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Figura 18. Estructura secundaria de los 22 ARNt presentes en el mitogenoma de A. charrua. EI ARNt-Cys
esta resaltado CON UN FECUAATD FOJO. ..cviiiuiiieiiieiiieeteestee st e ste e ete e ste e steete e te s e e s abeetbesaresaeesbaesbaesbeestaebaesras 61

Figura 19. Porcentaje de individuos juveniles, adultos y seniles de A. charrua provenientes del campo y
obtenidos en cautiverio en funcién de la posicion nucleotidica en la secuencia del gen cyt-b que
presenta un cambio. a) poblacion de 2011; b) poblacion de 2012; c) progenie 2012 y d) progenie 2013.
Entre paréntesis se indica el nimero de individuos analizados en cada estadio ontogenético. ............. 67

Figura 20. Alineamiento en el MEGAG de las secuencias nucleotidicas parciales del gel cyt-b amplificadas
en 19 individuos de A. cheradophilus colectados en la naturaleza en 2011. La flecha roja indica la
insercion presente en 3 individuos provenientes de un charco ubicado en la zona de “La Charqueada”.

Figura 21. Porcentaje de individuos juveniles, adultos y seniles de A. charrua provenientes del campo y
obtenidos en cautiverio en funcién de la posicién nucleotidica en la secuencia del gen cox-1 que
presenta un cambio. a) poblacion de 2011; b) poblacién de 2012; c) progenie 2012 y d) progenie 2013.
Entre paréntesis se indica el nimero de individuos analizados en cada estadio ontogenético. ............. 79

Figura 22. Alineamiento en el programa Sequencher 4.10.1 de los cromatogramas de las secuencias cox-1
obtenidas en 1 individuo joven, 1 adulto y 3 seniles provenientes de la Ruta 91. a) Transicion (G/A) en
la posicion 30. b) Transversion (C/A) en la posicion 105. c) Transicion (G/A) en la posicion 282 de la
(=0T a1 Vg a] o] 1 1 Tor= Vo - USRS 83

Figura 23. Alineamiento en el programa Sequencher 4.10.1 de los cromatogramas de las secuencias cox-1
obtenidas en 1 individuo adulto y 5 seniles provenientes del camino al Arrozal 33. a) Transicion (T/C)
en la posicion 114. b) Transicion (C/T) en la posicion 255. ¢) Transicion (G/A) en la posicion 288 de
12 1egiON @MPIITICAUA. ..o bbbt 84

Figura 24. Alineamiento en el programa Sequencher 4.10.1 de los cromatogramas de las secuencias cox-1
obtenidas en 1 individuo juvenil y 4 seniles provenientes de la Zona de contacto. a) Transicion (C/T)
en la posicion 60. b) Transicion (G/A) en 1a poSiCION 288. ..........cccceieeiiiieiie e 85

Figura 25. Alineamiento en el programa Sequencher 4.10.1 de los cromatogramas de las secuencias cox-1
obtenidas en 2 ejemplares jévenes, 2 adultos y 2 seniles capturados en la Ruta 9 en 2012. En negrita se
resalta el nucledtido diferente presente en la posicion 390 de la region amplificada. ............cccceueneee. 86

Figura 26. Andlisis filogenético de union de vecinos (Neighbor-joining) bajo el modelo de sustitucion
nucleotidica distancia-p para 3 proteinas nucleares aisladas en el genoma de A. charrua. a) IGF-1, b)
Adcy5 y ¢) p53. Los soportes de los nodos fueron calculados mediante un andlisis de Bootstrap (1000
réplicas). Como grupo externo se uso la secuencia de Mus musculus. Entre paréntesis se encuentra el
numero de acceso de las secuencias obtenidas del Genbank y en rojo estan sefialados los “reads” de A.
charrua obtenidos de la SECUENCIACION MASIVA. .........eiviiiiiiiiitiieieeee s 91

Figura 27. Electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% tefiido con bromuro de etidio, de los extremos
teloméricos amplificados con el kit comercial “TRAPEZE® Telomerase Detection Kit” en 3 hembras
jévenes (1-5y 7), 3 adultas (8-13) y 3 seniles (14-19) colectadas en la naturaleza durante el afio 2012.
En los pocillos 1, 3, 5, 8, 10, 12, 14, 16 y 18 se sembraron las muestras con la telomerasa activa (+),
mientras que en los restantes pocillos se sembraron las correspondientes muestras con la telomerasa
inactivada por calor. En el pocillo 6 se sembr6 el marcador de peso molecular FastRulerTM Low
Range DNA Ladder (FERMENTAS). La banda de 36pb corresponde al control interno del kit. ........ 94

Figura 28. Electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% tefiido con bromuro de etidio, de los extremos
teloméricos amplificados con el kit comercial “TRAPEZE® Telomerase Detection Kit” en 3 hembras
jévenes (1-6), 3 adultas (8-13) y 1 senil (14-15) obtenidas en cautiverio durante el afio 2012. En los
pocillos 1, 3, 5, 8, 10, 12 y 14 se sembraron las muestras con la telomerasa activa (+), mientras que en
los restantes pocillos se sembraron las correspondientes muestras con la telomerasa inactivada por
calor. En el pocillo 7 se sembré el marcador de peso molecular FastRuler™ Low Range DNA Ladder
(FERMENTAS). La banda de 36pb corresponde al control interno del Kit. ..........ccccoovvviviiiiiiiicinnenne. 96

Figura 29. Anélisis gendmico mediante Southern blot del acortamiento de los telomeros en machos y
hembras de A. charrua obtenidos en cautiverio durante el 2013. Pocillos 2-5: hembras jovenes; 7-8:
machos jovenes; 9-10: machos adultos: 13: hembra joven; 14: hembra senil; 16-17: machos jovenes;
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18-19: machos seniles. MPM: marcador de peso molecular 1kb DNA ladder (Invitrogen). El patron de
bandas del MPM se export6 de la foto del gel de agarosa correspondiente. ..........cccccveeeevieieeeieeeneenne. 97

Figura 30. Analisis gendmico por Southern blot del acortamiento de los telomeros en hembras de A. charrua
obtenidos en cautiverio durante el 2012 (carriles 2-10) y colectadas en la naturaleza (carriles 12-20).
Pocillos 2-4: hembras jovenes-F1; 5-7: hembras adultas-F1; 8-10: hembras seniles-F1; 12-14: hembras
jévenes-campo; 15-17: hembras adultas-campo; 18-20: hembras seniles-campo. MPM: marcador de
peso molecular 1kb DNA ladder (Invitrogen). El patrén de bandas del MPM se export6 de la foto del
gel de agaroSa COrTESPONAIENTE. .....cuiiiuiiieeieete et st e st e st e e ste e ste e ste e st e e e e be et e e b e esbeereesreesbeestaesbeesaeentaesras 99

Figura 31. Concentracién de O, (azul en el eje Y1) y flujo de O, (rojo en el eje Y2) en funcién del tiempo. El
registro de datos se inici6 luego de la adicién de una suspension celular. Los eventos marcan el inicio
de una nueva fase del analisis (por ej. luego de la adicion de alguno de los reactivos) y se muestran
mediante lineas verticales. Las marcas realizadas en las regiones mas constantes de cada evento, se
muestran mediante barras horizontales entre dos lineas verticales, con el nombre de la marca en la
barra inferior. Superpuesta en la figura, se muestra la Tabla con los valores promedio de cada evento.
Tomada de www.bioblast.at/index.php/MiPNet19.01E_O2_Flux_Analysis. ..........ccccovervineeieennenn. 122

Figura 32. Registro del consumo de oxigeno en el higado de una hembra joven. La gréfica azul indica la
concentracion de oxigeno [nmol/ml] y la roja el flujo de oxigeno por masa de tejido [pmol/(s*mg)] en
funcion del tiempo. El registro de datos se inicidé después de la adicion de la biopsia. Las flechas
sefialan el momento en que se adicionaron l0s diferentes reactivos. .........c.cccoceveeerieeneeneenceene e 127

Figura 33. Grafica de los valores promedio de RCR obtenidos en higados de hembras (rosado) y machos
(azul) juveniles de A. charrua obtenidos en cautiverio en 2012. Las barras de error corresponden a los
desvios estandar para cada SEt de AALOS. ........ccveiiiiiieriiiiri e 129

Figura 34. Gréfica de los valores promedio de RCR obtenidos en higados de individuos jovenes (naranja) y
seniles (celeste) de A. charrua obtenidos en cautiverio en 2012. Las barras de error corresponden a los
desvios estandar para cada SEt de AAL0S. ........ccuiiiviiiiiie ittt 129

Figura 35. Registro del consumo de oxigeno en el higado de un macho joven. La gréfica azul indica la
concentracion de oxigeno [nmol/ml] y la roja el flujo de oxigeno por masa de tejido [pmol/(s*mg)] en
funcion del tiempo. El registro de datos se inici6 después de la adicion de la biopsia. Las flechas
sefialan el momento en que se adicionaron los diferentes reactivos. .........cccccceveveeve v v v, 131

Figura 36. Gréfica de los valores promedio de RCR obtenidos en higados de hembras (rosado) y machos
(azul) juveniles de A. charrua obtenidos en cautiverio en 2013. Las barras de error corresponden a los
desvios estAndar para cada Set A8 JALOS. .........eiiririiiiiieieeer e 133

Figura 37. Gréfica de los valores promedio de RCR obtenidos en higados de individuos jévenes (naranja) y
seniles (celeste) de A. charrua obtenidos en cautiverio en 2013. Las barras de error corresponden a los
desvios estandar para cada SEt de AALOS. ........ccueiviiieiieiieii e 133

Figura 38. Presencia de proteinas carboniladas en el higado de hembras de A. charrua durante su ontogenia
en cautiverio. a) SDS-PAGE (12%) de las proteinas carboniladas detectadas por Western blot usando
un anticuerpo anti-DNP, en 3 hembras juveniles y 3 adultas. b) Western blot para la proteina actina
(control de carga). Marcador de peso molecular: Prestained Protein Molecular Weight Marker
(HSMOAAL, FERMENTAS). .o cieiteiteteee ettt sttt sttt st se et e beste e s e e e sbeeneenee e e 134

Figura 39. Presencia de proteinas carboniladas en el higado de hembras de A. charrua colectadas en la
naturaleza. a) SDS-PAGE al 12% tenido con Coomassie Blue donde se observan las proteinas totales
en cada una de las muestras. b) SDS-PAGE al 12% de las proteinas carboniladas detectadas por
Western blot usando un anticuerpo anti-DNP, ¢) Western blot para la proteina actina que fue utilizada
como control cuantitativo de cada muestra. En este andlisis no se incluyd la hembra senil por
disponibilidad de carriles. EI marcador de peso molecular (MPM) sembrado fue el PageRuler™
Prestained Protein ladder (#SM0671, FERMENTAS). Como se indica en la figura, se analizaron dos
concentraciones diferentes de proteinas totales: 1500 y 2.155 ug/mL. J= juveniles, A=adultos,
STSBINIIES. ..ttt E et h et e bbb r et e 136

Figura 40. Estructura del masculo estriado de A. charrua. Corte histoldgico tefiido con HyE de una hembra
de A. charrua colectada en la naturaleza al inicio de su ciclo de vida (20X). (A) corte transversal de
una fibra muscular donde se distinguen los nucleos (azul/purpura) localizados en la periferia del
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sarcoplasma (rosa). (B) corte longitudinal de la fibra muscular con los nacleos localizados a lo largo
del sarcoplasma. En estas fibras puede apreciarse la estriacion caracteristica de este tipo muscular.
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Figura 41. Acumulacion de lipofuscina en el musculo esquelético de hembras de A. charrua colectadas en la

naturaleza. Cortes histoldgicos transversales de las fibras musculares observados a una excitacion de
488nm (40X). a) Hembra joven colectada al inicio del ciclo de vida, b) Hembra adulta colectada 2
meses después y ¢) Hembra senil colectada al final del ciclo de vida. En azul se observan los nicleos
tefiidos con Hoechst (1:8000) y en verde opaco el sarcoplasma. En la periferia de la fibra, se observan
regiones verdes fluorescentes que corresponden a la acumulacion de lipofuscina (flecha blanca).
ESCAIATLO00LUT. ...ttt bbb bbbt bbbt bbbt 147

Figura 42. Acumulacion de lipofuscina en una de las fibras musculares de la figura 41c. En azul se observan

los nucleos tefiidos con Hoechst (1:8000) y en verde opaco el sarcoplasma. En la periferia de la fibra,
se observan regiones verdes fluorescentes que corresponden a la acumulacion de lipofuscina. ......... 147

Figura 43. Acumulacion de lipofuscina en el musculo esquelético de machos de A. charrua colectados en la

naturaleza. Cortes histoldgicos de las fibras musculares observados a una excitacion de 488nm (40X).
a) Corte transversal del musculo de un macho adulto colectado en la mitad de su ciclo de vida, b)
Corte longitudinal del muasculo de un macho senil colectado al final del ciclo de vida. En azul se
observan los nucleos tefiidos con Hoechst (1:8000) y en verde opaco el sarcoplasma. En la periferia de
la fibra, se observan regiones verdes fluorescentes que corresponden a la acumulacion de lipofuscina
(flecha blanca). ESCAla=1000UM. .....cviiiiiiecie ettt e e e e s re e s teesteesreenne e e 147

Figura 44. Aumento de la lipofuscina en el musculo esquelético de hembras de A. charrua colectadas en la

naturaleza. Grafica del promedio de la intensidad de fluorescencia en cada estadio ontogenético + el
desvio estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0,05). ......ccccoverirviiniinieneinnns 148

Figura 45. Aumento de la lipofuscina en el musculo esquelético de machos de A. charrua colectados en la

naturaleza. Gréafica del promedio de la intensidad de fluorescencia en cada estadio ontogenético + el
AESVIO ESLANUA . ...t b bbb et b bbb n e 149
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Resumen

RESUMEN

El envejecimiento es la acumulacion de modificaciones morfologicas y fisioldgicas que aparecen
con el paso de los afios como consecuencia de la accién del tiempo sobre los seres vivos. Los
6rganos y sus funciones asociadas comienzan a deteriorarse paulatinamente favoreciendo la
aparicién y desarrollo de diferentes enfermedades. Actualmente, el proceso de envejecimiento se
estd investigando a nivel celular y molecular en diferentes especies animales. Los peces teledsteos
presentan varias ventajas que los hace un excelente modelo para estudiar el envejecimiento debido a
que comparten muchas vias de desarrollo, mecanismos fisiol6gicos y sistemas de 6rganos con los
seres humanos y otros mamiferos. Como animales de experimentacion, los peces son menos
costosos de mantener y se adaptan facilmente a las condiciones en cautiverio. En los ultimos 10
afios, diferentes grupos de investigacion han estudiado diferentes aspectos del envejecimiento
animal en peces teledsteos endémicos del continente africano que presentan un ciclo de vida anual
(< 1 afio) proponiéndolos como un excelente modelo para estudiar este proceso. En este sentido, en
esta Tesis se realizé por primera vez un abordaje interdisciplinario sobre la hipétesis de que dafios
acumulativos en el ADN vy el acortamiento de los telomeros pueden estar asociados con dafios
oxidativos producidos por las especies reactivas del oxigeno y vinculados a la senescencia celular e
individual en especies de peces anuales del género Austrolebias (Cyprinodontiformes: Rivulidae).
Por primera vez se abordaron diferentes aspectos moleculares del envejecimiento animal, tales
como acumulacion de dafios en el ADN, dindmica de los extremos cromosémicos, funcionalidad de
la cadena respiratoria, presencia de dafio oxidativo y disminucion de la auto-fagocitosis, en
diferentes etapas de la ontogenia (juvenil, adulta y senil) de poblaciones naturales y de progenies
obtenidas en cautiverio de Austrolebias. Desde la gendmica, los diferentes analisis de los genes
mitocondriales (secuenciacion masiva, analisis de poblaciones naturales y de pedigri de laboratorio)
fueron concordantes en la aparicion de cambios nucleotidicos en etapas tempranas del ciclo de vida
(juveniles), a pesar de los diferentes tipos de seleccion actuando sobre ellos en algunas etapas de la
ontogenia. Se realiz6 por primera vez una aproximacion a la estimacién de la tasa de mutacién por
afio (o generacidn) de los genes cyt-b y cox-1, tanto en poblaciones naturales como en pedigris de
laboratorio para el género Austrolebias, obteniéndose tasas estimadas considerablemente elevadas.
La secuenciacion masiva parcial del genoma de A. charrua, revel6 por primera vez la presencia de
genes nucleares codificantes de proteinas vinculadas al envejecimiento animal. Desde la
protedmica, el analisis de la dindmica de los extremos cromosomicos sugirié que la actividad de la
enzima telomerasa en el higado de A. charrua no decae, mientras que revelé un posible
acortamiento de las secuencias teloméricas en las células musculares durante el envejecimiento en

la naturaleza y en cautiverio de esta especie. Por otro lado, se evalué la funcionalidad mitocondrial
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y la acumulacidn de proteinas carboniladas durante el envejecimiento de A. charrua en condiciones
de cautiverio. Se observé que la tasa respiratoria es similar entre hembras y machos jovenes y que
puede haber una disminucién significativa de la misma como consecuencia del envejecimiento.
Sorprendentemente, se detectd una elevada presencia de proteinas carboniladas en el higado de los
individuos mas jovenes. Por ultimo, se analizd la presencia del biomarcador lipofuscina en el
musculo esquelético de hembras y machos de A. charrua procedentes de la naturaleza, detectandose
este pigmento desde etapas tempranas del ciclo de vida y un aumento del mismo durante el
envejecimiento de esta especie. A pesar de la deteccion precoz de diferentes marcadores
moleculares vinculados al envejecimiento, los resultados preliminares obtenidos durante el
desarrollo de esta Tesis sugieren que las especies de Austrolebias presentan patrones tipicos del
envejecimiento de los vertebrados, por lo cual podrian ser un buen modelo de investigacion para

diferentes abordajes interdisciplinarios en esta temética tan compleja.
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INTRODUCCION GENERAL

Actualmente, los mecanismos que rigen el envejecimiento son el foco de extensas investigaciones
que buscan desentrafar los principios de estos procesos. Sin embargo, entender los mecanismos
moleculares del envejecimiento en los vertebrados todavia es un reto para la biologia moderna y las
ciencias biomédicas (Kishi, 2011).

Durante el proceso de envejecimiento, se acumulan diversos cambios fisiopatoldgicos, asi como
dafio de tejidos y 6rganos especificos, y en consecuencia aparecen varias enfermedades cronicas a
medida que avanza la edad (Busulttil et al., 2007; Cooper et al., 1983; Garcia et al., 2010). Aunque
existen mecanismos de envejecimiento evolutivamente conservados que podrian desempefar los
mismos roles en diversos organismos, las manifestaciones del envejecimiento pueden diferir inter e
intra especies. Por esto, diferentes modelos animales se han utilizado para estudiar diversos
aspectos del envejecimiento animal y establecer el modelo éptimo sigue siendo uno de los desafios
mas importantes.

Puesto que cada uno de los modelos existentes tienen ciertas restricciones, y estudiar el
envejecimiento en un unico modelo puede ser limitante debido a la complejidad del proceso, un
enfoque integrador utilizando diversos sistemas ayudara a identificar los elementos comunes del
envejecimiento de todos los organismos. Por ejemplo, algunos mecanismos del envejecimiento
podrian estar evolutivamente conservados y ser comunes a los vertebrados, pero también hay
mecanismos linaje especifico. Por lo tanto, una biologia comparativa del envejecimiento es
necesaria para comprender y obtener un panorama mas completo de las causas fundamentales del
envejecimiento (Kishi, 2011). En este sentido estan disponibles bases de datos conteniendo listados
de genes y vias que pueden estar involucrados en el proceso de envejecimiento de organismos

modelo y no-modelo (http://genomics.senescence.info/species/index.html).

¢, Qué es el envejecimiento?

Strehler (1959) propuso que para ser considerado parte del envejecimiento bioldgico (o fisioldgico)
un cambio ligado a la edad debe poseer los siguientes requisitos: a) universalidad (en todos los
individuos de una especie); b) naturaleza intrinseca (para distinguir el envejecimiento natural de
otras alteraciones que pueden surgir con el paso del tiempo a causa de factores nocivos del medio
ambiente); c) carécter progresivo (porque se trata de un proceso y no de un fendmeno repentino), y
d) efectos perjudiciales. Posteriormente, Miquel (2006) defini6 al envejecimiento normal de los
metazoos como “un proceso de desorganizacion gradual e irreversible que ocurre con el paso del

tiempo, causa una pérdida progresiva de la capacidad bioenergética y el rendimiento funcional e
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imposibilita la supervivencia ilimitada de los sujetos humanos y miembros de otras especies de

metazoos, incluso en un habitat 6ptimo”.

Teorias sobre el envejecimiento

Las causas del envejecimiento normal, posiblemente sean multifactoriales. Numerosas teorias han
sido propuestas para explicar los mecanismos bioldgicos del envejecimiento, pero presentan
dificultades inherentes a los fendmenos que proponen y la mayoria no son mutuamente excluyentes
y hasta el presente, no hay evidencia de un Unico mecanismo responsable de la senectud.

Teniendo en cuenta que existen mas de 300 teorias sobre el envejecimiento (Medvedev, 1990), aqui
nos centraremos solamente en algunas de las que consideran el rol que tienen las mutaciones del
ADN mitocondrial (ADNmt) y las especies reactivas de oxigeno (ROS) en el envejecimiento

animal.

La teoria de los radicales libres

La “teoria de los radicales libres” marco un hito en la investigacion molecular del envejecimiento y
fue inicialmente propuesta por Harman (1956). Esta teoria postulaba que la produccién intracelular
de ROS vy sus efectos perjudiciales sobre varios componentes celulares, eran determinantes de la
longitud de vida.

Las ROS se generan en multiples compartimentos celulares, pero alrededor del 90% se producen en
la mitocondria durante la fosforilacion oxidativa (Balaban et al., 2005). Como se detallara mas
adelante, durante la respiracion mitocondrial, los complejos NADH deshidrogenasa (I) y bcl (111)
son los mayores generadores de ROS, principalmente del radical superoxido (O,-). El radical
superoxido se encuentra en equilibrio con su acido conjugado, el radical perhidroxilo (HO) el cual
es mas reactivo y puede dafiar las membranas lipidicas. Si el O, no es eliminado, puede generar
por mecanismo Fenton radicales hidroxilo (OH) altamente reactivos que reaccionan rapidamente
con la desoxirribosa de las bases del ADN. Generalmente, las bases modificadas son eliminadas por
las enzimas involucradas en la reparacion del ADN (Ashok and Ali, 1999).

Diferentes isoenzimas son responsables de la destoxificacién de los radicales superoxido y se
conocen como enzimas antioxidantes. El descubrimiento de la enzima superoxido dismutasa (SOD),
puso en evidencia la presencia de sistemas de barrido enzimaticos especificos que han evolucionado
para desintoxicar el O,- y otros tipos de ROS (McCord and Fridovich, 1969). En la mitocondria, la
enzima manganeso superéxido dismutasa (Mn-SOD) cataliza la dismutacion del superéxido en O, y

perdxido de hidrégeno (H,0,), mientras que en el citoplasma celular esta reaccion es catalizada por
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la isoforma CuzZn-SOD. El H,O, posteriormente es reducido a H,O mediante peroxidasas como la
catalasa (CAT), la enzima glutation peroxidasa (GPx) o peroxirredoxinas tiol-dependientes (Prx)
tanto mitocondriales como citosdlicas (Figura 1).

Figura 1. Enzimas antioxidantes de las ROS. Las enzimas superdxido dismutasas catalizan la dismutacion
del superoxido en oxigeno y perdxido de hidrdgeno. La catalasa reacciona con el perdxido de hidrégeno para
catalizar la formacion de agua y oxigeno, mientras que la glutation peroxidasa reduce el perdxido de
hidrégeno con la consecuente oxidacién del glutatién (GSH). Tomada de Lagouge and Larsson (2013).

Un estudio realizado con ratones transgénicos con el gen que codifica la Mn-SOD inactivado
mediante recombinacion homdloga, revelo que los ratones homocigotas se morian dentro de los
primeros 10 dias de nacidos, sugiriendo que la Mn-SOD es necesaria para el funcionamiento
biolégico normal de los tejidos manteniendo la integridad de las enzimas mitocondriales
susceptibles a la inactivacion por el superoxido (Li et al. 1995).

Si los radicales libres son los principales responsables del envejecimiento, una reduccion de sus
niveles intracelulares mediante las enzimas antioxidantes deberia retardar el envejecimiento
incrementando la longitud de vida del organismo (Ashok and Ali 1999). Sin embargo, se ha
observado que la actividad de estas enzimas disminuye con la edad cronoldgica en muchos tejidos y
células en ratas (Gupta et al., 1991; Semsei et al., 1991; Zhu et al., 2006), en ratones (Kishido et al.,
2007) y recientemente se ha demostrado en los peces anuales Nothobranchius rachovii y N.
guentheri (Hsu et al. 2008; Liu et al. 2012).
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La teoria mitocondrial de los radicales libres

Como se vera mas adelante, la cadena respiratoria mitocondrial (o cadena de transporte de
electrones) es un sitio importante en la produccion de ROS en la célula y por lo tanto se ha sugerido
que las mitocondrias son los objetivos principales del dafio oxidativo. El reconocimiento de la
importancia del rol de las mitocondrias, llevé a un “refinamiento” de la teoria anteriormente
planteada, convirtiéndose en la “teoria mitocondrial de los radicales libres” (Harman, 1972; Miquel
et al., 1980). Esta nueva teoria considera a las mutaciones del ADNmt como el evento inicial del
envejecimiento. Postula que este proceso es causado por la toxicidad de las ROS, iniciandose un
“circulo vicioso” en el que el dafio en el ADN mitocondrial y otros constituyentes mitocondriales
conduce a la disfuncion de la cadena respiratoria y esto a su vez conduce a un aumento en la

generacion de ROS facilitando un mayor dafio al ADNmt y creando asi un deterioro.

La mitocondria

Estructura de la mitocondria

La mitocondria se encuentra presente en practicamente todas las células eucariotas y en su interior
ocurren procesos metabolicos esenciales, tales como la oxidacion de acidos grasos, el ciclo de
Krebs y algunas etapas de la biosintesis de aminoacidos y del grupo hemo.

Dentro de las células, existen numerosas mitocondrias. Estas forman dindmicas redes (o condrioma
celular) que son colocadas en la ubicacion subcelular correcta gracias a especializadas maquinarias
de transporte. EI nimero de mitocondrias dentro de cada célula, depende de las necesidades
energeéticas de la célula.

La morfologia de la mitocondria es dificil de describir ya que son estructuras muy plasticas que se
deforman, se dividen y se fusionan, pero normalmente se las representa en forma alargada u ovoide.
Su tamano oscila entre 0,5 y 1 um de diametro y hasta 7 um de longitud. Estos organelos poseen
dos membranas claramente diferenciadas en sus funciones y actividades enzimaticas, la membrana
externa y la interna, que delimitan dos compartimentos en su interior: el espacio intermembrana y la
matriz mitocondrial. La membrana externa, separa el espacio intermembrana del citoplasma, y es
una bicapa lipidica permeable a iones, metabolitos y muchos polipéptidos, debido a que contiene
proteinas denominadas porinas, 0 VDAC (canal aniénico dependiente de voltaje), que forman poros
que permiten el paso de moléculas de hasta 10 kDa de masa y un diametro aproximado de 2 nm. La
membrana interna presenta gran abundancia de proteinas (80%) exclusivas de este organelo, carece
de poros y es altamente selectiva. Contiene muchos complejos enzimaticos y sistemas de transporte

transmembrana, que estan implicados en la translocacion de moléculas. Esta membrana forma
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invaginaciones o pliegues (llamados crestas mitocondriales) que aumentan mucho la superficie para
el anclaje de dichas enzimas. Si bien el nimero de mitocondrias por célula es constante para cada
tipo celular (entre 10%-10°) la densidad de las crestas es variable y depende principalmente de la

demanda energética de la célula.

Funcion de la mitocondria

La funcion principal de estos organelos citoplasmaticos es la de generar la energia quimica (en
forma de ATP) necesaria para la actividad celular mediante la combustion de los nutrientes
obtenidos de la dieta y el consumo de oxigeno, produciendo agua como producto final. Este proceso
es conocido como fosforilacion oxidativa (OXPHOS).

La cadena respiratoria se localiza en la membrana interna mitocondrial y esta compuesta por cuatro
complejos enzimaticos fijos (I al 1V) y dos transportadores de electrones moviles responsables de
generar el gradiente electroquimico de protones (H") que impulsa la sintesis de ATP mediante la

enzima ATP sintasa (Figura 2).

Figura 2. a) Biogénesis de la fosforilacion oxidativa. b) Esquema de la cadena respiratoria y fosforilacion
oxidativa en el cual se indican los sustratos de los diferentes complejos, el flujo de electrones (flechas rojas)
y el flujo de protones. I: complejo NADH deshidrogenasa, Il: complejo succinato deshidrogenasa, IlI:
complejo citocromo bcl, IV: complejo citocromo ¢ oxidasa, Q: ubiquinona. Tomadas de Larsson (2010)..
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El complejo | (0 NADH deshidrogenasa) es el responsable de la trasferencia de los 2 electrones del
NADH al coenzima Q (o ubiguinona). Al capturar un electron, la ubiquinona se reduce dando lugar
al anion semiquinona con un radical libre que posteriormente se reduce originando el ubiquinol
(QH,). Este flujo de electrones provoca el bombeo de 4H* desde el lado de la matriz al lado
citosélico de la membrana interna mitocondrial. EI complejo Il (o succinato deshidrogenasa) es una
proteina intrinseca de la membrana interna, que transfiere los electrones del FADH, (formado en el
ciclo de Krebs por la oxidacion del succinato a fumarato por medio de la succinato deshidrogenasa)
al coenzima Q, pero no es una bomba de protones porque el cambio de energia libre de la reaccion
catalizada es demasiado pequefio. EI complejo Il (o citocromo reductasa, ubiquinol-citocromo c, o
citocromo bcl) es la segunda bomba de protones de la cadena respiratoria y esta formado por dos
tipos de citocromos (proteinas transportadoras de electrones que contienen un grupo prostético
hemo) Ilamados b y c¢; y una proteina Fe-S. Este complejo cataliza la transferencia de electrones
desde el QH, al citocromo c, provocando el transporte de 2H* hacia el citosol a través de la
membrana interna mitocondrial. El dltimo complejo de la cadena respiratoria, el complejo IV (o
citocromo ¢ oxidasa) cataliza la transferencia de electrones desde el ferrocitocromo c (la forma
reducida) hasta el O, molecular que es el aceptor final. La enzima logra la transferencia simultanea
de 4 electrones al O, para formar H,O y se bombean 2H" desde la matriz hacia el citosol. Sin
embargo, puede existir cierto escape de electrones que llevan a la reduccion parcial del O,
formando radical superoxido (O,-) y peroxido de hidrégeno (H,0,). La transferencia de un unico
electron al O, provoca su reduccién parcial y genera el anion superdxido (O;), radical reactivo
altamente destructivo (Lubert, 1995).

Finalmente, la sintesis de ATP, a partir de ADP y fosfato (Pi), ocurre en la matriz mitocondrial por
medio de un complejo enzimatico situado en la membrana mitocondrial interna, denominado ATP
sintasa (0 ATPasa mitocondrial). En 1961, Mitchell postul6 la hipdtesis quimiosmética en la cual la
sintesis de ATP por medio del la ATP sintasa estaba dirigida por una fuerza protomotriz a través de
la membrana interna, inducida por el aumento de H* en el citosol ocasionado por la transferencia de
electrones a través de la cadena respiratoria. Los flujos de ATP y ADP a través de la membrana
interna estdn acoplados y ocurren por medio de un transportador especifico, la ATP-ADP
translocasa (o transportador de nucle6tidos de adenina) (Lubert, 1995).

Por lo tanto, la fosforilacion oxidativa mitocondrial involucra las reacciones que llevan a la sintesis
de ATP utilizando la energia disponible tras la oxidacion de sustratos en la cadena respiratoria. El
acoplamiento de los dos procesos se realiza a través del gradiente de protones que es generado por
el transporte de electrones en la cadena respiratoria.
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El genoma mitocondrial

Las mitocondrias poseen su propio material genético, en un nimero de copias que oscila entre uno y
diez. EI ADN mitocondrial (ADNmt) se encuentra formando parte de complejos nucleoproteicos
asociados a la membrana mitocondrial interna denominados nucleoides (Bogenhagen et al., 2003;
Garrido et al., 2003).

En los mamiferos (y vertebrados en general) el ADNmt es una molécula circular de doble hebra
denominadas la hebra H (pesada o “heavy”) y la hebra L (liviana o “light”). Presenta un tamarfio de
aproximadamente de 17 Kb (16,6 Kb en humano y 16,3 Kb en el raton). Codifica 2 ARN
ribosomales (ARNr 12S y 16S), 22 ARN de transferencia (ARNt) y 13 proteinas de la cadena
respiratoria (7 subunidades del complejo NADH deshidrogenasa (ND1, 2, 3, 4, 4L, 5y 6), 1
subunidad del complejo Il (cyt-b), 3 subunidades del complejo citocromo oxidasa (CO) (COl, 11y
I11) y 2 subunidades de la ATP sintasa (ATPasa 6 y ATPasa 8)). La region control (o D-loop por
“displacement loop”) es no codificante y contiene la promotores para las hebras Hy L (HSP y LSP)
y el origen de replicacion de la hebra principal del ADNmt (Oy) (Figura 3). Los genes nucleares
codifican las proteinas restantes de la cadena respiratoria y otras proteinas que tienen diversas
funciones en la mitocondria, tales como el mantenimiento y expresion del ADNmt (Falkenberg et
al., 2007; Larsson, 2010).

Figura 3. Representacion del ADNmt de mamifero. En el exterior se representa la cadena H y en el interior la
L. Los ARNt se representan por el codigo de una letra del aminoacido correspondiente. Se indican las
posiciones de los origenes de replicacion de la cadena pesada (OH) y ligera (OL), asi como los promotores a
partir de los cuales se inicia la trascripcién mitocondrial (LSP y HSP). Tomada de Lauri et al. (2014).

Los procesos de replicacion, transcripcion y traduccion del genoma mitocondrial se detallan

posteriormente en el capitulo 1.
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Senescencia celular

Actualmente, se conoce que el envejecimiento y eventualmente la muerte de los organismos
multicelulares estan relacionados con el dafio producido por las ROS mitocondriales, que afectan
principalmente a las células post-mit6ticas, como las neuronas y los miocitos cardiacos.

La senescencia celular, fue descrita por Hayflick y Moorhead (1961) a partir de cultivos celulares
de fibroblastos humanos normales que se replicaban un nimero limitado de veces (senescencia
replicativa). Este proceso es desencadenado en respuesta a un dafio no reparado en el ADN o al
acortamiento de los telémeros. Dos tipos de dafios en el ADN inducidos por niveles fisiolégicos de
ROS pueden tener un impacto significativo sobre la senescencia celular. Por un lado, un corte de
simple hebra ineficientemente reparado en el ADN telomérico ocasiona el acortamiento de los
telomeros. Por otro lado, dafios en el ADNmt interrelacionados con la produccion mitocondrial de
ROS (Passos et al., 2007). Las células senescentes presentan una morfologia aplanada y alargada, la
cromatina condensada y cambios en los patrones de expresién génica (Funayama and Ishikawa,
2007).

Cuando las células son expuestas a potenciales estimulos oncogénicos, tales como dafios en el
ADN, acortamiento de los telémeros o expresion de algunos oncogenes, se inducen mecanismos
supresores de tumores y las células dafiadas detienen su ciclo celular. La proliferacion celular,
generalmente se detiene en la fase G1 del ciclo celular (Pignolo et al., 1998). En las células de
mamiferos, los mecanismos de defensa mejor conocidos son la senescencia celular y la apoptosis
(muerte celular programada). Si alguno de estos mecanismos falla, la célula adquiere un fenotipo
maligno resultando en la formacion de tumores (Takahashi, 2007).

Teniendo en cuenta que las células senescentes pueden tener efectos deletéreos, incluido el
envejecimiento del organismo, es crucial poder diferenciarlas de las células saludables y
quiescentes presentes en los tejidos normales. Para ello, se han identificado numerosos
biomarcadores que permiten diferenciar los fenotipos moleculares de las células senescentes.

El marcador mas utilizado es la B-galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B-galactosidasa). La
SA-B-galactosidasa es una hidrolasa localizada en los lisosomas que puede acumularse con la edad
(Kurz et al., 2000; Lee et al., 2006). Este biomarcador es expresado en células senescentes y pre-
senescentes, y es detectado mediante la hidrélisis del X-Gal que forma un precipitado de color azul
(Dimri et al., 1995). Esta enzima se ha empleado ampliamente en diferentes modelos animales para
examinar el proceso de envejecimiento celular de muchos tejidos somaticos y cultivos celulares
(Dimri et al., 1995; Kishi et al., 2003; Genade et al., 2005).

Otro biomarcador ampliamente empleado es la lipofuscina. Es un pigmento autofluorescente

intralisosomal compuesto por lipidos y fosfolipidos derivados de la peroxidacion lipidica de las
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membranas celulares que no puede ser degradado por las hidrolasas lisosomales ni ser exocitado
(Terman and Brunk, 2004). La incapacidad inherente de la autofagia y de otros mecanismos
celulares de degradacion para eliminar estructuras dafiadas, resultan en la acumulacion progresiva
de “la basura”, incluyendo agregados de proteinas citosdlicas, mitocondrias defectuosas vy
lipofuscina. La lenta acumulacion de lipofuscina dentro de los lisosomas parece disminuir la
autofagia ocasionando una disminucion del recambio por mitocondrias eficaces. Por lo tanto, se
acumulan mitocondrias defectuosas, que no sélo son funcionalmente deficientes, sino que ademas
producen una mayor cantidad de ROS. Esto se conoce como “la teoria del eje mitocondria-
lisosoma” del envejecimiento y describe la relacion entre la acumulacion de lipofuscina,
disminucion de la autofagia, el aumento de la produccion de ROS vy el dafio mitocondrial en las
células post-mitéticas. Las mitocondrias son dafiadas por el perdxido de hidrogeno de produccion
propia. En las celulas jovenes, las mitocondrias dafiadas son auto-fagocitadas répidamente y
degradadas por las enzimas lisosomales. Las pequefias cantidades de perdxido de hidrégeno, que
normalmente difunden a los lisosomas, conducen a un “cross-linking” del material intralisosomal y
a la consecuente acumulacion gradual de lipofuscina que no puede ser degradado en las células
post-mitoticas. Finalmente, la consecuencia para la célula senescente post-mitética es una acentuada
disminucion para la degradacion por autofagia, una acumulacion gradual de las mitocondrias
dafiadas, un aumento de la produccion de peroxido de hidrégeno, estrés oxidativo y la muerte
celular apoptotica (Figura 4). El progreso de estos cambios parece ocasionar un aumento del estrés
oxidativo, una disminucion de la produccion de ATP y el colapso de la maquinaria de catabolismo
celular, que eventualmente es incompatible con la supervivencia celular (Kurz et al., 2008; Terman
etal., 2010).

