCTTGTCTCCACCAGTAAGAACAGGAGCTTCTGGCCACGCCTGGGTGTCAG 1985

Query 252  TAGACAAACAATGCCACCTGCAATACAAAATAGTGGTTGCAGGCCTTAGTAAGGCAGCAG 311

R O o o T S S S e 1
Sbjct 1986 TGGACAAACAGTGCCACCTGCACTATGAAATAGTAGTCGCGGGTCTGAGTAAGAAGGAGG 2045

e T T T T,

Sbjct 2846 ACGTCACTGTGAATGCCCACCTACATGGACTGGCTGAGATCGGGGAGCTGGACAACAGCA 2185

Query 372  CCACCACACACAAGAGGCTACTGACGGGCTTCTACGGCTCCCAGGCACAAGGCGTTTTAA 431

Sbict 2186 GCACCACACACAAGAGGCTGCTGACGGGCTTCTATGGCTCCCAGGCTCAGGGAATTTTAA 2165
Query 432  AGGACCTTAGTCTTGAATTACTGCAACACCTGGATCAGGGTATGGCCTCCATCCAAGTCA 491

Sbjct 2166 AGGACCTTAGTCTTGAATTACTGCAACACCTGGACCAGGGAACGGCCTTCATCCAAGTCA 2225

Query 492  GTACCAAGATGAATCCTCAAGGAGAAATGCGAGGATGGGTCCACGTTCCAAACAGCTGCA 551

L LLELEE DEEEREE TREELLEERLEE DEELEE LELLELL LLLELLETELILL
Sbjct 2226 GCACCAAGCTGAATCCCCAAGGAGAAATACGAGGACGGGTCCATGTTCCAAACAGCTGCG 2285

e s hrin .

Sbjct 2286 AGTCTGGAGCCGGAGCCGAGGTGGAGGAGGCCGAGTTGGATGACACGTTGCTGACAGATC 2345

Query 609  CTGAGGAACTAAAGAAAGACCCCCACACATGLTLLTLLGAAAACC 653

L LCELEEEEEEEEE e ey FEEL EELELEEELL 111
Sbjct 2346 CCGAGGAACTAAAGAAAGACCCCAACACTTGTTTTTTTGAGAACC 2390

Figura 17: Alineamiento obtenidos por BLASTn del programa BLAST 2.2.22

El alineamiento corresponde a la variante x5 de cordina de Austrofundulus limnaeus, quien fue el
segundo mejor alineamiento mediante este programa, con respecto al fragmento de cordina de A.
charrua obtenido en este trabajo.

4.6) Analisis comparativo entre las secuencias obtenidas

Se realiz6 un alineamiento entre las secuencias (epibolia, Diapausa IA, Diapausa IB y
reagregado I-ll) y se compararon utilizando el método de multiples alineamientos de
CLUSTALW del programa (https://www.megasoftware.net; Kumar y col., 2018). Este analisis
revel6 una identidad casi total (Figura 18).
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~6cordR221 cor2F8 MA coreggido
“IcordDial cor2F6 MA
-3cordDiB cor2F MA
~4cordEpi1 cor2F6 MA

-GcordR221 cor2F6 MA coreggido &
-1cordDial cor2F6 MA
-3cordDiB cor2F6 MA

-4cordlEpil cor2F6 MA

-6eordR221 cor2F6 MA coreggido

“1cordDial cor2F6 MA
“3cordDiB cor2F6 MA
-dcordEpil cor2F6 MA

Figura 18: Andlisis comparativo entre secuencias amplificadas de cordina extensa,
alineamiento realizado mediante el algoritmo CLUSTALW.

En la figura se muestra solo algunos lugares de alineacion entre las secuencias de cordina extensa
amplificada en cada estadio (epibolia diapausa IA, Diapausa IB, y reagregado lI-lll). Con flechas rojas
se sefalan las unicas diferencias entre nucleétidos en el tramo que se alinean las 4 secuencias.

Se identificaron tres variantes de cordina en A. charrua correspondiente a los estadios
mencionados, las cuales pueden calificarse de mutaciones puntuales: la primera se trata de
una transversion de citosina por adenina, y las ultimas dos mutaciones refieren a
transiciones de timina por citosina y guanina por adenina respectivamente.

Luego se realizd el analisis de las secuencia aminoacidica deducida a partir de las
secuencias de cordina extensa mediante la funcién Blastx del programa BLAST 2.2.22
(Altschul y col.,1990). El analisis comparativo con las secuencias presentes en el GenBank
presentd una mayor identidad con la proteina de cordina en Kryptolebias marmoratus y
Austrofundulus limnaeus (Figura 19), al igual que el analisis a nivel nucleotidico.
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chordin isoform X1 [Kryptolebias marmoratus]
Sequence ID: XP_017296933.1 Length: 958 Number of Matches: 1

Range 1: 491 to 708 GenPept Graphics

“Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
399 bits_{_1026_) 3e-130 Compositionai matrix aci_j_ust. 196{218{_9_0%_) 203_:’218{_93%_)_ 1_!218_’_{_0%) -2

Query 652 QALRQAVGSWSRLEARHIHMLLONELFINVATAHYQEGELRGQIKALPYSGLEVPRNELP 473
+ALRQAVGSWSRLEARHIHMLLQNELFINVATAH QEGELRGQIKALPYSGLEVPR+ELP
Sbjct 491 KALRQAVGSWSRLEARHIHMLLQNELFINVATAHSQEGELRGQIKALPYSGLEVPRHELP 558

Query 472 SLLAGHFVSPPVRTGASGHAWVSVDKQCHLQYKIVVAGLSKAADATVNAQLHGLAEIGEL 293
+ LAGHFVSPPVRTGASGHAWVSVDKQCHL Y+IVWW GLSKA DATVMA LHGLAEIGEL
Sbjct 551 TPLAGHFVSPPVRTGASGHAWVSVDKQCHLHYEIVVEGLSKAEDATVNAHLHGLAEIGEL 618

Query 292 DNRTTTHKRLLTGFYGSQAQGVLKDLSLELLQHLDQGMASIQVSTKMNPQGEMRGWYHVP 113
DN +T HKRLLTGFYGSQAQGVLKDLS ELLQHLDQG A IQVSTKMMPQGE+RG VHVP
Sbjct 611 DNSSTAHKRLLTGFYGSQAQGVLKDLSPELLQHLDQGTAFIQVSTKMNPQGEIRGQVHVE 678

Query 112 NSCKSGARVEVEETELDDML-KDPEELKKDPHTCFFEN 2
NSC+SGA VEVEE ELDDML KDPEELKKDPHTCFFEN
Sbjct 671 NSCRSGAAVEVEEVELDDMLPKDPEELKKDPHTCFFEN 78