Figura 4. La teoria eje mitocondria-lisosoma de envejecimiento. Tomada de Kurz et al. (2008).
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Modelos animales en estudios sobre el envejecimiento

Diferentes modelos animales se han utilizado para estudiar diversos aspectos del envejecimiento
animal. Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster se han empleado para estudiar la
genética del envejecimiento y para identificar los genes involucrados en la longevidad (Guarente
and Kenyon, 2000). Sin embargo, estos invertebrados no han permitido identificar genes
involucrados en la longevidad de los vertebrados y por lo tanto diferentes andlisis se han llevado a
cabo en ratones (Rudolph et al., 1999) y en el pez Danio rerio (pez cebra) (Gerhard et al., 2002;
Gerhard, 2003; Kishi et al., 2003; Kishi, 2004). Como ambos organismos poseen una vida
relativamente larga (aproximadamente 3 afos), se han evaluado otras especies de vertebrados como

potenciales modelos para estudiar el envejecimiento (Herrera and Jagadeeswaran, 2004).

Peces teledsteos como modelo para estudiar el envejecimiento

A diferencia de los modelos de invertebrados, los peces teledsteos presentan varias ventajas que los
hace un excelente modelo para estudiar el envejecimiento. Como vertebrados, los peces comparten
muchas vias de desarrollo, mecanismos fisiologicos y sistemas de 6rganos con los seres humanos y
otros mamiferos. Como animales de experimentacion, generalmente los peces son mucho menos
costosos de mantener en el laboratorio que cualquier otro vertebrado y se adaptan facilmente a las
condiciones en cautiverio. Estas caracteristicas, hacen que diferentes especies de peces sean cada
vez mas utilizadas como modelo de vertebrado en la investigacion. Actualmente existen varios
proyectos genoma en peces comunmente utilizados en investigacion basica tales como Danio rerio

(http://www.sanger.ac.uk/resources/zebrafish/genomeproject.html), Fugu rubripes

(http://www.fugu-sg.org/), Tetraodon nigroviridis (http://www.genoscope.cns.fr/externe/tetranew/)

y Gasterosteus aculeatus (http://www.genome.gov/12512292).

Desde hace unos afios, los peces de la familia Rivulidae han recobrado la atencién, y actualmente
existen proyectos genoma en Fundulus heteroclitus

(http://whiteheadresearch.wordpress.com/research/), en el pez hermafrodita Kryptolebias

marmoratus (http://stanford.edu/~jokelley/Site/Home.html) y en el pez anual africano

Nothobranchius furzeri como modelo genético para identificar la arquitectura genética del

envejecimiento de los vertebrados (http://web.stanford.edu/group/brunet/N%20furzeri.html).

Debido a su pequefio tamafio y alta tasa de fecundacion, los peces D. rerio y Oryzias latipes
(medaka) han sido excelentes modelos de laboratorio debido a las ventajas de su manejo para
analizar mecanismos del desarrollo. Si bien D. rerio es uno de los modelos empleado en estudios

del desarrollo (Eisen, 1996), no es el mas adecuado para estudiar el envejecimiento debido a que
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posee un ciclo de vida relativamente largo entre 3 y 5 afios (Herrera and Jagadeeswaran, 2004;
Genade et al., 2005).

Peces anuales en estudios del envejecimiento

A diferencia de los modelos tradicionales, los peces anuales (Cyprinodontiformes) presentan
caracteristicas particulares que los hacen un excelente modelo para estudios del desarrollo y del
envejecimiento. Estos peces habitan masas de agua temporales que se evaporan con la llegada de la

estacion estival, ocasionando la muerte masiva de los adultos y juveniles (Figura 5).

Figura 5. Habitat tipico de los peces anuales. Charco temporal localizado en “La Coronilla” (Departamento
de Rocha)

La supervivencia de las especies depende de los embriones, que son resistentes a la desecacion,
permanecen enterrados en el sustrato y presentan un patron atipico de desarrollo temprano con la
capacidad de experimentar hasta tres detenciones (diapausas). En la siguiente estacion lluviosa, los
huevos eclosionan y en pocas semanas los juveniles alcanzan la madurez sexual y los nuevos
huevos fecundados son depositados en el sustrato (Figura 6) (Wourms, 1964, 1967, 1972; Berois et
al., 2012).
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Figura 6. Ciclo de vida de los peces anuales. Adaptada de (Wourms 1972).

Debido a que estos peces presentan un ciclo de vida de unos pocos meses (< de 1 afio) y
degeneraciones histologicas y de érganos dependientes de la edad, en los Gltimos afios, diferentes
grupos de investigadores han demostrado que los peces anuales son un excelente modelo para
estudiar y analizar diferentes aspectos del envejecimiento (Genade et al., 2005; Terzibasi et al.,
2008).

En los ultimos 10 afios, diferentes especies de peces anuales endémicos del continente Africano
pertenecientes al género Nothobranchius (Cyprinodontiformes: Nothobranchiidae) se han utilizado
como modelo para estudiar el envejecimiento animal. Diferentes estudios demostraron que las
diferentes especies de Nothobranchius presentan ciclos de vida de diferente duracion. Por ejemplo,
en N. guentheri es de 12 meses (Markofsky and Perlmutter, 1972) mientras que en N. rachovii es de
6 meses (Herrera and Jagadeeswaran, 2004) y en N. furzeri es de 9 semanas (Valdesalici and
Cellerino, 2003). A nivel macroscépico, las especies de Nothobranchius también presentan
fenotipos caracteristicos de la edad, los cuales pueden observarse claramente mucho antes de que
mueran. A lo largo de su ciclo de vida, estos peces van perdiendo peso gradualmente. Las hembras
pierden su aspecto redondeado, luciendo escuélidas y con la espina curvada. Los machos ademés
van perdiendo su llamativo colorido. También se ha observado que la fertilidad y la fecundidad
disminuyen en ambos sexos (Genade et al., 2005). En N. furzeri, también se han aislado algunos
genes relacionados al envejecimiento (IGF-1, MTP, p66shc y SIRT1) presentando una elevada
similitud con los genes homdlogos humanos (Genade et al., 2005).

Estos estudios, demuestran que los peces anuales son un excelente modelo para investigar los

diferentes procesos involucrados en el envejecimiento de los vertebrados, incluido el hombre.
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El género Austrolebias en estudios del envejecimiento

Los peces anuales del genero Austrolebias (Cyprinodontiformes: Rivulidae) son endémicos de
América del Sur, con una distribucion geogréfica que abarca desde el noreste de Brasil hasta el
noreste y sur de Argentina, Uruguay y Paraguay (Costa, 1996). Como todos los
Cyprinodontiformes, estas especies presentan dimorfismo sexual (Vaz-Ferreira and Sierra, 1972,
1973). Las especies descritas de Austrolebias son gonocéricas (Arezo et al., 2005) y recientemente
se ha establecido la diferenciacion gonadal a escala morfoldgica y temporal en A. charrua y se ha
identificado la estrategia sexual de esta especie, encontrandose que es inusualmente temprana por
presentarse en estadios pre-eclosion (Arezo et al., 2007).

A la fecha, se han investigado unos pocos aspectos del envejecimiento de estos peces anuales.
Diferentes estudios realizados en A. adloffi han demostrado que los individuos seniles exhiben
cambios fenotipicos caracteristicos (curvatura de la espina dorsal, cornea borrosa y disminucion de
la masa corporal) asi como también notorios cambios morfoldgicos en algunos de sus Grganos
(timo, higado vy rifiones) (Walford and Liu, 1965). Otros estudios realizados en poblaciones de A.
bellottii mantenidas en cautiverio, revelaron que la duracion de su ciclo de vida depende de la

temperatura del agua (Liu et al., 1975).
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Hipdtesis y objetivo general

HIPOTESIS GENERAL

Dafios acumulativos en el ADN y el acortamiento de los telomeros pueden estar asociados con
dafios oxidativos producidos por las especies reactivas del oxigeno y vinculados a la senescencia
celular e individual en especies de peces anuales del género Austrolebias (Cyprinodontiformes:
Rivulidae).

OBJETIVO GENERAL

Estudiar diferentes aspectos moleculares del envejecimiento vinculados al proceso de senescencia
celular (acumulacion de dafios en el ADN, dindmica de los extremos cromosdmicos, funcionalidad
de la cadena respiratoria, presencia de dafio oxidativo y disminucion de la auto-fagocitosis) en
diferentes etapas de la ontogenia de peces anuales del género Austrolebias (Cyprinodontiformes:

Rivulidae).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seran explicitados y desarrollados en cada capitulo.
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ESTRATEGIA METODOLOGICA EXPERIMENTAL
TRANSVERSAL PARA LOS DIFERENTES
ABORDAJES

Colecta de ejemplares en la naturaleza

En el marco de esta Tesis se analizaron dos especies de Austrolebias (A. charrua y A.
cheradophilus) que difieren morfoldgicamente y en su ubicacion geografica. Dentro de las
Austrolebias, A. charrua (Figura 7) es considerada una especie de tamafio medio ya que los
individuos pueden alcanzar tamafios de entre 3 y 4 cm, mientras que A. cheradophilus (Figura 8)
puede alcanzar tamafios entre 4 y 6 cm aproximadamente y hasta hace unos afios formaba parte del

clado filogenético de las Megalebias (Costa, 2006).

Figura 7. Ejemplares adultos de A. charrua. a) Hembra; b) Macho.

Figura 8. Ejemplares juveniles de A. cheradophilus. a) Hembra; b) Macho.

Como se menciond anteriormente, los peces anuales tienen un ciclo de vida menor a 1 afio.
Dependiendo del inicio de la estacion de lluvias en el afio en curso, los meses en que los embriones
eclosionan pueden variar dependiendo de cuando las condiciones del charco son Gptimas para su
nacimiento. Por esta razon, los meses que se colectaron los ejemplares juveniles de las 2 especies
que se analizaron en esta Tesis varian de un afio a otro (Tablas 1 y 2). Una vez capturados los

individuos juveniles, se tom6 como criterio volver al mismo charco luego de aproximadamente 2
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meses para colectar los individuos adultos y posteriormente los seniles. En todas las colectas se
intento capturar aproximadamente el mismo numero de hembras y de machos.

Los ejemplares de A. charrua fueron colectados en un mismo charco temporal ubicado en el
balneario “La Coronilla” (Departamento de Rocha, Uruguay). Las fechas en que se realizaron las

diferentes colectas se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Dias en que se realizaron las colectas y nimero aproximado de ejemplares (n) de A.

charrua capturados en la naturaleza.

ANO Juveniles Adultos Seniles

2011 (n ~ 350) 16 de junio 30 de agosto 4 de octubre

2012 (n ~ 160) 4 de julio 7 de setiembre 17 de octubre

Los individuos de A. cheradophilus fueron colectados en diferentes localidades, segin la
disponibilidad de individuos en los charcos muestreados. En el 2011, se capturaron individuos en
diferentes charcos ubicados en la localidad de “La Charqueada” (Departamento de Treinta y Tres,
Uruguay): sobre la Ruta 91 (proximo a Vergara), Camino al Arrozal 33 y en la zona de contacto
(proximo al limite de los Departamentos de Rocha y Treinta 'y Tres). En 2012, se capturaron en un
charco situado sobre la Ruta 9, en la localidad de “Barra Grande” (Departamento de Rocha,

Uruguay). Las fechas en que se realizaron las diferentes colectas se indican en la Tabla 2.

Tabla 2. Dias en que se realizaron las colectas y numero aproximado de ejemplares (n) de A.

cheradophilus colectados en la naturaleza.

ANO Juveniles Adultos Seniles

2011 (n ~ 60)

10 de mayo

15 de junio

26 de setiembre

2012 (n ~ 25)

24 de agosto

7 de setiembre

17 de octubre

Los individuos juveniles y adultos se mantuvieron algunos dias en el laboratorio antes de ser
procesados para las diferentes técnicas planteadas. Luego de un periodo de adaptacion de
aproximadamente 3 horas, se ubicaron en acuarios (30 litros de capacidad) con agua declorinada,
burbujeo constante, temperatura ambiente de 19°C y fotoperiodo natural.

La lista detallada de los sitios de colecta de cada uno de los individuos trabajados, se muestra en los
apéndices 1 y 2. Los individuos y tejidos estan depositados en la Seccion Genética Evolutiva,

Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.
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Establecimiento de cruzamientos y obtencion de progenies F1 de laboratorio

Un disefio paralelo se llevo a cabo en el laboratorio, mediante el cruzamiento de algunos individuos
juveniles capturados en el campo. Se seleccionaron individuos de las 2 especies y se disefiaron 4

cruzamientos con parejas formadas por 1 macho y 1 hembra como se muestra en la Figura 9.

Figura 9. Esquema del disefio de los cruzamientos para la obtencion de progenies en el laboratorio.

Al final del ciclo de vida se retiraron las turbas de los acuarios y se colocaron humedas dentro de
bolsas de nylon a fin de reproducir el periodo de sequia que sufren los embriones en la naturaleza.
En marzo-abril del afio siguiente, se colocaron las turbas en acuarios con agua declorinada,
burbujeo constante, temperatura ambiente de 19°C y fotoperiodo natural. Transcurridas algunas
horas, eclosionaron los embriones. Todas las progenies (F1) obtenidas, fueron mantenidas en
cautiverio durante todo su ciclo de vida. Al igual que lo colectado en el campo, se procesaron
ejemplares juveniles, adultos y seniles (Tablas 3 y 4).
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Los parentales de la F1 de A. charrua obtenida en el 2012 fueron colectados en junio del 2011 y los

de la 2013 en julio de 2012, ambos en el mismo charco ubicado en “La Coronilla”.

Tabla 3. Dias en que se realizaron los procesamientos y edad aproximada de los ejemplares de A.

charrua obtenidos en cautiverio.

ANO (mes de nacimiento) Juveniles Adultos Seniles
18 de mayo 24 de junio 18 de octubre
2012 (marzo)
(2 meses) (3 meses) (7 meses)
14 de junio 20 de agosto 7 de octubre
2013 (marzo)
(3 meses) (5 meses) (7 meses)

Los parentales de la F1 de A. cheradophilus obtenida en el 2012 fueron colectados en el charco

ubicado sobre la Ruta 91 en mayo de 2011, y los de la generacion 2013 fueron colectados en el

charco ubicado sobre la Ruta 9 en agosto de 2012.

Tabla 4. Dias en que se realizaron los procesamientos y edad aproximada de los ejemplares de A.

cheradophilus obtenidos en cautiverio.

ANO (mes de nacimiento) Juveniles Adultos Seniles
) 18 de mayo 3 de agosto 19 de octubre
2012 (abril)
(1 mes) (4 meses) (6 meses)
) 14 de junio 9 de octubre
2013 (abril) -
(2 meses) (6 meses)
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Capitulo 1 — Introduccidn

INTRODUCCION

El genoma mitocondrial de los peces Teledsteos

La estructura y organizacion del ADNmt de los peces teledsteos son muy similares a las descritas en
mamiferos y vertebrados en general. Dentro de los Cyprinodontiformes, se ha caracterizado el
ADNmt para algunas especies, géneros y familias. EI genoma de Kryptolebias marmoratus
(Cyprinodontiformes: Rivulidae) es circular, presenta un tamafio de 17 Kb y a diferencia del
humano presenta dos regiones control (RC) (Figura 10) (Lee et al., 2001).

Figura 10. Genoma mitocondrial de K. marmoratus. En el exterior se representa la cadena H y en el interior
la cadena L. Los ARNIt se representan por el cddigo de una letra del aminoéacido correspondiente. Se indican
las posiciones de los origenes de replicacion de la cadena pesada (OH) y ligera (OL). Las flechas indican la
direccion de codificacion de las proteinas mitocondriales: ND1-6; COI-11l; ATP6; ATP8 y Cyt-b. Tomada de
Lee et al. (2001).
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Kryptolebias marmoratus (anteriormente conocido como Rivulus marmoratus) no presenta un ciclo
de vida anual, pero esta filogenéticamente relacionado con el género Austrolebias (Figura 11)
(Parenti, 1981; Costa, 1989; Hrbek and Larson, 1999).

Figura 11. Filogenia de la superfamilia Aplocheiloidei basada en caracteres morfoldgicos y
comportamentales. En italica se encuentran los géneros anuales. Tomada de Hrbek and Larson (1999).

Dentro de los peces anuales, solamente se ha caracterizado el ADNmt de N. furzeri
(Cyprinodontiformes: Nothobranchiidae). Este presenta un tamafio de 19,5 Kb y contiene una RC
extensa que incluye el ARNt-Pro, una copia adicional del ARNt-Glu y dos secuencias casi idénticas
(99% de identidad) que estan separadas por 1075 pb (Hartmann et al., 2011).

El ADNmt de otros Cyprinodontiformes, tales como Aplocheilus panchax, Fundulus olivaceus, F.
heteroclitus y Cyprinodon rubrofluviatilis presentan un genoma mitocondrial con la misma
estructura descrita en otros vertebrados y tamafios genémicos un poco mas pequefios en el orden de
los 16 Kb (Setiamarga et al., 2008; Whitehead, 2009).

Replicacion del ADNmt en vertebrados

Si bien el numero de mitocondrias por célula permanece constante en cada tipo celular,
aparentemente la replicacion del ADNmt no esta estrictamente coordinada con la del ADN nuclear.

El ADN nuclear sufre una Unica duplicacion durante la fase S del ciclo celular, mientras que en
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procesos como la embriogénesis y la diferenciacién celular se produce méas de una duplicacion de
ADNmMt por ciclo celular. En tejidos post-mitéticos, como el musculo y el sistema nervioso, se
produce replicacién del ADNmt sin que exista division celular ni replicacion del ADN nuclear
(Poulton and Marchington, 2002).

Actualmente existen dos modelos para la replicacion del ADNmt. El primer modelo fue descrito por
D. A. Clayton y se conoce como “modelo de replicacion asimétrica”. La replicacion comienza en el
origen de replicacion de la cadena pesada (Oy) y cuando el D-loop originado llega al origen de
replicacion de la cadena ligera (O.) comienza la replicacidn de ésta en sentido opuesto (Clayton,
1982; Larsson, 2010). El otro modelo fue propuesto por 1. J. Holt y colaboradores y propone que la
replicacion del ADNmt ocurriria de manera simétrica y simultanea en ambas cadenas desde
multiples origenes situados en una amplia regién cercana al origen Oy (Holt et al., 2000; Larsson,
2010). Actualmente, no existen evidencias experimentales que confirmen ninguno de los dos
modelos y existe una gran controversia entre los investigadores (Bogenhagen and Clayton, 2003;
Holt and Jacobs, 2003). A pesar de esto, ambos modelos predicen la participacion de 4 proteinas en
la maquinaria de replicacion del ADNmt: las dos subunidades (Pol yA y Pol yB) que forman parte
de la ADN polimerasa mitocondrial (Poly o PolG), una helicasa (Twinkle) y la proteina de unién a

ADN de cadena sencilla (mtSSB).

Transcripcion del ADNmt en vertebrados

La transcripcion de la hebra H produce los 2 ARNr, los 12 ARN mensajeros (ARNm) de las
proteinas ND1-5, ND4L, Cyt b, COI-1ll, ATP6 y ATP8 y 14 ARNL. La transcripcion a partir de la
hebra L tiene una doble funcion ya que produce los cebadores de ARN necesarios para la iniciacién
de la replicacion en Oy y el ARNm de ND6 junto con los ocho ARNt restantes.

Todas las proteinas involucradas en la transcripcion y traduccion del ADNmt son codificadas por
genes nucleares e importadas a la mitocondria. La maquinaria basal de transcripcién del ADNmt
consiste en, una ARN-polimerasa mitocondrial (POLRMT) y los factores de transcripcion B2
(TFB2M) y A (TFAM) mitocondriales (Falkenberg et al., 2002). Antes de ser importados a la
mitocondria, los ARNm producidos en el nicleo son exportados al citoplasma y traducidos por los
ribosomas citoplasmaticos. Las proteinas mitocondriales codificadas en el nlcleo constituyen la
mayoria de las subunidades de la fosforilacion oxidativa, todas las proteinas necesarias para la
expresion y el mantenimiento de ADNmt y todas las proteinas de los ribosomas mitocondriales. Las
subunidades de la cadena respiratoria codificadas en el ADNmt y la ATP sintasa se ensamblan entre
si con las subunidades nucleares para formar un sistema de fosforilacion oxidativa funcional
(Falkenberg et al., 2007; Larsson, 2010).
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Traduccion del ADNmt en vertebrados

A diferencia de los procesos descritos anteriormente, la traduccion mitocondrial es un proceso poco
conocido. La funcion de la maquinaria de traduccion mitocondrial, es la sintesis de los trece
polipéptidos codificados por el genoma mitocondrial que forman parte del sistema de fosforilacion
oxidativa. Ademas de los 22 ARNt codificados en el ADNmt, este proceso requiere de la accion
concertada de factores de traduccion y ribosomas mitocondriales. La traduccién mitocondrial, es
mas parecida a la de los procariotas que a la nuclear de una célula eucariota y presenta una serie de
caracteristicas interesantes. En primer lugar, las mitocondrias utilizan un codigo genético algo
diferente al universal. Por ejemplo, los codones de terminacién son AGG y AGA (arginina en el
codigo universal), ademéas de UAA y UAG. El codén UGA codifica el aminoacido triptéfano y no
es un codon de terminacion y el codon AUA ha sido reasignado a la metionina en lugar de
isoleucina (Osawa et al., 1992). En segundo lugar, los ARNm mitocondriales también tienen
caracteristicas inusuales: contienen pocos o ningun nucledtido en el extremo 5no traducidos y
contienen una cola poli (A) dentro o a continuacién del codon de terminacion. A diferencia de lo
que ocurre en procariotas 0 en el nucleo eucariota, la subunidad pequefia de los ribosomas
mitocondriales (mito-ribosomas) parece unirse fuertemente a estos ARNm de manera independiente
y en ausencia de factores de iniciacion. En tercer lugar, las mitocondrias utilizan un simplificado
mecanismo de decodificacién que permite la traduccion de todos los codones con s6lo 22 ARNt. En
cuarto lugar, las mitocondrias de mamiferos utilizan un solo ARNt-Met, tanto para la iniciacion

como para la elongacion (Smits et al., 2010).

Mutaciones somaticas en el ADNmt con el envejecimiento

Actualmente existe evidencia que pone en duda algunos aspectos de la teoria “mitocondrial de los
radicales libres”. Por ejemplo, se ha observado que en periodos de vida prolongados, cantidades
adecuadas de copias de ADNmt no dafiado persisten y son funcionalmente activas. La cantidad de
mitocondrias funcionalmente activas es controlada continuamente por los sistemas de
mantenimiento y de renovacién celular (Terman et al., 2010). Rara vez, la frecuencia de mutacion
del ADNmt alcanza un umbral critico para la disfuncion mitocondrial y manifestaciones fenotipicas
de los signos clinicos del envejecimiento (Larsson, 2010).

En mamiferos, el ADNmt es exclusivamente trasmitido por via materna y el oocito contiene
aproximadamente 10° copias de ADNmt. En las células somaticas, que contienen entre 10° y 10
copias, una mutacién que surge en una sola molécula de ADNmt puede expandirse clonalmente

durante la replicacion del ADNmt, debido a que no hay ningiin mecanismo que asegure que cada
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molécula de ADNmt se replique sélo una vez junto con la replicacion del ADN nuclear durante
cada ciclo celular. Este fendémeno, denominado “segregacién somadtica o mitotica” lleva a una
segregacion al azar de las mutaciones a medida que las células se dividen (Bogenhagen and
Clayton, 1977) y puede dar lugar a células hijas que exhiben homoplasmia (s6lo contienen ADNmt
normal o mutado) o heteroplasmia (contienen una mezcla de moléculas de ADNmt normal y
mutado). El principio de segregacion mitética explica cdmo una célula que contiene bajo numero de
copias de ADNmt mutado puede dar lugar a células hijas con altos niveles de mutacion (Figura 12)

(Lagouge and Larsson, 2013).

Figura 12. Segregacion mitética del ADNmt. Un Unico evento mutacional en una molécula de ADNmt crea
heteroplasmia en una célula. Moléculas de ADNmt mutado en rojo y normales en verde. La acumulacion de
ADNmMt mutado por encima de un cierto nivel umbral (50%) conduce a una disfuncion de la RC. Tomada de
Lagouge and Larsson (2013).

Este tipo de segregacion mitética se ha observado tanto para mutaciones puntuales como para
grandes deleciones del ADNmt. Sin embargo, también hay algunas pruebas de que los
polimorfismos, aparentemente neutrales, pueden segregar de manera aleatoria y que la seleccién
puede ser tejido especifica (Jenuth et al., 1997).

En mamiferos, un gran ndmero de mutaciones y deleciones del ADNmt se han asociado con
diversas enfermedades (Tuppen et al., 2010). Un minimo de mutaciones del ADNmt debe estar
presente en una célula para causar una deficiencia de la cadena respiratoria. Diferentes tipos de
mutaciones heteroplasmicas en el ADNmt generalmente tienen diferentes umbrales para la
induccidn de la deficiencia de la cadena respiratoria, que van desde 90% para algunas mutaciones
en los ARNt hasta 60% para las grandes deleciones de los ADNmt. Los pacientes portadores de
mutaciones heteroplasmicas en el ADNmt, a menudo tienen una amplia variedad de ADNmt
mutado en diferentes organos e incluso en diferentes células de un organo determinado (Larsson
and Clayton, 1995). Por ejemplo, un estudio realizado en ratones quimera con deficiencia de la

cadena respiratoria en las neuronas piramidales de la neo-corteza, revel6 que estos ratones
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desarrollaban sintomas clinicos cuando la proporcion de neuronas deficientes era > 20% y que esto
causaba mortalidad si la proporcion de neuronas defectuosas alcanzaba > 60-80% (Dufour et al.,
2008).

Acumulacion de mutaciones y reparacion del ADNmt en el envejecimiento

Se ha observado que moléculas de ADNmt mutado se acumulan a lo largo de los afios. En principio,
esta acumulacion puede deberse a errores en la replicacion y dafios no reparados. En primer lugar,
se ha sugerido que la replicacion masiva del ADNmt durante la embriogénesis dara lugar a errores
de replicacion debido a la tasa de error inherente de la ADN polimerasa mitocondrial. Estos ADNmt
mutados seran sometidos a segregacion y expansion clonal en la vida postnatal (Larsson, 2010). En
segundo lugar, alternativamente se ha propuesto que el dafio acumulado, por ejemplo causado por
las ROS, “abrumara” la maquinaria de reparacion y dara lugar a la acumulacion de mutaciones en el
ADNmMt. Segln la “teoria mitocondrial de los radicales libres” del envejecimiento, la acumulacion
de dafios creard un “circulo vicioso” que resultard en un aumento exponencial de las mutaciones del
ADNmMt a lo largo del tiempo (Lagouge and Larsson, 2013).

Teniendo en cuenta que todas las proteinas codificadas por el ADNmt participan exclusivamente en
la produccion de energia, los dafios en el ADNmt afectaran la produccion de ATP (Kowald, 2001).
Diferentes estudios realizados en C. elegans (Melov et al., 1995) y en ratones (Wang et al., 1997)
revelaron que las deleciones en el ADNmt aumentaban con la edad cronoldgica y que una baja tasa
de acumulacion estaba correlacionada con una vida mas larga. Otras investigaciones observaron que
tejidos con células post-mitdticas (muasculo y cerebro) presentan mayor nimero de mitocondrias
defectivas respecto a tejidos con una elevada tasa de division celular (higado y dermis) (Cortopassi
etal., 1992).

Si bien la mitocondria posee algunos mecanismos de reparacion del ADN (Thyagarajan et al.,
1996), éstos estdn menos desarrollados que en el ndcleo y por lo tanto la acumulacion de dafios en
el ADNmt es superior a la del ADN nuclear. Como se menciond anteriormente, el ADNmt se
encuentra formando parte de complejos nucleoproteicos asociados a la membrana mitocondrial
interna denominados nucleoides (Bogenhagen et al., 2003; Garrido et al., 2003). Estos nucleoides
tienen un diametro medio de 100 nm y generalmente contienen una sola copia de ADNmt. Esta
compactacién probablemente proteja fisicamente al ADNmt de eventuales dafios quimicos.

En mamiferos, el principal mecanismo de reparacion en las mitocondrias es “la reparacion por
escision de bases” (BER) (Boesch et al., 2011). Si bien los mecanismos que limitan o restringen la
eficiencia de la maquinaria de reparacion durante el envejecimiento siguen sin estar claros, una

disminucion en la capacidad de importacién mitocondrial podria ser uno de esos mecanismos.
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Evolucién y divergencia de los genes mitocondriales en Cyprinodontiformes

Actualmente poco se ha estudiado sobre los patrones de evolucion de los genes mitocondriales en
especies del Orden Cyprinodontiformes, y particularmente dentro de la familia Rivulidae.

En el género Austrolebias, el analisis de un fragmento del gen cyt-b amplificado en 14 especies
diferentes, revel6 que el sesgo en la composicidn de bases no es muy diferente al observado en otros
vertebrados, que el 72% de las sustituciones ocurren en la tercera posicién del codon (G=6,1%), que
estas secuencias no presentan inserciones o deleciones y que las sustituciones de tipo transiciones
son mayoritarias a las transversiones (Tv:Ts=1:3) (Garcia et al., 2000). El elevado nivel de
divergencia encontrado en Austrolebias es comparable al detectado previamente en Rivulus
(Murphy and Collier, 1996) y el sesgo Tv:Ts determinado para estos dos géneros es similar al
encontrado en el género Fundulus (Bernardi and Powers, 1995) pero difieren sustancialmente del
sesgo 1:10 determinado en el ADNmt de mamiferos (Irwin et al., 1991).

A pesar de que el genoma mitocondrial del pez anual Nothobranchius furzeri estd completamente
secuenciado, no se han realizados estudios concernientes a la evolucién de sus genes
mitocondriales.

Por otro lado, el genoma mitocondrial de F. heteroclitus ha sido completamente secuenciado y se
analizaron los patrones de sustitucién en diferentes poblaciones naturales de este pez (Whitehead,
2009). El analisis de las tasas de mutacion de las secuencias codificantes de proteinas, indicd que
las proteinas evolucionan a tasas variables y que los patrones de sustitucion difieren entre las
poblaciones de F. heteroclitus. La relacion de sustituciones sinénimas y no sinénimas indico que los
genes codificantes de las subunidades de la NADH deshidrogenasa (ND) evolucionan relativamente
rapido, mientras que los genes codificantes de las subunidades de la citocromo oxidasa (CO) estan
evolucionando de manera relativamente lenta. Por lo tanto, a diferencia de los genes de la CO, en
los genes ND la mayoria de los sitios estan evolucionando de acuerdo a un modelo de evolucién
neutral (en contraste con un modelo de fuerte restriccion selectiva). En promedio 1,79% de los
sitios para los genes de la ND y 0,14% de los sitios para los genes de la CO. De acuerdo con que
una fuerte restriccion selectiva esté actuando sobre la evolucidon del mitogenoma, se encontraron
valores muy bajos para la relacion dN/dS (sustituciones sindnimas vs. no-sinénimas) en todos los
linajes analizados. Los resultados obtenidos en estas poblaciones de F. heteroclitus sostienen el
modelo acerca de que la evolucion del mitogenoma esta regida por la interaccion entre una fuerte
presion selectiva y parametros demograficos, lo cual es consistente con los patrones de evolucion
determinados en otros organismos, tales como D. melanogaster (Ballard, 2000), ratas (Stewart et
al., 2008) y humano (Elson et al., 2004).
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Tasas de sustitucion en el ADNmt de Cyprinodontiformes

Las tasas de mutacion se utilizan para estimar el momento de especiacién, la separacion de
poblaciones y la divergencia de los linajes genéticos. Las estimaciones de la tasa media a la cual el
ADNmt muta, varian draméaticamente dependiendo de los datos y el método utilizados para la
estimacion. Por ejemplo, en humanos las tasas estimadas en base a secuencias de ADNmt obtenidas
de parientes cercanos (pedigri) son casi un orden de magnitud mayores a las estimadas en base a
una filogenia de especies de seres humanos y chimpancés (Henn et al., 2009).

Debido a la falta de registros fosiles y/o familias con pedigri, atin no se han determinado las tasas de
sustitucion de los genes mitocondriales para ninguna especie de peces anuales. Los datos que
existen hasta la fecha, fueron estimados para el género Aphanius (Cyprinodontiformes:
Cyprinodontidae) utilizando 3263 pb del ADNmt de 49 poblaciones conformadas por 13 especies.
Los genes analizados fueron los 2 ARNr (12S y 16S), 10 ARNt (valina, leucina, isoleucina,
glutamina, metionina, triptéfano, alanina, asparagina, cisteina y tirosina) y los genes ND1 y ND2.
Por un lado, considerando una transgresion bien datada que sufrié el Mar Rojo hace 13 millones
afios (MA), estimaron una tasa de sustitucion molecular para esta region del ADNmt en 8,6 +
0,1x10” sustituciones de pares de bases™ afio™. Por otro lado, a partir de una evidencia fésil, los
autores estimaron una tasa de sustitucion alternativa de 1,1 + 0,2x10® sustituciones de pares de
bases” afio? (Hrbek and Meyer, 2003). Estas estimaciones son comparables con la tasa de
sustitucién estimada de 7,4x10° sustituciones de pares de bases™ afio” para la misma regién en
Rivilidos no-anuales (Hrbek and Larson, 1999) y con la tasa de sustitucién aceptada de 7x10°
sustituciones de pares de bases™ afio™ en los vertebrados poiquilotermos (Martin and Palumbi,
1993).

Codificacion de cisteina como marcador de la longevidad

Si la pérdida gradual de la funcién mitocondrial mediante el ataque oxidativo es un factor
determinante de la longevidad, a escala protedmica posiblemente exista alguna huella evolutiva
sobre la accién de las ROS en las mitocondrias, que tendria que estar directamente relacionada a la
esperanza de vida maxima de una especie.

La cisteina (Cys o C) es un a-aminoacido hidrofébico (Figura 13a) que presenta un grupo tiol
altamente susceptible a la oxidacién, dando lugar a la formacién de puentes disulfuros en la cistina
(Figura 13b).
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Figura 13. a) Estructura quimica de la cisteina con el grupo tiol marcado en rojo. b) Estructura quimica de la
cistina, formada luego de la oxidacién del grupo tiol de la cisteina. En rojo estd marcado el puente disulfuro.

Los resultados obtenidos en un analisis realizado en varios modelos animales con diferente longitud
de vida, revelaron que la frecuencia con la cual el aminoacido cisteina es codificada por el ADNmt
es un indicador molecular especifico y filogenéticamente universal de la longevidad (Moosmann
and Behl, 2008). Los autores analizaron las secuencias aminoacidicas codificadas por el ADNmt de
las especies animales mejor caracterizadas y observaron que una disminucion relativa del
aminoacido Cys era la anomalia méas pronunciada encontrada y que mostraba una correlacién firme
con la esperanza de vida maxima del animal correspondiente. Observaron que especies con una
extensa longitud de vida, sintetizan complejos de la cadena respiratoria que carecen de Cys. Estos
autores confirmaron que las cisteinas de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial son

blancos del ataque oxidativo, generando proteinas no funcionales (Moosmann and Behl, 2008).

Dinamica de los extremos cromosémicos durante el envejecimiento

Como se menciond anteriormente, la senescencia celular puede ser desencadenada en respuesta a un
dafio en el ADN no reparado, o al acortamiento de los telomeros.

La telomerasa es una transcriptasa reversa capaz de sintetizar los repetidos terminales teloméricos
(TTAGGG) de los extremos cromosémicos y en humanos se ha observado que su actividad
disminuye con el transcurso de los afios (Morin, 1989; Wright et al., 1996). A medida que una
celula normal se divide, la ausencia de actividad de la telomerasa ocasiona un acortamiento de los
telomeros, resultando en el cese del crecimiento, o senescencia celular (Hayflick, 1965).

En peces, la actividad de la telomerasa ha sido estudiada en D. rerio (Kishi et al., 2003), en Fugu
rubripes (Yap et al., 2005), en Oncorhynchus mykiss (Ossum et al., 2004), en especies del género
Oryzias (Au et al., 2009), entre otros. Recientemente se ha evaluado su actividad en los peces
anuales N. rachovii (Hsu et al., 2008), N. guentheri (Liu et al., 2012) y N. furzeri (Hartmann et al.,
2009; Graf et al., 2013). Todos estos andlisis mostraron que la actividad de la telomerasa
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aparentemente no esta relacionada con el incremento de los afios y por lo tanto no concuerdan con
lo observado en humanos (Morin, 1989; Wright et al., 1996).

Los telémeros son complejos ADN-proteina especializados localizados en los extremos de los
cromosomas. Consisten en ADN repetido cuya secuencia es (TTAGGG), en mamiferos (Moyzis et
al., 1988) y en muchos modelos animales, incluido el hombre, se ha observado que durante las
sucesivas divisiones celulares, los telémeros se van acortando progresivamente (Harley et al., 1990;
Kipling, 2001). En humanos, se ha observado un acortamiento de los telémeros en las células del
higado, en la corteza renal y en el bazo, pero no se observé un acortamiento significativo en las
células de la corteza cerebral y del miocardio, sugiriendo que los diferentes érganos sufren un
proceso de envejecimiento distinto (Takubo et al., 2002).