PREDICTED: chordin isoform X4 [Austrofundulus limnaeus]
Sequence ID: XP_013881149.1 Length: 851 Number of Matches: 1

Range 1: 382 to 599 GenPept Graphics

‘Score "E'xpec”t “Method Identities Positives 'é'aps Frame
382 bits(982) 7e-125 Compositional matrix adjust. 187/218(86%) 197/218(90%) 1/218(0%) -2

Query 652 QALRQAVGSWSRLEARHIHMLLQNELFINVATAHYQEGELRGQIKALPYSGLEVPRNELP 473
Q  QAVGSWSRLEARHIHMLLQMELFINVATAH QEGELRGQIKALPYSGLEVPR LP
Sbjct 382 QTSGQAVGSWSRLEARHIHMLLOQWELFINVATAHSQEGELRGQIKALPYSGLEVPRQGLP 441

Query 472 SLLAGHFVSPPVRTGASGHAWVSVDKQCHLQYKIVVAGLSKAADATVNAQLHGLAEIGEL 293
+ LAGHF+SPPVRTGASGHAWVSVDKQCHL Y+IVVAGLSK D TVNA LHGLAEIGEL
Sbjct 442 TPLAGHFLSPPVRTGASGHAWVSVDKQCHLHYEIVVAGLSKKEDVTVNAHLHGLAEIGEL 501

Query 292 DNRTTTHKRLLTGFYGSQAQGVLKDLSLELLQHLDQGMASIQVSTKMNPQGEMRGWVHVP 113
DN +TTHKRLLTGFYGSQAQG+LKDLSLELLQHLDQG A IQVSTK+NPOQGE+RG WHVP
Sbjct 502 DNSSTTHKRLLTGFYGSQAQGILKDLSLELLQHLDQGTAFIQVSTKLNPQGEIRGRVHVP 561

Query 112 NSCKSGARVEVEETELDD-MLKDPEELKKDPHTCFFEN 2
NSC+5GA EVEE ELDD +L DPEELKKDP+TCFFEN
Sbjct 562 NSCESGAGAEVEEAELDDTLLTDPEELKKDPNTCFFEN 599

Figura 19: Blastx para la secuencia del estadio de epibolia

Alineamiento correspondiente a una region de la proteina cordina, el primero de la lista referente a la
variante x71 de cordina de Kryptolebias marmoratus. El segundo alineamiento corresponde a la
variante x4 de cordina de Austrofundulus limnaeus.

El porcentaje de homologia obtenido entre secuencias aminoacidicas es mayor que la
obtenida mediante el alineamiento de secuencias nucleotidicas, en este estudio a través del
Blastx, que es del orden de 89,91 % con Kryptolebias marmoratus y cobertura de 99% y con
Austrofundulus limnaeus de 85,89% e idéntica cobertura.

El analisis entre secuencias proteicas evidencio solo una variante de cambio de aminoacido

en la cadena polipeptidica de cordina extensa y esta variante se observa en el estadio de
epibolia (figura 20).
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1. 6-6cordR221 cor2F6 MA coreggido | viPR v i A K@ cHLHYK
W12 1-1cordDial cor2F6 MA VPR v A K@ICHLHYK
13. 3-3cordDiB cor2F6 MA VP RN v a KBICHLHYK
4. 4-4cordEpil cor2F6 MA VP RN v plc@crH L@y x

Figura 20: Alineamiento entre secuencias aminoacidicas de cordina extensa, con el
alineamiento realizado mediante el algoritmo CLUSTALW.

La secuencia de aminoacidos alineada muestra una Unica variacién de un aminoacido en la
secuencia de cordina extenso en el estadio de epibolia sefialado con una flecha roja.

Se alinearon nuevamente las secuencias de cordina extensa de los cuatro estadios en
estudio (epibolia, diapausa IA, diapausa IB, y reagregado I, Il) con la conversién de cada
codon por el aminoacido correspondiente. Este analisis mostrd que solo una de las
variantes evidenciadas previamente en la secuencia nucleotidica no es silenciosa. Esta
variacion sucede en el estadio de epibolia en la posicion 158 desde la metionina inicial
donde hay glutamina (Q), en lugar de histidina (H), que es el aminoacido que se encuentra
en la secuencia aminoacidica de los demas estadios. Este evento podria ser interesante
desde el punto de vista funcional de la proteina. Para saber si esta variante en este estadio
especifico tiene alguna funcién bioldgica relevante sera retomado en futuros abordajes.

4.7) Secuencia consenso de cordina extensa

Como se menciond previamente, con el objetivo de completar la informacién de secuencia
ausente de cordina de A. charrua, se realizd6 el analisis mediante la alineacion en el
programa MegaX de las secuencias conocidas a partir del analisis transcriptomico (cordina
1y 2) y la generada en este trabajo (cordina extensa). Se obtuvo 100% de identidad entre
cordina extensa y cordina 1 y 2, delimitando una regién (gap) desconocida hasta el
momento (figura 21a). esta nueva region, descrita en este trabajo presenta 114 pb y se
muestra en la figura 21b. Este resultado permite completar la informacién de secuencia
ausente en el fragmento de cordina con el fragmento amplificado y secuenciado en este
trabajo (figura 21).
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Figura 21: Alineamiento de secuencias de cordina extenso y cordina 2 y 1 respectivamente.
a) Las 3 secuencias alineadas evidencian el sector donde falta informacién de secuencia
denominado secuencia incognita (gap), arriba cordina 2, y abajo cordina 1.
b) secuencia completa de nucleétidos de la secuencia incégnita (gap).

4.8) Analisis de regiones conservadas en la secuencia nucleotidica de cordina
en A. charrua

Con el objetivo de profundizar en el andlisis de la secuencia de cordina en Austrolebias
charrua, se utilizé la informacién disponible de la secuencia del estadio de diapausa IA 'y se
alineé con las secuencias de cordina de otras especies de peces teledsteos. Para este
analisis se construyd una secuencia que se denominara cordina “completa” utilizando la
informacién de la secuencia amplificada en esta tesina, y las secuencias de cordina 2 y
cordina 1 provenientes del transcriptoma de referencia (Gajardo y col., en preparacion). De
esta manera se obtuvo una secuencia de 1479 pares de bases.

Se procedié a realizar un ClustalX 2.2.22 (Altschul y col.,, 1990) con esta secuencia
reconstruida, y con las especies mas cercanas filogenéticamente: Kryptolebias marmoratus,
Austrofundulus limnaeus, Nothobranchius furzeri (figura 22). En este andlisis se observé
que predominan las regiones conservadas de cordina en concordancia con lo reportado en
la bibliografia que caracteriza a este gen como un gen muy conservado en los vertebrados
(Sasai y De Robertis, 1994). Sin embargo, es interesante mencionar que es posible
distinguir regiones no conservadas donde se visualizan las variantes puntuales de cordina
de A. charrua unicas en comparacién a sus homodlogas de otras especies, por ejemplo en
casos puntuales como el de nucledétidos como el de la posicion 327 donde A. charrua posee
una timina en lugar de adenina como todas las otras especies. También en las posiciones
315, 414, 435, 674, 693, 727, 763, 822, 1221, y a partir de 1462, donde luego de esta
variante Unica, ocurren otras variantes casi consecutivas en la secuencia de cordina de
A.charrua, hasta el final (ver figura 22).
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10 20 30 40 50 &0 T0 B0
T R Il e I [ e Ly e [ Tl Il [ ol Il el ey e
chord comp A.charrua 1 ATGTCCAGTG GTGATGCATT GACACCAGGG RAGACAGGAG GTGTGGGATC TGCCCTCTTT AACCTCCATG ATAACGGAAC
chardx{_x.mamoxatus 1 ATGTCCAGTG GTGATGCGTT GACCCCGGGA AAGACAGGAG GTGTGGGATC TGCCATCTTT AACCTCCAGG ATAACGGAAC
chordx5 A.limnaeus 1 ATGTCCAGTG GGGATGCGCT GACCCCAGGG RAGACGGGAG GAGTGGGATC TGCAGTCTTT AACCTCAATG ATARCGGAAC
chordx5 N.furzeri 1 ATGTCCAGTG GCGATGCCCT AACCCCAGGG AAGACAGGAG GCGTGGGATC AGCTGTCTTC AACCTCCATG ACAATGGAAC
charde_F.heteraclitus 1 ATGTCTAGTG GCGATGCACT GATCCCAGGG AAGACCGGCG GGGTCGGATC GGCTATCTTT AACCTCCACG ATAACGGAAC
chord D.rerio 1 TTGTCGAGCG GCOGCGGCTCT GACTGCGGGT CRAGACGGGCG GTGTGGGCTC TGCTGTCTTC ACTCTGCACC CGARCGGCTC
Clustal Consensus kR RE ok ok ok kR R ® v v whkE dk ok ok ok kd kk kk kkkk & R k44 4
a0 100 110 120 130 140 150 160
B e I I I B I Il ol Il B ) el BT e |
chord comp A.charruna 81 ATTGGRATAC CRGATTCA TTGCAGGCCT CAGCAGTGAC GTAGTCGGCC TGACAATAGA GCTGAAGCCA CGACGTCGAR 160
chordxZ K.marmoratus 81 ARCTGGRATAC CAGGTITCAGG TTGCAGGACT CAGCAGTGAC GTAGTCGGCC TGACAATAGR GCTGRAAGCCA CGACGTCGRA 140
chordx5 A.limnaeus 81 ATTGGAATAC CAGGTTCAGG TTGCAGGTCT CAGCAGTGAT GTAGTCGGCC TGACGATAGA GCTGAAACCAR CGACGTCGAR 1460
chordx5 N.furzeri 81 ACTGGACTAC CAGGTTCAAG TTGCGGGTCT CACCAGCGAC GTCGTCGGCC TCACCATAGA ACTGAAGCCT CGGCGCCGAC 1a0
chordxl F.heteroclitus @1 GCTGGAATAC CAGGTTCAGG TTGCGGGTCT CACGAGCGAC GTCGTGAGCC TCACAATAGA GCTGAAGCCC CGGCGTCGGR 1460
chord D.rerio 81 TCTGGATTAC CAGCTGCTGG TGGCGGGTCT GAGCAGCGCG GTGCTGAGCG TTAGCATCGA GATGAAGCCG CGTCGGCGCA  1a&0
clustal Consensus hkkd kdk kRkk kR ok ok & Ek ER Rk ¥ AR ¥ *k ok kk kA Ak kA khkhk Ahk  AE Ak Ak
170 180 150 200 210 220 230 240
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c:hord_camp_A.charrua 161 ACAAGCGCTC AATCCTTTAT GATCTAACAC CAGAGTACAA CAAAGCCTTG AGACAGGCGG TGGGCAGCTG GAGTCGTCTG 240
chordxz_x.mamcratus 161 ACARRACGTTC AGTCCTTTAT GATCTARCAC CAGAGTACAG CAAGGCTTTA AGACAGGCAG TGGGCAGCTG GAGTCGTCTG 240
cbardm&‘_l,limnaeus 161 ACARAGCGCTC GGTCCTTTAC GATCTAACAC CCGAGTTCAG TCAGACCTCG GGACAGGCGG TGGGCAGCTG GAGTCGTCTG 240
chordx5 N.furzeri 161 ACAAGCGCTC GGTCCTCTAC GATTTGACTG CAAAGTACAT CAAAGCCTCC AGGT GG TGGGCAGCTG GAGTCGTCTA 240
chordxl F. heteroclitus 161 ACARGCGCTC GGTCCTGTAC GATTTARCGG CGGAGTACGG CARAGCAGCA GGGCGGGCGG CGGGCAGCTG GAGTCGACTG 240
chord D.rerio 161 ACARACGCAG CGTTCTGTAC GAGCTCTCGG CAGTGTTCA CAGACC AGCGGGCGG CAGGCAGCTG CGGACGCGTG 234
Clustal Consensus 93 ol bolllltod L L S B * LA LA Tk & A * &% 129
250 260 270 280 290 300 310 320
i s | s leems | ewws Fassl sis Faises | memee fameae | wws Lassts | e Dasaes | aeiee faeets |
d:cx‘d_cam_p_.ﬂ,charrua 241 GAGGCTCGAC ACATCCACAT GCTGCTGC AACGAGCTCT TCATCAATGT GGCCACAGCT CACTATCAAG AGGGAGAGCT
chordx2 K.marmoratus 241 GAGGCTCGAC ACATCCACAT GCTGCTGCAG AATGAGCTCT TCATCAACGT GGCCACGGCA CACAGCCAAG AGGGGGAGCT
G}ZazﬁS_A,limnaeus 241 GAGGCTCGAC ACATCCACAT GCOTGCTGCAG AATGAGCTCT TCATCAATGT GGCTACAGCA CACAGCCAGG AGGGGGAACT
GIIOMS_N. furzeri 241 GAAGCTCGAC ACATCCACAT GITGCTGCAG AACGAACTCT TCATTAATGT GGCCACGGCA CACAACCAGG AAGGGGAGCT
c:!zanhl_r'.hetemclitus 241 GRGGCCCGGC ATATCCACAT GITGCTGCAG RACGAGCTCT TCATCRAACGT GGCCACGGCA CACAACCAGG AGGGGGAGCT
c;!:czd_D, rerio 235 GAGGCCAGAC ACACACACAT GCTGCTACAG ARCGAGCTGT TCATCAACAT CGCCACCGCA CTGCAGCCCG ACGGGGAGCT 314
clustal Consensus 130 *k kE * * * * kkkkdk * Fhkhkd khkk k*k k*k khk k kkkd k& * k& k& &+ * * * & &% &% & lso
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ahcrd_cqmp_.n.charrua 321 CAGGGGTCAG ATCRAGGCCC TGCCATAC TGGCCTAGAG GTGCCCAGAA ATGAGTTACC TTCACTTCTG GCTGGCCACT 400