El andlisis de este fendmeno se ha llevado a cabo solamente en algunas especies del género
Nothobranchius, y se ha confirmado que, al igual que en los mamiferos, la longitud de los
telomeros disminuye con el avance de la edad en N. rachovii (Hsu et al., 2008) y en células
musculares y dermis de N. furzeri (Hartmann et al., 2009; Graf et al., 2013). Por lo tanto, estos
estudios revelaron que en estos peces anuales africanos, no existe una correlacién entre la actividad
de la telomerasa y el acortamiento de los extremos cromosdémicos, ya que durante su
envejecimiento disminuye la longitud de las secuencias teloméricas sin disminuir la actividad de la

enzima telomerasa en un mismo tejido.

Tecnologias de segunda generacion en estudios del envejecimiento animal

Asi como diferentes mutaciones en el ADNmt se acumulan a lo largo de los afios en diferentes
tejidos, también se han detectado mutaciones en genes codificantes nucleares que pueden generar
proteinas disfuncionales y ser letales para el organismo.

Las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva (NGS, "Next-generation sequencing™) fueron
impulsadas por la secuenciacion inicial de genomas utilizando el método tradicional de Sanger.
Estas nuevas técnicas permiten la secuenciacion del ADN a gran escala, en menor tiempo, con alto
rendimiento y estan dirigiendo la investigacion biomédica actual (Church, 2006; Mardis, 2008). Sin
embargo, un factor limitante de esta nueva tecnologia sigue siendo el alto costo para la obtencion de
resultados con un alto rendimiento, aungque en comparacion con el tradicional método de Sanger, el
costo por base nucleotidica es varios 6rdenes de magnitud menor (Ansorge, 2009). La enorme
cantidad de datos generados con estas nuevas tecnologias (> 1Gb por corrida) presenta un nuevo
desafio en el desarrollo de algoritmos y de programas informéaticos més eficientes (Ansorge, 2009).
La reduccidn en los costos y la gran cantidad de informacion que aportan estas nuevas tecnologias

de secuenciacién, han impulsado su uso en diferentes estudios enfocados al envejecimiento animal.
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La posibilidad de secuenciar completamente el genoma a lo largo de la vida de un organismo,
permite obtener un mapa de las mutaciones somaticas en el ADN mitocondrial y nuclear que se
acumulan en los diferentes tejidos con la edad (Busuttil et al., 2007; Salipante and Horwitz, 2007).
Asi mismo, estas técnicas pueden revelar cambios epigenéticos generados en el trascurso de la vida,
cuantificar cambios transcripcionales ocurridos con la edad y detectar cambios en el ADN, desde
mutaciones nucleotidicas puntuales hasta grandes reordenamientos cromosémicos (de Magalhées et
al., 2010). Desde hace afios, existe un gran interés por descubrir genes que estan vinculados a
diferentes enfermedades relacionadas con el envejecimiento. En este sentido, se han conseguido
grandes progresos con la identificacion de genes asociados a enfermedades neurodegenerativas,
como la enfermedad de Parkinson (Singleton et al., 2003; Chartier-Harlin et al., 2004; Satake et al.,
2009; Pasanen et al., 2014), a la diabetes de tipo 2 (Sladek et al., 2007; Hara et al., 2014) y a la
degeneracion macular (Klein et al., 2005; Weber et al., 2014) entre otras. La ventaja de secuenciar
masivamente un genoma es que permite a los investigadores identificar el/los nucleétido/s
especifico/s asociado/s a un fenotipo dado (de Magalh&es et al., 2010). El hallazgo de una posible
asociacion entre la longevidad y las posibles enfermedades relacionadas al envejecimiento,
utilizando técnicas de secuenciacion masiva, desempefiara un papel fundamental en la identificacion
de nuevas variantes determinantes de la longevidad, la susceptibilidad a ciertas enfermedades y en
cémo determinados factores ambientales interactan con los genes que influyen en los fenotipos
seniles (de Magalhdes et al., 2010). La rapida secuenciacion de genomas completos enriquecera
enormemente el campo de la genémica comparativa. Teniendo en cuenta la alta variacion en las
tasas de longevidad y envejecimiento entre y dentro especies, la biologia comparativa del
envejecimiento tiende a beneficiarse enormemente con estas nuevas plataformas (Austad, 2009; de
Magalhaes et al., 2010; Richardson and Schadt, 2014). Por ejemplo, estudios sobre las tasas de
evolucion molecular pueden permitir a los investigadores identificar genes con patrones de

seleccion asociados a la evolucion de la vida de las especies (de Magalhdes and Church, 2007).
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HIPOTESIS

La acumulacion de mutaciones somaticas en el genoma y el acortamiento de los telémeros pueden

estar vinculados al envejecimiento de especies de peces anuales del género Austrolebias

(Cyprinodontiformes: Rivulidae).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar por primera vez el genoma mitocondrial de A. charrua a los efectos de detectar
cambios durante la ontogenia, en un disefio de secuenciacién masiva entre hermanos totales.
Determinar las tasas de mutacion del ADN mitocondrial codificante de dos proteinas de la
cadena respiratoria (CYT-B y COl) en tres etapas de la ontogenia (juvenil, adulta y senil) de dos
especies de Austrolebias, en un disefio de campo y progenies de laboratorio en paralelo.
Analizar el contenido de cisteinas (Cys) en las proteinas codificadas por el ADNmt mediante el
analisis de las secuencias aminoacidicas deducidas a partir de las secuencias nucleotidicas
obtenidas previamente.

Realizar un analisis de los niveles de conservacién de algunas proteinas nucleares candidatas
por su implicancia en el envejecimiento animal.

Contrastar la hipotesis de asociacion entre el acortamiento de teldomeros y la senescencia,
mediante la determinacién de la actividad de la telomerasa y el acortamiento de los telomeros en
las diferentes ventanas de la ontogenia.
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MATERIALES y METODOS

Todos los tejidos analizados en esta Tesis fueron obtenidos de individuos anestesiados con una
sobredosis de una solucion al 1%o de 2-phenoxyethanol (Sigma) segun un protocolo aprobado por la

CNEA (Comision Nacional de Experimentacion Animal).

Secuenciacion masiva del genoma mitocondrial en hermanos totales de A. charrua

Disefio experimental y aislamiento de mitocondrias

Se partié de aproximadamente 50 mg de musculo esquelético conservado a 4°C en etanol (EtOH)
95%. Se procesaron 5 individuos juveniles (3 hembras y 2 machos), 5 adultos (5 hembras) y 5
seniles (4 hembras y 1 macho) de A. charrua obtenidos en cautiverio en el 2012 (ver Apéndice 1).
Se siguid el protocolo estdndar de fraccionamiento sub-celular que se detalla en el Apéndice 4.

Extraccion del ADNmt con fenol-cloroformo

La extraccion del ADNmt se realizd a partir de las mitocondrias aisladas en el paso anterior,

empleando el protocolo que se detalla en el Apéndice 4.

La calidad del ADNmt extraido fue analizada mediante una corrida electroforética en un gel de
agarosa (ICN Biomedicals Inc.) al 1% en buffer 1X TAE tefiido con bromuro de etidio (0,05 pl
/mL). Se dejo correr a 80V durante 40 minutos. La concentracion del ADNmt fue estimada
mediante su comparacion con la banda de 1636 pb del marcador de peso molecular 1kb DNA ladder

(Invitrogen) que representa una concentracion de 100 ng/ul.

Secuenciacion vy anotacién del mitogenoma de A. charrua

Los 15 ADNmt extraidos previamente, se enviaron a la Unidad de Biologia Molecular del Instituto
Pasteur de Montevideo para su secuenciacion en la plataforma Illumina Genome Analyzer IIx.

El ensamblado y la anotacion de las secuencias nucleotidicas resultantes (en adelante “reads™) lo
realizaron en la Unidad de Bioinformatica del Instituto Pasteur de Montevideo. Luego del
ensamblado, los contigs resultantes fueron analizados usando como referencia la base de datos de
mitogenomas de diferentes Cyprinodontiformes disponible en la pagina web Mitofish

(http://mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp/) y la anotacion se realiz6 utilizando la herramienta on-line
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MitoAnnotator (Iwasaki et al., 2013). La representacion visual del ADNmt de A. charrua fue creada
con el programa Circos (Krzywinski et al., 2009). Los ARNt fueron anotados segun su estructura
secundaria de trébol usando la herramienta MiTFi (Juhling et al., 2012) la cual permite localizar
correctamente los ARNt dentro del mitogenoma. MiTFi se corre dentro del programa
MitoAnnotator (Iwasaki et al., 2013).

Amplificacion de la region control del ADNmt de A. charrua

Disefio de cebadores

Los mitogenomas obtenidos luego del ensamblado de los “reads” presentaron algunas diferencias en
cantidad de pares de bases, entre las secuencias de la region control (RC) de algunos hermanos
totales de la progenie secuenciada. Por lo tanto, el tamafio y secuencia de la RC no-codificante se
confirmd mediante amplificacion in vitro por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) usando
cebadores especificos disefiados para este genoma. Las secuencias nucleotidicas de la RC obtenidas
de la secuenciacion masiva, se alinearon con el programa ClustalW implementado en el MEGA6
(Tamura et al., 2013) y se disefiaron 2 juegos de cebadores para cubrir desde el ARNt-Pro hasta el
ARNTt-Phe (Tabla 5):

Tabla 5. Cebadores especificos disefiados para amplificar la RC del ADNmt de A. charrua

Longitud del
Py Longitud Tm % producto
Nombre Secuencia5” - 3 (pb) (°C) GC amplificado
(pb)
ACR-1F ACCTGTTCCTCTAGCACCCA 20 60,5 55,0
1156
ACR-1R TGTAGGAGGCATTTAAGGTGCA 22 60,3 455
ACR-2F TTTCTGGCCCACAAGAGACC 20 60,5 55,0
1016
ACR-2R TGCTCATGAAACTTTTTAGGGTTT 24 58,4 33,3

Los cebadores se disefiaron con el programa Primer3Plus (http://primer3plus.com/cqi-

bin/dev/primer3plus.cgi). Ambos juegos de cebadores fueron sintetizados en la empresa
MACROGEN (Seul, Corea).
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Amplificacion in vitro mediante PCR de la regién control

Se analizaron dos individuos para los cuales se obtuvo el genoma mitocondrial completo (AUS1 y
AUS7). Para ambos juegos de cebadores, las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un
termociclador automatico PTC-100 (MJ Research, Inc.) bajo las condiciones que se detallan en la
Tabla 6.

Tabla 6. Concentraciones de los diferentes reactivos en la mezcla de reaccion para la region control.

Componente Concentracion inicial | Concentracion final
10X buffer 10X 1X
MgCl, 50 mM 2,5mM
dNTPs 10 mM 0,2 mM
Cebador (F) 10 uM 0,4 uM
Cebador (R) 10 uM 0,4 uM
Taq DNA polimerasa (Invitrogen) 5 Ulul 0,5 U/ul
ADN gendémico 100 ng 10 ng

El programa de amplificacion utilizado fue el siguiente:

Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial: 94°C 5 min
Desnaturalizacion: 94°C 45 seg
Annealing: 62°C 45 seg 35
Extension: 72°C 1 min
Extension final: 72°C 7 min

Los productos de PCR se sometieron a una electroforesis en un gel de agarosa (ICN Biomedicals
Inc.) al 1% en buffer 1X TAE tefiido con bromuro de etidio (0,05 pl/mL). El tamafio del producto
amplificado se estimé mediante su comparacion con el marcador de peso molecular (FastRuler

High Range DNA Ladder, Fermentas). Se dejé correr a 80V durante 40 minutos.

Secuenciacion y analisis de las RC amplificadas

Los productos amplificados fueron enviados a purificar y secuenciar a la empresa MACROGEN

(Seul, Corea) (secuenciador: Applied Biosystems 3730XL). La longitud y secuencia de la region
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control se confirmd mediante el alineamiento de las secuencias resultantes con las secuencias
previamente obtenidas de la secuenciacion masiva del genoma, en el programa BLASTN 2.2.29+
(Zhang et al., 2000).

Analisis de polimorfismos en las secuencias mitocondriales codificantes durante la

ontogenia de A. charrua

Los “reads” obtenidos para cada una de las muestras, se mapearon con el mitogenoma de referencia
a fin de identificar la presencia de nucle6tidos variables e indels dentro y entre los mitogenomas de
los hermanos totales de A. charrua. Estos analisis, asi como la determinacion de la composicion
nucleotidica (%GC) en las 12 secuencias codificantes presentes en la hebra H (pesada o “heavy”)

los realizaron en la Unidad de Bioinformatica del Instituto Pasteur de Montevideo.

Secuenciacion de 2 genes mitocondriales en poblaciones naturales y en cautiverio de

A. charruay A. cheradophilus

Disefio experimental

Secuencias parciales de los genes mitocondriales codificantes de las proteinas Cyt-b (cyt-b) y COI
(cox-1) fueron amplificadas en individuos juveniles, adultos y seniles de A. charrua y A.
cheradophilus capturados en la naturaleza y obtenidos en cautiverio. Se procesaron
aproximadamente 20 individuos en cada estadio ontogenético (ver Apéndices 1y 2).

Extraccion de ADN gendmico total sin fenol-cloroformo

Se realizé una extraccion de ADN gendmico total a partir de aproximadamente 50 mg de musculo
esquelético conservado a 4°C en EtOH 95%. El protocolo empleado fue modificado del propuesto

por Medrano et al. (1990) y se detalla en el Apéndice 4.

La calidad del ADN gendmico total extraido fue analizada mediante una corrida electroforética en
un gel de agarosa (ICN Biomedicals Inc.) al 1% en buffer 1X TAE tefiido con bromuro de etidio
(0,05 pul /mL). Se dejo6 correr a 80V durante 40 minutos. La concentracién del ADN fue estimada
mediante su comparacion con la banda de 1636 pb del 1kb DNA ladder que representa una

concentracion de 100 ng/ul.
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Amplificacion in vitro via PCR de los genes mitocondriales cyt-b y cox-1

Mediante la técnica de PCR, amplificamos un fragmento de los genes mitocondriales cyt-b y cox1.
La mezcla de reaccién utilizada fue la misma para ambos genes (Tabla 7) y las amplificaciones se
llevaron a cabo en un termociclador automéatico PTC-100 (MJ Research, Inc.). La amplificacion del
gen mitocondrial cyt-b se realiz6 usando los oligonucleétidos universales Gludg-L y CB3-H
(Palumbi, 1991) y la del gen cox-1 usando los oligonucle6tidos Lco1490 y Hco2198 (Vrijenhoek,
1994).

Tabla 7. Concentraciones de los diferentes reactivos para las mezclas de reaccién de los genes

mitocondriales

Componente Concentracion inicial | Concentracion final
10X buffer 1X 10X
MqgCl, 50 mM 1,5mM
dNTPs 10 mM 0,2 mM
Cebador (F) 10 uM 0,4 uM
Cebador (R) 10 uM 0,4 uM
Taq DNA polimerasa (Invitrogen) 5 Ulul 0,05 U/ul
ADN genomico 100 ng 10 ng

En algunos casos, las condiciones generales de la reaccion de PCR se modificaron para optimizar

ambas reacciones.

El programa de amplificacion utilizado para amplificar el gen cyt-b fue el siguiente:

Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion inicial: 94°C 3 min
Desnaturalizacion: 94°C 1 min

Annealing: 42°C 1 min 4
Extension: 72°C 1 min
Desnaturalizacion: 94°C 1 min

Annealing: 50°C 1 min 29
Extension: 72°C 1 min
Extensién final: 72°C 7 min
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El programa de amplificacion utilizado para amplificar el gen cox-1 fue el siguiente:

Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial: 95°C 5 min
Desnaturalizacion: 95°C 1 min
Annealing: 45°C 1 min 35
Extension: 72°C 1,5 min
Extension final: 72°C 7 min

Los productos de PCR se sometieron a una electroforesis en un gel de agarosa (ICN Biomedicals
Inc.) al 1% en buffer 1X TAE tefiido con bromuro de etidio (0,05 ul/mL). Se sembraron 5 ul del
producto amplificado con 2 ul de buffer de corrida. También se sembré marcador de peso
molecular (1kb DNA ladder, Invitrogen). Se dejo correr a 80V durante 40 minutos. La
concentracion de cada producto de PCR fue estimada mediante su comparacion con la banda de

1636 pb del 1kb DNA ladder (Invitrogen) que representa una concentraciéon de 100 ng/pul.

Secuenciacion y analisis de las secuencias parciales de los genes cyt-b y cox-1

Los productos amplificados de ambos genes mitocondriales se enviaron a purificar y secuenciar con
sus respectivos cebadores a la empresa MACROGEN (Seul, Corea). Para cada uno de los genes, las
secuencias nucleotidicas resultantes fueron alineadas y analizadas en los programas informaticos
MEGAG6 (Tamura et al. 2013) y Sequencher 4.10.1 (Codes, 2011).

Se determind el nimero de cambios nucleotidicos (sitios variables) en cada uno de los individuos
analizados, asi como dentro y entre cada estadio ontogenético analizado, tanto en las 2 generaciones
colectadas en el campo como en las obtenidas en cautiverio. Debido a que las progenies analizadas
consistieron en hermanos totales descendientes de parejas formadas por 1 macho y 1 hembra
(seleccionados al azar entre los juveniles colectados en el campo el afio anterior), la comparacion de
estas secuencias con las de sus progenitores permitio descartar aquellos sitios variables producto de
la heteroplasmia debida a la herencia diferencial del genoma mitocondrial desde alguno de los
progenitores. Por lo tanto, los sitios nucleotidicos variables entre hermanos, pero presentes en
alguno de los parentales no fueron considerados polimorficos y no se tuvieron en cuenta al
momento de cuantificar los cambios nucleotidicos entre los 3 estadios ontogenéticos analizados.

Los analisis de polimorfismos y de divergencia nucleotidica se realizaron en el programa DnaSP v5
(Librado and Rozas, 2009).
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Analisis de las secuencias aminoacidicas codificadas por los genes cyt-b v cox-1

Las secuencias nucleotidicas parciales obtenidas previamente para los genes mitocondriales cyt-b y
cox-1 amplificadas en las dos especies analizadas, fueron traducidas usando el cddigo genético
mitocondrial de vertebrados y se determind el porcentaje de cada aminoacido codificado usando el
programa MEGAG6 (Tamura et al. 2013). Debido a su posible vinculacion con la longevidad de los
organismos, analizamos especificamente la presencia del aminoacido cisteina (Cys) en las

secuencias amplificadas.

Estimaciodn de la tasa de mutacion del ADNmt en Austrolebias

Debido a que las especies analizadas en esta Tesis son anuales (no se solapan diferentes
generaciones en un mismo intervalo de tiempo) y a que contamos con dos generaciones de
hermanos totales obtenidos en cautiverio (pedigri), se estimé la tasa de mutacion por afio (o
generacion) de los genes mitocondriales cyt-b y cox-1 en A. charrua y A. cheradophilus. A partir de
las secuencias nucleotidicas parciales amplificadas en los individuos colectados en el campo y en

las progenies de laboratorio, la “tasa de mutacion por afio” se calculd segun la ecuacion:

Tasa de mutacion = n° de sitios variables / n° total de sitios secuenciados / n° total de individuos analizados

Secuenciacion masiva (NGS) parcial del genoma total de A. charrua vy

caracterizacion de proteinas candidatas asociadas al envejecimiento

Secuenciacion parcial del genoma total de A. charrua

El ADN gendmico total (aislado previamente para el analisis de los genes mitocondriales) de una
hembra adulta de A. charrua colectada en el campo en el 2012 (ver Apéndice 1) se envid a la
empresa MACROGEN (Seul, Corea) para su secuenciacion mediante una corrida de 1/8 de region

en una plataforma de tipo GS-FLX Titanium.

Identificacion de secuencias codificantes de proteinas asociadas al envejecimiento

El archivo con los “reads” obtenidos en A. charrua fue analizado mediante un BLAST

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/) contra la base de datos disponible de
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proteinas de Danio rerio (ftp:/ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/D_rerio/protein/) a fin de identificar

las secuencias codificantes de proteinas en el genoma parcial secuenciado de A. charrua.
Se descarg6 la lista de proteinas vinculadas al envejecimiento en Mus musculus del sitio web
AnAge: The Animal Ageing and Longevity Database

(http://genomics.senescence.info/genes/search.php?organism=Mus+musculus&show=4) y  se

buscaron las proteinas homologas en D. rerio mediante BLASTp
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=Dblastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST
SPEC=0GP__ 7955 9557&LINK_ LOC=blasttab&LAST PAGE=blastn).

Luego, los nimeros de acceso de las proteinas de D. rerio se buscaron en el archivo resultante del

BLAST anterior y se identifico el/los correspondientes “read/s” de A. charrua codificantes de esa

proteina.

Analisis de los niveles de conservacion de proteinas nucleares candidatas asociadas al

envejecimiento en varios modelos animales

Entre todas las proteinas de D. rerio (homdlogas a las de Mus musculus) que se encontraron en los
“reads” de A. charrua, se seleccionaron solamente tres que estan involucradas en diferentes vias
moleculares del envejecimiento animal. Las proteinas seleccionadas fueron la adenilato ciclasa-5
(Adcyb), el factor de crecimiento insulinico tipo-1 (IGF-1) y la p53.

Para cada una de estas proteinas, se realizoé un alineamiento multiple de los “reads” aislados en A.
charrua con secuencias homdlogas en otros peces teledsteos obtenidas del GenBank, en el
programa MEGA 6 (Tamura et al. 2013).

El grado de relacion de estas proteinas nucleares con sus homdélogas en otros peces teledsteos, se
determind mediante un andlisis filogenético de union de vecinos (Neighbor-joining) usando el
modelo de sustitucion nucleotidica distancia-p, en el programa MEGA 6 (Tamura et al. 2013). El
soporte de los nodos se calculd6 mediante un andlisis de Bootstrap (1000 réplicas) y los arboles
fueron enraizados siguiendo el criterio de grupo externo, usando como tales las secuencias

correspondientes de Mus musculus.

Determinacién de la actividad de la enzima telomerasa durante la ontogenia de A.

charrua

Se determind la actividad de la enzima telomerasa mediante la amplificacion de los repetidos
teloméricos usando el método TRAP (“Telomere Repeat Amplification Protocol”) descrito por Kim

et al. (1994). Este método se basa en la amplificacion in vitro de los extremos teloméricos mediante
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PCR. El resultado esperado es una escalera (ladder) de productos que difieren en 6 pb, comenzando
en 50 nucledtidos (50, 56, 62, 68, etc.) (Figura 14). Para este anélisis e utilizd el kit comercial
“TRAPEZE® Telomerase Detection Kit” (Millipore) y se siguieron las instrucciones

proporcionadas por el fabricante como se detalla en el Apéndice 4.

Figura 14. Determinacién de la actividad de la telomerasa

mediante el kit TRAPEZE®
TRAP Products

R R = B — Internal Control (36 bp)
S-IC

Disefio experimental y obtencién de la muestra

Se determino la actividad de la telomerasa en higados frescos (conservados a -80°C) de 3 hembras
de A. charrua en cada uno de los 3 estadios ontogenéticos, colectadas en el charco temporal de “La
Coronilla” en el 2012 y obtenidas en cautiverio en el mismo afio (ver Apéndice 1).

Se evalud la actividad de esta enzima en higados de hembras, ya que las células de este tejido estan
en constante renovacion (tejido mitdtico) y éste érgano es el responsable de la produccion de la
proteina vitelogenina que es incorporada en los ovocitos para comenzar proceso de vitelogénesis
(Arezo et al., 2007; Tyler and Sumpter, 1996).

Cuantificacién de proteinas totales en la muestra

La concentracion de proteinas totales presente en cada una de las muestras se determiné mediante el
método de Bradford. Se realizaron diluciones seriadas de la muestra y se les midié la absorbancia a
una longitud de onda (1) de 595nm en un lector de placa (Varioskan, Thermo Electron Co.). Estas
mediciones se hicieron por triplicado.

En paralelo, se realiz6 una curva de calibracion a partir de un stock de BSA (Bovine serum
albumin) de concentracion conocida. La concentracion de proteinas en cada muestra se determind
interpolando en la curva de calibracién las absorbancias obtenidas para cada una de las diluciones.
Posteriormente se realizaron diluciones de la solucidon “madre” a fin de obtener una concentracion
de proteinas entre 0.01 - 0.5 ug/uL que es el rango 6ptimo para que la reaccion de amplificacion sea

eficiente.
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Amplificacion in vitro via PCR de los extremos teloméricos

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador automatico Corbett Palm-
Cycler gradient thermal (Corbett Life Science) en un volumen final de 25 ul bajo siguiendo

condiciones sugeridas en el kit comercial que se detallan en la Tabla 8.

Tabla 8. Mezcla de reaccion empleada en la determinacion de la actividad de la telomerasa con el
kit comercial “TRAPEZE® Telomerase Detection Kit” (Millipore).

Componente (kit) Volumen final (ul)
10X TRAP buffer 2,5
50X dNTPs 0,5
Cebador TS 0,5
Mezcla de cebadores TRAP 0,5
Taq DNA polimerasa (Invitrogen) 0,2
Muestra [0.01 - 0.5 pg/ul] 1,0

El programa de amplificacion utilizado fue el sugerido por el fabricante y consistio en:

Temperatura Tiempo )
Ciclos
Incubacion inicial: 30°C 30 min
Desnaturalizacion: 94°C 30 seg
Annealing: 59°C 30 seg 33
Extension: 72°C 1 min
Extension final: 72°C 5 min

Los productos amplificados se sometieron a una electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10%
en buffer 0,5X TBE (Tris-Borato-EDTA). Se sembraron 10 uL del producto amplificado con 5 pl
de buffer de corrida y 5 pl de marcador de peso molecular (FastRuler™ Low Range DNA Ladder,
FERMENTAS). La corrida electroforética se realiz6 a 300V durante aproximadamente 2 horas.

Finalizada la corrida, el gel fue sumergido durante 30 minutos en una solucién de bromuro de etidio
(1:10.000) y luego destefiido sumergiendolo en H,Odd durante 20 minutos y visualizado en un

transiluminador UV.

55



Capitulo 1 — Materiales y métodos

Analisis del acortamiento de los telomeros durante la ontogenia de A. charrua

mediante Southern blot

Se analizaron hembras de A. charrua en cada uno de los 3 estadios ontogenéticos, colectadas en el
charco temporal de “La Coronilla” en el 2012 y obtenidas en cautiverio en el mismo afio, asi como
también machos y hembras obtenidos en cautiverio en 2013 (ver Apéndice 1).

El acortamiento de los telémeros se evaludé mediante la técnica de Southern blot que se describe en
el Apéendice 4. La transferencia del ADN a la membrana de nylon Hybond-N+ se llevo a cabo
durante aproximadamente 20 horas segun el esquema de la Figura 15. La sonda utilizada fue un

fragmento homdlogo a las secuencias teloméricas de vertebrados (AATCCC)s.

Figura 15. Esquema del montaje realizado para la transferencia del ADN a la membrana de nylon.
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Organizacion, estructura y caracteristicas del genoma mitocondrial de A. charrua

Secuenciacion del mitogenoma en hermanos totales de A. charrua

La presente descripcion del genoma mitocondrial de A. charrua representa el primer mitogenoma

completo obtenido para una especie de peces anuales dentro de la familia Rivulidae. De los 15

hermanos totales secuenciados, se pudo ensamblar y anotar, total o parcialmente, el genoma
mitocondrial en un total de 11 individuos: 5 juveniles (AUS1, AUS2, AUS3, AUS4 y AUS5), 4
adultos (AUS6, AUS7, AUS8 y AUS9) y 2 seniles (AUS11 y AUS13) (ver Apéndice 1). EI nimero

de “reads” obtenidos para los restantes 5 individuos fue muy bajo o nulo, por lo que no se pudieron

ensamblar ni anotar (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados obtenidos de la secuenciacion en la plataforma Illumina Genome Analyzer IIx.

Ndmero de

Estadio Individuo Numero de contigs con Longitud .
ontogenético secuenciado “reads” secuencias del/_los Observaciones
mitocondriales* contig/s
AUS1 5883822 1 17.037
AUS2 7000637 1 17.037
Juvenil AUS3 10245110 1 17.034
AUS4 9490242 1 17.034
AUS5 6917778 2 5.341/11.724
AUS6 11218507 1 17.034
AUS7 5580271 1 17.103
Adulto AUSS8 6881095 2 1.379/15.105
AUS9 3917824 2 8.967 /8.091
AUS10 438 0 0 No funciono.
AUS11 6101487 2 15.664 / 1.382
AUS12 1859775 0 0 No funciono.
Senil AUS13 9833295 2 15.676/1.381
AUS14 11787 0 0 No funciono.
AUS15 0 0 0 No funciono.

*Similitud determinada por Blastn contra la base de datos de mitogenomas de Cyprinodontiformes; los 16

contigs presentaron una similitud de aproximadamente un 73% y un E-value cercano a cero con el genoma

de K. marmoratus (NC_003290).
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Secuenciacion de la regién control

En los genomas de los individuos AUS1 y AUS7, se amplificé un fragmento de aproximadamente
1100 pb con cada uno de los juegos de cebadores ACR-1 y ACR-2.
El alineamiento de las secuencias nucleotidicas resultantes con la secuencia de referencia de AUS7

(Figura 16) confirmo la secuencia y longitud (1349 pb) de la RC en el mitogenoma de A. charrua.

Figura 16. Gréfica correspondiente al alineamiento en el programa bl2seq del genoma mitocondrial de AUS7
con las secuencias de la RC amplificadas con los juegos de cebadores ACR-1y ACR-2.

Estructura y caracteristicas del genoma mitocondrial de A. charrua

Confirmada la secuencia de la region control, obtuvimos la organizacion y estructura final del
mitogenoma de A. charrua. EI ADNmt circular resultante presenta un tamafo de 17.271 pb e
incluye 13 secuencias codificantes de proteinas, 22 ARN de transferencia (ARNt), 2 ARN
ribosomales (ARNr 16S y 12S) y una region control no-codificante (Figura 17). Las secuencias
codificantes presentes en la hebra H, presentan un contenido de G+C del 37%, un sesgo GC [sesgo
GC: (G-C)/(G+C)] y un sesgo AT [sesgo AT: (A-T)/(A+T)] negativos, los cuales estarian indicando

una asimetria en la composicion nucleotidica (Tabla 10).

Tabla 10. Contenido nucleotidico del mitogenoma de A. charrua y contenido G+C de las secuencias
codificantes localizadas en la hebra H.

Especie A C G T | Sesgo GC | Sesgo AT | Contenido de G+C

Austrolebias charrua | 0,28 0,22 0,15 0,35 -0,21 -0,10 0,37
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Figura 17. Representacion visual del genoma mitocondrial de A. charrua creada con el programa Circos. El
circulo més interno representa el %GC cada 5pb (las lineas méas oscuras significan mayor %GC). El circulo
externo representa las hebras H y L (fragmentos que aparecen hacia adentro del circulo) del ADNmt. En
negro estan indicadas las secuencias codificantes de proteinas, en rojo los ARNt, en marrén claro los ARNry
en marrén oscuro la region control.

En la Tabla 11 se presenta la organizacion del mitogenoma de A. charrua. S6lo ocho ARNt (ARNt-
GIn, ARNt -Ala, ARNt-Asn, ARNt-Cys, ARNt -Tyr, ARNt-Ser (1), ARNt-Glu y ARNt-Pro) y ND6
son codificados por la hebra L (liviana o “light”), mientras que los demas genes son codificados en
la hebra H. Las secuencias codificantes presentan el codén de iniciacion ATG, menos la secuencia
del gen COI cuyo coddn de inicio es el GTG. Codones stop completos tipo TAA estan presentes en
las secuencias codificantes de ND1, COIl, ATPase8, COIll, ND4L, ND5 y Cyt b y tipo TAG en

ND6. Las demas secuencias codificantes presentan codones stop incompletos de tipo T o TA.
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Tabla 11. Organizacion y caracteristicas del genoma mitocondrial de A. charrua.

Localizacion Tamafio Codones

Gen Inicio  Final Nuc(lgg';idos Aminoacidos | Inicio | Stop inte’\rlggr:eigéisfj?;b)* Hebra
ARNTt-Phe 1 69 69 H
ARNTr 12S 70 1016 947 0 H
ARNt-Val 1017 1084 68 0 H
ARNTr 16S 1085 2715 1631 0 H
ARNt-Leu 2716 2789 74 0 H
ND1 2854 3828 975 324 ATG | TAA 64 H
ARNt-lle 3835 3902 68 6 H
ARNt-GIn 3902 3972 71 -1 L
ARNt-Met 3972 4040 69 -1 H
ND2 4041 5085 1045 348 ATG | T-- 0 H
ARNt-Trp 5086 5153 68 0 H
ARNt-Ala 5152 5221 70 -2 L
ARNt-Asn 5234 5306 73 12 L
ARNt-Cys 5343 5399 57 36 L
ARNt-Tyr 5399 5464 66 -1 L
COl 5466 7022 1557 518 GTG | TAA 1 H
ARNt-Ser 7026 7096 71 3 L
ARNt-Asp 7100 7168 69 3 H
coll 7170 7860 691 230 ATG | T-- 1 H
ARNTt-Lys 7861 7932 72 0 H
ATPase 8 7934 8101 168 55 ATG | TAA 1 H
ATPase 6 8092 8774 683 227 ATG | TA- -10 H
colll 8775 9560 786 261 ATG | TAA 0 H
ARNt-Gly 9711 9778 68 150 H
ND3 9894 10242 349 116 ATG | T-- 115 H
ARNt-Arg 10243 10311 69 0 H
ND4L 10312 10608 297 98 ATG | TAA 0 H
ND4 10602 11991 1390 463 ATG | T-- -7 H
ARNt-His 11992 12060 69 0 H
ARNt-Ser 12061 12127 67 0 H
ARNt-Leu 12127 12198 72 -1 H
ND5 12199 14043 1845 614 ATG | TAA 0 H
ND6 14040 14561 522 173 ATG | TAG -4 L
ARNt-Glu 14562 14629 68 L
Cytb 14634 15782 1149 382 ATG | TAA 4 H
ARNt-Thr 15784 15853 70 H
ARNt-Pro 15853 15922 70 -1 L
Region control | 15923 17271 1349 0 H

*Namero de nucledtidos que separan los genes. Los niimeros negativos indican nucle6tidos solapantes.
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Todos los ARNt presentan la caracteristica estructura secundaria tipo trébol (Figura 18) y su
longitud varia desde 66 pb hasta 74pb, a excepcion del ARNt-Cys que tiene una longitud de 57pb y
no presenta el bucle (o brazo) D.

Figura 18. Estructura secundaria de los 22 ARNt presentes en el mitogenoma de A. charrua. EI ARNt-Cys
esta resaltado con un recuadro rojo.
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Presencia de polimorfismos en todas las secuencias mitocondriales codificantes

durante la ontogenia de hermanos totales de A. charrua

Se utilizd el mitogenoma obtenido en el individuo adulto AUS7 como genoma de referencia en el
andlisis de polimorfismos en las secuencias codificantes de proteinas durante la ontogenia de
hermanos totales de A. charrua (Tabla 12). Se analizaron los 5 individuos juveniles (AUS1, AUS2,
AUS3, AUS4 y AUSSH), los 3 adultos (AUS6, AUS8 y AUS9) vy los 2 seniles (AUS11 y AUS13)

para los cuales se obtuvieron secuencias mitocondriales en la secuenciacion masiva.

Tabla 12. Cambios nucleotidicos en los genes mitocondriales amplificados en hermanos totales de

A. charrua. El mitogenoma de AUS7 se uso de referencia y esta resaltado en negrita.

Juveniles Adultos Seniles

Gen | Posicion | AUS1 | AUS2 | AUS3 | AUS4 | AUS5| AUS6 | AUS7|AUS8|AUS9 | AUS11 | AUS13
COl'| 5690 | O 0 0 |TaA| O 0 0 0 0 0 0
D3 10059 0 0 0 0 0 [|Delecion| 0 0 0 0 0
10220 | O 0 0 |AaG| O 0 0 0 0 0 0
12505 0 0 0 0 TaC 0 0 0 0 0 0
ND5| 12764 | 0 0 0 CaT 0 0 0 0 0 0
13842 0 GaA| O 0 0 0 0 0 0 0

Cytb| 15735 | TaC | TaC | TaC | TaC | TaC | TaC 0 | TaC | TaC | TaC | TaC

De manera llamativa, las secuencias mitocondriales codificantes no estan totalmente conservadas
durante la ontogenia de hermanos totales de A. charrua y se identificaron hasta 6 cambios
nucleotidicos en etapas tempranas de su ciclo de vida. De las 13 secuencias codificantes analizadas,
solamente se encontraron cambios nucleotidicos en 4 (COI, ND3, ND5 y Cyt b). La secuencia COI
es la mas conservada, y solamente se detectd una transversién (T/A) en la posicion 5690 del
genoma del individuo juvenil AUS4. Dentro de las secuencias codificantes de las diferentes
subunidades del complejo NADH deshidrogenasa, en ND3 se detectd una delecién en la posicion
10059 del genoma del adulto AUS6 y una transicion (A/G) en la posicion 10220 del juvenil AUS4,
mientras que en ND5 se encontraron 2 transiciones (T/C y C/T) en las posiciones 12505 y 12764
respectivamente del genoma del juvenil AUS5 y otra (G/A) en la posicion 13842 del juvenil AUS2.
Por ultimo, en la posicion 15735 del genoma de todos los individuos comparados, se encontro la

transicion (T/C) en la secuencia codificante del gen Cyt b.
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A nivel de las secuencias aminoacidicas, estos cambios nucleotidicos tienen diversos efectos que se

resumen en la Tabla 13.

Tabla 13. Cambios en las secuencias aminoacidicas de los genes mitocondriales.

Posicién en el Cambio Numerp del Posicién en Cambio de Aminoéacido
Gen L codon . .
genoma nucleotidico el codon codon Resultante
afectado
Col 5690 TIA 75 3 ATT a AAA lle a Met
10059 Delecién 56 1 TTT -
ND3
10220 A/G 109 3 CAA a CAG GlnaGln
12505 T/C 103 1 TCTaCCT Ser a Pro
ND5 12764 CIT 189 2 GCCaGCT Alaa Ala
13842 G/A 548 3 TTGaTTA LeuaLeu
Cythb 15735 TIC 368 1 TTTaCTT Phe a Leu

Como se observa en la Tabla 13, la transversion encontrada en el gen COl, asi como la transicién en

el gen Cyt b y una de las detectadas en el gen ND5 son no sindnimas, ocasionando un cambio en el

aminoéacido codificado. La delecidén observada en el gen ND3 del individuo AUS6 ocasiona un

corrimiento en el marco de lectura.