chordx2 K.marmoratus 321 CAGGGGCCAG ATCAAGGCCC TTCCATACAG TGGICTAGAG GTGCCCAGAC ATGAGTTACC TACCCCTCTA GCTGGCCACT 400
chams_n,lmnaeus 321 CAGGGGCCAA ATCAAGGCCC TGCCATACAG CGGCTTAGAG GTGCCCAGAC AGGGATTGCC TACCCCTCTA GCTGGCCACT 400
chordxs N.furzeri 321 CAGGGGCCAG ATCARGGCTC TGCCATATAR TGGCATTGAG GCACCTAGAAR ATGAGCTACC AACCCCACTA GCTGGTCACT 400
chorcbcl_f"heteroclitus 321 CAGGGGGCARR ATCRRGGCCC TGCCGTRCAG TGGCCTGGAG GTGCCAAGAC ATGAGCTGCC CACTCCCCTG GCTGGGCATT 400
c!:ard_D, rerio 315 GCGCGGACAG ATACGCCTGC TGCCATACRA TGGACTGGAC GCGCGCAGAA ACGAGTTGCC GGTTCCTCTG GCCGGTGTTC 3594
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chord comp A.charrua 401 TTGTGTCCCC ACCTGTAAGA ACTGGAGCTT CTGGACATGC CTGGGTGTCA GTAGACAAAC AATGCCACCT GCACTACAAR 430
chordx2 K.marmoratus 401 TTGTGICCCC ACCAGTAAGA ACTGGAGCTT CTGGTCACGC CTGGGTGTCG GTGGACAAAC AGTGCCACCT GCACTACGAG 480
chordxs_a.limnaeus 401 TCTTGICTCC ACCAGTAAGA ACAGGAGCTT CTGGCCACGC CTGGGTGTCA GTGGACAAAC AGTGCCACCT GCACTATGAAR 480
chordx5 N.furzeri 401 TTGTGICCCC ACCAGTGAGA ACTGGTTCCT CCGGGCACGC CTGGGTGTCC GTGGATAAAC AGTGTCACCT GCACTATGAG 430
c:hordxl_F.heteroclitus 401 TTGTGTCCCC TCCAGTAAGR ACCGGTGCAT CCGGCCATGC CTGGGTGTCC GTGGATAAAC AGTGCCACCT GCACTACGAG 480
chord D.rerio 395 TGGTGICTCC GCCGGTGCGC ACTGGTGCAG CGGGTCACGC CTGGGTCTCG GTGGACCCTC AGTGTCATCT GCATTACGAG 474
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chord comp A.charrua 4391 ATAGTGGTTG CAGGCCTTAG TAAGGCAGCA GATGCCACTG TGAATGCTCA GCTACACGGG CTGGCTGAGR TCGGCGAGTT 560
chorde_K.mamoratus 481 ATAGTAGTTG ARGGCCTTAG TAAGGCAGAR GATGCCACTG TGAACGCCCA CCTACATGGA CTAGCTGAGA TTGGAGRGTT 560
c:hordxs_x.limnaeus 481 ATRGTAGTCG CGGGTCTGAG TAAGAAGGAG GACGTCACTG TGRATGCCCA CCTACATGGA CTGGCTGAGR TCGGGGRGCT 560
chordx5 N.furzeri 481 ATCATAGTCG CAGGTCTCAG TAAGACAGAC GACGCGACTG TGAACGCCCA CCTACACGGG CTGGCTGAGR TCGGAGRGCT 560
Ghordxl_f‘.heteroclitus 481 ATAATTGTGG CAGGTCTTAG CAAGGCGGAC GACCTGACTG TGAACGCCCA CCTACACGGG CTGGCTGAGA TCGGAGAGCT 560
chord D.reric 475 RATCATCGTTA ACGGACTCAG CAAGAGCGAA GACGCCTCCA TCAGTGCTCA CCTGCATGGR TTGGCTGAGR TCGGAGAGAT 554
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chord comp A.charrua 561 GGACRACAGG ACCACCACAC ACAAGAGGCT ACTGAC! TTCTACGGCT CCCAGGCACA AGGCGTTTTA AAGGACCTTA 640
chox‘d'x.?ﬂ]f.mamoz‘abus 561 AGACRACAGC AGCACCGCAC ACAAGAGGCT GCTGACGGGC TTCTATGGCT CCCAGGCTCA GGGAGTTTTA AAGGACCTTA 640
chordx5 A.limnaeus 561 GGACRACAGC AGCACCACAC ACAAGAGGCT GCTGACGGGC TTCTATGGCT CCCAGGCTCA GGGAATTTTA RRGGACCTTA 640
chord'.‘lcS_N.fuzzez‘i 561 GGGCRACAGC AGCGCCTCAC RACAGAAGGCT GCTGACGGGC TTCTACGGCT CACAGGCTCR GGGCGTTTTA RRGGRCCTGR 640
chorda:l_.?.heteroclitus 561 GGATGACAGC AGCACGAGTC ACAAGAGGCT GCTGACGGGT TTCTACGGCT CTCAGGCTCA GGGGGTTTTA ARGGACATGA 640
chord D.rerio 555 GGACGACTCT TCCACCAATC ACAAGAGACT CCTGACTGGT TTCTACGGGC AACAGGCTCA AGGCATCCTG AAGGACATCA 634
clustal Consensus * ** * & * kkw *k k* whkktd dh thkkdd *& 200 kEkEkr * & * & * * kEkkkEE * &
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chord comp A.charrua 641 GICTTGAATT ACTGCAACAC CTGGATCAGG GTATGGCCTC CATCCAAGTC AGTACCAAGA TGAATCCTCA AGGAGARATG 720
cho:d'xZ_K.mazmo.ratuB ©41 GTCCAGAATT ACTGCAACAC CTGGACCAGG GAACGGCTTT CATCCAAGTC AGCACTAAGA TGAATCCTCA GGGAGAGATC 720
chordx5 A.limnaeus 641 GICTTGAATT ACTGCAACAC CTGGACCAGG GAACGGCCTT CATCCAAGTC AGCACCAAGC TGAATCCCCA AGGAGARATA 720
choz-cch_N.fn:zezi o4l GTGITGARCT GCTGCAACAC CTGGACCAGG GAACAGCCTT CCTCCAGATC AGCACCAAGA TGAATCCTCA GGGAGARATC 720
cbordxl_j'.heteroclitus t4]1 GTGTTGAACT ACTGCAACAT CTGGATCAGG GAACAGCCTT CATCCAAGTC AGCACCAAGR TGRACCCTCA GGGAGAAATA 720
chord D.rerio 635 GTGTTGAATT ATTGCGTCAT TTAAATGAAG GTACGGCGTA TCTGCAGGTC AGCACCRAGA TGAACCCCAG AGGRAGAGATT 714
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chord comp A.charrua 721 CGAGGATGGG TCCACGTTCC AAACAGCTGC AAGTCTGGAG CCAGAGT GGAGGTG GAGGAGACTG AGTTGGATGA 794
cbordxz_lf.mamorahls 721 CGAGGACAGG TCCACGTTCC AAACAGCTGC AGATCTGGAG CTGCAGT CGAGGTG GAGGAGGTTG AGTTGGATGA 794
chordx5 A.limnaeus 721 CGAGGACGGG TCCATGTTCC ARACAGCTGC GAGTCTGGAG CCGGAGC CGAGGTG GAGGAGGCCG AGTTGGATGA 794
cborde_N.fuz‘zez‘i 721 CGAGGACGGG TCCACGTTCC ARACAGATGC ATGTCTGGAG CTGGRAGCTGG RGCGGAGGTG GAGGAGGTTG AGTTTGACGAR 800
chordxl__F.heterocIitus 721 CGAGGACGGG TCCACGTTCC CAACACCTGC AAGCTCGGTG CCCCGCC GGAGGTG GRAGGAGGCTG AGTTTGACGA 794
chord D.rerio 715 CGCGGACGGR TCCACGTCCC GAACCACTGT GAGTCCCCGG CGCCCCGCGC TGAGTTTCTG GAGGAGCCGG RAGTTTGAGGA 794
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chord comp A.charrua 7%5 CATGTTG A AARGACC CTGRGGAACT BAAGRAAGBC CCCCACBCA TGTTTTTTT GAGAACCBGC 856