El analisis de las 13 secuencias codificantes identificadas en el genoma mitocondrial de hermanos

totales de A. charrua reveld que algunas de ellas (COIl, ND5 y Cyt b) son propensas a las

sustituciones nucleotidicas y que éstas tienden a ocurrir en etapas tempranas del ciclo de vida de

estos peces. Como se observa en las Tablas 12 y 13, la mayoria de los cambios encontrados son

transiciones y los cambios de codon generados ocasionan un cambio en el aminoacido resultante.
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Mutacion y evolucion del gen cyt-b durante la ontogenia de A. charrua en la

naturaleza y en cautiverio

Extraccion del ADN y amplificacion del gen cyt-b

Se extrajo el ADN gendémico de 123 individuos de A. charrua colectados en el charco temporal
ubicado en “La Coronilla” en 2011 y 2012 y de 80 individuos obtenidos en cautiverio en 2012 y
2013 (Tabla 14) (numeros de catalogo en el Apéndice 1).

Tabla 14. NUmero de individuos de A. charrua de los cuales se extrajo ADN genomico total.

CAMPO (2011) CAMPO (2012) Progenie (2012) Progenie (2013)
Juveniles 20 20 21 20
Adultos 20 22 18 -
Seniles 21 20 14 7
Total 61 62 53 27

Un fragmento de aproximadamente 750 pb (correspondientes al 65% del gen mitocondrial cyt-b

caracterizado anteriormente por secuenciacion masiva del ADNmt) se amplificé en 110 individuos

de A. charrua colectados en la naturaleza y en 70 obtenidos en cautiverio (Tabla 15).

Tabla 15. Numero de individuos de A. charrua en los cuales se amplifico el gen cyt-b.

CAMPO (2011) CAMPO (2012) Progenie (2012) Progenie (2013)
Juveniles 20 20 20 14
Adultos 19 16 17 -
Seniles 19 16 12 7
Total 58 52 49 21

Todas las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron analizadas mediante el programa BLASTnN
comprobandose su homologia con el gen mitocondrial cyt-b aislado en otras especies de

Austrolebias.
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Niveles de polimorfismo en el gen cyt-b durante la ontogenia de A. charrua en la naturaleza y en

cautiverio

Se determiné el nivel de polimorfismo para el gen cyt-b en las dos poblaciones de A. charrua
colectadas en el charco temporal de “La Coronilla” y en las dos progenies obtenidas en el
laboratorio. Mediante un analisis pareado de todas las secuencias parciales amplificadas, se
determind el nimero de cambios nucleotidicos presente en cada uno de los individuos analizados.
En la Figura 19 se observa el porcentaje de individuos de cada estadio ontogenético que presentan
cada uno de los diferentes cambios detectados. En el analisis de las progenies, no se consideraron
los sitios nucleotidicos con heteroplasmia debida a la herencia diferencial del genoma mitocondrial

desde algunos de los 2 progenitores.

En el set de secuencias de la poblacion natural de 2011, se detectaron en total 28 sitios variables, el
29% de los cuales corresponde a transiciones y el 71% a transversiones (Figura 19a). La mayoria de
estas sustituciones son no-sindnimas y generan un 8% de aminoacidos variables. Como se observa
en la Figura 19a, 8 de estos sitios variables estan presentes en las secuencias de los individuos
jévenes, 9 en las de los adultos y 21 en las de los seniles. La mayoria de los cambios detectados en
los juveniles estan presentes en los adultos y en los seniles (i.e. en las posiciones 528, 702, 729,
730, 739 y 758), mientras que algunos cambios presentes en los adultos estan ausentes en los
juveniles (i.e. en las posiciones 523, 540, 566, 575, 687 y 695) y el 46% de los cambios encontrados
en los individuos mas viejos son exclusivos de esta etapa ontogenética (i.e. en las posiciones 295,
298, 353, 355, 484, 526, 567, 591, 595, 619, 620, 672, 738). Cabe destacar que la mayoria de los
cambios “exclusivos” (aquellos que no estan presentes en otros individuos del mismo estadio, ni en
los individuos de las otras dos etapas ontogenéticas) fueron encontrados en el individuo juvenil
GP2167, en el adulto GP2183 y en el senil GP2335.

Por otro lado, el analisis de las secuencias amplificadas en los ejemplares de la poblacién de 2012,
revel6 un total de 7 sitios nucleotidicos variables, de los cuales solamente 1 corresponde a una
transicion (posicion 528) (Figura 19b). Por lo tanto, al igual que en la poblacion anterior, en estos
individuos predominan las transversiones y la mayoria de las sustituciones son no-sinénimas. De los
5 cambios encontrados en los juveniles, 3 también estan presentes en los seniles (i.e. en las
posiciones 528, 702 y 730), mientras que sélo 1 individuo adulto (GP3094) presenta un cambio
ausente en los juveniles y en los seniles (posicion 646). Por ultimo, la mayoria de los cambios
encontrados en las secuencias de los ejemplares mas viejos estan presentes en los méas jovenes, a

excepcion de la transversion detectada en la posicion 48.
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Estos resultados sugieren que esta region del gen cyt-b amplificada en las 2 poblaciones naturales
de A. charrua presenta principalmente sustituciones nucleotidicas de tipo transversiones que estan
presentes desde etapas tempranas del ciclo de vida. Asi mismo, revelan que los sitios 528, 702 y
730 son variables en ambas poblaciones y que no existe un claro aumento de los cambios

nucleotidicos durante el envejecimiento de esta especie en la naturaleza.

El andlisis pareado de las secuencias parciales del gen cyt-b amplificadas en los individuos
obtenidos en cautiverio en 2012 muestra que en las posiciones nucleotidicas 672 y 675 algunos
juveniles presentan el mismo nucleétido que su madre, mientras que el resto de sus hermanos
presentan el nucledtido presente en el genoma del padre (Figura 19c). Esto es lo que hemos
designado como heteroplasmia debida al sexo del progenitor. Por otro lado, se ha encontrado un
cambio en la posicion 528 solo en la secuencia aislada en el padre, y dos cambios (en las posiciones
617 y 647) presentes solamente en el gen cyt-b materno. Cabe destacar que en estas dos ultimas
posiciones, todos los ejemplares de la progenie presentan el nucle6tido presente en la secuencia
paterna. Sin considerar las sustituciones nucleotidicas compartidas con alguno de los progenitores,
se encontraron un total de 12 en este set de datos, de las cuales solamente 7 ocasionan un cambio en
el aminoécido resultante. Al igual que lo observado en las poblaciones naturales, en esta progenie
las transiciones (25%) son inferiores a las transversiones (75%) y estan distribuidas entre 1
individuo juvenil y 4 adultos. Si bien las sustituciones encontradas en los adultos no estan presentes
en los juveniles, cabe destacar que las secuencias nucleotidicas de los individuos mas viejos
coinciden con las secuencias de la mayoria de los jovenes y de los adultos.

Por ultimo, el andlisis de las secuencias amplificadas en 14 individuos juveniles y 7 seniles de la
progenie obtenida en 2013, revel6 que las secuencias amplificadas son idénticas entre si, con
excepcion de 3 individuos juveniles que presentaron los mismos nucleétidos que la secuencia
parental en las posiciones 528 y 730 (Figura 19d).

Al igual que lo observado en las 2 poblaciones naturales analizadas, los resultados obtenidos en la
progenie de 2012 revelan que esta region del gen cyt-b presenta una acumulacion de cambios
(principalmente transversiones) desde los juveniles hasta los adultos. Esto puede deberse a un
incremento de copias mutadas en los individuos adultos Como se observa en la Figura 19c y d, al

igual que en las poblaciones naturales los sitios 528, 702 y 730 también son variables.
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Figura 19. Porcentaje de individuos juveniles, adultos y seniles de A. charrua provenientes del campo y
obtenidos en cautiverio en funcidn de la posicion nucleotidica en la secuencia del gen cyt-b que presenta un
cambio. a) poblacién de 2011; b) poblacion de 2012; ¢) progenie 2012 y d) progenie 2013. Entre paréntesis
se indica el nimero de individuos analizados en cada estadio ontogenético.
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Niveles de divergencia en el gen cyt-b durante la ontogenia de A. charrua en el campo v en

cautiverio

Las secuencias nucleotidicas parciales del gen cyt-b amplificadas en todos los individuos de A.
charrua analizados, se alinearon con el programa ClustalW implementado en el MEGAG6 (Tamura
et al. 2013) y se determinaron los niveles de divergencia para cada etapa ontogenética (juvenil,
adulto y senil) por separado (Tablas 16 y 17).

El andlisis de las 2 poblaciones naturales de A. charrua sugiere que la seleccion purificadora (Ka/Ks
<1) estaria actuando sobre el fragmento del gen mitocondrial cyt-b amplificado en esos individuos
(Tabla 16). En los individuos jévenes y adultos de la poblacion de 2011, la divergencia nucleotidica
sinénima (Ks) es mayor a la no-sinénima (Ka), mientras que en los individuos seniles Ks=0 y
predominan las sustituciones no-sinénimas. Si bien este gen también se encuentra bajo seleccién
purificadora en la poblacion de 2012, el patrén de sustituciones es diferente. En los estadios juvenil
y adulto de esta poblacién, Ka=0y en los seniles Ks > Ka. Por otro lado, los valores obtenidos para
el sesgo en el uso de codones (CBI ~ 0,500) sugieren que en las 2 poblaciones naturales, la

seleccion esta menos relajada en el uso de codones sinGnimos en esta region del gen.

Tabla 16. Andlisis de polimorfismos y divergencia nucleotidica de las secuencias del gen cyt-b

amplificadas en los individuos de A. charrua colectados en la naturaleza en 3 etapas de su

ontogenia.
Namero de Relacion
A. charrua individuos totales C V Pi CBI
g Ka/Ks
analizados
Juveniles 20 782 8 5 0,099 0,504
C'g‘ohﬁo Adultos 19 832 9 1 0,070 0,510
Seniles 19 813 21 3 - 0,506
Juveniles 20 737 1 0,000 0,497
c,gggo Adultos 16 775 3 2 0,000 | 0495
Seniles 16 778 4 2 0,075 0,494

C: sitios invariables

V: sitios variables

Pi: sitios filogenéticamente informativos (contienen al menos dos nucleétidos diferentes, y al menos dos de ellos se
producen con una frecuencia minima de dos)

(-): no se pudo calcular la relacién Ka/Ks porque Ks=0.

Por otro lado, el analisis de las secuencias aisladas en los individuos de A. charrua obtenidos en
cautiverio sugiere que la seleccion purificadora (Ka/Ks <1) estaria actuando sobre el fragmento del
gen mitocondrial cyt-b amplificado en esos individuos (Tabla 17). En estos analisis no se tuvieron
en cuenta los sitios variables compartidos con alguno de los progenitores. En los individuos
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juveniles de la progenie de 2012, Ks=0, por lo que predomina la divergencia en sustituciones no-
sinénimas (Ka). En los adultos, Ks es un poco superior a Ka (Ka/Ks <1) y en los seniles ambas
divergencias son cero. Por otro lado, en los ejemplares juveniles de la progenie de 2013 Ks>Ka
pero la divergencia ocurre en sitios nucleotidicos que son compartidos con uno de los progenitores.

En los individuos mas viejos de esta progenie, Ks y Ka son cero al igual que en la progenie anterior.

Tabla 17. Andlisis de polimorfismos y divergencia nucleotidica de las secuencias del gen cyt-b

amplificadas en los individuos de A. charrua obtenidos en cautiverio.

Numero de Relacion
A. charrua individuos totales C V Pi CBI
. Ka/Ks
analizados
Juveniles 20 737 4 1 - 0,499
F1/2011
(2012) Adultos 17 730 10 1 0,191 0,495
Seniles 12 741 1 0 0,000 0,489
Juveniles 14 739 2 2 0,314 0,489
F1/2012
(2013) Adultos 0 - - - - -
Seniles 7 741 0 0 0,000 0,489

C: sitios invariables

V: sitios variables

Pi: sitios filogenéticamente informativos (contienen al menos dos nucleétidos diferentes, y al menos dos de ellos se
producen con una frecuencia minima de dos)

(-): no se pudo calcular la relacién Ka/Ks porque Ks=0.

A pesar de las diferencias observadas entre ambas progenies, la presencia mayoritaria de cambios
no-sindnimos estaria indicando que la seleccién estda méas relajada en la eliminacion de estos
cambios. Los valores obtenidos para el sesgo en el uso de codones en cada estadio ontogenético
(CBI ~ 0,500) sugieren que la seleccion estd menos relajada en el uso de codones sinGnimos en este

fragmento del cyt-b amplificado en las progenies obtenidas en cautiverio.

Codificacion del aminoacido cisteina en el fragmento del gen cyt-b amplificado en A. charrua

El andlisis de las secuencias nucleotidicas traducidas, mostrd que el aminoacido cisteina solamente
representa el 1% de todos los aminoacidos codificados por este fragmento del gen cyt-b aislado en
todos los individuos de A. charrua analizados, tanto colectados en el campo como obtenidos en

cautiverio.
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Mutacion y evolucion del gen cyt-b durante la ontogenia de A. cheradophilus en la

naturaleza y en cautiverio

Extraccion del ADN y amplificacion del gen cyt-b

Se extrajo el ADN genomico de 45 individuos de A. cheradophilus colectados en el campo en 2011
y 2012 y de 37 individuos obtenidos en cautiverio en 2012 y 2013 (Tabla 18) (nimeros de catalogo
en el Apéndice 2).

Tabla 18. Numero de individuos de A. cheradophilus de los cuales se extrajo ADN gendémico total.

CAMPO (2011) CAMPO (2012) Progenie (2012) Progenie (2013)
Juveniles 3 7 11
Adultos 4* 14 -
Seniles 13** 2 7
Total 20 23 19 18

* Dos de estos individuos fueron colectados como juveniles y mantenidos en cautiverio hasta que
alcanzaron el estadio adulto.

** 4 fueron colectados juveniles, 7 fueron colectados adultos y solamente 2 individuos fueron
colectados seniles. Los juveniles y adultos fueron mantenidos en cautiverio hasta que alcanzaron
casi el final de su ciclo de vida.

Al igual que en A. charrua, un fragmento de aproximadamente 750 pb se amplifico en 41
individuos de A. cheradophilus colectados en la naturaleza y en 36 obtenidos en cautiverio (Tabla

19).

Tabla 19. Numero de individuos de A. cheradophilus en los cuales se amplificé el gen cyt-.

CAMPO (2011) CAMPO (2012) Progenie (2012) Progenie (2013)
Juveniles 7 10
Adultos 13 -
Seniles 12 2 8 7
Total 19 22 19 17

Las 77 secuencias nucleotidicas amplificadas fueron analizadas mediante el programa BLASTn
comprobandose su homologia con el gen mitocondrial cyt-b aislado en otras especies de
Austrolebias.
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Niveles de polimorfismo en el gen cyt-b durante la ontogenia de A. cheradophilus en la naturaleza y

en cautiverio

Se determind el nivel de polimorfismo para el gen cyt-b en las dos poblaciones de A. cheradophilus
colectadas en el campo y en las dos progenies obtenidas en el laboratorio. Debido a que en el afio
2011 se colectaron individuos de A. cheradophilus en diferentes charcos temporales ubicados en la
localidad de “La Charqueada” (Departamento de Treinta y Tres), se analizd la presencia de
sustituciones nucleotidicas durante la ontogenia de esta especie en las diferentes zonas muestreadas:
Ruta 91, Camino al Arrozal 33 y Zona de contacto, detalladas en la seccion “colecta de ejemplares
en la naturaleza” (paginas 27 y 28). Mediante un analisis pareado de todas las secuencias parciales
amplificadas, se determind el nimero de cambios nucleotidicos presente en cada uno de los
individuos analizados. A diferencia de los observado en las secuencias de A. charrua, en esta
especie se encontr6 un elevado nivel de polimorfismo en las poblaciones naturales (como se

describird mas adelante), por lo que no fue posible presentar los resultados graficamente.

El andlisis de las 19 secuencias parciales del gen cyt-b amplificadas en los individuos de A.
cheradophilus capturados en los diferentes charcos de “La Charqueada” en 2011 reveld que existe
un elevado polimorfismo poblacional entre los diferentes charcos muestreados (Figura 20). En 3
individuos colectados como adultos en el charco A13 de esa localidad, y que fueron mantenidos en
cautiverio hasta el final de su ciclo de vida, se observa una insercion de 6 nucleétidos. El bajo
namero de individuos colectados en cada uno de los charcos muestreados no permitio determinar el
namero de sitios variables dentro y entre cada estadio ontogenético. A pesar de esto, nuestros
resultados evidencian por primera vez un elevado polimorfismo poblacional en esta region del gen

cyt-b amplificada en individuos salvajes de esta especie de gran tamafio.

2029-CB3H-11F0-ZC-J
2030-CB3H-11F0-R81-J
2031-CB3H-11F0-R81-J
2053-CB3H-11F0-R81-J2ma
2054-CB3H-11F0-R81-J2ma
-CB3H-11F0-R81-J5ma
-CB3H-11F0-R31-J5he
-CB3H-11F0-R91-JShe
-CB3H-11F0-R91-JSma
10. 2097-CB3H-11F0-A17-Ama

12. 2327_CB3E-11F0-A13-RShe | 2
282_CB3H-11F0-213-AShe | 2

15. 2411 CB3H-11F0-R13-ASma 2
16. 2380_CB3H-11F0-ZC6-AShe 2
2_CB3H-11F0-2C6-AShe A

2328 _CB3H-11F0-2C24-5he R
19. 2413 CB3H-11F0-ZC24-She A

GGTT]
GGTT]
GGTT]
GGIT|

Figura 20. Alineamiento en el MEGAG de las secuencias nucleotidicas parciales del gel cyt-b amplificadas
en 19 individuos de A. cheradophilus colectados en la naturaleza en 2011. La flecha roja indica la insercion
presente en 3 individuos provenientes de un charco ubicado en la zona de “La Charqueada”.
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Por otro lado, el nimero de cambios nucleotidicos en el set de 22 secuencias del gen cyt-b aisladas
en los individuos capturados en 2012 en la Ruta 9 (“Barra Grande”) fue sustancialmente elevado. Se
analizaron 7 ejemplares juveniles, 13 adultos y solamente 2 seniles, en los cuales se detectaron en
total 78 sitios variables. La mayoria de estas sustituciones nucleotidicas son no-sinénimas y generan
un 18% de aminoacidos variables. Se encuentran distribuidas entre los individuos juveniles y
adultos, ya que solamente 4 de ellas estan presentes en las secuencias de los seniles. Casi todos los
cambios detectados en los juveniles estan presentes en los adultos, mientras que algunos cambios
presentes en los adultos estan ausentes en los juveniles y seniles. Cabe destacar que 3 de los
cambios “exclusivos” de los individuos seniles fueron encontrados en el individuo senil GP3161.
Estos resultados sugieren que esta region del gen cyt-b amplificada en las 2 poblaciones naturales
de A. cheradophilus presenta un elevado nivel de polimorfismo nucleotidico y una acumulacion de
mutaciones a los largo de su ontogenia, desde la etapa de juveniles hasta adultos. Si bien se observa
un aumento del niamero de sitios variables en los individuos adultos de la poblacion de 2012, debido
al polimorfismo detectado no se puede concluir que éstos sean consecuencia del envejecimiento de

la especie.

El anlisis de sitios variables en esta region del gen cyt-b amplificada en 19 hermanos totales de A.
cheradophilus obtenidos en cautiverio en el 2012, revel6 la presencia de muy pocas sustituciones
nucleotidicas. Sin considerar los cambios nucleotidicos compartidos con alguno de los progenitores,
se detectaron en total 4 sitios variables correspondientes a 1 transversion no-sindbnima en 1
individuo juvenil (en la posicion 70), una transicion sinénima y una transversion no-sinénima en 1
individuos adulto (en las posiciones 326 y 394 respectivamente) y una transversion sinénima en
otro individuo adulto (en la posicion 408), no encontrandose cambios nucleotidicos en los 8
individuos seniles analizados. Teniendo en cuenta que existe un aumento de las sustituciones en los
adultos y que éstas no estan presentes en los juveniles, los resultados obtenidos en esta progenie de
A. cheradophilus en cautiverio sugieren que los cambios nucleotidicos encontrados en los adultos
podrian estar asociados al envejecimiento.

Por ultimo, el andlisis de las sustituciones nucleotidicas presentes en las secuencias del gen cyt-b
amplificadas en 10 hermanos totales juveniles y 7 seniles de A. cheradophilus obtenidos en
cautiverio en 2013, revel6 la presencia de 36 sitios variables (4 transiciones y 5 transversiones).
Nueve de ellos estan presentes en las secuencias de los juveniles, principalmente en el individuo
GP3746. Dentro de los seniles, el individuo GP3757 contiene 28 de estos cambios nucleotidicos.
Los 6 individuos viejos restantes no presentaron cambios en su secuencia respecto a los juveniles.
Considerando el elevado nivel de polimorfismo detectado en las secuencias del gen cyt-b de la

poblacion natural de 2012 de la cual prevenian los parentales de esta progenie, los cambios
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nucleotidicos presentes en el ejemplar senil GP3757 podrian deberse al envejecimiento de la
especie 0 bien a la heteroplasmia poblacional.

Estos resultados sugieren que esta region del gen cyt-b amplificada en las 2 progenies de A.
cheradophilus analizadas presenta principalmente sustituciones nucleotidicas de tipo transversiones
que estan presentes desde el estadio juvenil. Por lo tanto, no existe un claro aumento de los cambios
nucleotidicos durante el envejecimiento de esta especie en cautiverio. A diferencia de lo observado
en las progenies de A. charrua, en A. cheradophilus no se encontrd ningun sitio nucleotidico mas

propenso a la acumulacion de cambios.

Niveles de divergencia y patrones de sustitucion en el gen cyt-b durante la ontogenia de A.

cheradophilus en poblaciones naturales y en cautiverio

Al igual que lo realizado en A. charrua, las secuencias nucleotidicas parciales del gen cyt-b
amplificadas en todos los individuos de A. cheradophilus analizados, se alinearon con el programa
ClustalW implementado en el MEGA6 (Tamura et al. 2013) y se determinaron los niveles de
divergencia para cada etapa ontogenetica (juvenil, adulto y senil) por separado (Tablas 20 y 21).

El andlisis de las poblaciones naturales de A. cheradophilus colectadas en la localidad de “La
Charqueada” en 2011 sugiere que la seleccion purificadora (Ka/Ks <1) estaria actuando sobre el
fragmento del gen mitocondrial cyt-b amplificado en esos individuos (Tabla 20). En los 3 estadios
ontogenéticos analizados Ka=0. Por otro lado, si bien este gen también se encuentra bajo seleccion
purificadora en los individuos juveniles de la poblacion de la Ruta 9 colectada en 2012, en los
individuos adultos y seniles no existe presion selectiva (Ka/Ks ~ 1) y presentan valores similares de
sustituciones sindnimas y no-sinénimas. Los valores obtenidos para el sesgo en el uso de codones
(CBI ~ 0,400) sugieren que en todas las poblaciones naturales analizadas, la seleccion esta menos

relajada en el uso de codones sinGnimos en esta region del gen.

Los mismos analisis de polimorfismos y divergencia descritos para las poblaciones naturales, se
realizaron para las secuencias cyt-b aisladas de los individuos de A. cheradophilus obtenidos en
cautiverio (Tabla 21). Los parentales de la progenie nacida en el 2012 fueron colectados en el 2011
en un charco temporal ubicado sobre la Ruta 91 (“La Charqueada”) y los de la progenie de 2013
fueron colectados en el charco sobre la Ruta 9 (“Barra grande”) en 2012. El anélisis de las
secuencias aisladas en los individuos de la progenie obtenida en 2012 sugiere que la seleccién
purificadora (Ka/Ks <1) estaria actuando sobre el fragmento del gen mitocondrial cyt-b amplificado
(Tabla 21). En los individuos juveniles Ks=0, por lo que predomina la divergencia en sustituciones
no-sinénimas, mientras que en los adultos, Ks es un poco superior a Ka (Ka/Ks <1) y en los seniles
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ambas divergencias son cero. Por otro lado, el analisis de la progenie obtenida en 2013 muestra que
no existe presion selectiva (Ka/Ks ~ 1) en la region del gen cyt-b amplificada en los individuos
juveniles y seniles, por lo que presentan valores similares de sustituciones sindnimas y no-
sindnimas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en la muestra colectada en el 2012, de la
cual provenian los parentales de esta progenie. En ambas poblaciones obtenidas en cautiverio, el
sesgo en el uso de codones (CBI ~ 0,400) sugiere que la seleccion esta menos relajada en el uso de

codones sindbnimos en esta region del gen.

Tabla 20. Anélisis de polimorfismos y divergencia nucleotidica de las secuencias del gen cyt-b

amplificadas en los individuos de A. cheradophilus colectados en la naturaleza.

NUmero de
] individuos . Relacion
A. cheradophilus totales C VvV Pi Ka/Ks CBI
analizados
Juveniles 2 709 1 0 0,000 0,427
CAMPO 2011
(Ruta 91) Adultos 2 709 1 0 0,000 0,427
Seniles 4 708 2 0 0,000 0,426
CAMPO 2011 Juveniles 0 - - - - -
(Camino al Adultos 2 701 2 0 0,000 0,436
Arrozal 33) I gonies 4 681 | 4 0 0,000 | 0463
CAMPO 2011 Juveniles 1 - - - - -
(Zona de Adultos 0 - - - - -
contacto) [ ganifes 4 679 | 3 0 0000 | 0429
CAMPO 2012 Juveniles 7 711 18 1 0,449 0,417
(Barra Adultos 14 666 63 32 0,941 0,411
Grande) Seniles 2 724 4 0 0937 | 0403

C: sitios invariables

V: sitios variables

Pi: sitios filogenéticamente informativos (contienen al menos dos nucledtidos diferentes, y al menos dos de ellos
se producen con una frecuencia minima de dos)

(-): no se pudo calcular la relacién Ka/Ks por la falta de individuos.
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Tabla 21. Analisis de polimorfismos y divergencia nucleotidica de las secuencias del gen cyt-b

amplificadas en los individuos de A. cheradophilus obtenidos en cautiverio.

Ndmero de .,
A. cheradophilus individuos totales C \/ Pi Relacion CBI
g Ka/Ks
analizados
Juveniles 6 709 1 0 - 0,431
F1/2011
(2012) Adultos 5 705 3 0 0,319 0,468
Seniles 8 732 0 0 0,000 0,438
Juveniles 10 720 9 0 0,895 0,414
F1/2012
(2013) Adultos - - - - - -
Seniles 7 701 28 0 0,955 0,410

C: sitios invariables

V: sitios variables

Pi: sitios filogenéticamente informativos (contienen al menos dos nucleétidos diferentes, y al menos dos de ellos se
producen con una frecuencia minima de dos)

(-): no se pudo calcular la relacion Ka/Ks por la falta de individuos o Ks=0.

Codificacion del aminoacido cisteina en el fragmento del gen cyt-b amplificado en A. cheradophilus

Al igual que en la especie A. charrua, el analisis de las secuencias nucleotidicas traducidas, mostro
que el aminoacido cisteina solamente representa el 1% de todos los aminoacidos codificados por
este fragmento del gen cyt-b aislado en todos los individuos de A. cheradophilus analizados, tanto

colectados en el campo como obtenidos en cautiverio.
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Mutacion y evolucidén del gen cox-1 durante la ontogenia de A. charrua en la

naturaleza y en cautiverio

Extraccion del ADN y amplificacion del gen cyt-b

Se utilizaron los mismos ADN extraidos anteriormente (Tabla 14) (nimeros de catalogo en el
Apéndice 1).

Un fragmento de aproximadamente 640 pb, correspondientes al 41% del gen mitocondrial cox-1

caracterizado previamente mediante secuenciacion masiva del ADNmt se amplifico en 120

individuos de A. charrua colectados en la naturaleza y en 71 obtenidos en cautiverio (Tabla 22).

Tabla 22. Numero de individuos de A. charrua en los cuales se amplifico el gen cox-1.

CAMPO (2011) CAMPO (2012) Progenie (2012) Progenie (2013)
Juveniles 20 20 20 14
Adultos 20 19 17 0
Seniles 21 20 13 7
Total 61 59 50 21

Como era la primera vez que el gen cox-1 se aislaba en una especie del género Austrolebias, todas
las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron analizadas mediante el programa BLASTn para

corroborar su homologia con este gen mitocondrial aislado en otras especies.
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Niveles de polimorfismo en el gen cox-1 durante la ontogenia de A. charrua en la naturaleza y en

cautiverio

Al igual que lo descrito anteriormente para el gen cyt-b, se determiné el nivel de polimorfismo para
el gen cox-1 en las dos poblaciones de A. charrua colectadas en el charco temporal de “La
Coronilla” y en las dos progenies obtenidas en el laboratorio. Mediante un analisis pareado de todas
las secuencias parciales amplificadas, se determino el niUmero de cambios nucleotidicos presente en
cada uno de los individuos analizados. En la Figura 21 se observa el porcentaje de individuos de
cada estadio ontogenético que presentan cada uno de los diferentes cambios detectados. En el
analisis de las progenies, no se consideraron los sitios nucleotidicos con heteroplasmia debida a la

herencia diferencial del genoma mitocondrial desde algunos de los 2 progenitores.

En los 3 estadios ontogenéticos analizados de la poblacién natural colectada en 2011, se
encontraron 2 sitios nucleotidicos (posiciones 105 y 144) susceptibles al cambio (Figura 21a). El
cambio observado en la posicion 105 corresponde a una transversion (G/C) y el de la posicion 144 a
una transicion (T/C) y ambos son sindnimos. Ambas sustituciones estan presentes en un 20% de los
individuos juveniles, 20% de los adultos y 33% de los seniles. Si bien el niamero de sitios variables
permanece constante en este fragmento del gen cox-1 amplificado, su frecuencia aumenta en los
individuos mas viejos. Por otro lado, el andlisis de las 49 secuencias parciales del gen cox-1
amplificadas en los individuos colectados en 2012 mostr6 el mismo patron de sustituciones que la
generacion anterior (Figura 21b). Si bien predominan los cambios nucleotidicos en las posiciones
105 y 144, también se detectd una transicion (G/A) en el sitio 76 de la secuencia correspondiente al
individuo adulto GP3096 y una transicion (T/C) en el sitio 423 de la secuencia del individuo senil
GP3273. La transicion en la posicion 76 ocasiona un cambio en el aminoacido resultante, mientras
que las otras 3 son sin6nimas. Estos resultados sugieren la presencia de 2 sitios susceptibles al
cambio que no estan presentes en los individuos mas jovenes y que los cambios en las posiciones

105 y 144 son mas frecuentes en las etapas mas avanzadas del ciclo.

Por otro lado, el analisis de las secuencias parciales del gen cox-1 amplificadas en los hermanos
totales de A. charrua obtenidos en cautiverio en 2012 reveld la presencia de 11 sitios nucleotidicos
variables (5 transiciones y 6 transversiones) (Figura 21c). La mayoria de estas sustituciones (64%)
no son sinénimas y casi el 100% de ellas se encuentran en los individuos adultos y seniles. Como
puede observarse en la Figura 21c, un ejemplar juvenil (GP2809) tiene el mismo nucleétido
presente en la secuencia de su progenitor masculino en las posiciones 105 y 144, mientras que el

resto de sus hermanos presentaron la misma base que en el genoma de su madre. A diferencia de lo
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observado en las poblaciones naturales, las posiciones 105 y 144 de esta region del gen cox-1
amplificada no son muy variables en esta generacion en cautiverio. Asi mismo, estos resultados
reflejan un llamativo aumento del nimero de sitios variables a medida que aumenta la edad de los
individuos.

Por ultimo, el andlisis de las secuencias amplificadas en 14 individuos juveniles y 7 seniles de la
progenie obtenida en 2013, reveld que las secuencias amplificadas son idénticas entre si, con
excepcion de 3 individuos juveniles que presentaron los mismos nucleétidos que la secuencia
parental en las posiciones 105 y 144 (Figura 21d).

Los resultados obtenidos en las 2 progenies de hermanos totales de A. charrua nacidas y
mantenidas en cautiverio, ain con variaciones anuales, permitirian sugerir una tendencia en el
aumento de las tasas de mutacion en el gen cox-1. Esto es evidente en la generacion del 2012 y no
se visualizd en la siguiente progenie 2013. Es de destacar que el tamafio muestral del afio 2013 fue
sustancialmente menor al de la progenie obtenida en 2012, con lo cual el azar podria estar
afectando, de manera importante, los resultados observados. También este comportamiento erratico
de los datos en dos afios consecutivos diferentes, podria estar indicando un efecto aleatorio en la

acumulacion de cambios en generaciones diferentes y con nimero de progenies limitadas.
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Figura 21. Porcentaje de individuos juveniles, adultos y seniles de A. charrua provenientes del campo y
obtenidos en cautiverio en funcion de la posicion nucleotidica en la secuencia del gen cox-1 que presenta un
cambio. a) poblacion de 2011; b) poblacion de 2012; ¢) progenie 2012 y d) progenie 2013. Entre paréntesis
se indica el nimero de individuos analizados en cada estadio ontogenético.
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Niveles de divergencia y patrones de sustitucion en el gen cox-1 durante la ontogenia de A. charrua

en poblaciones naturales y en cautiverio

Las secuencias nucleotidicas parciales del gen cox-1 amplificadas en todos los individuos de A.
charrua analizados, se alinearon con el programa Clustal W implementado en el MEGAG6 (Tamura
et al. 2013) y se determinaron los niveles de divergencia para cada etapa ontogenética (juvenil,
adulto y senil) por separado (Tablas 23 y 24).

El analisis de las 2 poblaciones naturales de A. charrua sugiere que la seleccion purificadora (Ka/Ks
<1) estaria actuando sobre el fragmento del gen mitocondrial cox-1 amplificado en esos individuos
(Tabla 23). En los 3 estadios analizados en las dos muestras de campo, la divergencia nucleotidica
no-sindénima (Ka) fue nula, salvo en los individuos adultos de la poblacion de 2012 donde Ks > Ka.
Por otro lado, los valores obtenidos para el sesgo en el uso de codones (CBI ~ 0,500) sugieren que
en las 2 poblaciones naturales, la seleccion esta menos relajada en el uso de codones sindnimos en

esta region del gen cox-1.

Tabla 23. Analisis de polimorfismos y divergencia nucleotidica de las secuencias del gen cox-1

amplificadas en los individuos de A. charrua colectados en la naturaleza.

Numero de Relacion
A. charrua individuos totales C V Pi CBI

; Ka/Ks

analizados

Juveniles 20 639 2 2 0,000 0,479
C%\ﬁo Adultos 20 639 2 2 0000 | 0479
Seniles 21 639 2 2 0,000 0,480
Juveniles 20 639 2 2 0,000 0,479
C?OI\QSO Adultos 18 638 3 2 0,035 0,478
Seniles 20 638 3 2 0,000 0,478

C: sitios invariables
V: sitios variables
Pi: sitios filogenéticamente informativos

Al igual que los resultados obtenidos para los individuos colectados en la naturaleza, en los
individuos juveniles de la progenie obtenida en 2012, Ka=0 en el fragmento del gen mitocondrial
cox-1 aislado y la seleccion purificadora (Ka/Ks <1) podria estar actuando sobre este gen (Tabla
24). Sin embargo, a diferencia de lo observado en los individuos de campo, los individuos adultos y
seniles de esta generacion presentan valores similares de divergencia nucleotidica sinébnima y no-
sinénima (Ka/Ks ~ 1) por lo cual no existe presion selectiva en esta region del gen cox-1. Por

ultimo, en los 2 estadios de la progenie obtenida en cautiverio en 2013 Ka=0. Esto sugiere que la
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seleccion purificadora (Ka/Ks <1) estaria actuando sobre este fragmento del gen. En ambas
progenies obtenidas en cautiverio, el sesgo en el uso de codones (CBI ~ 0,500) sugiere que la

seleccion esta menos relajada en el uso de codones sindénimos en este fragmento del gen cox-1.

Tabla 24. Analisis de polimorfismos y divergencia nucleotidica de las secuencias del gen cox-1

amplificadas en los individuos de A. charrua obtenidos en cautiverio.

Namero de Relacion
A. charrua individuos totales C V Pi CBI
g Ka/Ks
analizados
Juveniles 20 638 3 0 0,00 0,478
F1/2011
(2012) Adultos 17 631 10 10 0,730 0,471
Seniles 13 631 10 0 0,788 0,470
Juveniles 14 639 2 2 0,00 0,478
F1/2012
(2013) Adultos 0 - - - - -
Seniles 7 641 0 0 0,00 0,479

C: sitios invariables
V: sitios variables
Pi: sitios filogenéticamente informativos

Codificacion del aminoacido cisteina en este fragmento del gen cox-1 amplificado en A. charrua

El analisis de las secuencias nucleotidicas traducidas, reveld que esta region del gen cox-1
amplificada en todos los individuos de A. charrua analizados, tanto de campo como de cautiverio,
no codifica el aminoacido cisteina por lo cual se encuentra bajo una fuerte seleccion purificadora

contra la presencia de este aminoacido.
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Mutacion y evolucién del gen cox-1 durante la ontogenia de A. cheradophilus en el

campo y en cautiverio

Extraccion del ADN y amplificacion del gen cox-1

Se utilizaron los mismos ADN extraidos anteriormente (Tabla 18) (nimeros de catalogo en el
Apéndice 2).

Al igual que en A. charrua, un fragmento de aproximadamente 640 pb se amplifico en 42

individuos de A. cheradophilus colectados en la naturaleza y en 35 obtenidos en cautiverio (Tabla
25).

Tabla 25. Numero de individuos de A. cheradophilus en los cuales se amplifico el gen cox-1.