chordx2 K.marmcratus 795 TATGTITGCCG A---AGGACC CCGAGGAGCT AAAGARAGAC CCCCACACT TGTTTTTTT GAGAACCACC 859
chordx5 A.limnaeus 795 CACGTTGCTG A CAGATC CCGAGGAACT ARAGARAGAC CCCARACACT TGTTTTTTT GAGAACCAGC 859
chordx5 N.furzeri 801 CGTTTTGCTG A---AGGACC CAGAGGAGCT AAAGAAAGAT CCTCATACA TGCTTCTTT GARAACCAGC 865
Ghomxl_F.heteroclitus 795 CGTTTTTCTG A ACGACC CCGAGGAGCT CAAGAAAGAC CCAARATACC TGCTTCTTT GAGAARCCAGC 859
cbozﬂ_D.rerio 795 TCTGCTGTTC ACACGGGAGC CGACGGAGCT GCGCARAGAC ACACACACTC ACATACACTC CTGCTTCTTT GAGGGAGAAC 4§74
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chord comp A.charrua 857 RACCACGCTCAR TGGTTCACAC TGGACACCCA ACTACGACBA GTGTTTCRCC TGCAGCTGCC AGARGARGGAC AGTGATTTGT 936
chordx2 K.marmoratus 360 ACCACGCTCA TGGTTCTCGC TGGACACCCA ACTATGATAA GTGTTTCACC TGCAGCTGCC AGAAGAGGAC AGTGATCTGT 939
c:hord'xs_.n.lj_mnaeus 860 ACCACGCTCA TGGTTCCCGC TGGACGCCTA ACTATGACAA GTGTTTCACC TGCAGCTGCC AGARAGAGGAC AGTAATCTGT 939
chordx5 N.furzeri 866 ACCAGGCCCA CGGCTCCCGC TGGACTCCCA ACTATGACAR GTGTTTCACC TGCGGCTGTC AGAAGCGAAC AGTGATCTGT 945
chnrdxl_}",heteroclitus 260 ACCATGCTCA TGGCTCCCGC TGGACTCCGR GTTACGACAR GTGCGTCACA TGCAGCTGTC ARRAGCGAAC AGTGATCTGT 639
chord D.rerio 875 AACACACACA CGGCTCACAG TGGACACCGC AGTACAACAC CTGCTTCACC TGCACCTGCC AGAAAAAGAC GGTGATCTGT 954
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chord comp_A.charrua 937 GATCCAGTCA TCTGTCCCAT CTTGAGCTGC TCCAGAACCA TTCAACCTGA GAACAAGTGC TGTCCCATCT GTGATGAARAR 101
chordxz_x.marmoratus 940 GATCCAGTCA TCTGTCCAGT GTTGACCTGC TCTAAARACCA TCCAGCCTGA GGACAAGTGC TGTCCCGTCT GCGATGAARA 101
chordx5 A.limnaeus 440 GATCCTGTCA TCTGTCCCGT GITGACCTGC TCCAGAACCA TTCAGCCTGA GGACAAGTGC TGICCCATCT GTGATGARRAR 101
chnrdx.‘;_ﬁ'.fuz'zeri 446 GATCCAGTCA TCTGTCCGGT GTTGACTTGT TCCAGAACCG TTCAGCCTGA AAACAAGTGC TGTCCCGTCT GTGATGARRG 102
chordxl F.heteroclitus 940 GATCCAGTTA TCTGTCCAGA GCTGACTTGC TCCAGAACCA TTCAGCCCGA GGACAAGTGC TGICATGTCT GTGATGRAAG 101
chord D.rerio 955 GACCCAGTGA TGTGTCCTAC ACTCTCCTGC ACACACACCG TCCRGCCTGA AGACCAATGC TGICCCATCT GTGARGAGRR 103
Clustal Consensus 539 ®F kR & Ok RERES * ko il i B EE & ok AR A e 564
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chord_camp_.l.charma 1017 GBGAGAGGCC AAGGACATGA AAGCTCCAGA GAGGGTGGAR GRACATCCTG ARGGGTGTTA CTTTGAAGGC GACCAGAAGA 109
chordx2 K.marmoratus 1020 GAGAGAACCC AAGGACATGA AGGTTTCAGA GCGGGTGGAAR GAACATCCTG AAGGGTGTTA CTTTGAAGGA GACCAGAAGA 0%
chnrdx.;_}l,limnaeus 1020 GCGAGAGCCC RRAGACATGA AAGCTGGAGE GAAGGTGGAA GRACATCCTG AAGGGTGTTA CTTTGARGGA GATCAGRARRR 109
chordx5 N.furzeri 1026 GAGAGAACCC AAGGACATGA AAGTCCCTGA ATGGGTAGAA GAACACCCTG AAGGGTGCTA CTTTGAAGGA GACCAGAAGA 110
chordxl F.heteroclitus 1020 CAGGGAGCCT AAGGACGTGA AAGCTCTGGA GACCCTGGAA GAACATCTCG AAGGTTGITA CTTTGAAGGC GACCAGARGR 109
chord D.rerio 1035 GRARGRAATCT mGJ\GACAG CCGCTGTAGAR ARAAGTTGAG GMTCCTG AAGGCTGTTA TTTTGAAGGC GATCAGW 113
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chord comp A.charrua 1097 TRCACGCCCC GGGRATATCA TGGCATCCTT TTGTTCCTCC CTTTGGCTAC BTTm’I‘GCG CTGTCTGCBC TTGCARGGGA
chordx2 K.marmoratus 1100 TGCATGCCCC AGGARCAACA TGGCATCCAT TTGITCCTCC CTTTGGCTAT ATTAAATGTG CTGTCIGCAC TTGCAAGGGG
chordx5 A.limnaeus 1100 TGCATGCTCC AGGRATATCR TGGCATCCGT TTGTTCCTCC ATTTGGCTAC ATTAAATGTG CTGTCTGCAC CTGCAAGGGG
chordxb N.furzeri 1106 TGCACGCCCC AGGRARCCACA TGGCATCCCT TTGTTCCTCC TTTCGGCTAC ATTARATGTG CTGTCTGCAC CTGTAAGGGR
c:hozdxl_F.heteroclitus 1100 TGCATGCCCC AGGARACCACA TGGCATCCCT TTGTTCCTCC CTTTGGATAC ATTARATGTG CTGTCTGCAC TTGCAAGGGA
chord D.rerio 1115 TGCACGCACC TGGARCAACA TGGCATCCTT TCGTCCCGCC GTTCGGCTAC ATCAAGTGTG CAGTCTGTAC CTGCAAGGGC
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chord comp A.charzrua 1177 TCIICAGGGG AGGTCCACTG CGAGAAGGTG ACATGTCCCG TGTTGTCCTG CAGTCACCCA GTGAGACGCE ATCCCTCAGA
chordx2 K.marmoratus 1180 TCTTCAGGGG AGGTCCACTG TGAGRARGGTG ACGTGTCCTG TGTTGTCCTG CAGTCACCCG GTGAGACGCR GTCCCTCAGR
chordxS A.limnaeus 1180 TCTTCAGGGG AGGTCCACTG TGAGRAAGGTG RCGTGTCCAG TGTTGGTCTG CAGTCACCCG GTGRAGGCGTA ATCCCTCRGA
chorde_N.furzez—i 1186 TCTACAGGGG AGGTGCACTG TGAGAAGGTG ACGTGTCCTG TGCTGACCTG CAGCCACCCT GTGAGACGGA GTCCCTCTGA
chordxl F.heteroclitus 1180 TCTACAGGGG AGGTCCACTG TGAGAAGGTG RCGTGTCCCG TGTTGACCTG CAACCACCCA GTGAGGAGGA GCCCCTCCGAR
chord D.rerio 1195 TCAACAGGGG AAGTGCACTG CGAGAAGGTG ACGTGCCCGC CCCTCACCTG CAGCCGACCA ATCAGACGCA ACCCTTCAGA
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chord comp A.charrua 1257 CTGCTG‘TAAG GAGTGCCCGG AAGATGAGAG GACCCCTGAA GGCCTGCAGC ACAGTGACAT GATGCAGGCA GACAGTCCGC
chordx2 K.marmoratus 1260 CTGCTGTAAG GAGTGTCCTG AGGRAGGAGAG GACTCCTGCT GGCCTGCAGC ACAGTGACAT GATGCAGGCA GATGGCCCAC
chordxs_ﬂ.lmnaeus 1260 CTGCTGTARG GAGTGTCCGG AGGAGGAGAG GACCCCTGCA GGCCTGCGGC ACACTGACAT GATGCAGGCA GACGGTCCGC

chordxs_ﬂ'. furzeri

CTGCTGTAAG GAGTGTCCAG AGGAGGAGAG GACGCCTGCA GGCCTGCAGC ACAGTGACAT GATGCAGGCA GACGGGCCGC

chordxl F.heteroclitus 1260 CTGCTGTAAG GAGTGTCCTG AAGAAGAGAG GACGCCTGCG GGCCTGGAGA TCAGCGACAT GATGCAAGCG GACGGCCCAC
chord D.rerio 1275 CTGCTGTAAG GAGTGTCCTC CTGAAGAAAC GCCCCCT CTGGAGG ACGAGGAGAT GATGCAGGCG GACGGGACGC
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chord comp A.charrua 1337 GGC}\CTG’I‘M ATTTGGARAG MCTL‘I‘TACC AGRACMTG\B CBACTGGCAC CCGTGGGTGC CATTGGTGGG CGAGATGAAG 141
chordx2 K.marmoratus 1340 AACACTGTAA ATTTGGAAAG AACTATTACC AGRACAGTGA CAGCTGGCAC CCCTGGGTGC CGCTGGTTGG CGAGATGAAG 141
chordx5 A.Jlimnaeus 1340 GGCACTGTAR ATTTGGAARG AARCTATTACC AGRRCAGTGA CAGTTGGCAC CCCTGGGTGC CGCTGGTGGG CGAGATGAAG 141
choxdx5 N.furzeri 1346 GRACACTGCAR ATTTGGCRAG AACTATTACC AGRACRGTGA CAGCTGGCRT CCTTGGGTTC CTCTGGTGGG AGAGATGAAG 142
chordxl F.heteroclitus 1340 GGRACTGCARA ATTTGGARAG AACCTTTACC AGRRCAGCGE CAGCTGGCAT CCCTGGGTGC CACTGGTGGG CGRGATGARG 141
chord D.rerio 1349 GGCTCTGCAR ATTCGGGARA AACTACTATC AGARACAGCGA ACACTGGCAT CCGAGCGTCC CGCTGGTGGG GGAGATGAAG 142
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chord comp A.charrua 1417 TGCATCMCT GCTGGTGTGA TGT -AAGCA GCTACRCRTC MG-GTGTTTG AGTTTTTATG AGTAG 1479
chordx2 K.marmoratus 1420 TGCATCAACT GCTGGTGTGR CCACGGGGTG ACTRRATGTC AGAGGAARCR GTGTGCAGTG CTGAC 1484
chordx5 A.limnaeus 1420 TGCATCAACT GCTGGTGIGA CCACGGGGTG ACTAARGTGTIC AGAGGAAACA GTGTGCGGTG CTGAC 1404
chordx5 N.furzeri 1426 TGCATCAACT GCTGGTGCGA TCACGGGGTG ACCARATGTC AGAGGAAGCA GTGTCCAGTC CTGGC 1490
chordxl F.heteroclitus 1420 TGCATCRACT GCTGGTGTGA TCATGGCGTT ACGRAGTGTC AARGGRARCA GTGTCCGGTG CTGRC 1454
chord D.rerio 1429 TGCATCACCT GCTGGTGTGA CCATGGCGTC ACAARAGTGTC AGAGGAAGCA GTGTCCACTG CTGAG 1493
Clustal Consensus 818 FAkERAL Kk Ekkkdkkd wk * * L * * 844