CAMPO (2011) CAMPO (2012) Progenie (2012) Progenie (2013)
Juveniles 3 7 6 9
Adultos 4 13 5 -
Seniles 13 2 8 7
Total 20 22 19 16

Las 78 secuencias nucleotidicas amplificadas también fueron analizadas mediante el programa
BLASTN para comprobar su homologia con el gen mitocondrial cox-1 aislado en otras especies.

Polimorfismo poblacional en el gen cox-1 durante la ontogenia de A. cheradophilus en la naturaleza

y en cautiverio

Siguiendo los mismos criterios empleados en los analisis del gen cyt-b descritos anteriormente, se
determind el nivel de polimorfismo para el gen cox-1 en las poblaciones de A. cheradophilus
colectadas en el campo y en las dos progenies obtenidas en el laboratorio. Las poblaciones
colectadas en 2011 en diferentes charcos temporales ubicados en la localidad de “La Charqueada”
(Departamento de Treinta y Tres), se analizaron independientemente. Mediante un anlisis pareado
de todas las secuencias parciales amplificadas, se determiné el nimero de cambios nucleotidicos

presente en cada uno de los individuos analizados. Si bien no se encontr6 un elevado nivel de
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polimorfismo (como en las secuencias del gen cyt-b), el bajo nimero de individuos analizados y los
pocos cambios nucleotidicos hallados no permitieron presentar los resultados graficamente.

En el analisis pareado de las 8 secuencias parciales del gen cox-1 amplificadas en los individuos de
A. cheradophilus provenientes del charco ubicado sobre la Ruta 91, se observa la presencia de 3

cambios nucleotidicos presentes solamente en algunos individuos seniles (Figura 22).

Figura 22. Alineamiento en el programa Sequencher 4.10.1 de los cromatogramas de las secuencias cox-1
obtenidas en 1 individuo joven, 1 adulto y 3 seniles provenientes de la Ruta 91. a) Transicion (G/A) en la
posicion 30. b) Transversion (C/A) en la posicidén 105. ¢) Transicion (G/A) en la posicion 282 de la region
amplificada.

Las 3 sustituciones nucleotidicas encontradas son sinénimas y corresponden a una transicion (G/A)
en la posicién 30, a una transversién (C/A) en la posicién 105 y a otra transicion (G/A) en la
posicion 282 de la region amplificada. Los 3 sitios variables estan presentes en 2 de los 3 individuos
seniles y no en los individuos mas jovenes. Por lo tanto, podrian estar asociadas al proceso de
envejecimiento de los individuos, pero al no estar presentes en el otro individuo senil también

podrian corresponder a la existencia de polimorfismo poblacional.

Los individuos de A. cheradophilus capturados en un charco ubicado sobre el camino al Arrozal 33
fueron colectados como adultos y algunos de ellos fueron mantenidos en cautiverio hasta su estadio
senil. El andlisis pareado de estas 7 secuencias parciales del gen cox-1 aisladas en estos ejemplares
reveld la presencia de 3 cambios nucleotidicos presentes solamente en algunos individuos seniles
(Figura 23).
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En la region amplificada del gen cox-1 se identificaron Unicamente 3 transiciones (T/C, C/T y G/A)
sinénimas en los sitios variables 114, 255 y 288 respectivamente. Dos de ellas (en las posiciones
114 y 255) estdn presentes en 4 de los 5 individuos seniles, mientras que la sustitucion detectada en
la posicidn 288 esta presente en todos los ejemplares viejos. Por lo tanto, esta Ultima podria ser
consecuencia del envejecimiento de los individuos, pero las 2 primeras también podrian deberse al

polimorfismo poblacional.

Figura 23. Alineamiento en el programa Sequencher 4.10.1 de los cromatogramas de las secuencias cox-1
obtenidas en 1 individuo adulto y 5 seniles provenientes del camino al Arrozal 33. a) Transicion (T/C) en la
posicion 114. b) Transicidn (C/T) en la posicion 255. ¢) Transicion (G/A) en la posicién 288 de la region
amplificada.

Por ultimo, en la Zona de contacto se capturd 1 individuo juvenil, 2 adultos (que se mantuvieron en
cautiverio hasta casi el final de su ciclo de vida) y 2 seniles. El analisis de las secuencias parciales
cox-1 amplificadas en estos individuos reveld la presencia de 2 cambios nucleotidicos presentes
solamente en algunos individuos seniles (Figura 24).

En la region del gen cox-1 amplificada en los individuos colectados en la Zona de Contacto, se
encontraron 2 transiciones (C/T y G/A) sin6nimas en los sitios nucleotidicos 60 y 288
respectivamente. Las 2 sustituciones nucleotidicas que se observan en la Figura 24, estan presentes

en 2 individuos seniles diferentes. Por lo tanto, en esta poblacion no se encontraron cambios

84



Capitulo 1 — Resultados

nucleotidicos asociados al envejecimiento de los individuos ya que las transiciones encontradas

podrian deberse al polimorfismo poblacional.

Figura 24. Alineamiento en el programa Sequencher 4.10.1 de los cromatogramas de las secuencias cox-1
obtenidas en 1 individuo juvenil y 4 seniles provenientes de la Zona de contacto. a) Transicion (C/T) en la
posicion 60. b) Transicién (G/A) en la posicién 288.

El analisis de las 22 secuencias parciales del gen cox-1 aisladas en los individuos de A.
cheradophilus capturados en 2012 en la localidad de “Barra Grande”, mostr6é que esta region del
gen estd bastante conservada en esta poblacion. Se encontré 1 individuo joven (GP2880) con
muchos nucleédtidos diferentes respecto a los demas individuos analizados. También, se encontrd 1
sola transicion (C/T) sinénima en la posicion 390 presente en individuos de los 3 estadios

ontogenéticos analizados (Figura 25).

Los resultados obtenidos para la poblacion capturada en 2012 en el charco ubicado sobre la Ruta 9
(Departamento de Rocha) coinciden con los obtenidos en las otras poblaciones naturales capturadas
el afo anterior en la localidad de “La Charqueada” (Departamento de Treinta y Tres). Con
excepcion del individuo joven con una elevada tasa de polimorfismo en su secuencia parcial del gen
cox-1, las secuencias nucleotidicas de los demas individuos analizados fueron idénticas.

Estos resultados sugieren que esta region del gen cox-1 amplificada en las poblaciones naturales de
A. cheradophilus esta mucho mas conservada que el gen cyt-b amplificado en los mismos
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individuos. Presenta principalmente sustituciones nucleotidicas de tipo transiciones que estan
presentes desde etapas tempranas del ciclo de vida. Asi mismo, no se observo un notorio aumento
de las sustituciones nucleotidicas durante el envejecimiento de A. cheradophilus transcurrido en la

naturaleza.

Figura 25. Alineamiento en el programa Sequencher 4.10.1 de los cromatogramas de las secuencias
cox-1 obtenidas en 2 ejemplares joévenes, 2 adultos y 2 seniles capturados en la Ruta 9 en 2012. En
negrita se resalta el nucledtido diferente presente en la posicién 390 de la region amplificada.

Por otro lado, el analisis de los sitios variables en las secuencias parciales del gen cox-1 amplificado
en las 2 progenies de A. cheradophilus obtenidas en cautiverio, reveld un alto nivel de conservacion
en estas secuencias nucleotidicas. Todas las secuencias cox-1 amplificadas en la progenie de 2012
fueron idénticas entre si. En la progenie de 2013, solamente el individuo senil GP3762 presenta una
transicion no-sindnima en las posiciones 626 y 627.

Estos resultados sugieren un elevado grado de conservacion de la secuencia nucleotidica del gen
cox-1 durante el envejecimiento de hermanos totales de A. cheradophilus obtenidos y mantenidos

en cautiverio.
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Niveles de divergencia y patrones de sustitucion en el gen cox-1 durante la ontogenia de A.

cheradophilus en la naturaleza y en cautiverio

Al igual que lo realizado en A. charrua, las secuencias nucleotidicas parciales del gen cox-1
amplificadas en todos los individuos de A. cheradophilus analizados, se alinearon con el programa
ClustalW implementado en el MEGA6 (Tamura et al. 2013) y se determinaron los niveles de

divergencia para cada etapa ontogenética (juvenil, adulto y senil) por separado (Tablas 26 y 27).

El analisis de todas las poblaciones naturales de A. cheradophilus colectadas en 2011 y 2012
sugiere que la seleccion purificadora (Ka/Ks <1) estaria actuando sobre el fragmento del gen
mitocondrial cox-1 amplificado en estos individuos (Tabla 26). En todos los estadios analizados la
divergencia nucleotidica no-sindnima (Ka) fue igual a cero. Los valores obtenidos para el sesgo en
el uso de codones (CBI ~ 0,500) sugieren que en todas las poblaciones naturales analizadas, la

seleccion esta menos relajada en el uso de codones sinGnimos en esta region del gen.

Los mismos andlisis realizados para las generaciones de campo, se llevaron a cabo para las
secuencias cox-1 aisladas de los individuos de A. cheradophilus obtenidos en cautiverio (Tabla 27).
Como se menciono anteriormente, las secuencias cox-1 amplificadas en los individuos de la
progenie nacida en 2012 son idénticas entre si, por lo cual no existe ningun tipo de sustituciones en
este fragmento (Ka=0 y Ks=0). Al igual que lo observado en la poblaciéon natural colectada en la
Ruta 91 de la cual provienen los parentales de esta progenie, la seleccién purificadora (Ka/Ks <1)
podria estar actuando en esta region del gen cox-1. Por Gltimo, las secuencias cox-1 de la progenie
obtenida en 2013 a partir de parentales colectados en un charco de la Ruta 9, también presentan una
relacion Ka/Ks <1. La relacion Ka/Ks=0,331 obtenida para los individuos seniles de esta progenie
se debe a los cambios nucleotidicos presentes en el ejemplar GP3762. En ambas progenies, la
seleccion purificadora estaria actuando sobre este fragmento del gen cox-1 donde la seleccion esta

menos relajada en el uso de codones sinénimos (CBI ~ 0,500).
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Tabla 26. Analisis de polimorfismos y divergencia nucleotidica de las secuencias del gen cox-1

amplificadas en los individuos de A. cheradophilus colectados en la naturaleza.

) NuUmero de individuos . Relacion
A. cheradophilus totales analizados C{VI|P Ka/Ks CBI
Juveniles 2 6391 11]0 0,000 0,529
CAMPO 2011
(Ruta 91) Adultos 2 6401 1] 0 0,000 0,529
Seniles 4 638 3| 2 0,000 0,538
CAMPO 2011 Juveniles 0 - - - - -
(Camino al Adultos 2 6391 2|0 0,000 0,529
Arrozal 33) Seniles 5 639 2 |o| 0000 |os521
CAMPO 2011 Juveniles 1 - - - - -
(Zona de Adultos 0 - -1 - - -
contacto) Seniles 4 638 | 2 | o 0000 | 0525
Juveniles 7 5501821 1 0,007 0,511
CAMPO 2012 4 1166 13 60| 1 1| 0000 |os515
(Barra Grande)
Seniles 2 6411 0] O 0,000 0,512

C: sitios invariables

V: sitios variables

Pi: sitios filogenéticamente informativos (contienen al menos dos nucleétidos diferentes, y al menos dos de ellos se
producen con una frecuencia minima de dos)

(-): no se pudo calcular la relacién Ka/Ks por la falta de individuos o Ks=0.

Tabla 27. Analisis de polimorfismos y divergencia nucleotidica de las secuencias del gen cox-1
amplificadas en los individuos de A. cheradophilus obtenidos en cautiverio.

A. cheradophilus NUmero de |n_d|V|duos totales c lviei Relacion CBI
analizados Ka/Ks

Juveniles 6 641 101 0 0,000 0,529

F1/2011
(2012) Adultos 5 641 (0] O 0,000 0,528
Seniles 8 641 (0] O 0,000 0,528
Juveniles 9 641 1 0| O 0,000 0,509

F1/2012

(2013) Adultos - - -1 - - -

Seniles 7 639 (210 0,331 0,511

C: sitios invariables

V: sitios variables

Pi: sitios filogenéticamente informativos (contienen al menos dos nucleétidos diferentes, y al menos dos de ellos se
producen con una frecuencia minima de dos)

(-): no se pudo calcular la relacién Ka/Ks por la falta de individuos o Ks=0.

88




Capitulo 1 — Resultados

Codificacion del aminoédcido cisteina en el fragmento del gen cox-1 amplificado en A.

cheradophilus

Al igual que lo observado en la especie A. charrua, el analisis de las secuencias nucleotidicas
traducidas, mostrd6 que la regién del gen cox-1 amplificada en todos los individuos de A.
cheradophilus analizados, tanto de campo como de cautiverio, no codifica el aminoacido cisteina
por lo cual se encuentra bajo una fuerte seleccion purificadora contra la presencia de este

aminoacido.

Tasas de mutacion estimadas para los genes mitocondriales cyt-b y cox-1

Las “tasas de mutacion por afio” del gen mitocondrial cyt-b, obtenidas para cada poblacion
colectada en el campo y para cada generacion obtenida en cautiverio (pedigri) se muestran en la
Tabla 28. La tasa de mutacion promedio obtenida para el gen cyt-b en las poblaciones naturales de
A. charrua fue de 5,17x10* y de 2,76x10° en las poblaciones de A. cheradophilus. Tasas de
mutacion similares se obtuvieron para este gen en las progenies de laboratorio. El valor cero
obtenido en la progenie de 2013 de A. charrua se debe a que este set de secuencias no presentd

sitios variables, como se comentd anteriormente.

Tabla 28. Tasas de mutacion estimadas para el gen cyt-b en poblaciones naturales y progenies de

laboratorio de A. charrua y A. cheradophilus

A. charrua A. cheradophilus
Campo 2011 8,40 x10™ 6,62 x10™
Campo 2012 1,95 x10™ 4,86 x107
Progenie 2012 3,43 x10™ 2,88 x10™
Progenie 2013 0,00 2,90 x10°®

Por otro lado, las tasas de mutacién del gen mitocondrial cox-1, obtenidas para cada poblacion
colectada en el campo y para cada progenie obtenida en cautiverio se muestran en la Tabla 29. La
tasa de mutacion promedio calculada para el gen cox-1 aislado en las poblaciones naturales de A.
charrua fue de 8,93x10°, mientras que en las poblaciones de A. cheradophilus fue de 3,08x10™. En

las progenies de las dos especies, las tasas de mutacion promedio estimadas para este gen son del
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orden de 10™*. Al igual que para el gen cyt-b, los valores obtenidos iguales a cero corresponden a

que las secuencias amplificadas fueron idénticas.

Tabla 29. Tasas de mutacion estimadas para el gen cox-1 en poblaciones naturales y progenies de

laboratorio de A. charrua y A. cheradophilus.

A. charrua A. cheradophilus
Campo 2011 5,11 x10” 5,46 x10™
Campo 2012 1,27 x10™ 7,09 x107
Progenie 2012 4,13 x10™ 0,00
Progenie 2013 0,00 1,95 x10™

Proteinas nucleares vinculadas al envejecimiento animal en A. charrua

Con la secuenciacion de 1/8 de region del genoma de A. charrua se obtuvieron 134.390 “reads” (o
secuencias nucleotidicas) con un total de 47.614.338 pb. La longitud promedio de cada “read” fue
de 354,3 nucledtidos. La busqueda de secuencias homologas a estos "reads" en el genoma de Danio
rerio reveld que en esta porcién del genoma de A. charrua existen muchos genes con funcion
conocida en otros vertebrados.

Por otro lado, en el genoma de D. rerio identificamos 140 proteinas homdlogas a las 144 que estan
vinculadas al envejecimiento de Mus musculus y dentro de ellas se encontraron 26 presentes en los

“reads” obtenidos por secuenciacion masiva parcial en A. charrua (ver apéndice 3).

Los analisis filogenéticos de unién de vecinos (Neighbor-joining) usando el modelo de sustitucion
nucleotidica distancia-p, realizados para las tres proteinas seleccionadas (IGF-1, Adcy5 y p53)
(Figura 26) revelaron un elevado grado de relacionamiento de las secuencias de A. charrua con las

de otros peces teleodsteos.

90



Capitulo 1 — Resultados

a 100 |:PR_EDICTED: Chyzias lafpes (M 00408320611
” Chprias dancena msulin like (HOL 00017
- EPREDICTED: Poeailiaformesa( M 00755551510
= 100 FEEDICTED: Pogsiliareticulaa (XM _O0R400592 1)
Dapic rerio (HM 1318253
| Frpptalebias marmorats (JTIL0ET 1)

00| ([TEAIZS08THIAL
100 ITERIZE0RIGEES

s waseuius (MBM_001111274 17

0.05

FREDICTED: Chpmias laripes (XM _004051428.1)
FREDICTELD: Crecchranes nelotows (0054 75550.1)
PREDICTED: Stepastes pargies (EM_00E305304 1)

FREDICTELD: Pogeiliafrmesal M _0075472851)

FEEDICTED: Xiphaphmus maomlous (M _005202085.1)

FREDICTED: Takgfugurufedpes (M 00621 54.1)

Dania reria (MM _001171585.4

FREDICTED: Asfpanas mexisarms (XM _007L9EE1)

ITERIZS 058P RC

ITERIZS03B0OEL

Mus puseuius (MM _0010127%85.4)

0.05

100 - FEEDICTED: Mealangralagus brishard (ZM_O06ST7112 1)
FEEDICTELD: (hrecchranas nilotisw (XN 00345861 5
FREDICTELD: Chpstias lafpes (XM _0040R5758.1)
FREDICTED: Xiphopharus maaculans (XM _005800206.1)
FREDICTED: Takfigurubeipes (EM_00GFT1671.1)

Danio rerio (MM _001044524 21

o

LTERIZE0EI50ER
10 L TRRIZE DRI IR

s prauscuius (MM 01162510

S
005

Figura 26. Analisis filogenético de unién de vecinos (Neighbor-joining) bajo el modelo de sustitucion
nucleotidica distancia-p para 3 proteinas nucleares aisladas en el genoma de A. charrua. a) IGF-1, b) Adcy5
y ¢) p53. Los soportes de los nodos fueron calculados mediante un analisis de Bootstrap (1000 réplicas).
Como grupo externo se uso la secuencia de Mus musculus. Entre paréntesis se encuentra el nimero de acceso
de las secuencias obtenidas del Genbank y en rojo estan sefialados los “reads” de A. charrua obtenidos de la
secuenciacion masiva.
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Los “reads” aislados en el genoma total de A. charrua, presentan una elevada homologia y estan
filogenéticamente relacionados con las secuencias nucleotidicas de la proteina IGF-1 amplificadas
en otros peces teledsteos y principalmente con K. marmoratus (100% de soporte del nodo) otro
género de la familia Rivulidae al igual que Austrolebias (Figura 26a).

Por otro lado, si bien no presentan un soporte estadistico robusto en el nodo, se puede inferir que los
“reads” aislados en A. charrua homdlogos a las secuencias de la proteina Adcy5 y p53 estan
filogenéticamente relacionados a estas secuencias amplificadas en otros peces teledsteos (Figura
26b y ¢).

Por lo tanto, teniendo en cuenta el grado de homologia y el relacionamiento filogenético entre los
“reads” aislados en el genoma total de A. charrua y las secuencias homologas aisladas en otros
peces teledsteos, se podran disefiar juegos de oligonucledtidos especificos para amplificar las
secuencias codificantes de las proteinas nucleares IGF-1, Adcy5 y p53 en el genoma de A. charrua
y otras especies de Austrolebias. Considerando que generalmente el genoma nuclear presenta
multiples copias de estas secuencias codificantes, la estrategia planteada permitird amplificar una
Unica copia, sobre la cual se podran analizar los patrones de sustitucion nucleotidica y de seleccion

en estos genes nucleares durante la ontogenia de estas especies.
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Actividad de la telomerasa durante la ontogenia de A. charrua

Se determino la actividad de la enzima telomerasa en el higado de hembras jovenes, adultas y

seniles de A. charrua capturadas en la naturaleza y obtenidas en cautiverio en 2012.

Concentracion de proteinas totales en la muestra

En la Tabla 30 se presentan los resultados obtenidos de la cuantificacion proteica en cada una de las

muestras analizadas.

Tabla 30. Concentracidn de proteinas totales en las hembras de A. charrua analizadas.

NUmero de catalogo (GP) | Conc. Proteinas totales (ug/ul)
2830 0,52
Juveniles 2831 0,58
2832 0,67
2870 2,45
c&l;g)o Adultas 2871 1,09
2872 2,05
3151 151
Seniles 3152 0,99
3153 0,77
2790 1,55
Juveniles 2791 2,03
2792 1,42
F%Z/OZl%l 2812 2,32
Adultas 2813 2,25
2814 2,32
Seniles 3149 1,68
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Actividad de la telomerasa en el higado hembras de A. charrua colectadas en el campo

En la Figura 27 se observa la amplificacion de los repetidos teloméricos en 3 hembras jovenes, 3
adultas y 3 seniles de A. charrua capturadas en el charco temporal ubicado en “La Coronilla”
(Departamento de Rocha) durante el 2012 (ver Apéndice 1). En el gel no se incluyeron los controles

negativos y positivos de la PCR debido al nimero de pocillos disponibles.

Figura 27. Electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% tefiido con bromuro de etidio, de los extremos
teloméricos amplificados con el kit comercial “TRAPEZE® Telomerase Detection Kit” en 3 hembras
jovenes (1-5y 7), 3 adultas (8-13) y 3 seniles (14-19) colectadas en la naturaleza durante el afio 2012. En los
pocillos 1, 3, 5, 8, 10, 12, 14, 16 y 18 se sembraron las muestras con la telomerasa activa (+), mientras que
en los restantes pocillos se sembraron las correspondientes muestras con la telomerasa inactivada por calor.
En el pocillo 6 se sembr6 el marcador de peso molecular FastRulerTM Low Range DNA Ladder
(FERMENTAS). La banda de 36pb corresponde al control interno del Kit.

En las hembras jovenes (pocillos: 1, 3 y 5) la enzima telomerasa se encuentra activa ya que el
patron de bandas observado se corresponde con el esperado segun las indicaciones del kit. Se
observa una banda intensa de aproximadamente 50pb y otras mas tenues de tamafios un poco
mayores. En los pocillos 2, 4 y 7 (que corresponden a las muestras 1, 3 y 5 respectivamente pero
inactivadas por calor) solamente se observa la banda de 36pb del control interno, lo que prueba que
la telomerasa permanecio inactivada luego del tratamiento con calor.

Los mismos resultados se observaron en las 3 hembras adultas. La telomerasa también esta activa

en este estadio ontogenético. En los pocillos 8, 10 y 12 también se observa la banda intensa de
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aproximadamente 50pb y otras mas tenues de mayor tamafio. En los pocillos correspondientes a las
muestras adultas con la telomerasa inactivada (pocillos: 9, 11 y 13) solamente se observa la banda

de 36pb correspondiente al control interno.

Finalmente, la enzima telomerasa también esta débilmente activa en una de las hembras seniles
(pocillo 14). Si bien la intensidad de la banda de aproximadamente 50pb no es tan intensa como en
las juveniles y adultas, igual puede observarse el patrén de bandas esperado. En el pocillo 15,
correspondiente a la muestra sembrada en el pocillo 14, pero con la telomerasa previamente
inactivada por calor, solamente se observa la banda de 36pb del control interno. En las hembras
seniles sembradas en los pocillos 16 y 18 solamente se observa la banda de 36pb. La ausencia del
patron de bandas esperado indica que la telomerasa no estd activa en estas muestras. Esto puede
deberse a la pérdida de actividad de la enzima como consecuencia del envejecimiento del individuo.
Alternativamente, la explicacion mas plausible para este resultado podria ser que la molécula de
ARN asociada a la enzima, que usa uno de los cebadores del kit como molde para desencadenar la
reaccion, sea muy labil y se haya degradado debido a que estos higados de los individuos seniles
fueron conservados a -20°C.

Si bien no se amplificaron los repetidos teloméricos en algunas hembras seniles, estos resultados
sugieren que la actividad de la telomerasa no decae durante el envejecimiento de las hembras de A.
charrua transcurrido en la naturaleza, ya que se ha detectado su actividad en individuos en las 3

etapas analizadas del ciclo de vida.
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Actividad de la telomerasa en el higado de hembras de A. charrua obtenidas en cautiverio

Los repetidos teloméricos se amplificaron en 3 hembras jovenes, 3 adultas y 1 senil de A. charrua
nacidas y mantenidas en cautiverio durante el 2012 (Figura 28) (ver Apéndice 1). Al igual que en el
gel de las muestras de campo, en éste tampoco se incluyeron los controles negativos y positivos de

la PCR debido al numero de pocillos disponibles.

Figura 28. Electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% tefiido con bromuro de etidio, de los extremos
teloméricos amplificados con el kit comercial “TRAPEZE® Telomerase Detection Kit” en 3 hembras
jovenes (1-6), 3 adultas (8-13) y 1 senil (14-15) obtenidas en cautiverio durante el afio 2012. En los pocillos
1, 3,5, 8,10, 12 y 14 se sembraron las muestras con la telomerasa activa (+), mientras que en los restantes
pocillos se sembraron las correspondientes muestras con la telomerasa inactivada por calor. En el pocillo 7 se
sembré el marcador de peso molecular FastRuler™ Low Range DNA Ladder (FERMENTAS). La banda de
36pb corresponde al control interno del kit.

Los resultados obtenidos entre hermanos totales obtenidos en cautiverio concuerdan con los
resultados de las muestras de campo. En las hembras jovenes nacidas en cautiverio (pocillos: 1, 3y
5) la enzima telomerasa se encuentra activa. Se observa la banda intensa de aproximadamente 50pb
y otras mas tenues con mayores tamafios. Un resultado similar se obtuvo en las hembras adultas
nacidas y mantenidas en cautiverio (pocillos: 8, 10 y 12) y en la hembra senil (pocillo 14). En las 3
muestras, la banda de aproximadamente 50pb aparece muy intensa y se observan otras bandas muy

tenues de tamafios méas grandes. En los controles negativos para la actividad de la telomerasa de las

96



Capitulo 1 — Resultados

hembras jovenes (pocillos 2, 4 y 6), adultas (pocillos: 9, 11 y 13) y senil (pocillo 15) solamente se
observa la banda de 36pb del control interno.
Estos resultados sugieren que la actividad de la telomerasa no decae como consecuencia del

envejecimiento de A. charrua en hembras de la progenie de laboratorio.

Estimacion del acortamiento de los telémeros mediante la técnica de Southern-blot

en A. charrua

Acortamiento de los telémeros durante la ontogenia de A. charrua transcurrida en cautiverio en
2013

El ADN gendmico extraido de muestras de musculo esquelético de machos y hembras de A.
charrua nacidos y mantenidos en cautiverio durante el 2013 fue digerido con las enzimas de
restriccion Hinf-1 y Rsa-1 y se analizd por Southern blot utilizando como sonda un fragmento
homélogo a los repetidos teloméricos de vertebrados (Figura 29). Los individuos juveniles tenian 3

meses, los adultos 5 meses y los seniles 7 meses de vida.

Figura 29. Analisis genébmico mediante Southern blot del acortamiento de los telémeros en machos y
hembras de A. charrua obtenidos en cautiverio durante el 2013. Pocillos 2-5: hembras jovenes; 7-8: machos
jovenes; 9-10: machos adultos: 13: hembra joven; 14: hembra senil; 16-17: machos jovenes; 18-19: machos
seniles. MPM: marcador de peso molecular 1kb DNA ladder (Invitrogen). El patrén de bandas del MPM se
exportd de la foto del gel de agarosa correspondiente.
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Tamafio de los telémeros en las hembras juveniles:

Las primeras 4 hembras juveniles analizadas (carriles 2 al 5) presentan un patron de hibridacion de
la sonda telomérica bastante similar, por lo que el tamafio de los telomeros es constante en este
estadio ontogenético. Las diferencias en la intensidad observada puede deberse a diferencias en la
cantidad de ADN gendémico que fue transferido a la membrana o a la presencia de varios

fragmentos teloméricos del mismo tamafio en las regiones de mayor intensidad.

Tamafio de los telémeros en machos juveniles vs. adultos:

El patron de hibridacion obtenido en los 2 machos jovenes (carriles 7 y 8) no es homogéneo. El
macho sembrado en el carril 7 presenta fragmentos teloméricos de mayor tamafio (>40.000pb) que
el sembrado en el carril 8. En este caso las diferencias de intensidad pueden deberse a las mismas
razones detalladas anteriormente. Por otro lado, el paton observado en los 2 machos adultos
(carriles 9 y 10) es similar entre ellos y la intensidad de la sefial también. Al comparar los patrones
de hibridacion de los machos juveniles con los adultos, se observa que uno de los individuos adultos
(9) presenta mayor nimero de fragmentos de pequefio tamafio (<517/506pb) respecto a los machos

jévenes, lo que podria estar sugiriendo un acortamiento de las regiones teloméricas.

Tamafio de los teldmeros en hembra juvenil vs. senil:

El analisis de los patrones de hibridacion obtenidos en la hembra joven (carril 13) y senil (carril 14)
revela un resultado similar al obtenido anteriormente entre los machos jovenes y adultos. La hembra
juvenil presenta un mayor numero de fragmentos teloméricos con tamafios >40.000pb, mientras que
la hembra vieja presenta mayor concentracion de fragmentos de tamafios pequefios (<517/506pb).
Este resultado también podria estar indicando que existe un acortamiento de la region telomérica

durante el envejecimiento de las hembras en cautiverio.

Tamafio de los telémeros en machos juveniles vs. seniles:

Por ultimo, los patrones de hibridacion obtenidos en 2 machos juveniles (carriles 16 y 17) y 2
seniles (carriles 18 y 19) también sugieren un leve acortamiento de los telomeros a medida que los
machos envejecen en cautiverio. El individuo senil del carril 19 presenta un nimero mayor de

fragmentos de pequefio tamafio (<517/506pb) respecto a los individuos jovenes.
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El analisis gendmico de los telomeros en individuos de A. charrua nacidos y mantenidos en
cautiverio, sugiere una posible disminucion del tamafio de los extremos cromosémicos durante el

envejecimiento del masculo esquelético en esta especie.

Acortamiento de los teldbmeros durante la ontogenia de hembras de A. charrua en la naturaleza y en

cautiverio en 2012

El ADN gendémico extraido de muestras de musculo esquelético de las hembras de A. charrua
nacidas y mantenidas en cautiverio durante el 2012 y colectadas en el charco temporal de “La
Coronilla” el mismo afo, fue digerido con las enzimas de restriccion Hinf-1 y Rsa-l y se analizo
mediante Southern blot utilizando como sonda un fragmento homélogo a los repetidos teloméricos
de vertebrados (Figura 30). Los individuos juveniles obtenidos en cautiverio tenian 2,5 meses, los
adultos 5 meses y los seniles 7 meses de vida.
Figura 30. Analisis genomico por
Southern blot del acortamiento de los
telémeros en hembras de A. charrua
obtenidos en cautiverio durante el 2012
(carriles 2-10) y colectadas en la
naturaleza (carriles 12-20). Pocillos 2-
4: hembras jovenes-F1; 5-7: hembras
adultas-F1; 8-10: hembras seniles-F1;
12-14: hembras jovenes-campo; 15-17:
hembras adultas-campo; 18-20:
hembras seniles-campo. MPM:
marcador de peso molecular 1kb DNA
ladder (Invitrogen). El patrén de bandas

del MPM se export6 de la foto del gel
de agarosa correspondiente.

Al igual que lo observado en las hembras de la generacion 2013 (Figura 29), se puede sugerir un
acortamiento de los extremos teloméricos en las hembras obtenidas en cautiverio en 2012. Si bien la
intensidad del patrén de hibridacion obtenido en este analisis fue inferior al obtenido en la
generacion 2013, en la Figura 30 se observa un patrén de bandas de pequefio tamafio en las hembras
adultas (carriles 5-7) y en algunas de las seniles (carriles 8-10). A pesar de no observar repetidos
teloméricos de gran tamafio (>3.054pb) en todas las hembras adultas obtenidas en cautiverio en

2012, éstos estan presentes en la hembra del carril 5y en ninguna de las hembras seniles analizadas
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se observan estos fragmentos. Por otro lado, un patron similar se puede inferir en las hembras
colectadas en el campo en 2012, aunque la intensidad de hibridacion fue muy débil y no permite

determinar con certeza un posible acortamiento de los telémeros en estos individuos.
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DISCUSION

El genoma mitocondrial de A. charrua

El genoma mitocondrial de A. charrua descrito en esta Tesis representa el primer mitogenoma
completo obtenido para un pez anual de la familia Rivulidae (Cyprinodontiformes). Presenta una
estructura y organizacion como la mayoria de los mitogenomas de vertebrados (Boore 1999) y su
tamafio (17.271 pb) es similar al descrito en Kryptolebias marmoratus (17.329 pb) otra especie de
la familia Rivulidae que no presenta un ciclo de vida anual, y un poco inferior al del pez anual
africano Nothobranchius furzeri (19.527pb). Otros Cyprinodontiformes como Aplocheilus panchax,
Fundulus olivaceus, F. heteroclitus y Cyprinodon rubrofluviatilis presentan ADNmt con tamafos
un poco mas pequefios en el orden de los 16.500pb (Setiamarga et al. 2008; Whitehead 2009).

A diferencia del genoma mitocondrial de K. marmoratus que presenta 2 regiones control (Figura
10) (Lee et al. 2001), el mitogenoma de A. charrua presenta una sola RC pero su localizacion entre
los ARNt-Pro y ARNt-Phe (Figura 17) coincide con una de las RC de K. marmoratus. La presencia
de 1 sola RC en el ADNmt de A. charrua concuerda con lo encontrado en otras especies del género
Rivulidae (Lee et al. 2001). Por otro lado, el genoma mitocondrial del pez anual N. furzeri contiene
una RC muy extensa que incluye el ARNt-Pro, una copia adicional del ARNt-Glu y dos secuencias
casi idénticas (99% de identidad) que estan separadas por 1075pb (Hartmann et al. 2011). Por lo
tanto, actualmente la estructura y organizacion del ADNmt de A. charrua es unica dentro del género
Rivulidae y de los peces anuales.

El analisis del contenido de G+C en las secuencias codificantes de la hebra H, reveld que el
encontrado en A. charrua (37%) es similar al de N. furzeri (39%) y un poco inferior al de K.
marmoratus (43%). Asi mismo, los valores negativos obtenidos para los sesgos de GC y AT son
similares a los de las otras dos especies (Tabla 10). Por lo tanto, las secuencias codificantes del
mitogenoma de A. charrua (a excepcion de ND6 que esta localizada en la hebra L) presentan un
exceso de C y T, al igual que el otro pez anual N. furzeri y el otro Rivulidae K. marmoratus. Los
valores de K. marmoratus y de N. furzeri se obtuvieron mediante el analisis de sus genomas
mitocondriales NC_003290 y NC_011814 respectivamente.

Al igual que los genes codificantes de proteinas del genoma mitocondrial de K. marmoratus, 12
genes codificantes presentan el codon de iniciacion ATG, menos el gen COI que inicia con el codon
GTG (Tabla 11). Otra similitud encontrada entre ambos mitogenomas es que la mayoria de los
genes presentan el codén de finalizacion TAA, a excepcion de ND2, COIl, ND3 y ND4 que

presentan codones de finalizacién incompletos (T- o TA-). La diferencia entre ambos genomas es
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que en A. charrua el gen ATPasa6 presenta un codon stop incompleto, mientras que en K.
marmoratus esta caracteristica esta presente en los genes COIll y Cyt-b (Lee et al. 2001). Luego de
la transcripcion y procesamiento, los codones de terminacidon incompletos son convertidos a TAA
mediante poliadenilacién (Chang and Tong, 2012). Estas caracteristicas parecen ser una tendencia

en los genomas mitocondriales de peces (Miya and Nishida 1999; Miya et al. 2003).

Por otro lado también se han encontrado diferencias en la estructura y secuencia de algunos ARN de
transferencia (Figura 18). En el ADNmt de A. charrua, el ARNt-Cys es el mas corto dentro de los
ARNLt-Cys anotados en otros Cyprinodontiformes y no presenta el bucle en el brazo D. Se han
descrito dos ejemplos de ARNt “truncados” (sin los brazos D y/o T) en el genoma mitocondrial de
varios metazoarios. Ambos tipos de estructuras han sido descritas en nematodos y artrépodos,
mientras que en los mamiferos solamente se han detectado ARNt sin el brazo D (Fujishima and
Kanai 2014). A pesar de su estructura “truncada”, estos ARNt son funcionales y se ha demostrado
cierta adaptacion de los ribosomas mitocondriales para su aceptacion. Sin embargo, es posible que
ocurra una reduccion en la eficiencia de la translacion respecto a la sintesis de proteinas con ARNt
“candnicos”, como se ha observado en el ADNmt bovino donde el ARNt-Ser (GCU) carece del
brazo D y ocasiona una sintesis proteica sustancialmente inferior (Watanabe 2010; Wende et al.
2014).