Figura 22: Alineamiento de secuencias nucleotidicas de cordina completa y las secuencias de
cinco especies de Cyprinodontiformes. La primera secuencia es cordina completa, la segunda, la
variante 2 (x2) de la especie K. marmoratus, en tercer lugar variante 5 (x5) de cordina en A.
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limnaeus, cuarto lugar la variante 5 (x5) de la especie de N. furzeri, quinto lugar variante 5 (x5) de F.
heteroclitus, en sexto lugar la especie D. rerio y por ultimo se encuentra la caracteristica que resalta
los nucleodtidos conservados indicados con un asterisco (*) y con la anotacién de “clustal consensus”.

Con el fin de determinar las relaciones evolutivas entre la secuencia cordina completa
obtenida de Austrolebias charrua en este trabajo y cordina de otras 15 especies de
vertebrados (seleccionadas del Genebank) se realizé un analisis filogenético utilizando el
algoritmo “Maximum likelihood” (figura 23).

44— chord comp A.charrua
3 L chordxs A limnaeus
chordx? K.marmaoratus

£l

&0 chordxs N. furzer
chrdx2 Fundulus heteroclitus

95 100 { chrdx2 Poecilia latipinna
100 chrd Xiphophorus maculatus
— chrd Oryzias melastigma

95 100 L—— chrd Oryzias latipes
chrdx1 O niloticus

g6

a0

chord L calcarifer

chord Oncorhynchus mykiss

chrd D_rerio
chordx2 X laevis

100 { chrdx2 M.musculus
100 chordx1 P.catodon

Figura 23: Arbol filogenético. Construido a partir de una matriz de datos generada mediante el
alineamiento de 16 secuencias nucleotidicas de cordina de vertebrados utilizando el método
“Maximum likelihood” y bootstrap de 1000 réplicas como soporte estadistico.

Los resultados de esta reconstruccion muestran que la secuencia obtenida en A. charrua
presenta mayor similitud con especies de peces de la familia Rivulidae (A. limnaeus y K.
marmoratus), con un apoyo de boostrap en el orden de 99% en este nodo (figura 23). La
secuencia siguiente con mayor cercania pertenece a otro pez anual, Nothobranchius furzeri.

4.9) Analisis de regiones conservadas en la secuencia aminoacidica de
cordina en A. charrua
Se alinearon las secuencias de aminoacidos de cordina completa de A. charrua con las

secuencias aminoacidicas de cada variante de cordina de las mismas especies alineadas
anteriormente en sus secuencias nucleotidicas (figura 24). En este analisis se obtuvo
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informaciéon de relevancia al evidenciarse mutaciones que derivan en cambios en la
secuencia aminoacidica de la proteina.
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Figura 24: Alineamiento de secuencias aminoacidicas de cordina de 5 especies de Rivulidae
con la perteneciente a la de A. charrua, utilizando el programa ClustalW. El alineamiento
muestra el patron de regiones conservadas ilustrado con asteriscos (*) aminoacidos marcados con
dos puntos (:) evidenciando regiones semiconservadas (aminoacidos con caracteristicas quimicas
similares) y con un solo punto (.) se observan regiones de menor conservacion entre secuencias pero
con similitud estructural. En el rectangulo rojo se sefala una regiéon donde no coincide la secuencia
aminoacidica de A. charrua, respecto a cordina de las especies comparadas. El rectangulo azul
sefala la secuencia siguiente al segmento faltante de cordina en A. charrua con respecto a las otras
especies.

En la figura 24, se evidencia que los ultimos 13 aminoacidos de la secuencia de la proteina
de cordina en Austrolebias charrua no coinciden con las secuencias de las otras especies
analizadas. Este evento podria sugerir la ausencia de una region de 22 aminoacidos (ver
recuadro rojo en figura 24), seguida de una secuencia exclusiva de 12 aminoacidos en A.
charrua, con respecto a las otras especies (ver recuadro azul de la figura 24). En una
proteina tan conservada en los vertebrados este evento es posible que implique una
relevancia biologica importante en esta especie apoyando la hipdtesis planteada por
Wagner y Podrabsky (2015) sobre un rol unico de cordina en el patron de desarrollo
particular de Austrolebias charrua (se retomara mas adelante en el andlisis de la figura 26).

Con el objetivo de comparar el arbol filogenético construido con las secuencias
nucleotidicas en la figura 22 y las secuencias aminoacidicas, se construyé un arbol
filogenético utilizando las mismas secuencias de cordina de las mismas 16 especies de
vertebrados (figura 25).

45



4?'5: chord comp A.charrua
L chordx2 K marmoratus

chordx2 A limnaeus

B3

73 chordx2 N.furzer
chordx1 F_heteroclitus

77 ag { chordx2 P latipinna
49

chord X_.maculatus

76 — chord O.latipes

100 —— chord O.melastigma
— chord L calcarifer

100 45 L— chordx1 O niloticus

chord O.mykiss

39

chord D.rerio

chordx2 X laevis

F chordx2 M.musculus
100 S chordx1 P_catodon

Figura 25: Arbol filogenético. Construido a partir de una matriz de datos generada mediante el
alineamiento de 16 secuencias aminoacidicas de cordina de vertebrados utilizando método
“Maximum likelihood” y bootstrap de 1000 réplicas.

La topologia de este arbol es concordante, como se esperaba con la reconstruccion a partir
de las secuencias nucleotidicas (figura 22). Este analisis filogenético evidencié que la
secuencia de A. charrua presenta mayor similitud con las secuencias de las especies de
Cyprinodontiformes y entre ellos los peces anuales A. limnaeus (92%) y N. furzeri con un
boostrap mayor de 60 (figura 25).

El andlisis de las secuencias aminoacidicas deducidas en el marco abierto de lectura a
partir de las secuencias nucleotidicas sumado al analisis de los dominios proteicos (figura
26), permite confirmar que la proteina cordina de A. charrua no coincide en los ultimos 13
aminoacidos identificados con respecto a cordina de la especie mas cercana
filogenéticamente (A. limnaeus). La secuencia aminoacidica de esta region no coincide con
la del fragmento esperado del dominio von Willebrand Factor Type C (VWC), que se
presenta en repetidos sucesivos o tandem, identificado en las especies cercanas. Este
dominio esta presente en muchas proteinas antagonistas de BMP (noggina y follistatina)
(Coffinier y col., 2002). En el esquema de la figura 26 se puede observar mediante el
BLASTp como la proteina cordina de A. charrua carece del ultimo dominio repetido de vWC.
Este dominio fue caracterizado por cumplir funciones en la unién extracelular de cordina a
distintos receptores influyendo directamente en la actuacion de cordina como antagonista a
distintos BMPs (Zhang y col., 2007).
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Como se menciond en la introduccién, en el mecanismo de accion descrito para cordina se
produce un corte en la proteina liberando el dominio VWC que amplifica la actividad
antagonista de BMP (Zhang y col., 2007). Es esencial ampliar la informacion de secuencia
obteniendo informacién ya sea del transcriptoma de referencia o del mismo genoma de A.
charrua, para evaluar la region N-terminal de esta proteina.
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Figura 26: Andlisis de los dominios proteicos de cada zona de las secuencias, usando
BLASTp realizado en la base de datos del NCBI. Secuencias aminoacidicas deducidas en el
marco abierto de lectura a partir de las secuencias nucleotidicas de (a) A. charrua y en la parte de
arriba de la secuencia a qué dominio corresponden. (b) K. marmoratus, A. limnaeus, N furzeri, F
heteroclitus, D rerio, y en la parte de arriba de la secuencia a qué dominio corresponden. Enmarcado
en recuadro punteado el dominio VWC presente en todas las especies analizadas con excepcion de

en A. charrua.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en Austrolebias charrua con respecto al patrén de expresion de
cordina en el desarrollo temprano son similares a los descritos en el pez anual
Austrofundulus limnaeus. Aunque resta confirmar la identidad de la secuencia amplificada
en el estadio materno. La deteccion del ARNm de cordina particularmente en ambos
fenotipos de la diapausa | (A y B), podria indicar un posible rol en esta fase tan peculiar en
el desarrollo embrionario observado en los peces anuales.

En este trabajo se logré6 amplificar la secuencia desconocida entre los fragmentos de
cordina 2 y 1. Esta informacién es de gran utilidad para completar la secuencia de cordina
de A. charrua, para futuros abordajes. La banda de 1100 pb detectada en los estadios de:
epibolia, diapausa IA, diapausa IB y reagregado (cordina extensa) evidencié una alta
homologia con las variantes de cordina de otros Cyprinodontiformes.

Se logré dilucidar la secuencia desconocida faltante entre los fragmentos de cordina 2 y
cordina 1 y combinar estas secuencias obteniéndose una secuencia denominada cordina
completa de 1479 pares de bases.

Se identificaron tres variantes de cordina en A. charrua correspondiente a los estadios de
epibolia, diapausa IA, IB, y reagregado I-ll. En el alineamiento de nucledtidos y posterior
traduccion, se detectaron 2 variantes silenciosas y una con cambio nucleotidico que generd
cambio aminoacidico en el estadio de epibolia.

Se identificaron regiones muy conservadas al comparar las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas del estadio de diapausa IA de cordina de A. charrua con otras especies de
vertebrados, lo cual coincide con la bibliografia en su conservacién dentro de estos.

Se detectd la ausencia de una regién en la secuencia de aminoacidos sélo en A. charrua de
22 aminoacidos, que corresponde a un dominio completo de vWC (dominio von Willebrand
Factor Type C) con posible actividad de unién a la proteina morfogénica ésea BMP. Esta
variacién podria generar un cambio en la difusibilidad de la proteina cordina y por ende un
cambio en la sefializacion durante el desarrollo temprano de A. charrua.

En el presente trabajo se logré amplificar un fragmento de 450 pares de bases, en todos los
estadios tempranos del desarrollo analizados. Los resultados obtenidos no permitieron
concluir que se trata del fragmento de cordina 2 debido a la presencia de multiples
secuencias en el producto de PCR purificado en el estadio mas temprano del desarrollo
analizado (estadio materno). Resulta esencial determinar la identidad de esta secuencia
para definir si cordina se expresa en estadio materno como sucede en A. limnaeus.
Nuestros resultados no generan evidencia de que cordina extensa se exprese en el estadio
materno, una posible explicacién a estos resultados puede ser porque los niveles de cordina
2 empaquetado de origen materno sean extremadamente bajos e indetectables para las
tecnicas aqui utilizadas.

Estos resultados son los primeros relacionados a la caracterizacion de cordina en A.
charrua y generan una base para continuar investigando sobre los mecanismos moleculares
que permitan explicar el desarrollo embrionario de tan particular especie de vertebrado,
principalmente la diapausa |.
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Perspectivas

En relacion a la expresion temprana de cordina 2 en estadios previos a la transicion de la
blastula media (estadio materno), es pertinente clonar el amplicon que se obtuvo en un
vector plasmidico, para lograr obtener informacion de una unica secuencia por clon
analizado. De obtenerse un clon de cordina, se podra confirmar que al igual que lo que
ocurre en Austrofundulus limnaeus, existe expresion en este estadio en Austrolebias
charrua.

Un disefio experimental complementario a este estudio seria medir especificamente los
niveles de expresion del gen cordina en cada etapa del desarrollo temprano de A. charrua,
mediante RT-qPCR (por sus siglas en inglés reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa), para comparar resultados con el trabajo de Wagner y Podrabsky (2015).

Se propone realizar hibridacion in situ fluorescente en embriones enteros en distintas etapas
del desarrollo temprano con el fin de analizar el patrén de expresién temporal y espacial del
ARN mensajero del gen cordina en A. charrua. Ademas se podria complementar mediante
la identificacion de la proteina con anticuerpos especificos para determinar si presenta
regulaciéon post-transcripcional y comparar con estudios realizados en otros otros
organismos.

Para analizar el cambio estructural generado por la porcion final del fragmento cordina
completa y su efecto a nivel funcional, se podrian utilizar programas computacionales de
simulacion estructural proteica que resuelvan su estructura espacial y emulen una posible
interaccion biolégica de cordina con su receptor. Para profundizar en estos aspectos serian
necesarios datos de cristalografia y difraccion de rayos-X y ampliar la secuencia obtenida
de A. charrua en la regién 3°.

Para analizar los eventos de delecidon y mutaciones identificados en este trabajo seria
necesario realizar un analisis en profundidad del genoma y transcriptoma de referencia de
A. charrua, para ampliar la informacion 5y 3" respecto al fragmento del gen cordina
identificado, buscando posibles sitios de procesamiento alternativo del ARNm.

Para evaluar si cordina tiene implicacion directa en mecanismos moleculares de induccion a
la diapausa | de los peces anuales, seria importante realizar experimentos de
microinyecciéon con ARN antisentidos modificados (morfolinos), que regulen una disminucion
de la expresion. Estos resultados podrian complementarse con ensayos de sobreexpresion
del gen (experimentos ya realizados en otros teledsteos como pez cebra).
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