Debido a que la estructura del ARNt-Cys de A. charrua fue inferido a partir del genoma
mitocondrial mediante analisis bioinformatico, y no se ha encontrado una estructura similar en otros
peces, ni vertebrados en general, habria que corroborar su funcionalidad. Para ello se podrian
implementar los criterios usados en nematodos del género Enoplea, tales como a) un elevado grado
de conservacion entre la secuencia y la estructura secundaria dentro del género Austrolebias, b) una
perfecta conservacion del anticodon y c) la persistencia de este tipo de estructuras en diferentes
reordenamientos gendmicos que los ubiquen entre diferentes genes flanqueantes (Juhling et al.
2012).
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Evolucidn de las secuencias codificantes mitocondriales durante el envejecimiento de

hermanos totales de A. charrua

Hasta el presente, no existen estudios sobre la acumulacién de cambios en genes mitocondriales
durante la ontogenia de otras especies, tanto a nivel poblacional como entre hermanos totales.
Considerando que la ocurrencia de deleciones en el ADNmt es una caracteristica del envejecimiento
debido que se acumulan con la edad en diversos organismos (Melov et al. 1995; Yui et al. 2003;
Schon et al. 2012), realizamos un disefio de secuenciacion masiva del ADNmt de hermanos totales
a fin de determinar la acumulacion de cambios nucleotidicos en las secuencias codificantes de genes
a medida que esta especie envejece en cautiverio. Observamos que estas secuencias mitocondriales
no estan totalmente conservadas en la ontogenia, ya que los patrones de sustitucién difieren entre
los 3 estadios ontogenéticos analizados (Tabla 12). Se encontraron mas cambios nucleotidicos en
los individuos juveniles de A. charrua, y solamente en las secuencias codificantes COI, ND3, ND5
y Cyt b. Dentro de las secuencias codificantes de las subunidades del complejo NADH
deshidrogenasa, las subunidades ND3 y ND5 son las mas variables. Las sustituciones encontradas
son todas transiciones y solamente una de ellas (en ND5) es no-sindnima cambiando el aminoacido
serina a una prolina. Al igual que lo observado en N. furzeri (Hartmann et al. 2011) en el masculo
esquelético de A. charrua tampoco se encontrd evidencia de deleciones en la secuencia ND4,
durante el envejecimiento. La secuencia COIl es la mas conservada. Solamente se detectd una
transversion no-sindnima (lle — Met). Estos resultados concuerdan con lo observado en peces del
género Fundulus (Whitehead 2009) y hasta en mamiferos (Stewart et al. 2008) donde se ha
observado que las secuencias de las subunidades de la NADH deshidrogenasa evolucionan
relativamente rapido, mientras que los genes codificantes de las subunidades de la citocromo
oxidasa lo hacen relativamente lento. La transicion encontrada en el gen Cyt-b estd presente en
todos los individuos analizados y genera un cambio de aminoacido (Phe — Leu). En humanos,
muchas enfermedades y sindromes estan ligados a mutaciones en el ADNmt, pero ninguna de las
sustituciones encontradas en el mitogenoma de A. charrua coinciden con las reportadas hasta el
presente (Tuppen et al., 2010).

A diferencia de lo observado en otros organismos tales como raton y D. melanogaster (Vermulst et
al., 2007; Itsara et al., 2014), en el musculo esquelético de A. charrua la mayoria de las
sustituciones nucleotidicas en las secuencias mitocondriales codificantes, ocurren en los individuos
mas jovenes. En la especie A. viarius se ha demostrado que los individuos de 2 semanas de vida
presentan la tasa metabolica mas alta y que ésta va disminuyendo a lo largo del ciclo de vida
(Cardozo, 1999). Si bien no se han determinado las tasas metabdlicas en A. charrua, esta especie

presenta un tamafio similar a A. viarius (Costa, 2006) por lo que su tasa metabolica podria ser
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similar. Por lo tanto, y considerando que la tasa metabdlica es una de las variables que pueden
afectar las tasas de sustitucion nucleotidica (Martin and Palumbi, 1993), una elevada tasa
metabodlica en etapas tempranas del ciclo de vida de A. charrua podria ser la responsable del

elevado nimero de sustituciones nucleotidicas encontrado en los individuos jévenes de esta especie.

Divergencia del gen cyt-b durante el envejecimiento de Austrolebias en la naturaleza

A la fecha, no existen estudios sobre la acumulacién de cambios durante la ontogenia en el gen
mitocondrial cyt-b en otras especies, tanto a nivel poblacional como entre hermanos totales. Por
esto, esta Tesis representa el primer intento de testear la hipdtesis de acumulacién de dafios
mutacionales en el genoma mitocondrial ligados a los procesos de envejecimiento en un disefio
experimental comparando poblaciones naturales y en cautiverio de la misma especie. Teniendo en
cuenta lo discutido en el punto anterior, este analisis se llevo a cabo en dos especies de Austrolebias
que presentan tamafios corporales sustancialmente diferentes. Austrolebias charrua es una especie
de tamafio medio (3-4cm) mientras que A. cheradophilus puede alcanzar tamafios entre 4-6¢cm
aproximadamente y hasta hace unos afios formaba parte del clado filogenético de las Megalebias
(Costa, 2006).

En las dos poblaciones naturales de A. charrua analizadas, los patrones de sustitucion nucleotidicos
observados fueron bastante similares (Figura 19a y b). En ambas poblaciones, los sitios
nucleotidicos 528, 702 y 730 de la region del gen cyt-b amplificada, son variables en los 3 estadios
ontogenéticos analizados, y dos de ellos (702 y 730) son transversiones no-sindnimas. Este patron
de sustitucion (Ts<Tv) se encontré en todos los sitios variables detectados. Estos resultados no
concuerdan con lo reportado previamente para el gen cyt-b en otras especies de Austrolebias, donde
el analisis del gen aislado en diferentes especies del género reveld una tasa Tv:Ts = 1:3 (Garcia et
al., 2000). Si bien resulta llamativo la prevalencia de las transversiones en nuestro set de datos, los
andlisis de divergencia nucleotidica (Tabla 16) revelaron que este gen se encuentra bajo seleccion
purificadora (Ka/Ks<1) que seria responsable de eliminar los polimorfismos aminoacidicos que
pudieran causar una disminuciéon o eliminacién de la proteina involucrada. Por otro lado, en la
poblacion capturada en 2011 se observé un aumento del nimero de sitios nucleotidicos variables en
los individuos adultos y seniles respecto a los juveniles. La presencia de cambios nucleotidicos en
individuos de mayor edad podria estar relacionada al envejecimiento, pero no se puede descartar la
posibilidad de que se deban a la heteroplasmia presente dentro del tejido (St John, 2014) o ser
consecuencia del medioambiente donde la seleccion natural ha favorecido la variacion del genoma
mitocondrial como respuesta adaptativa a los desafios fisiolégicos impuestos por la vida en un

ambiente marino (Whitehead, 2009). Como se ha descrito en otras especies de Austrolebias, para
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asegurar su supervivencia estos peces requieren adaptarse a condiciones ambientales muy variables
tales como la sequia, los bajos niveles de oxigeno y las amplias fluctuaciones de temperatura (Liu
and Walford, 1966; Liu et al., 1975; Errea and Danulat, 2001). La temperatura es uno de los
factores mas importantes que influyen en el desarrollo temprano de los peces y se ha demostrado
que este factor influye en la reproduccion (Arenzon et al., 2002), la duracion del desarrollo
embrionario (Arezo et al., 2007), el crecimiento (Walford and Liu, 1965; Liu et al., 1975; Errea and
Danulat, 2001; Volcan et al., 2012) y la longevidad (Liu and Walford, 1966; Liu et al., 1975;
Walford and Liu, 1965) de peces de la familia Rivulidae.

Por otro lado, no se ha encontrado evidencia sobre la vinculacion de estos sitios variables con
alguna patologia descrita en humanos (Tuppen et al. 2010) por lo que es altamente probable que

sean eliminados por la seleccion purificadora que estaria actuando en esta region del gen cyt-b.

A diferencia del patron de sustitucion observado durante el envejecimiento de A. charrua en la
naturaleza, en todas las poblaciones naturales de A. cheradophilus analizadas (especie de mayor
tamafio corporal) las transiciones predominaron sobre las transversiones. En las poblaciones
colectadas en 2011 en la localidad de “La Charqueada” (Departamento de Treinta y Tres) todas las
sustituciones nucleotidicas fueron sinénimas sugiriendo que una fuerte seleccion purificadora
(Ka/Ks<1) esta actuando en esta region del gen cyt-b en contra de aminoacidos polimoérficos que
afecten la funcionalidad de esta proteina (Tabla 20). Por otro lado, en la poblacion capturada en
2012 en la localidad de “Barra Grande” (Departamento de Rocha) se observd un mayor
polimorfismo poblacional y también una prevalencia de las transiciones sobre las transversiones. En
esta poblacion, también se detectd un elevado numero de sitios variables en los individuos
juveniles. Como se explico anteriormente esto podria deberse a la elevada tasa metabdlica en esta
etapa del ciclo de vida ya el fragmento del gen cyt-b aislado en estos individuos se encuentra bajo
seleccion purificadora (Ka/Ks<1). Sin embargo, contrariamente a lo estipulado acerca de la
seleccion natural actuando sobre las proteinas mitocondriales codificantes (Bazin et al., 2006;
Huang et al., 2014) en los individuos adultos y seniles se obtuvo una relacion Ka/Ks ~ 1 (Tabla 20),
lo que estaria indicando que la seleccion es casi neutra en este fragmento del gen. Por lo tanto, estos
resultados sugieren diferentes fuerzas selectivas actuando sobre el gen cyt-b en las diferentes etapas
de la ontogenia de A. cheradophilus en este charco, estando mas relajada a la presencia de sitios

polimorficos en etapas avanzadas del ciclo de vida.
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Divergencia del gen cyt-b durante el envejecimiento de Austrolebias en cautiverio

A fin de evitar las variaciones medioambientales y el polimorfismo poblacional, analizamos los
patrones de sustitucion nucleotidicos en un fragmento del gen cyt-b durante la ontogenia de
hermanos totales de A. charrua y A. cheradophilus. Los individuos analizados nacieron y fueron
mantenidos en cautiverio durante todo su ciclo de vida, en acuarios con agua declorinada, burbujeo
constante, temperatura ambiente de 19°C, fotoperiodo natural y alimentacion diaria.

Los resultados obtenidos para la progenie de A. charrua nacida en 2012, mostraron un aumento de
las mutaciones durante el envejecimiento de los individuos (Figura 19c¢). En la region del gen cyt-b
analizada, se encontraron cambios nucleotidicos en los individuos jévenes y adultos, pero no en los
mas viejos. A pesar de no haber detectado sustituciones nucleotidicas en los individuos seniles, en
los adultos si se detectaron cambios nucleotidicos que no estan presentes en los juveniles. Por lo
tanto, si bien los resultados obtenidos en esta progenie en cautiverio sugieren que los cambios
encontrados en los individuos adultos podrian estar vinculados al envejecimiento no podemos
descartar la posibilidad de que se deban a la heteroplasmia presente dentro del tejido (St John,
2014). Al igual que lo observado en la poblacion natural de la cual fueron seleccionados los
parentales, en esta progenie las transversiones superan a las transiciones y el 58% de ellas ocasionan
un cambio en el aminodcido resultante. Sin embargo esta region del gen se encuentra bajo seleccién
purificadora (Ka/Ks<1) que estaria actuando en contra de sustituciones no-sinénimas (Tabla 17).
Por otro lado, se encontraron 2 sitios variables (672 y 675) en los cuales la mayoria de los
individuos (en los 3 estadios) presentaban el mismo nucledtido presente en el genoma mitocondrial
de su progenitor masculino. Teniendo en cuenta que el genoma mitocondrial se hereda por via
materna, la presencia en la progenie de estos nucledtidos comunes al genoma paterno podria sugerir
que en esta especie existe herencia paterna o bien son sitios altamente variables y el azar favorecid
el cambio de nucledtido.

En la progenie de A. charrua obtenida en 2013, no se detectaron cambios nucleotidicos durante el
envejecimiento de los individuos (Figura 19d). Solamente se encontraron 3 individuos juveniles que
compartian el mismo nucleétido con el genoma de su progenitor masculino en las posiciones (528 y
730). La falta se sustituciones nucleotidicas en estas secuencias podria deberse a una fuerte
seleccion purificadora actuando sobre ellas y/o a la falta de factores medioambientales que
ocasionen variaciones en el ADNmt (Whitehead, 2009). Cabe destacar que, al igual que en las
poblaciones naturales analizadas, en las 2 generaciones obtenidas en cautiverio, las posiciones

nucleotidicas (528 y 730) también constituyen sitios variables.
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Por otro lado, el andlisis de las secuencias del gen cyt-b amplificadas en la progenie de A.
cheradophilus obtenida en 2012, revelo la presencia de solo 4 sustituciones nucleotidicas
distribuidas en los genomas de un individuo juvenil y dos adultos. Las secuencias nucleotidicas de
los individuos seniles fueron idénticas a las de los ejemplares mas jovenes. Los cambios presentes
en los adultos no estan en los juveniles, y esto podria sugerir un aumento de las sustituciones a
causa del envejecimiento de la especie. Sin embargo, al igual que en la progenie de A. charrua,
también podrian ser producto de la heteroplasmia presente en el tejido (St John 2014). Tres de estas
sustituciones son transversiones, dos de las cuales generan un cambio en el aminoacido resultante.
Al igual que en la progenie 2012 de A. charrua, en ésta las transversiones fueron superiores a las
transiciones. Sin embargo, el andlisis de la divergencia nucleotidica en los 3 estadios ontogenéticos
revel6 que este fragmento del gen se encuentra bajo seleccion purificadora (Tabla 21) y por lo tanto
estaria actuando en contra de los cambios aminoacidicos que pudieran afectar la funcionalidad de la
proteina.

Finalmente, la comparacion de las secuencias parciales del gen cyt-b amplificadas en individuos
juveniles y seniles de la progenie de A. cheradophilus obtenida en 2013, mostr6 que las
sustituciones nucleotidicas se localizaban principalmente en un individuo joven y en uno viejo.
Estos resultados concuerdan con los encontrados en la progenie anterior, donde las transversiones
son superiores a las transiciones y la mayoria de ellas son no-sindénimas. Sin embargo, en esta
generacion la relacion Ka/Ks ~ 1 (Tabla 21) estaria indicando que la seleccion actuando en esta
fraccion del gen es neutra y podria estar favoreciendo el aumento de sustituciones observadas en el

individuo senil.

A pesar de mantener a los peces en un ambiente lo mas homogéneo y constante posible, en ambas
especies se observaron sustituciones nucleotidicas no-sinénimas desde etapas tempranas de su ciclo
de vida, que podrian estar relacionadas al envejecimiento de la especie o bien ser consecuencia de la

heteroplasmia presente en el masculo esquelético de estas especies.
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Divergencia del gen cox-1 durante el envejecimiento de Austrolebias en la naturaleza

A pesar de ser uno de los genes mitocondriales mas conservados, el gen cox-1 no se ha estudiado,
hasta la fecha en especies del género Austrolebias. Por esto, en esta Tesis se amplifico por primera
vez este gen en dos especies del género Austrolebias y se tested la misma hipotesis planteada para
el gen mitocondrial cyt-b.

Los resultados obtenidos del anlisis de las secuencias parciales del gen cox-1 amplificadas en las
dos poblaciones naturales de A. charrua revelaron la presencia de 2 sitios nucleotidicos altamente
variables (105 y 144) (Figura 21a y b). Ambos cambios nucleotidicos fueron detectados en
individuos en las 3 etapas del ciclo de vida, son sinGnimos y corresponden a una transversion y a
una transicion respectivamente. Esto concuerda con los analisis de divergencia nucleotidica (Tabla
23) que revelaron que este gen se encuentra bajo seleccion purificadora (Ka/Ks<1) que seria
responsable de eliminar los polimorfismos aminoacidicos que pudieran causar una disminucion o
eliminacién de la proteina involucrada. Si bien no se observé un aumento en el nimero de sitios
variables, el nucle6tido “alternativo” estd presente en mas individuos adultos y seniles, respecto a
los juveniles, sugiriendo una acumulacion de los mismos durante el envejecimiento en la naturaleza.
A pesar de que no existen otros estudios que analicen la evolucion de este gen durante la ontogenia
de un organismo, estos resultados concuerdan con lo descrito en Fundulus donde los autores
encontraron que los genes de la citocromo oxidasa evolucionan relativamente lento y no detectaron
la presencia de sustituciones aminoacidicas en las poblaciones que analizaron (Whitehead 2009).
Una tendencia similar se observo en las secuencias cox-1 amplificadas en las poblaciones naturales
de A. cheradophilus (Figuras 22, 23, 24 y 25). Se detectaron muy pocas sustituciones nucleotidicas
y todas ellas sindnimas. Si bien algunas sustituciones presentes en los ejemplares mas viejos no
estaban presentes en los estadios mas jovenes, tampoco se encontraban en todos los seniles. Por lo
tanto, se podria sugerir una tendencia al aumento de las mutaciones durante la ontogenia de A.
cheradophilus en la naturaleza pero los polimorfismos detectados podrian deberse a la

heteroplasmia presente en el tejido, como se ha descrito anteriormente.

Divergencia del gen cox-1 durante el envejecimiento de Austrolebias en cautiverio

Siguiendo los mismos criterios descritos anteriormente para el gen cyt-b, se evalué un posible
aumento de los sitios variables en el gen cox-1 durante el envejecimiento de A. charrua y A.
cheradophilus nacidos y mantenidos en cautiverio a lo largo de todo su ciclo de vida.

Sorpresivamente, y a diferencia de los resultados obtenidos en las poblaciones naturales,

observamos un incremento del nimero de sitios variables durante la ontogenia de la progenie de A.
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charrua obtenida en 2012 (Figura 21c). A diferencia de lo esperado y del patrén observado en el
gen cyt-b amplificado en estos mismos individuos, en las secuencias cox-1 se encontraron muy
pocos cambios en los individuos juveniles y casi el 100% de las sustituciones se localizaban en el
genoma de los ejemplares adultos y seniles. Esto podria estar indicando un incremento de los sitios
variables en el ADNmt durante el envejecimiento de esta especie en cautiverio. En ambos genes las
transiciones fueron inferiores a las transversiones y el 64% de las sustituciones son no-sinénimas.
Teniendo en cuenta estos resultados y la relacion Ka/Ks ~ 1 obtenida en los individuos adultos y
seniles (Tabla 24), podriamos inferir que la seleccion neutral estaria actuando sobre esta fraccion
del gen favoreciendo la presencia de aminoacidos polimdrficos que podrian afectar la funcionalidad
de esta proteina.

Sin embargo el patron de sustituciones en esta fraccion del gen cox-1 amplificado en hermanos
totales de A. charrua nacidos en 2013 (Figura 21d), fue sustancialmente diferente. En esta progenie
no se detectdé la presencia de sitios variables, pero si nucle6tidos comunes entre el genoma
mitocondrial de algunos juveniles y el de su progenitor masculino. Al igual que lo planteado para el
gen cyt-b, teniendo en cuenta que el genoma mitocondrial se hereda por via materna, la presencia en
la progenie de estos nucledtidos comunes al genoma paterno podria sugerir que en esta especie
existe herencia paterna, o son sitios altamente variables y el azar favorecié el cambio de nucleotido
0 bien se deben al polimorfismo presente en el tejido (St John 2014).

El andlisis de estas secuencias parciales del gen cox-1 en las progenies de A. cheradophilus
obtenidas en cautiverio corrobor6 el alto grado de conservacion de este gen. Las secuencias aisladas
en los tres estadios ontogenéticos fueron idénticas entre si en la generacion de 2012 y solamente se

detectaron 2 sitios variables en la generacion siguiente (Tabla 27).

Tasas de mutacion de los genes mitocondriales cyt-b y cox-1 en Austrolebias

Actualmente no existen estimaciones sobre las tasas de mutacion de los genes mitocondriales en
peces del género Austrolebias. En esta Tesis se estimd por primera vez la tasa de mutacion por afio
(o generacion) de los genes mitocondriales cyt-b (Tabla 28) y cox-1 (Tabla 29) en A. charrua y A.
cheradophilus. En las poblaciones naturales y progenies de A. charrua, el gen cyt-b presenta una
tasa de mutacion en el orden de 10, mientras que en A. cheradophilus ésta es un poco mayor ya
que se encuentra en el orden de 10°°. Por otro lado, la tasa de mutacién estimada para el gen cox-1
amplificado en las poblaciones naturales y progenies de A. charrua es del orden de 10° y 10™
respectivamente. Las tasas de mutacion estimadas para este gen en las poblaciones naturales y
progenies de laboratorio de A. cheradophilus es del orden de 10™. Las tasas de mutacién nulas

obtenidas para el gen cyt-b de la progenie 2013 de A. charrua y el gen cox-1 de la progenie 2013 de
109



Capitulo 1 — Discusion

A. charrua y de la progenie 2012 de A. cheradophilus, se deben a que esas poblaciones no
presentaron sitios variables, como se comentd anteriormente.

Estos resultados son sustancialmente superiores a la tasa de mutacién de 8,6 + 0,1 x 107
sustituciones de pares de bases!afio® determinada para el ADNmt en el género Aphanius
(Cyprinodontiformes) (Hrbek and Meyer, 2003). Esta diferencia puede deberse al método empleado
(Henn et al., 2009) ya que en Austrolebias se estimo en base al pedigri y en Aphanius en base a una
filogenia de especies. En Drosophila melanogaster la tasa de mutacion del ADNmt estimada es de
6,2 x 107 por sitio por generacién (Haag-Liautard et al., 2008). Por lo tanto, a pesar de tener una
tasa de mutacion tan elevada, en A. charrua y A. cheradophilus los genes mitocondriales cyt-b y
cox-1 se encuentran bajo una fuerte seleccion purificadora (como se ha descrito anteriormente) que
impide que las mutaciones se fijen en el genoma. Como se menciond anteriormente, las elevadas
tasas de sustitucion nucleotidica estimadas para las dos especies de Austrolebias, pueden ser
consecuencia de su ciclo de vida anual y de su posible elevada tasa metabdlica desde las etapas
tempranas de su desarrollo. La relacion entre altas tasas metabdlicas y la acumulacion de

substituciones ha sido previamente postulado por varios autores (Martin and Palumbi, 1993).

Contenido de cisteina en las proteinas codificadas en el ADNmt de Austrolebias

Recientemente se ha postulado que la frecuencia con la que el aminoacido cisteina es codificado por
el ADNmt es un marcador especifico de la longevidad, ya que especies con un largo ciclo de vida
sintetizan complejos de la cadena respiratoria carentes de este aminoacido (Moosmann and Behl
2008). Por esta razon, determinamos el contenido de cisteinas en las secuencias aminoacidicas
parciales codificadas por los genes mitocondriales cyt-b y cox-1 amplificadas en los individuos de
A. charrua y A. cheradophilus colectados en la naturaleza y obtenidos en cautiverio. El analisis del
gen cyt-b, revel6 que en ambas especies y en los dos tipos de hébitat, este aminoacido solamente
constituye aproximadamente el 1% de todos los aminoacidos codificados. Este resultado se asemeja
al obtenido en N. furzeri dénde se observo que la frecuencia con la que la cisteina era codificada por
el ADNmt era del 0.79%, un valor relativamente elevado y esperado para una especie con un ciclo
de vida tan corto (Hartmann et al. 2011). Por otro lado, el andlisis de las secuencias cox-1 aisladas
en los mismos individuos, reveld que esta fraccion del gen no codifica cisteina, lo que estaria
indicando la accién de una fuerte seleccion purificadora en contra de la presencia de este
aminoéacido en este gen. Este resultado se asemeja mas al obtenido en especies con un largo ciclo de

vida, mas que al observado en peces anuales.
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Habria que analizar la frecuencia con la que la cisteina es codificada por el genoma mitocondrial
completo a fin de poder concluir si este aminoacido es un indicador molecular de la longevidad en

los peces anuales del género Austrolebias.

Proteinas nucleares vinculadas al envejecimiento animal presentes en A. charrua

En la fraccion del genoma total de A. charrua secuenciado mediante NGS, se encontraron
secuencias homdlogas asociadas a 26 proteinas vinculadas al envejecimiento de D. rerio y M.
musculus (Apéndice 3). De las 26 proteinas, las tres seleccionadas (IGF-1, Adcy5 y p53) estan
filogenéticamente relacionadas con sus homdlogas en otros peces teledsteos (Figura 26) y se han
sugerido diferentes funciones de ellas vinculadas al envejecimiento animal. Por ejemplo, en
mamiferos y otros organismos, se ha demostrado que mutaciones puntuales que tiendan a disminuir
IGF-1 pueden producir un incremento significativo de la longitud de vida (Bartke, 2011). Por otro
lado, el gen Adcy5 codifica un miembro de las enzimas adenilato ciclasa de membrana cuya
actividad es estimulada por una de las subunidades del receptor acoplado a la proteina G. Su
producto, la 3",5"adenosina monofosfato ciclica (AMPc) modula el crecimiento y la diferenciacion
celular en organismos desde las bacterias hasta los eucariotas superiores (Tresguerres et al., 2011).
Por ultimo, P53 actlia como factor de transcripcion implicado en el control del ciclo celular, en la
reparacion del ADN, en la apoptosis y en las respuestas celulares al estrés. Ademas de inducir la
detencion del crecimiento celular y la apoptosis, su activacion modula la senescencia celular y el
envejecimiento del organismo, contribuyendo a la supresion del crecimiento tumoral (Rufini et al.,
2013).

Por esto, considerando que las especies de Austrolebias presentan un ciclo de vida tan corto y un
envejecimiento tan rapido, la amplificacion y evaluacion de los patrones de sustitucion nucleotidica
y de seleccion actuando sobre los genes de las proteinas IGF1, Adcy5 y p53, nos permitira evaluar

si ellas cumplen la misma funcion determinada en otros vertebrados.

Dinamica de los extremos cromosomicos durante la ontogenia de A. charrua

Nuestros resultados sugieren que la actividad de la telomerasa en el higado de hembras de A.
charrua, no disminuye con el envejecimiento de los individuos, tanto en la naturaleza como en
cautiverio (Figuras 27 y 28). El mantenimiento de la actividad de esta enzima durante el
envejecimiento, también se ha detectado en otros peces teledsteos e incluso también anuales, tales
como N. rachovii (Hsu et al., 2008), N. guentheri (Liu et al., 2012) y N. furzeri (Kipling, 2001; Graf
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et al., 2013). Observaciones similares se han realizado en Danio rerio (Kishi et al., 2003) y en
especies del género Oryzias (Au et al., 2009). Todos estos analisis mostraron que la actividad de la
telomerasa aparentemente no esta relacionada con el incremento de los afios y por lo tanto no
concuerdan con lo observado en humanos (Morin, 1989; Wright et al., 1996).

Por otro lado, nuestros analisis sobre el acortamiento de los extremos cromosomicos en células de
musculo esquelético de individuos de A. charrua obtenidos en cautiverio en 2013, sugieren un
posible acortamiento de los telémeros en los machos y en las hembras seniles (Figura 29). El
andlisis de las hembras obtenidas en cautiverio en 2012 también sugiere un acortamiento de los
extremos cromosomicos durante su envejecimiento, no pudiéndose confirmar esta tendencia en las
hembras procedentes de la naturaleza (Figura 30). La presencia de secuencias teloméricas de menor
tamafio en células musculares de individuos mas viejos de A. charrua es consistente con los
resultados obtenidos en los peces anuales del género Nothobranchius (Hsu et al., 2008; Hartmann
et al., 2009; Liu et al., 2012; Graf et al., 2013) y concuerda con lo observado en otros organismos,
incluso en humano, acerca del acortamiento progresivo de los extremos cromosomicos durante las
sucesivas divisiones celulares (Harley et al., 1990; Blackburn, 1991; Kipling, 2001).

Dentro de los peces anuales del género Nothobranchius, a la fecha no existen estudios sobre la
actividad de la telomerasa y el acortamiento de los extremos teloméricos en diferentes 6rganos de
una misma especie. Estudios realizados en D. rerio revelaron que ambos eventos difieren en los
diferentes 6rganos (Lund et al., 2009). Considerando que nuestros analisis sobre la actividad de la
telomerasa se realizaron en muestras de higado y el acortamiento de los extremos cromosémicos se
evalud en el ADN gendmico total extraido de muestras de musculo esquelético, se deberia analizar
ambos procesos en un mismo tejido a fin de determinar su interrelacion durante el envejecimiento
de A. charrua. Este estudio permitird corroborar si ambos eventos estan asociados como en
mamiferos y humano o son independientes y la longitud de los telomeros depende de otros
mecanismos, tales como de la actividad de elementos transponibles descrito en D. melanogaster
(Pardue and DeBaryshe, 2008).
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CONCLUSIONES

Por primera vez se realiza un analisis exhaustivo de los cambios nucleotidicos presentes en los
genes mitocondriales durante la ontogenia de una especie.

Los 3 abordajes implementados sobre los genes mitocondriales (secuenciacion masiva, analisis
de poblaciones naturales y de pedigri de laboratorio) sugieren la aparicion de cambios
nucleotidicos en etapas tempranas del ciclo de vida (juveniles), coincidiendo con la hip6tesis de
que altas tasas metabdlicas relacionadas al crecimiento explosivo de estos peces, podrian estar
implicadas en el dafio mitocondrial.

Los genes mitocondriales COI, ND3, ND5 y Cyt b presentan cambios nucleotidicos en los
individuos juveniles de A. charrua (detectados en el disefio de secuenciacién masiva del
ADNmMt entre hermanos totales).

En las poblaciones naturales y de laboratorio de A. charrua, el gen cyt-b presenta cambios desde
el estadio juvenil (principalmente transversiones) y esta sujeto a seleccion purificadora.

En A. cheradophilus, el gen cyt-b presenta cambios nucleotidicos desde el estadio juvenil
(principalmente transiciones) a pesar de los diferentes tipos de seleccion actuando sobre él en
los diferentes estadios de la ontogenia de las poblaciones naturales y en cautiverio.

El gen cox-1 de las poblaciones naturales y de laboratorio de A. charrua también presenta
cambios desde estadio juvenil. En contraposicion a ser uno de los genes mas conservados, se
encontraron varios sitios variables en una progenie de laboratorio.

Se realiza por primera vez una aproximacion a la estimacion de la tasa de mutacion por afio (o
generacion) de dos genes mitocondriales, tanto en poblaciones naturales como en pedigris de
laboratorio para el género Austrolebias. Para ambos genes, las tasas estimadas resultaron
considerablemente elevadas.

Muy baja presencia del aminoacido cisteina en proteinas codificadas por los genes
mitocondriales cyt-b (1%) y cox-1 (0%).

Por primera vez se detectaron en el genoma de A. charrua genes nucleares vinculados al
envejecimiento animal.

No disminuye la actividad de la enzima telomerasa en el higado de A. charrua durante su
envejecimiento en el campo o en el laboratorio.

Se observd un posible acortamiento de los extremos teloméricos en las células musculares

durante el envejecimiento en la naturaleza y en cautiverio de A. charrua.
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PERSPECTIVAS

Analizar el mitogenoma de otras especies de Austrolebias a fin de corroborar si las
caracteristicas encontradas en A. charrua son especie-especificas o comunes al género.

Realizar los mismos abordajes (secuenciacion masiva, analisis de poblaciones naturales y de
pedigri de laboratorio) en al menos 1 poblacion natural mas (colectada en el mismo charco) y
otras progenies de laboratorio a fin de corroborar las tendencias observadas en cada especie.
Aumentar el nimero de secuencias para cada gen mitocondrial en cada individuo analizado.
Analizar el porcentaje del aminoacido cisteina codificado por otros genes mitocondriales.
Amplificar los genes codificantes de las proteinas IGF1, Adcy5 y p53 en el genoma de
Austrolebias y evaluar los patrones de sustitucion nucleotidica y de seleccién actuando sobre
ellos para evaluar si ellas cumplen la misma funcién determinada en otros vertebrados.

Evaluar la actividad de la telomerasa y el acortamiento de los telomeros en un mismo tejido para
confirmar o refutar su interrelacion durante el envejecimiento de A. charrua y poder confirmar

el mecanismo responsable de la estabilidad de los extremos cromosomicos.
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INTRODUCCION

Efectos del envejecimiento sobre la respiracion mitocondrial

Las mitocondrias han cobrado protagonismo en la biologia del envejecimiento debido a su rol en la
produccidn de energia para cubrir los requerimientos celulares y al declive de las tasas metabolicas
basales y funciones fisioldgicas en eventos que requieren ATP. Un deterioro de la funcién
mitocondrial con el envejecimiento involucra una disminucion de las tasas de transferencia
electronica (mediante una disminucion de la actividad de los complejos I - V), un posible aumento
de la permeabilidad de la membrana interna mitocondrial a los H" y una caida de la sintesis de ATP
(Navarro et al. 2002; Navarro and Boveris 2007).

Dafio oxidativo y disfuncién mitocondrial

El estrés oxidativo resulta de un desequilibrio entre la generacion y eliminacion de las ROS,
creando asi el dafio oxidativo. El contenido mitocondrial de productos de la oxidacion de proteinas,
tales como nitrotirosina y proteinas carboniladas, se utiliza a menudo como un marcador de estrés
oxidativo mitocondrial. Sin embargo, un aumento del contenido de proteinas carboniladas y nitradas
no reflejan necesariamente el aumento del estrés oxidativo ya que también pueden ser el resultado
del recambio de las proteinas dafiadas (Murphy et al., 2011).

La acumulacién de dafio oxidativo y una disminucién de la produccion de ATP en los 6rganos y
tejidos, son dos conceptos involucrados en la “Teoria mitocondrial” del envejecimiento. Estudios
realizados en cerebro e higado, revelaron que la cantidad de mitocondrias disminuye asi como
también la capacidad de fosforilacién de la ATP sintasa y la transferencia de electrones en la
membrana mitocondrial (Navarro and Boveris, 2007; Yin et al., 2014).

Las mitocondrias disfuncionales se caracterizan por una disminucion del estado 3 de la respiracion
(en presencia de ADP), de la regulacién de la respiracion y del potencial de membrana, asi como
por el incremento del estado 4 de la respiracion (sin fosforilacion de ADP) y del tamafio y fragilidad
de la mitocondria asociados al aumento del contenido de los productos oxidados (Navarro and
Boveris, 2007). La determinacién experimental del aumento de los componentes mitocondriales
tales como fosfolipidos, proteinas y ADN, oxidados mediante radicales libres es el principal
objetivo en estudios sobre el envejecimiento (Navarro and Boveris, 2007).

El dafio oxidativo, determinado por el contenido mitocondrial de proteinas carboniladas y lipidos
peroxidados, estd negativamente correlacionado con la actividad de los complejos I y 1V (Navarro
et al., 2002; Navarro and Boveris, 2007).
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Proteinas carboniladas en el envejecimiento

En condiciones fisiologicas, constantemente se generan bajas concentraciones de ROS dentro de las
células jugando un rol en la regulacion redox celular. El dafio oxidativo se produce cuando el
balance entre los sistemas generadores de ROS vy los detoxificantes se ven desbalanceados a favor
de los primeros (Dalle-Donne et al., 2006a).

El blanco principal del estrés oxidativo puede variar dependiendo del tipo de célula, del nivel
absoluto y de la duracién de la produccién de oxidantes, de las especies de ROS generadas, su
reactividad, su sitio de produccion (intra o extracelular) y de la proximidad del oxidante a un
sustrato celular especifico (Dalle-Donne et al., 2006a).

Debido a que son el componente principal de la mayoria de los sistemas bioldgicos, las proteinas
son los principales blancos de oxidacion de las ROS y de sub-productos secundarios del estrés
oxidativo. Algunas modificaciones proteicas inducidas por las ROS pueden afectar el plegamiento o
alterar la estructura de la proteina, afectando o no su funcién. Las modificaciones proteicas
irreversibles pueden ocasionar la inactivacion de diversas proteinas con efectos perjudiciales para la
célula (Dalle-Donne et al., 2006a).

La carbonilacion es una modificacion de las proteinas irreversible y no enzimatica. Los grupos
carbonilo se introducen en las proteinas mediante diversas vias oxidativas. Las distintas especies de
ROS pueden reaccionar directamente con la proteina o con compuestos de menor peso molecular
(azlcares y lipidos) y generar productos que luego reaccionan con la proteina. El mecanismo de
carbonilacion de proteinas mas prominente en células es conocido como ‘“metal-catalyzed
oxidation, MCO” cuando se forma el radical hidroxilo muy reactivo, por reaccion de H,O, con
metales reducidos (reaccion de Fenton). Es un proceso sitio-especifico, donde el ataque puede ser a
la cadena lateral siendo los aminoacidos mas susceptibles a esta oxidacion la arginina (Arg), la
lisina (Lys), la prolina (Pro) y la treonina (Thr), o puede provocar la ruptura del esqueleto proteico
(Maisonneuve et al., 2009; Magller et al., 2011). La carbonilacion de proteinas es un biomarcador
ampliamente usado para evaluar el dafio oxidativo a las proteinas y refleja el dafio celular inducido
por multiples formas de ROS (Dalle-Donne et al., 2003a, 2003b; Grune et al., 2005; Dalle-Donne et
al., 2006a, 2006b). Se ha acumulado evidencia experimental que apunta a un aumento en la
concentracion intracelular de proteinas oxidadas en funcion de la edad. Aumento en los niveles de
proteinas carboniladas ocurre en hepatocitos de rata, en Drosophila, cerebro y rifién de ratén y
fibroblastos humanos (Sohal et al., 1993, 1994). Es mas, en cerebro y musculo humanos, el
contenido en proteinas carboniladas aumenta con la edad (Smith et al., 1991; Pansarasa et al.,
1999).
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El aumento de proteinas carboniladas durante el envejecimiento animal y en respuesta al estrés
oxidativo, no es al azar ya que algunas proteinas son mas susceptibles que otras. Sin embargo, las
proteinas carboniladas difieren en las diferentes especies. Por ejemplo, en el plasma de ratones la
carbonilacién proteica asociada al envejecimiento solo se observé en dos proteinas, la albdmina
(proteina mas abundante del plasma) y la transferrina, mientras que en el plasma de ratas esta
modificacion se detect6 en la albumina y en la a1-macroglobulina (Jana et al., 2002).

Las proteinas carboniladas pueden tener un rol en el control de la calidad de las proteinas. Por
ejemplo, se ha observado que las proteinas “mal plegadas” (misfolded) son mas susceptibles a la
carbonilaciéon que las nativas, sugiriendo que la carbonilacién podria estar indicando que una
proteina es irreparable y por lo tanto estaria actuando como un sistema de “etiquetado” para la via
de degradacion. Esto se ha observado en células de mamifero oxidativamente estresadas, donde la
carbonilacién conduce a la degradacion de la proteina modificada (y generalmente disfuncional) por
el sistema proteosémico (Grune et al., 2004; Dalle-Donne et al., 2006b). En procariotas, los mismos
estudios han planteado la posibilidad de que algunas proteinas sean mas susceptibles a la
carbonilacion porque estdn mal plegadas, en lugar de ser disfuncionales porque la carbonilacion ha
provocado el plegamiento erréneo (Dukan et al., 2000; Ballesteros et al., 2001).

Las proteinas con funcion reducida o perdida, pueden ser dafiinas si se acumulan en las células. Por
lo tanto, las proteinas oxidadas son reparadas, eliminadas mediante su degradacion proteolitica o
acumuladas en forma de proteinas dafiadas o mal plegadas. Los principales sistemas proteoliticos
intracelulares incluyen proteasas lisosomales (catepsinas), proteasas dependientes del calcio
(calpainas), y proteasas multicataliticas (proteosoma 20S y proteosoma 26S). Los proteosomas
pueden degradar las proteinas mediante dos vias no lisosomales, ubiquitina-dependiente o
ubiquitina-independiente. En las células, la mayoria de las proteinas destinadas a la degradacion
primero son “etiquetadas” por la ubiquitina (en un proceso dependiente de ATP) y luego digeridas a
pequefios péptidos por el proteosoma 26S. Sin embargo, las proteinas oxidadas son en su mayoria
degradadas por el proteosoma 20S que, a diferencia del 26S, no requiere del marcaje de las
proteinas diana por la ubiquitina ni ATP para la actividad (Dukan et al., 2000; Ballesteros et al.,
2001).
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HIPOTESIS

La disfuncién mitocondrial determina un aumento del stress oxidativo ligado al envejecimiento de

Austrolebias charrua (Cyprinodontiformes: Rivulidae).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Evaluar la funcién mitocondrial en individuos juveniles y seniles de A. charrua nacidos en
cautiverio.
b) Estudiar el aumento de stress oxidativo en individuos juveniles, adultos y seniles de A.

charrua obtenidos en cautiverio.
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MATERIALES y METODOS

Disefio experimental con ejemplares obtenidos en cautiverio

Se analizaron ejemplares juveniles y seniles de hermanos totales de A. charrua de las progenies
obtenidas en cautiverio durante los afios 2012 y 2013. Los individuos fueron mantenidos en
cautiverio a lo largo de todo su ciclo de vida, en acuarios con agua declorinada, burbujeo constante,
temperatura ambiente de 19°C, fotoperiodo natural y alimentacion diaria. Se analizaron algunos
individuos colectados en el campo, pero éstos no fueron considerados en analisis posteriores debido
a que el estrés ocasionado por la captura, transporte y adaptacion a las condiciones de cautiverio
podria interferir en los resultados. Ejemplares de A. cheradophilus tampoco fueron analizados

debido al bajo nimero de individuos obtenidos en las 2 progenies.

Medidas del flujo de O, en un oximetro de alta resolucion

En mitocondrias con la membrana interna intacta, la transferencia de electrones (que se puede medir
mediante el consumo de O;) en presencia de ADP conduce a la sintesis de ATP por la ATP sintasa.
Este fendmeno se conoce como “acoplamiento” y puede determinarse experimentalmente mediante
el indice de control respiratorio (RCR, “Respiratory Control Rate”). El consumo de oxigeno en
presencia de algun sustrato y ADP (conocido como estado 3 de la respiracion) se mide y compara
con la tasa de respiracion luego de que el ADP fue consumido (estado 4 de la respiracion). Por lo
tanto, aquellas mitocondrias que no presenten diferencias entre ambos estados estarian
“desacopladas” (Rickwood et al., 1987).

En esta tesis, estas mediciones se llevaron a cabo en un equipo de respirometria de alta resolucion
Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) ubicado en el Depto. Bioquimica,
Facultad de Medicina, del CEINBIO, Centro de Investigaciones Biomédicas de la UdelaR. A fin de
evaluar la maxima capacidad respiratoria de las células intactas, inicialmente se adicionan sustratos
respiratorios de los complejos | y Il de la cadena respiratoria. Luego de alcanzar un nivel
estacionario, el flujo de oxigeno comienza a disminuir y se agrega ADP (Respiracion basal). Esto
ocasiona un aumento drastico del consumo de oxigeno por la disipacion del gradiente de H+ que
conduce a la sintesis de ATP, lo cual indica el grado de acoplamiento entre el consumo de O, y la
sintesis de ATP en estas células. Cuando el ADP fue consumido casi completamente, se observa
una disminucién del flujo de O, y se agrega oligomicina, inhibidor de la sintesis de ATP que actua
especificamente bloqueando el canal de H+ en la fraccion FO de la ATP sintasa, inhibiendo asi la

fosforilacion oxidativa. Esto produce una disminucién constante del flujo de O, y antes de que se
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consuma todo el O, presente en el medio, se adiciona un agente desacoplante (por ej. FCCP
“Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone™). Este reactivo actia como un
transportador mavil de iones, transportando H+ a través de la membrana interna e impidiendo asi la
sintesis de ATP. Esto permite evaluar la velocidad de respiracion desacoplada mediante el indice de
control desacoplado (UCR, “Uncoupling Control Rate”) que corresponde al inverso del indice de
control respiratorio (RCR). Finalmente, se agrega antimicina, un inhibidor del complejo 1l de la
cadena respiratoria ya que bloquea la transferencia de electrones entre el citocromo b y el c1.

El flujo de O, obtenido luego de su adicién refleja el consumo basal de O, por parte de la célula sin

considerar la respiracion mitocondrial.

El Oximetro de alta resolucion posee un software especifico, el DatLab ver.4.3.1.15 (Oroboros
Instruments, Innsbruck, Austria) que permite el analisis en tiempo real del flujo de oxigeno medido
en el OROBOROS Oxygraph-2k. El flujo de oxigeno por volumen puede ser instantdneamente
normalizado por la masa de la muestra o el nimero de células. Los resultados son visualizados en
una grafica como la que se muestra en la Figura 31. En la grafica correspondiente al flujo de O, se
seleccionan las regiones mas estables y los valores medios correspondientes se visualizan en una

Tabla (que se puede exportar a Excel, para el anlisis de los datos).

Figura 31. Concentracién de O, (azul en el eje Y1) y flujo de O, (rojo en el eje Y2) en funcién del tiempo. El
registro de datos se inici6 luego de la adicion de una suspension celular. Los eventos marcan el inicio de una
nueva fase del andlisis (por €j. luego de la adicion de alguno de los reactivos) y se muestran mediante lineas
verticales. Las marcas realizadas en las regiones mas constantes de cada evento, se muestran mediante barras
horizontales entre dos lineas verticales, con el nombre de la marca en la barra inferior. Superpuesta en la
figura, se muestra la Tabla con los valores promedio de cada evento. Tomada de
www.bioblast.at/index.php/MiPNet19.01E_02 Flux_Analysis.
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Como se menciond anteriormente, el “acoplamiento” de la cadena respiratoria y la fosforilacion
oxidativa se determina mediante el indice de control respiratorio (RCR). En células intactas, este
indice se calcula a partir de los valores promedio del flujo de O, obtenidos luego de la adicién de

FCCP y oligomicina segun la siguiente ecuacién:

FCCP — Antimicina

Oligomicina — Antimicina

RCR =

Se resta el valor promedio del flujo de O, obtenido luego del agregado de la antimicina, para
considerar solamente el consumo de O, por parte de la cadena respiratoria mitocondrial. VValores de
RCR > 1 indican que existe acoplamiento en las mitocondrias analizadas. Cuando se analizan

células intactas, frecuentemente se calcula el UCR (o indice de desacople) mediante la ecuacion:

FCCP — Antimicina

UCE = —— ——
Respiracion basal — Antimicina

Este indice refleja la capacidad respiratoria de reserva y puede disminuir por el aumento de la
respiracion endogena estimulada por ADP (por ejemplo, debido a una mayor demanda de energia)

debido a la disociacion de las mitocondrias o0 a una disminucion de la capacidad respiratoria.

Determinacién del acoplamiento mitocondrial en biopsias de higado

En esta tesis, se estudié por primera vez la integridad funcional de las mitocondrias presentes en el
higado de una especie de peces anuales de la familia Rivulidae (Cyprinodontiformes). Se midio la
respiracion mitocondrial en biopsias de higado de individuos jovenes y seniles de hermanos totales
de A. charrua mediante el registro del flujo de O, en el tejido.

La técnica se puso a punto para A. charrua como modelo animal, realizando mediciones en biopsias
de higado y musculo esquelético y en animales juveniles, adultos y seniles procedentes de la
naturaleza y nacidos en cautiverio. Los resultados obtenidos para las biopsias de higado fueron mas
satisfactorios que los obtenidos para el mdsculo esquelético, por lo que el primero fue seleccionado
como organo en los experimentos finales. Asimismo, los resultados obtenidos en los individuos de
campo fueron sumamente variables (posiblemente debido al estrés ocasionado por la captura,
transporte y adaptacion a las condiciones de cautiverio) por lo cual éstos no fueron evaluados en los

analisis posteriores. A fin de evaluar la respiracion mitocondrial en el tejido lo menos alterado
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posible, los higados analizados fueron obtenidos de individuos sacrificados mediante decapitacion

en el momento previo a la extraccion del 6rgano.

Por lo tanto, se midié el consumo de O, en biopsias de higados frescos de hembras y machos
jovenes y seniles de las 2 progenies de A. charrua nacidas y mantenidas en cautiverio (ver

Apéndice 1), tal como se describe en el Apéndice 4.

Finalizado el analisis, los registros de consumo de oxigeno fueron analizados con el programa
DatLab ver.4.3.1.15 (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) donde se determinaron los indices
RCR y UCR descritos anteriormente.

Se graficé el promedio de cada uno de los indices con su error estandar. Las diferencias
significativas se determinaron a partir de valores-p (p) < 0,05 calculados mediante un test t-student

con una distribucién de 2 colas.

Determinacién de proteinas carboniladas: Oxyblot

Para determinar la presencia de proteinas carboniladas durante la ontogenia de A. charrua, se
realiz6 una inmuno deteccion de los residuos de 2,4-dinitrofenilhidrazona mediante el kit comercial
“OxyBlotTM Protein Oxidation Detection System” (Millipore). Se analizaron higados (conservados
a -80°C) de hembras de A. charrua obtenidas en los 3 estadios ontogenéticos durante el afio 2012

(ver apéndice 1).

Cuantificacién de proteinas totales en la muestra

Se uso el mismo extracto de proteinas descrito anteriormente en la determinacion de la actividad de

la enzima telomerasa (Tabla 30) y se cuantificaron proteinas totales por el método de Bradford.

Derivatizacion de las proteinas totales

Los grupos carbonilo de las proteinas totales fueron convertidos a 2,4-dinitrofenilhidrazona
mediante su reaccion con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) usando el kit comercial “OxyBlotTM
Protein Oxidation Detection System” (Millipore). Luego de la puesta a punto de la técnica en A.
charrua, se trataron 500 pg/ml de proteinas totales, siguiendo el protocolo suministrado por el

fabricante que se detalla en el Apéndice 4.
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Separacion de las proteinas carboniladas: SDS-PAGE

Las muestras carboniladas se sometieron a una electroforesis en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante (SDS-PAGE) al 12% en buffer Tris-Glicina 1X (pH 8,3). Se sembraron 20 ul de
las muestras derivatizadas en el item anterior y 3 pul del marcador de peso molecular (Prestained
Protein Molecular Weight Marker, #SM0441, FERMENTAS). La corrida electroforética se realizo

a 150V durante aproximadamente 2 horas y a 4°C.

Separacidn de las proteinas totales: SDS-PAGE

Como control de carga de las proteinas totales derivatizadas sembradas en el gel, en el mismo se
sembraron 5 ul del extracto crudo de proteinas con buffer de corrida 1X. Esta region del gel

posteriormente sera evaluada con un anticuerpo primario anti-actina.

Transferencia de las proteinas a la membrana

Finalizada la corrida electroforética, se procedié a la transferencia de todas las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa de 0,45 um (Biorad) como de describe en el Apéndice 4.
La transferencia de las proteinas a la membrana se llevo a cabo a 100V durante aproximadamente 2

horas, a 4°C.

Inmuno-deteccion

Finalizada la transferencia, de desmonté “el sandwich” y se procedidé como se detalla en el
Apéndice 4. La membrana con las proteinas carboniladas se incubd con una dilucion 1:50 del
anticuerpo primario anti-2,4-dinitrofenilhidrazona y luego con una dilucion 1:300 del anticuerpo
secundario (vienen con el kit). Por otro lado, la membrana para el control de carga de proteinas
sembradas se incubd con una dilucién 1:500 del anticuerpo primario anti-actina producido en
conejo (#A2066, Sigma-Aldrich) y luego con una dilucién 1:10000 del anticuerpo secundario (anti-

IgG de conejo).
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RESULTADOS

Evaluacion de la funcion mitocondrial en individuos de A. charrua obtenidos en

cautiverio en 2012

Debido a que se midid la respiracion mitocondrial en biopsias de tejidos, se peso cada uno de los
higados analizados (Tabla 31), inmediatamente después de extraido del individuo.

Tabla 31. Peso de los higados de los ejemplares de A. charrua obtenidos en cautiverio analizados en
2012.

NUmero de individuo Sexo Ontogenia Edad Peso Total (mg)
1 Hembra Juvenil 2 meses 66,40
2 Hembra Juvenil 2 meses 66,10
3 Hembra Juvenil 2,5 meses 83,00
4 Hembra Juvenil 3 meses 67,00
5 Hembra Juvenil 3 meses 18,20
6 Macho Juvenil 2,5 meses 19,40
7 Macho Juvenil 2,5 meses 97,30
8 Macho Juvenil 2,5 meses 62,90
9 Macho Juvenil 3 meses 29,40
10 Macho Juvenil 3 meses 30,00
11 Hembra Senil 6 meses 20,20
12 Hembra Senil 6 meses 31,30
13 Hembra Senil 7 meses 26,40
14 Hembra Senil 7 meses 52,60
15 Macho Senil 6 meses 97,00
16 Macho Senil 6 meses 75,00

Como se observa en la Tabla 31, el tamafio de los higados analizados fue muy variable incluso
dentro de los individuos del mismo sexo y en la misma etapa ontogenética. Algunos higados muy
grandes, fueron fraccionados al medio y se midié la funcionalidad mitocondrial en cada fraccion.

Luego de pesado, el higado fue colocado dentro de una de las cdmaras del oximetro de alta

resolucion Oxygraph-2k y se inicio el registro de los datos que se muestra en la Figura 32.
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Figura 32. Registro del consumo de oxigeno en el higado de una hembra joven. La gréfica azul indica la
concentracion de oxigeno [nmol/ml] y la roja el flujo de oxigeno por masa de tejido [pmol/(s*mg)] en
funcién del tiempo. El registro de datos se inicié después de la adicion de la biopsia. Las flechas sefialan el
momento en que se adicionaron los diferentes reactivos.

El patron de flujo de O, en funcion del tiempo fue muy similar en todas las muestras analizadas,
tanto juveniles como seniles. Luego de la adicidn de los sustratos respiratorios de los complejos | 'y
Il de la cadena respiratoria, se observo un aumento del flujo de O, por el tejido, sugiriendo que
ambos complejos estan activos. Cuando el consumo de O, comenzo a disminuir como consecuencia
de una disminucién de los sustratos en el medio, se agregd ADP y se observo un drastico aumento
del flujo de oxigeno, indicando que existe acoplamiento en las mitocondrias de los higados
analizados. Cuando la concentracion de ADP comenz6 a disminuir, se agregd oligomicina y se
observé una drastica disminucion del flujo de O, Este resultado es coherente con lo esperado luego
de la inactivacion de la actividad de la ATP sintasa por parte de la oligomicina, que ya no disipa el
gradiente de pH, por lo tanto la mitocondria disminuye el consumo de O, al no tener que mantener
el gradiente de H" a través de su membrana interna. Una vez inactivada la fosforilacion oxidativa, y
antes de que se consumiera todo el O, disuelto en el medio de respiracion, se evalud la maxima
capacidad respiratoria de las mitocondrias mediante el agregado del agente desacoplante FCCP, y se
observé que el flujo de oxigeno comenzaba a aumentar nuevamente. Cuando el consumo de
oxigeno dejo de aumentar, luego de varias adiciones de FCCP, se inhibi0 el flujo de electrones en el
complejo 111 mediante la adicion de antimicina y se observo un drastico colapso del flujo de O, ya

que solamente se registra el consumo basal de O, por parte de la célula.

En la Tabla 32 se muestran los valores de flujo de oxigeno obtenidos para cada individuo analizado

y los indices correspondientes calculados.
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Tabla 32. Valores de flujo de O, por masa de tejido [pmol/(s*mg)] luego de la adicion de los
sustratos, inhibidores y del desacoplante en individuos de A. charrua obtenidos en cautiverio en

2012. En amarillo se resaltan los valores obtenidos para el RCR y en verde para el UCR.

Peso de la
'\.'“”.‘e.“’ de exo blo_p5|a Basal=SUST+ADP Oligomicina FCCP  Antimicina RCR = UCR
individuo analizada
(mg)
44,20 4,3 2,6 4,6 0,6 2,0 1.1
1 Hembra
22,20 11,6 7.2 10,4 1,8 1,6 0,9
37,20 3,9 2,5 53 0,9 2,8 15
2 Hembra
28,90 3,5 3,2 41 1,8 1,7 1,3
3 Hembra 83,00 4,1 2,6 3,9 0,5 1,6 0,9
4 Hembra 67,00 4,6 2,6 4.4 0,7 1,9 1,0
5 Hembra 18,20 11,6 7,2 12,6 2,3 2,1 11
6 Macho 19,40 10,3 7.6 11,5 2,1 1,7 11
7 Macho 97,30 3,4 2,0 2,7 0,7 15 0,8
8 Macho 62,90 51 4,0 4.4 11 11 0,8
9 Macho 29,40 6,4 3,9 9,1 15 3,2 1,5
10 Macho 30,00 5,4 47 6,3 2,4 1,7 1,3
11 Hembra 20,20 7,9 4,6 8,1 3,3 3,5 1,0
12 Hembra 31,30 12,8 4,0 43 1,9 11 0,2
Hembra 13,10 6,6 5,8 8,8 2,7 2,0 1,6
13
Hembra 13,30 6,4 49 7,7 2,4 2,1 1,3
Hembra 21,60 5,8 43 5,9 2,1 1,7 1,0
14
Hembra 31,00 5,9 3,4 5,8 1,3 2,2 1,0
15 Macho 97,00 57 3,0 3,1 0,8 11 0,5
16 Macho 75,00 57 2,9 3,0 1,3 1,0 0,4

Como no se adicion0 ningun permeabilizante a las muestras (por ej. Saponina 50 pg/ul),
consideramos como respiracion basal del tejido el flujo de O, luego de la adicion de los sustratos y
del ADP. Como se observa en la Tabla 32, los valores obtenidos para el indice de control
respiratorio (RCR) en los individuos jovenes, son muy variables dentro de individuos del mismo
sexo y entre sexos. Los valores del indice de desacople (UCR) fueron bastante constantes, no
detectandose grandes diferencias dentro ni entre los sexos. Por esto, solamente graficamos los
valores promedio de RCR para cada sexo y cada estadio ontogenético. En la Figura 33 se muestra
la relacion entre los RCR de hembras y machos jovenes de A. charrua obtenidos en cautiverio en

2012. EIl valor promedio de RCR obtenido para las hembras (RCR=2,0) resulté casi igual al
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obtenido para los machos (RCR=1,9). Como ambos valores promedio de RCR > 1, en este estadio
las mitocondrias del higado estan acopladas en ambos sexos. El analisis estadistico de t-student
revel6 que no existe una diferencia significativa entre ellos (p>0,05). La diferencia obtenida entre

hembras y machos seniles, tampoco fue significativa (p>0,05).

Figura 33. Grafica de los valores promedio de RCR obtenidos en higados de hembras (rosado) y machos
(azul) juveniles de A. charrua obtenidos en cautiverio en 2012. Las barras de error corresponden a los
desvios estandar para cada set de datos.

Al comparar los valores de RCR entre los dos estadios ontogenéticos (juveniles vs. seniles) (Figura
34) tampoco se observo una diferencia significativa entre ellos (p>0,05). El valor promedio de RCR
obtenido para todos los individuos jovenes (RCR=1,9) resulto casi igual al obtenido para todos los
individuos viejos (RCR=1,8). Como ambos valores promedio de RCR > 1, se puede inferir que el

nivel de respiracion mitocondrial no se ve disminuido con el envejecimiento de los individuos.

Figura 34. Gréfica de los valores promedio de RCR obtenidos en higados de individuos jovenes (naranja) y
seniles (celeste) de A. charrua obtenidos en cautiverio en 2012. Las barras de error corresponden a los
desvios estandar para cada set de datos.
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Evaluacion de la funcion mitocondrial en individuos de A. charrua obtenidos en

cautiverio en 2013

Al igual que para la progenie anterior, se peso cada uno de los higados analizados de la progenie de

A. charrua nacida y mantenida en cautiverio en 2013 (Tabla 33).

Tabla 33. Peso de los higados de todos los ejemplares de A. charrua obtenidos en cautiverio

analizados en el 2013.

Ndmero de individuo Sexo Ontogenia Edad Peso (mg)
1 Hembra Juvenil 3 meses 78,50
2 Hembra Juvenil 3 meses 53,70
3 Hembra Juvenil 3 meses 34,00
4 Macho Juvenil 3 meses 69,40
5 Macho Juvenil 3 meses 3,00
6 Macho Juvenil 3 meses 39,50
7 Macho Juvenil 3 meses 37,50
8 Macho Juvenil 3 meses 25,20
9 Macho Senil 5 meses 39,60
10 Macho Senil 5 meses 35,40
11 Macho Senil 5 meses 31,20
12 Macho Senil 5 meses 45,80
13 Macho Senil 7 meses 130,60
14 Macho Senil 7 meses 10,00
15 Macho Senil 7 meses 96,30
16 Macho Senil 7 meses 130,30

Como se observa en la Tabla 33, en esta generacion de A. charrua en cautiverio, el tamafio de los
higados analizados también fue muy variable no s6lo dentro de los individuos del mismo sexo sino
también en la misma etapa ontogenética. Al igual que en los anélisis de la generacion del 2012,
algunos higados muy grandes, fueron fraccionados al medio y se midi6 la funcionalidad

mitocondrial en cada fraccion.
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Luego de pesado, el higado fue colocado dentro de una de las camaras del oximetro de alta

resolucion Oxygraph-2Kk y se inicio el registro de los datos que se muestra en la Figura 35.

Figura 35. Registro del consumo de oxigeno en el higado de un macho joven. La gréafica azul indica la
concentracion de oxigeno [nmol/ml] y la roja el flujo de oxigeno por masa de tejido [pmol/(s*mg)] en
funcion del tiempo. El registro de datos se inicié después de la adicion de la biopsia. Las flechas sefialan el
momento en que se adicionaron los diferentes reactivos.

El patron de flujo de O en funcion del tiempo fue muy similar en todas las muestras analizadas,
tanto juveniles como seniles, y mostré el mismo comportamiento descrito para la generacion

anterior.

En la Tabla 34 se muestran los valores de flujo de oxigeno obtenidos para cada individuo analizado

y los indices correspondientes calculados.
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Tabla 34. Valores de flujo de O, por masa de tejido [pmol/(s*mg)] luego de la adicion de los
sustratos, inhibidores y del desacoplante en individuos de A. charrua obtenidos en cautiverio en
2013. En amarillo se resaltan los valores obtenidos para el RCR y en verde para el UCR.

'\I'r‘j;‘\‘jfgu‘ée Sexo Pzz‘;l?faﬁab(%s)ia sual” . Oligomicina ~ FCCP Antimicina  RCR UCR
1 Hembra 78,50 3,0 0,9 36 03 5,0 12
> Hembra 53,70 3.9 22 4,9 0,6 27 13
3 Hembra 34,00 37 21 45 0,9 29 13
4 Macho 69,40 3.4 15 47 0,4 3,9 14
5 Macho 3,00 30,2 15,3 37,2 41 29 13
6 Macho 39,50 35 12 4,6 0,2 4,6 13
7 Macho 37,50 21 16 3.2 08 31 19
8 Macho 25,20 6,0 37 71 11 23 12
9 Macho 39,60 44 3.2 41 0,9 14 0,9
10 Macho 35,40 47 27 49 07 21 1,0
11 Macho 31,20 48 41 45 17 12 0,9
12 Macho 45,80 31 27 28 0,9 11 0,9
13 Macho 130,60 75 3.2 44 03 14 0,6
14 Macho 10,00 46,4 22,4 61,5 44 3.2 14

48,40 5,6 33 48 12 17 0,8
15 Macho

47,90 6,1 35 57 0,9 18 0,9

83,20 25 22 23 0,6 11 0,9
16 Macho

47,10 42 37 37 22 1,0 0,8

Siguiendo el mismo criterio empleado en el analisis de la generacion de 2012, como no se adiciond
ningun permeabilizante a las muestras, consideramos como respiracion basal del tejido el flujo de
O, luego de la adicion de los sustratos y el ADP. Como se observa en la Tabla 34, los valores
obtenidos para el indice de control respiratorio (RCR) en los individuos jovenes, son muy variables
dentro de individuos del mismo sexo y entre sexos, mientras que los valores del UCR son bastante
constantes. Por lo tanto, en esta generacion también graficamos los valores promedio de RCR para
cada sexo y cada estadio ontogenético de esta progenie. En la Figura 36 se muestra la relacion entre
los RCR de hembras y machos jovenes de A. charrua obtenidos en cautiverio en 2013. EIl valor
promedio de RCR obtenido para las hembras (RCR=3,5) resultd casi igual al obtenido para los
machos (RCR=3,4). Como ambos valores promedio de RCR > 1, en este estadio las mitocondrias
del higado estan acopladas en ambos sexos. El anélisis estadistico de t-student revel6 que no existe

una diferencia significativa entre ellos (p>0,05). Cabe destacar que los valores de RCR obtenidos en
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esta generacion, fueron sensiblemente mayores que los obtenidos en la generacién 2012 (3.5 vs
2.0). En esta generacion de hermanos totales no se obtuvieron hembras viejas, por lo que el analisis

entre ambos sexos en el estadio senil, no se pudo realizar.

Figura 36. Grafica de los valores promedio de RCR obtenidos en higados de hembras (rosado) y machos
(azul) juveniles de A. charrua obtenidos en cautiverio en 2013. Las barras de error corresponden a los
desvios estandar para cada set de datos.

A diferencia de lo observado en la generacion anterior (2012), al comparar los valores de RCR entre
los dos estadios ontogenéticos (juveniles vs. seniles) (Figura 37) se observo una diferencia
significativa entre ellos (p<0,05). El valor promedio de RCR obtenido para todos los individuos
jovenes (RCR=3,4) resultd mayor al obtenido para todos los individuos viejos (RCR=1,6). Si bien
ambos valores de RCR > 1, y existiria acoplamiento en ambos estadios de la ontogenia, se puede
inferir que el nivel de respiracion mitocondrial disminuyo significativamente con el envejecimiento

de los individuos.

Figura 37. Grafica de los valores promedio de RCR obtenidos en higados de individuos jovenes (naranja) y
seniles (celeste) de A. charrua obtenidos en cautiverio en 2013. Las barras de error corresponden a los
desvios estandar para cada set de datos.
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Presencia de proteinas carboniladas durante la ontogenia de A. charrua en

cautiverio

Se determind la presencia de proteinas carboniladas en el higado de 3 hembras jovenes (3 meses de

vida) y 3 adultas (5 meses de vida) de A. charrua nacidas y mantenidas en cautiverio en 2012,

Concentracion de proteinas totales en la muestra

Se analiz6 el mismo extracto de proteinas utilizado en la determinacion de la actividad de la

telomerasa (Tabla 30).

Deteccidn de proteinas carboniladas mediante inmuno-deteccion

Una concentracion de proteinas totales de 500 ug/ml fue analizada por Western blot con anticuerpo
anti-2,4-dinitrofenilhidrazona (Figura 38). Por disponibilidad del numero de pocillos, no se

incluyeron los controles negativos y positivos en el gel.

Figura 38. Presencia de proteinas carboniladas en el higado de hembras de A. charrua durante su ontogenia
en cautiverio. a) SDS-PAGE (12%) de las proteinas carboniladas detectadas por Western blot usando un
anticuerpo anti-DNP, en 3 hembras juveniles y 3 adultas. b) Western blot para la proteina actina (control de
carga). Marcador de peso molecular: Prestained Protein Molecular Weight Marker (#SM0441,
FERMENTAS).

La comparacion de la acumulacion de proteinas carboniladas en el higado de hembras de A. charrua
de 3 y 5 meses de vida, revelo ya elevados niveles de proteinas oxidadas en el higado de las
hembras méas jovenes. Estos resultados indican que, en individuos de A. charrua obtenidos en
cautiverio, los niveles de proteinas oxidadas no aumentan significativamente con la edad. Los
individuos analizados en esta instancia fueron jovenes y adultos, en un futuro analisis, habria que
incluir individuos de edad més avanzada (aproximadamente 7-8 meses de vida), seniles, a fin de

corroborar o refutar esta tendencia.
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DISCUSION

Funcionalidad mitocondrial en el higado durante el envejecimiento de A. charrua

En esta tesis, se evalud por primera vez la respiracion y acoplamiento mitocondrial en una especie
de peces anuales del Orden Cyprinodontiformes (Rivulidae). Se analizaron biopsias de higado de
hermanos totales nacidos y mantenidos en cautiverio a lo largo de todo su ciclo de vida, en acuarios
con agua declorinada, burbujeo constante, temperatura ambiente de 19°C, fotoperiodo natural y
alimentacion diaria. A pesar de esto, se observd una alta diversidad en el peso de los higados
extraidos, tanto en los machos como en las hembras y en las ventanas de la ontogenia (Tablas 31 y
33). Estos datos estarian sugiriendo que el tamafio del higado no disminuye con el envejecimiento
del individuo y principalmente en las hembras, donde se podria esperar este fenémeno ya que las
células de este tejido estan en constante renovacion (tejido mitético) y éste 6rgano es el responsable
de la produccién de la proteina vitelogenina que es incorporada en los ovocitos para comenzar
proceso de vitelogénesis (Tyler and Sumpter, 1996; Arezo et al., 2007).

A la fecha no existen estudios que analicen la funcionalidad mitocondrial en hembras y machos por
separado. Nuestros resultados sobre el analisis del indice de control respiratorio, revelaron que a los
3 meses de vida ambos sexos presentan una tasa respiratoria similar (Figuras 33 y 36). Tanto en las
hembras, como en los machos el RCR > 1. El analisis entre sexos de individuos seniles no se pudo
Ilevar a cabo ya que en la progenie del 2012 solamente se pudieron analizar 2 machos (y 4 hembras)
y en la del 2013 solamente se analizaron machos. El analisis comparativo entre juveniles y seniles
no fue concordante entre las 2 generaciones estudiadas (Figuras 34 y 37). En la progenie obtenida
en 2012, no se detecto una diferencia significativa entre los RCR de los individuos jovenes y seniles
(Figura 34), mientras que en la progenie del 2013 si (Figura 37). Cabe mencionar que los valores de
RCR obtenidos en 2012 fueron sorprendentemente bajos. Por otro lado, el resultado de la progenie
2013, coincide con lo observado en mitocondrias aisladas de células musculares del pez anual N.
furzeri (Hartmann et al., 2011). En este trabajo se reporta una diferencia significativa entre el RCR
de individuos de 5 semanas (RCR = 8.0) y de 32 semanas (RCR = 4.0).

Acumulacion de proteinas oxidadas durante el envejecimiento de A. charrua

En esta tesis se determind por primera vez la presencia de proteinas carboniladas en una especie del
género Austrolebias. Los resultados obtenidos mediante Western blot revelaron la presencia de
proteinas carboniladas ya en el higado de hembras jovenes con 3 meses de vida, mientras que los

niveles detectados en las hembras con 5 meses de vida, fueron sustancialmente inferiores (Figura
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38). Esta diferencia no se debe a la concentracion de proteinas totales analizadas, ya que el control
de carga realizado con la proteina actina constatd similar concentracion de proteinas para los 6
individuos analizados. El analisis sobre la acumulacion de proteinas carboniladas realizado en
individuos con 3, 6, 12 y 24 meses de vida de D. rerio, revelé un aumento de las mismas con el
envejecimiento. En ese trabajo, los ejemplares de 3 meses de vida ya presentan una elevada
concentracion de proteinas oxidadas (dato que coincide con el resultado de esta tesis), siendo
sustancialmente mayor a los 24 meses de vida. Sin embargo, se observa una menor concentracion
en los individuos de 6 meses respecto a los jovenes de 3 meses (otra vez en concordancia con
nuestras observaciones en A. charrua) pero los autores no hacen referencia a esta disminucién de la
concentracion (Kishi et al., 2003). Un aumento de proteinas carboniladas también se observo
durante el envejecimiento de los peces anuales N. rachovii y N. guentheri mediante la deteccion de
DNPH a 366 nm (Hsu et al., 2008; Liu et al., 2012).

A diferencia de lo observado en otros peces (Kishi et al., 2003; Hsu et al., 2008; Liu et al., 2012), en
el higado de A. charrua se observé mayor concentracion de proteinas carboniladas en los individuos
mas jovenes (Figura 38). Un resultado similar observamos al estudiar la acumulacion de proteinas
carboniladas en el higado de hembras de A. charrua colectadas en la naturaleza (Figura 39). En ese
andlisis solamente se estudio 1 individuo joven, otro colectado a los 2 meses en el mismo charco
temporal y otro colectado 2 meses después, casi al final del ciclo en la naturaleza. Como se observa
en la Figura 39, en este caso la concentracion de proteinas oxidadas disminuye en el higado de la

hembra adulta y luego vuelve a incrementarse en la hembra senil.

Figura 39. Presencia de proteinas carboniladas en el higado de hembras de A. charrua colectadas en la
naturaleza. a) SDS-PAGE al 12% tenido con Coomassie Blue donde se observan las proteinas totales en cada
una de las muestras. b) SDS-PAGE al 12% de las proteinas carboniladas detectadas por Western blot usando
un anticuerpo anti-DNP, ¢) Western blot para la proteina actina que fue utilizada como control cuantitativo
de cada muestra. En este analisis no se incluy6 la hembra senil por disponibilidad de carriles. EI marcador de
peso molecular (MPM) sembrado fue el PageRuler™ Prestained Protein ladder (#SM0671, FERMENTAS).
Como se indica en la figura, se analizaron dos concentraciones diferentes de proteinas totales: 1500 y 2.155
ug/mL. J= juveniles, A=adultos, S=seniles.
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Considerando que una alta tasa metabolica se asocia con un mayor estrés oxidativo (Lucas-Sanchez
et al., 2014) y que se ha demostrado que la tasa metabolica disminuye a lo largo del ciclo de vida de
A. viarius (Cardozo, 1999), una posible explicacion para la presencia de proteinas carboniladas en
individuos jovenes seria debido a su alta tasa metabdlica, con requerimientos elevados de ATP, por
lo tanto una respiracion mitocondrial intensa y fuertemente acoplada a la fosforilacion oxidativa
(como lo demuestran nuestros resultados de valores de RCR). Por otro lado, la disminucion
observada en el higado de las hembras adultas, con una exigencia energética mucho menor,
respiracion mitocondrial disminuida, por lo tanto menor produccion lateral de superdxido, pero a su
vez un sistema todavia eficiente de remocién de proteinas disfuncionales como las carboniladas, los
niveles de éstas disminuyen. En la mosca domestica Musca domestica, una restriccion en el vuelo
(menor actividad fisica y exigencia energética) aumenta el tiempo de vida y se correlaciona con una
disminucion en las proteinas carboniladas (Yan and Sohal, 2000). Otro dato interesante de la
literatura es que la oxidacion de proteinas aumenta dramaticamente en el Gltimo tercio de vida del
individuo (Oliver et al., 1987; Starke-Reed and Oliver, 1989). Es de esperar que en individuos
seniles, donde los sistemas de remocidn de proteinas disfuncionales sean menos eficientes, se llegue
a la acumulacion de proteinas oxidadas. Lamentablemente no dispusimos en esta instancia de
individuos seniles para su comparacion. Nuestra hipdtesis es que en los individuos seniles, el
sistema de reparacion/remocion de proteinas disfuncionales decae y se llega a la acumulacién de

proteinas carboniladas.
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CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos sobre la funcionalidad mitocondrial durante el envejecimiento de A.
charrua muestran que, a los 3 meses de vida la tasa respiratoria es similar entre hembras y
machos y que puede haber una disminucion significativa de la misma como consecuencia del
envejecimiento. Sin embargo, debido a la variabilidad observada entre los individuos, habria
que analizar un mayor nimero de muestras, por lo menos otra generacion, a fin de corroborar la
disminucion detectada en la progenie obtenida en 2013. El nuevo andlisis deberia comprender
individuos en estadios tempranos de su ciclo de vida (3 meses o menos) y otros al final del
mismo (7 meses 0 mas) y se deberia analizar biopsias de higado y musculo a fin de poder
evaluar la funcionalidad mitocondrial en dos tipos de células (mito6ticas y post-mitéticas) ya que
se ha demostrado que éstas “envejecen” de manera diferente.

A fin de investigar mas a fondo la actividad de la cadena respiratoria durante el envejecimiento
de estos peces anuales, el fututo analisis de otra progenie deberia incluir la determinacion de la
actividad de algunos complejos de la cadena respiratoria, tales como los complejos | y 1I. En el
pez anual N. furzeri se ha observado que la actividad de los mismos disminuye con el
envejecimiento.

Otro abordaje a implementar seria la determinacion de la actividad de algunas enzimas
antioxidantes, tales como la MnSOD (inicialmente propuesto en el proyecto de tesis). El
analisis de MnSOD vy catalasa, llevado a cabo en los peces anuales N. rachovii y N. guentheri
reveld que la actividad de las mismas disminuye con el envejecimiento. En el marco de esta
tesis, se llevaron a cabo analisis preliminares sobre la actividad de la MnSOD, midiendo su
actividad en geles nativos de poliacrilamida con el agregado de cianuro de potasio como
inhibidor de la isoforma Cu-Zn SOD, no obteniéndose resultados satisfactorios ya que
solamente se pudo detectar la enzima Cu-Zn-SOD presente en el citosol. EI mismo analisis se
podria realizar usando mitocondrias aisladas y no un homogeinado celular como el que fue
analizado.

La evaluacion de la acumulacion de proteinas oxidadas durante el envejecimiento de A. charrua
representa el primer analisis realizado en este género de peces anuales, y reveld la presencia de
proteinas carboniladas ya en el higado de los individuos méas jovenes (con las tasas metabolicas
mas altas), e incluso sorprendentemente mayor respecto a los adultos. Por lo tanto, es necesario
el futuro andlisis de proteinas oxidadas en estos peces incluyendo individuos en estadios
tempranos de su ciclo de vida (3 meses 0 menos), intermedios (5 meses) y otros al final del

mismo (7 meses 0 mas). Ademas se deberia analizar biopsias de higado y musculo a fin de

138



Capitulo 2 — Conclusiones y perspectivas

poder seguir la acumulacion de proteinas carboniladas en dos tipos de células (mit6ticas y post-

mitoticas).
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INTRODUCCION

Senescencia celular y envejecimiento del organismo

Cuando las células son expuestas a potenciales estimulos oncogénicos, tales como el acortamiento
de los telémeros, dafios en el ADN o expresion de algunos oncogenes, se inducen mecanismos
supresores de tumores y las células dafiadas detienen su ciclo celular. En las células de mamiferos,
los mecanismos de defensa mejor conocidos son la senescencia celular y la apoptosis (muerte
celular programada). Si alguno de estos mecanismos falla, la célula adquiere un fenotipo maligno
resultando en la formacion de tumores (Takahashi, 2007).

La senescencia celular, fue inicialmente descrita a partir de cultivos celulares de fibroblastos
humanos normales que se replicaban un namero limitado de veces (senescencia replicativa)
(Hayflick and Moorhead, 1961). La proliferacion celular generalmente se detiene en la fase G1 pero
las células mantienen su actividad metabdlica y pueden permanecer esencialmente viables
indefinidamente (Matsumura et al., 1979; Pignolo et al., 1998).

En términos generales la senescencia celular se desencadena en respuesta a un dafio en el ADN no
reparado o al acortamiento de los telomeros. Dos tipos de dafios en el ADN inducidos por niveles
fisiolégicos de ROS pueden tener un impacto significativo sobre la senescencia celular. Por un lado,
un corte de simple hebra ineficientemente reparado en el ADN telomérico que ocasiona el
acortamiento de los telémeros; por otro lado, dafios en el ADNmt interrelacionados con la
produccion mitocondrial de ROS (Passos et al., 2007).

Teniendo en cuenta que las células senescentes pueden tener efectos deletéreos, incluido el
envejecimiento del organismo, es crucial poder diferenciarlas de las células saludables y
quiescentes presentes en los tejidos normales. Para ello, se han identificado biomarcadores que

permiten diferenciar los fenotipos moleculares de las células senescentes.

La lipofuscina: biomarcador del envejecimiento

Un biomarcador ampliamente empleado en la deteccion de células senescentes es la lipofuscina o
“pigmento del envejecimiento”. Se origina por la auto-fagocitosis de componentes celulares que
fueron oxidados dentro o fuera del lisosoma y esta constituida por proteinas oxidadas y residuos de
la degradacién de lipidos. Aunque su composicion varia significativamente entre los diferentes tipos
celulares, es un pigmento insoluble que no puede ser degradado por las hidrolasas lisosomales ni ser
exocitado. Una de sus propiedades mas importantes es que es autofluorescente, lo que hace posible

su cuantificacion (Terman and Brunk, 2004).
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Se ha encontrado que su acumulacion a lo largo del tiempo en las células post-mitéticas (por ej.
neuronas) puede ser perjudicial para las funciones celulares. La proliferacion celular es el Gnico
mecanismo conocido que permite a las células deshacerse de la “basura” (Brunk and Terman,
2002). Por esta razén, las células proliferativas presentan alteraciones menores con el paso del
tiempo mientras que las células post-mitéticas de vida larga envejecen y finalmente sufren una

muerte celular programada (apoptosis) (Terman and Brunk, 2004).

Acumulacién de lipofuscina en diferentes érganos de peces teledsteos

Debido a su propiedad autofluorescente y por ser uno de los marcadores candidato de la senescencia
celular, muchas investigaciones sobre el envejecimiento animal llevadas a cabo en diferentes
modelos de peces han determinado la presencia de lipofuscina en diferentes drganos y tipos
celulares.

El primer analisis sobre la acumulacion de lipofuscina durante el envejecimiento de un pez teledsteo
se llevo a cabo en células de musculo esquelético y cardiaco de ejemplares juveniles (5 meses de
vida) y seniles (24 meses de vida) de Danio rerio. En ambos tejidos, no se pudo detectar la
acumulacion de este pigmento asociada al envejecimiento (Kishi et al., 2003).

En Oryzias latipes, se determind la acumulacién de lipofuscina en el higado y en el corazén. En
ambos tipos celulares, los autores observaron prominentes depdsitos de lipofuscina en los
hepatocitos de los individuos de 16 y 24 meses y no en los mas jovenes de 6 meses (Ding et al.,
2010).

En los ultimos 10 afos, los peces anuales han adquirido protagonismo como animales modelo para
estudiar el envejecimiento. Los primeros estudios realizados en células del higado de N. furzeri
revelaron un aumento del pigmento lipofuscina durante el envejecimiento de esta especie (Genade
et al., 2005; Terzibasi et al., 2009). Posteriormente, también se observo una acumulacion de
lipofuscina en células del epitelio de las branquias de N. rachovii (Hsu et al., 2008) y en el higado
de N. guentheri (Liu et al., 2012).
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HIPOTESIS

Se produce una acumulacion del biomarcador lipofuscina como consecuencia del envejecimiento

del musculo esquelético en Austrolebias charrua (Cyprinodontiformes: Rivulidae).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar la estructura de las células musculares de A. charrua.
b) Determinar la acumulacion del biomarcador lipofuscina en individuos jovenes, adultos y

seniles de A. charrua colectados en la naturaleza.
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MATERIALES y METODOS

Fijacion del tejido

Se analizaron 3 hembras juveniles, 1 hembra y 2 machos adultos y 1 hembra y 2 machos seniles de
A. charrua colectados en el charco temporal ubicado en "La Coronilla" (Apéndice 1).

Los individuos fueron anestesiados con una sobredosis de una solucion al 1% de 2-fenoxietanol
(Sigma) segun un protocolo previamente aprobado por la CNEA (Comision Nacional de
Experimentacion Animal) y posteriormente una muestra de musculo esquelético de
aproximadamente 50 mg fue fijada en 1 ml de PFA 4%. A las 24 se repuso con PFA 4% nuevo y
luego el tejido se guardo6 a 4°C en solucién de PBS 1X.

Procesamiento del tejido para inclusion en parafina y cortes histologicos

El procedimiento para la inclusién del tejido en parafina de describe en el Apéndice 4.
Se realizaron secciones de 5um en un micrétomo Reichert-Jung Mod. 1130/Biocut y se adhirieron a
portaobjetos de vidrio sin ningun tipo de adhesivo. Se guardaron en oscuridad y a temperatura

ambiente.
Preparaciones histologicas para tincién con hematoxilina y eosina

La desparafinizacion e hidratacion se realizaron de acuerdo a procedimientos estandares de

histologia y se describen en el Apéndice 4.
Preparaciones histologicas y cuantificacion de lipofuscina

La desparafinizacion e hidratacién se realizaron de la misma manera que en el paso anterior y se
tifieron los ndcleos con una solucion de Hoechst (1:8000) a temperatura ambiente durante 10
minutos. Luego, los tejidos se lavaron 2 veces con PBS 1X, durante 10 minutos cada uno y se
guardaron en oscuridad y a temperatura ambiente.

Los preparados fueron visualizados en un microscopio NIKON ECLIPSE 50i. La autofluorescencia
de los granulos de lipofuscina fue observada a una excitacion de 488nm. Se tomaron 10 iméagenes al
azar de cada muestra. El analisis y procesamiento de las imagenes se llevé a cabo utilizando el
paquete informéatico ImageJ (Collins, 2007). Se graficé el promedio de intensidad con su error
estandar. Las diferencias significativas se determinaron a partir de valores-p (p) < 0,05 calculados

mediante un test t-student con una distribucion de 2 colas.
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RESULTADOS

Estructura del masculo esquelético de A. charrua

La tincion convencional de HyE de masculo esquelético de una hembra joven de A. charrua revelo
que, al igual que en el resto de los vertebrados, estas células musculares son fusiformes y

multinucleadas, con los nucleos localizados en la periferia de la fibra (Figura 40).

Figura 40. Estructura del masculo estriado de A. charrua. Corte histoldgico tefiido con HyE de una hembra
de A. charrua colectada en la naturaleza al inicio de su ciclo de vida (20X). (A) corte transversal de una fibra
muscular donde se distinguen los nucleos (azul/parpura) localizados en la periferia del sarcoplasma (rosa).
(B) corte longitudinal de la fibra muscular con los ndcleos localizados a lo largo del sarcoplasma. En estas
fibras puede apreciarse la estriacion caracteristica de este tipo muscular. Escala=1000um.

Deteccion de lipofuscina durante el envejecimiento de A. charrua en la naturaleza

La lipofuscina aparece como puntos verdes fluorescentes en el citoplasma celular. En las fibras
musculares, este pigmento se observa como una linea verde fluorescente en la periferia de la célula.
El muasculo esquelético de los individuos jovenes presenta muy poca lipofuscina (Figura 41a)
mientras que se observa un aumento de este pigmento en los individuos adultos y seniles (Figura

41byc).
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Figura 41. Acumulacién de lipofuscina en el masculo esquelético de hembras de A. charrua colectadas en la
naturaleza. Cortes histoldgicos transversales de las fibras musculares observados a una excitacién de 488nm
(40X). a) Hembra joven colectada al inicio del ciclo de vida, b) Hembra adulta colectada 2 meses después y
¢) Hembra senil colectada al final del ciclo de vida. En azul se observan los ndcleos tefiidos con Hoechst
(1:8000) y en verde opaco el sarcoplasma. En la periferia de la fibra, se observan regiones verdes
fluorescentes que corresponden a la acumulacion de lipofuscina (flecha blanca). Escala=1000pm.

Al ampliar una de las células de la Figura 41c, se observan claramente los granulos de lipofuscina

acumulados en la periferia de la fibra muscular (Figura 42).

Figura 42. Acumulacion de lipofuscina en una de las fibras musculares de la figura 41c. En azul se observan
los nucleos tefiidos con Hoechst (1:8000) y en verde opaco el sarcoplasma. En la periferia de la fibra, se
observan regiones verdes fluorescentes que corresponden a la acumulacion de lipofuscina.

La acumulacion de este pigmento autofluorescente también se ha detectado en musculo esquelético

de machos de A. charrua colectados en el campo (Figura 43).

Figura 43. Acumulacién de lipofuscina en el musculo esquelético de machos de A. charrua colectados en la
naturaleza. Cortes histoldgicos de las fibras musculares observados a una excitacion de 488nm (40X). a)
Corte transversal del musculo de un macho adulto colectado en la mitad de su ciclo de vida, b) Corte
longitudinal del musculo de un macho senil colectado al final del ciclo de vida. En azul se observan los
nacleos tefiidos con Hoechst (1:8000) y en verde opaco el sarcoplasma. En la periferia de la fibra, se
observan regiones verdes fluorescentes que corresponden a la acumulacién de lipofuscina (flecha blanca).

Escala=1000um.
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Cuantificacién de la acumulacion de lipofuscina durante el envejecimiento:

Se utilizd el programa ImagelJ para la cuantificacion de lipofuscina en 5 imagenes tomadas al azar
en cada uno de los individuos analizados. En cada una de ellas se seleccioné la region fluorescente

correspondiente a la acumulacion del pigmento y se cuantifico mediante el valor CTCF.

En el tejido muscular esquelético de las hembras de A. charrua, aumenta en forma significativa la

presencia del pigmento autofluorescente lipofuscina con el envejecimiento (Figura 44).

Figura 44. Aumento de la lipofuscina en el masculo esquelético de hembras de A. charrua colectadas en la
naturaleza. Grafica del promedio de la intensidad de fluorescencia en cada estadio ontogenético + el desvio
estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0,05).

Se detectdé un aumento significativo de este pigmento en las células musculares de hembras de A.

charrua colectadas en la naturaleza en etapas mas avanzadas de su ciclo de vida.
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En el tejido muscular esquelético de los machos de A. charrua se observo una leve acumulacion del

pigmento en los individuos mas viejos (Figura 45).

Figura 45. Aumento de la lipofuscina en el musculo esquelético de machos de A. charrua colectados en la
naturaleza. Gréfica del promedio de la intensidad de fluorescencia en cada estadio ontogenético + el desvio
estandar.

En las células musculares de los machos de A. charrua colectados en la naturaleza, no se detect6 un

aumento significativo de lipofuscina durante el envejecimiento.
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DISCUSION

Estructura del masculo esquelético de A. charrua

Con el objetivo de contar con imagenes de referencia que permitieran visualizar la localizacion de
la lipofuscina se determiné la estructura del masculo estriado en el pez anual A. charrua. Al igual
que en el resto de los vertebrados, estas células musculares son fusiformes y multinucleadas, con los

nucleos localizados en la periferia de la fibra (Figura 40).

Acumulacion de lipofuscina durante el envejecimiento de A. charrua

La lipofuscina es material intracelular rodeado de membrana que se localiza en el interior de los
lisosomas. Representa restos del proceso de degradacion lisosomica de diversos componentes
celulares y se acumula debido a que no puede ser degradado en su totalidad o eliminado por
exocitosis (Jung et al., 2007). Este pigmento se acumula progresivamente con la edad de los
organismos y es muy utilizado en estudios sobre el envejecimiento celular de muchos tejidos
somaticos. Este biomarcador también es muy utilizado en estudios sobre el envejecimiento celular
en peces. Por ejemplo, se ha confirmado que la lipofuscina esta relacionada al envejecimiento en el
higado y corazon de Oryzias latipes (Ding et al., 2010). Dentro de los peces anuales, se ha
observado un incremento de este pigmento en el higado de N. furzeri (Genade et al. 2005), en el
tejido epitelial de las branquias de N. rachovii (Hsu et al. 2008) y en el higado de N. guentheri (Liu
et al. 2012). Nuestros resultados sugieren que la acumulacion de lipofuscina en el musculo
esquelético de hembras (Figuras 41 y 44) de A. charrua esta asociada al envejecimiento de esta

especie y concuerdan con los resultados descritos en otros peces.

CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS

El pigmento lipofuscina, constituido por proteinas oxidadas y residuos de la degradacion de lipidos,
se acumula en los lisosomas de las células musculares durante el envejecimiento de A. charrua en el
naturaleza. Como las células musculares son post-mitéticas, habria que determinar qué pasa con la
acumulacion de lipofuscina en células mitoticas, como los hepatocitos, a fin de determinar si este
pigmento es un buen biomarcador del envejecimiento de todos los tejidos de A. charrua. También
habria que determinar si el mismo patron de acumulacion ocurre durante el envejecimiento de los

individuos en cautiverio, ya que las condiciones ambientales son diferentes.
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Conclusiones generales

CONCLUSIONES GENERALES

Los diferentes abordajes interdisciplinarios implementados en esta Tesis muestran patrones
moleculares de senescencia concordantes, poniendo de manifiesto que éstos pueden ser
detectables desde etapas tempranas del ciclo de vida (juveniles). Los individuos juveniles de A.
charrua presentan caracteristicas moleculares del envejecimiento (acumulacion de mutaciones
en el ADNmt, elevada concentracion de proteinas carboniladas y acumulacién de lipofuscina)
que son observadas en etapas mas avanzadas de la ontogenia en otros vertebrados que no
presentan un ciclo de vida anual.

A pesar de la deteccion precoz de los eventos de senescencia en los juveniles, en general
nuestros resultados sugieren que las especies de Austrolebias presentan patrones tipicos del
envejecimiento de los vertebrados, tales como: un posible acortamiento de los telomeros,
disminucion del RCR, aumento de las proteinas carboniladas y acumulacién de lipofuscina.

No se observaron diferencias notorias en la acumulacién de cambios en el ADNmt entre las
poblaciones naturales y las progenies obtenidas en cautiverio.

Nuestros resultados sugieren que Austrolebias charrua podria ser un buen modelo animal para
estudiar los diferentes aspectos moleculares del envejecimiento de vertebrados, tanto en
poblaciones naturales como en pedigri de laboratorio. La abundancia de individuos en
poblaciones naturales, asi como su viabilidad en condiciones de cautiverio, permiten la

realizacion de abordajes interdisciplinarios en esta tematica tan compleja.
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A. charrua (colectados en el campo en 2011)
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Individuos analizados de A. charrua

Sl e | e | nemi | o e | o
D-loop CYT-b COX-1 lipofuscina
2073 ? A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 1mes J v v
2074 ? A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 1mes J v v
2075 ? A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 1mes J v v
2076 ? A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 1mes J v v
2077 ? A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 1mes J v v
2147 ? A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 15meses | J v v
2167 ? A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 15meses | J v v
2068 he A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 1mes J v v v
2069 he A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 1mes J v v v
2070 he A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 1 mes J v v v
2071 he A charrua La Coronilla - 16 junio 2011 1mes | J v v
2138 he A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 15meses | J v v
2139 he A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 15meses | J v v
2143 he A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 15meses | J v v
2166 he A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 15meses | J v v
2170 he A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 25meses | J v v
2125 ma A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 1mes J v v
2126 ma A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 1mes J v v
2137 ma A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 15meses | J v v
2164 ma A. charrua La Coronilla - 16 junio 2011 15meses | J v v
2179 he A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 3 dias A v v v
2180 he A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 3 dias A v v
2181 he A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 3 dias A - v
2182 he A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 3 dias A v v
2183 he A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 3 dias A v v
2308 he A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 1mes A v v
2495 he A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 15meses | A v v
2496 he A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 24 dias A v v
2497 he A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 24 dias A v v
2174 ma A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 3 dias A v v v
2175 ma A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 3 dias A v v v
2176 ma A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 3 dias A v v
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A. charrua (colectados en el campo en 2011)
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Individuos analizados de A. charrua
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catiogo (6P) | SX© Especie Locaide - Fecha d coeca R Bl OVERAss | Teowros | micomdral | o caoniades | biomarcador
D-loop CcYTb lipofuscina

2177 ma A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 3 dias A v

2178 ma A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 3 dias A v

2305 ma A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 1mes A v

2306 ma A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 1mes A v

2307 ma A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 1mes A v

2688 ma A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 1mes A v

2689 ma A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 1mes A v

2690 ma A. charrua La Coronilla - 30 agosto 2011 1mes A v

2261 ma A. charrua (ADULTO) La Coronilla (prox. al parador del MTOP) - 16 junio 2011 / 21 setiembre 2011 3meses [ A -

2292 he A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 1dia S v v
2293 he A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 1dia S v

2294 he A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 1dia S v

2754 he A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 1 mes S v

2755 he A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 1mes S v

2761 he A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 15meses [ S v

2762 he A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 15meses [ S v

2767 he A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 15meses | S -

2768 he A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 15meses [ S v

2289 ma A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 1 dia S v v
2290 ma A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 1 dia S v v
2291 ma A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 1 dia S v

2334 ma A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 2 dias S v v

2335 ma A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 9 dias S v v

2336 ma A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 9 dias S v v

2337 ma A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 9 dias S v v

2338 ma A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 9 dias S - v

2711 ma A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 1 dia S v

2712 ma A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 1 dia S v

2738 ma A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 20 dias S v

2739 ma A. charrua La Coronilla - 4 octubre 2011 20 dias S v

2437 ma A. charrua La Coronilla (prox. al parador del MTOP) - 16 junio 2011 / 31 octubre 2011 4 meses S -

2169 he A. charrua La Coronilla (prox. al parador del MTOP) - 16 junio 2011 - PAREJA 3 2 meses A v

2280 ma A. charrua La Coronilla (prox. al parador del MTOP) - 16 junio 2011 - PAREJA 3 35meses [ A v
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A. charrua (progenie 2012)
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Individuos analizados de A. charrua
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2782 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 66 dias J v v

2783 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 66 dias J v v

2784 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 66 dias J - v

2785 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 72 dias J v v

2789 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 74 dias J v v

2790 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 74 dias J v v v
2791 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 74 dias J v v v
2792 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 74 dias J v v v
2793 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 74 dias J v

2806 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 93 dias J v v

2807 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 93 dias J v v

2786 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 72 dias J v v

2787 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 72 dias J v v

2788 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 72 dias J v v

2794 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 74 dias J v

2795 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 74 dias J v

2796 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 74 dias J v

2797 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 74 dias J v

2798 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 74 dias J v

2808 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 93 dias J v v

2809 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 93 dias J v v

2811 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 141dias | A v

2812 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 l41dias | A v v v v
2813 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 141dias | A v v v v v
2814 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 l41dias | A v v v v
2815 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 141dias | A v

2816 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 141dias | A v

2817 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 141dias | A v

2818 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 141dias | A v

3256 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 154un-12 | A v

3262 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 24qul-12 | A v

3263 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 24ul-12 | A v
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A. charrua (progenie 2012)
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Individuos analizados de A. charrua

Namerode | (o Especie Localidad . Fecha de nacimiento Tiempo enel Genes MITO Sl Actvidad el Acortamiento de los Funcionalidad Determinacion de proteinas | ASumulacion del
catalogo (GP) acuario " TELOMERASA TELOMEROS mitocondrial carboniladas e e
D-loop oYTb ipofuscina

2819 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 141dias | A v

2820 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 l41dias | A v

3257 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 15jun-12 | A v

3258 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 20un12 | A 0

3259 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 234un-12 | A v

3260 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 02ul-12 | A v

3261 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 124ul-12 | A 0

2847 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 6meses | S v v

2848 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 6 meses S v v

3115 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 7 meses S AUS11 v v

3116 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 Tmeses | S AUS12 v v v

3117 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 7 meses S AUS13 v v v

3118 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 Tmeses | S v v

3149 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 7 meses S AUS14 v v v v

3265 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 8ago-12 | S v

3266 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 15-ago-12 | S v

3267 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 8oct12 | S 0

2845 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 6 meses S v v

2846 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 6meses | S v v

3264 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 8ago-12 | S v

3268 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 2169 x 2280 - 06 marzo 2012 9-oct-12 | S AUS15 0
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Individuos analizados de A. charrua

A. charrua (colectados en el campo en 2011)

G i Genes MITO NGS - ADN A q N Acumulacion del
C:::;E ;;D( (d;i) SEXO Especie Localidad - Fecha de colecta TIZTS;?Z el ANE?!\lSn;l ge:l:tr:lico 'I'AECIt_Ig::éj;:SIaA Acﬁréigl:nnéggeslus ionalil i ial o De$erm1'n“ac|un. @ blii(:]r:;r:;\::r
D-loop CYT-b

119 2829 he A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1 mes J v

120 2830 he A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1 mes J v v v v
121 2831 he A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1 mes J v v v v
122 2832 he A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1 mes J v v v v
123 2833 he A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1 mes J v v

124 3183 he A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1 mes J v v

125 3184 he A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1 mes J v v

126 3185 he A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1 mes J v v

127 3186 he A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1 mes J v v

128 3187 he A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1mes J v v

129 3188 he A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1mes J v v

130 3189 he A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1mes J v v

131 2834 ma A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1mes J v v

132 2835 ma A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1mes J v v

133 2836 ma A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1mes J v v

134 2837 ma A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1mes J v v

135 2838 ma A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1mes J v v

136 3190 ma A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1mes J v v

137 3191 ma A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1mes J v v

138 3192 ma A. charrua La Coronilla - 04 julio 2012 1mes J v v

139 2869 he A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v -

140 2870 he A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v v v v
141 2871 he A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v v v
142 2872 he A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v v v
143 2873 he A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v

144 3105 he A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v

145 3106 he A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v

146 3107 he A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A - v

147 3108 he A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v

148 3109 he A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v

149 2874 ma A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v

150 2875 ma A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v

151 2876 ma A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v
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Individuos analizados de A. charrua

A. charrua (colectados en el campo en 2011)

‘ : Genes MITO NGS - ADN A q N Acumulaci6n del
C:::;;‘ ;:Eg;) SEXO Especie Localidad - Fecha de colecta TIZTS;?Z el Aler\lSn;l ge:lgtr:lico 'I'AECIt_Ig::;;:SIaA Ac‘(l)—léli(m)l:nnéggeslus ionali i ial o De§erm1'n;aclun. e blii(;r::;c;\::r
D-loop CYT-b
152 2877 ma A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v
153 2878 ma A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v
154 3094 ma A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v
155 3095 ma A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A v v
156 3096 ma A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A - v
157 3097 ma A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A - v
158 3098 ma A. charrua La Coronilla - 07 setiembre 2012 5 dias A - v
159 3150 he A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
160 3151 he A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v v v
161 3152 he A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v v v
162 3153 he A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v v v
163 3154 he A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
164 3269 he A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
165 3270 he A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
166 3271 he A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
167 3272 he A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
168 3273 he A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
169 3155 ma A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
170 3156 ma A charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
171 3157 ma A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
172 3158 ma A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
173 3159 ma A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S - v
174 3274 ma A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
175 3275 ma A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S - v
176 3276 ma A charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
177 3277 ma A. charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
178 3278 ma A charrua La Coronilla - 17 octubre 2012 9 dias S v v
179 3730 he A. charrua La Coronilla (prox. al parador del MTOP) - 04 JUL 2012 - PAREJA 3 9 dias A v v
180 3731 ma A. charrua La Coronilla (prox. al parador del MTOP) - 04 JUL 2012 - PAREJA 3 9 dias A v v
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A. charrua (progenie 2013)
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Individuos analizados de A. charrua

( i Genes MITO NGS - ADN - 5 P e a Acumulacién del

s, [0 | e SO e | sl | e | oo | Gonrr
D-loop CYT-b

3680 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 14un13 | J v

3681 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 144un-13 | J v v v

3682 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 14un13 | J v v

3683 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 144un-13 | J v v v

3684 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 14un13 | J v v v

3685 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 1l4un13 | J v v v v

3686 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 114un13 | J v v v v

3687 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 1l4un13 | J v v v

3666 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 10-jun-13 | J v

3667 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 104un-13 | J 4

3668 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 10-jun-13 | J v

3669 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 104un-13 | J 4

3675 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 14-jun-13 | J v v v

3676 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 14un-13 | J v v v

3677 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 14-jun-13 | J v v

3678 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 14un-13 | J v v v

3679 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 14-jun-13 | J v v v

3688 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 11un-13 | J v v v

3691 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 20-ago-13 | S v v v

3692 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 20-ago-13 | S v v v

3693 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 20-ago-13 | S v v v v

3694 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 20-ago-13 | S v v v v

3708 he A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 07-0ct13 | S v v v

3706 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 07-0ct13 | S v v v

3707 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P3: 3730 x 3731 - 07 marzo 2013 07-0ct13 | S v v v

3695 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P1: 3742 x 3743 - 04 marzo 2013 02-0ct13 | S 4

3696 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P1: 3742 x 3743 - 04 marzo 2013 02-0ct13 | S v v v

3697 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P1: 3742 x 3743 - 04 marzo 2013 02-0ct-13 | S v v v

3698 ma A. charrua F1 de laboratorio. Parentales P1: 3742 x 3743 - 04 marzo 2013 02-0ct13 | S v v v
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Individuos analizados de A. cheradophilus

A. cheradophilus (colectados en el campo en 2011)

Genes MITO
Numero de catalogo (GP) SEXO Especie Localidad - Fecha de colecta Tiempo en el acuario
COX-1 CYT-b
1 2029 ? A. cheradophilus Zona de contacto (ZC) Buonomo (10may 2011) 15 dias J 4 4
2 2030 ? A. cheradophilus Ruta 91, CH1009 “ceibal". GPS: 33°00'44"S; 53°52'35"W (10may 2011) 15 dias J v v
3 2031 ? A. cheradophilus Ruta 91, CH1009 “ceibal". GPS: 33°00'44"S; 53°52'35"W (10may 2011) 15 dias J 4 4
4 2053 ma A. cheradophilus Ruta 91, CH1009 “ceibal". GPS: 33°00'44"S; 53°52'35"W (10may 2011) 2 meses A 4 v
5 2054 ma A. cheradophilus Ruta 91, CH1009 “ceibal". GPS: 33°00'44"S; 53°52'35"W (10may 2011) 2 meses A 4 4
6 2270 ma A. cheradophilus Ruta 91, CH1009 “ceibal". GPS: 33°00'44"S; 53°52'35"W (10may 2011) 4 meses S 4 4
7 2271 he A. cheradophilus Ruta 91, CH1009 “ceibal”. GPS: 33°00'44"S; 53°52'35"W (10may 2011) 4 meses S 4 v
8 2281 he A. cheradophilus Ruta 91, CH1009 "“ceibal”. GPS: 33°00'44"S; 53°52'35"W (10may 2011) PAREJA 2 5 meses S v 4
9 2341 ma A. cheradophilus Ruta 91, CH1009 “ceibal". GPS: 33°00'44"S; 53°52'35"W (10may 2011) PAREJA 2 5 meses S 4 v
10 2097 ma A. cheradophilus Camino Arrozal 33 (A17) GPS: 32°59'60"S; 53°50'54"W (15 jun 2011) 2 meses A v v
11 2055 he A. cheradophilus Camino Arrozal 33 (A13) GPS: 33°01'32"S; 53°50'34"W (15 jun 2011) 1 mes A 4 v
12 2327 he A. cheradophilus Camino Arrozal 33 (A13) GPS: 33°01'32"S; 53°50'34"W (15 jun 2011) 4 meses S 4 4
13 2282 he A. cheradophilus Camino Arrozal 33 (A13) GPS: 33°01'32"S; 53°50'34"W (15 jun 2011) 4 meses S v v
14 2339 ma A. cheradophilus Camino Arrozal 33 (A13) GPS: 33°01'32"S; 53°50'34"W (15 jun 2011) 4 meses S 4 v
15 2340 ma A. cheradophilus Camino Arrozal 33 (A13) GPS: 33°01'32"S; 53°50'34"W (15 jun 2011) 4 meses S v -
16 2411 ma A. cheradophilus Camino Arrozal 33 (A13) GPS: 33°01'32"S; 53°50'34"W (15 jun 2011) 4 meses S 4 4
17 2380 he A. cheradophilus Zona de contacto 6, Treinta y Tres. GPS: 33°04'02.3"S; 53°50'35.2"W (15 jun 2011) 4 meses S v v
18 2412 he A. cheradophilus Zona de contacto 6, Treinta y Tres. GPS: 33°04'02.3"S; 53°50'35.2"W (15 jun 2011) 4 meses S 4 4
19 2328 ma A. cheradophilus Zona de contacto 24, Treinta y Tres. GPS: 32°57'22,7"S; 53°55,5'57,6"W (26 set 2011) 1 mes S v v
20 2413 he A. cheradophilus Zona de contacto 24, Treinta y Tres. GPS: 32°57'22,7"S; 53°55,5'57,6"W (26 set 2011) 1 mes S 4 4
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A. cheradophilus (progenie 2012)
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Individuos analizados de A. cheradophilus

Genes MITO
Numero de catalogo (GP) SEXO Especie Localidad - Fecha de nacimiento Tiempo en el acuario
COX-1 CYT-b
2804 he . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales P2: 2281 x 2341 - 16 abr 2012 32 difas J 4 4
2799 ma . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 32 dias J v v
2800 ma . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 32 dias J 4 4
2801 ma . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 32 dias J v v
2802 ma . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 32 dias J 4 4
2803 ma . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 32 dias J v v
2824 he . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 3,5 meses A 4 v
2825 he . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 3,5 meses A 4 4
2826 he . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 3,5 meses A 4 v
2827 he . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 3,5 meses A 4 4
2828 ma . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 3,5 meses A 4 v
3144 he . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 6 meses S v v
3145 he . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 6 meses S v v
3146 he . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 6 meses S 4 4
3147 he . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 6 meses S v v
3148 he . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 6 meses S 4 4
3141 ma . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 6 meses S v v
3142 ma . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 6 meses S 4 4
3143 ma . cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales R91 (P2: 2281 x 2341) - 16 abr 2012 6 meses S v v
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Individuos analizados de A. cheradophilus

A. cheradophilus (colectados en el campo en 2012)

Genes MITO
Numero de catalogo (GP) SEXO Especie Localidad - Fecha de colecta Tiempo en el acuario
COX-1 CYT-b
40 2879 he A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Entrada a Barra grande) - 24 ago 2012 20 dias J 4 4
41 2880 he A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Entrada a Barra grande) - 24 ago 2012 20 dias J v v
42 2881 he A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Entrada a Barra grande) - 24 ago 2012 20 dias J 4 4
43 2882 he A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Entrada a Barra grande) - 24 ago 2012 20 dias J v v
44 2883 ma A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Entrada a Barra grande) - 24 ago 2012 20 dias J 4 4
45 2884 ma A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Entrada a Barra grande) - 24 ago 2012 20 dias J v v
46 2885 ma A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Entrada a Barra grande) - 24 ago 2012 20 dias J 4 4
47 2886 he A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A 4 4
48 2887 he A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A 4 v
49 2888 he A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A 4 4
50 2889 he A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A 4 v
51 2890 he A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A 4 4
52 2891 ma A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A 4 v
53 2892 ma A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A 4 4
54 2893 ma A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A v v
55 2894 ma A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A 4 4
56 2895 ma A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A v v
57 2896 ma A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A - -
58 3279 he A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A v v
59 3280 he A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A v v
60 3281 he A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 07 set 2012 5 dias A v v
61 3744 he A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Entrada a Barra grande) - 24 ago 2012 PAREJA 1 1 mes A v v
62 3745 ma A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Entrada a Barra grande) - 24 ago 2012 PAREJA 1 1 mes A v v
63 3160 ma A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 17 oct 2012 2 dias S v 4
64 3161 ma A. cheradophilus Ruta 9, Km 248,500 (Enfrente a la entrada a Barra grande) - 17 oct 2012 2 dias S v v
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Individuos analizados de A. cheradophilus

A. cheradophilus (progenie 2013)

Genes MITO
Numero de catalogo (GP) SEXO Especie Localidad - Fecha de nacimiento Tiempo en el acuario
COX-1 CYT-b
65 3746 he A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 14 jun 2013 2 meses J 4 4
66 3747 he A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 14 jun 2013 2 meses J v v
67 3748 he A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 14 jun 2013 2 meses J - -
68 3749 ma A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 14 jun 2013 2 meses J v v
69 3750 ma A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 14 jun 2013 2 meses J 4 4
70 3751 ma A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 14 jun 2013 2 meses J v v
71 3752 he A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 14 jun 2013 2 meses J 4 v
72 3753 he A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 14 jun 2013 2 meses J 4 4
73 3754 ma A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 14 jun 2013 2 meses J B 4
74 3755 he A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 14 jun 2013 2 meses J 4 4
75 3756 he A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 14 jun 2013 2 meses J 4 v
76 3757 he A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 09 oct 2013 6 meses S 4 4
7 3758 he A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 09 oct 2013 6 meses S v v
78 3759 he A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 09 oct 2013 6 meses S v 4
79 3760 he A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 09 oct 2013 6 meses S v v
80 3761 ma A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 09 oct 2013 6 meses S v 4
81 3762 ma A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 09 oct 2013 6 meses S v v
82 3763 ma A. cheradophilus F1 de laboratorio. Parentales (pareja 1) - 08 abr 2013 - 09 oct 2013 6 meses S 4 4
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Reads de A. charrua con homologia (Mus musculus vs Zebrafish)

Gene Name (M. musculus) Gene Symbol | Locus PROT (M.Musculus) BLAST con prots Zebrafish Read de A. charrua con homologia E-value
adenylate cyclase 5 Adcy5 NP_001012783.3 NP_001165056.1 1JK81ZS08JQ60U length=458 xy=3883_0700 region=8 70 le-14
adenylate cyclase 5 Adcy5 1JK8IZS0816QBL length=226 xy=3650_0303 region=8 90 1le-22
adenylate cyclase 5 Adcy5 1JK8IZS08IMWKX length=325 xy=3834_1247 region=8 65 1e-13
adenylate cyclase 5 Adcy5 1JK81ZS08JDTGL length=160 xy=3730_3283 region=8 73 3e-17
adenylate cyclase 5 Adcy5 1JK81ZS08JD6YV length=181 xy=3735_0309 region=8 77 1e-18
adenylate cyclase 5 Adcy5 1JK81ZS08148UP length=405 xy=3633_0639 region=8 52 3e-16
adenylate cyclase 5 Adcy5 1JK8IZS08JGV76 length=514 xy=3765_3476 region=8 42 3e-07
caveolin, caveolae protein 1 Cavl NP_001229993.1 NP_001019333.1 1JK81ZS08I7PZN length=456 xy=3661_1473 region=8 218 4e-74
caveolin, caveolae protein 1 Cavl NP_031642.1 NP_997816.1 1JK81ZS08I7PZN length=456 xy=3661_1473 region=8 218 1e-73
CDC14 cell division cycle 14B Cdc14b NP_001116461.1 NP_001122010.1 1JK81ZS08JT61H length=379 xy=3917_1427 region=8 96 3e-24
cyclin-dependent kinase 7 Cdk7 NP_034004.2 NP_998126.2 1JK8IZS08JATIJ length=387 xy=3696_2649 region=8 48 1e-08
cyclin-dependent kinase 7 1JK81ZS08JDCOZ length=394 xy=3725_2033 region=8 48 1e-08
cyclin-dependent kinase 7 1JK8IZSO08JHTEA length=392 xy=3776_1408 region=8 55 1e-09
cyclin-dependent kinase 7 1JK81ZS08JV54S length=437 xy=3939_3450 region=8 49 9e-08
cyclin-dependent kinase 7 1JK8IZS08JFXEX length=444 xy=3754_3415 region=8 46 2e-06
cyclin-dependent kinase 7 1JK81ZS08JS2VY length=379 xy=3904_2636 region=8 50 3e-08
cyclin-dependent kinase 7 1JK8IZS08JE3IA length=377 xy=3745_1520 region=8 48 3e-08
cyclin-dependent kinase 7 1JK81ZS08JV8HM length=379 xy=3940_2408 region=8 48 2e-07
cyclin-dependent kinase 7 1JK8IZS08JIK77 length=363 xy=3796_2213 region=8 49 1e-07
cyclin-dependent kinase 7 1JK8IZS08JAQF5 length=308 xy=3695_2771 region=8 48 1e-07
diacylglycerol O-acyltransferase 1 Dgatl NP_034176.1 NP_956024.1 1JK81ZS08JLFOT length=562 xy=3817_2331 region=8 85 2e-19
Epidermal growth factor-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 Efempl NP_666127.2 NP_001008587.1 1JK81ZS08JARUJ length=494 xy=3696_0489 region=8 35 6e-06
Epidermal growth factor-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 1JK81ZS08JWBCI length=503 xy=3941_2016 region=8 37 3e-07
Epidermal growth factor-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 1JK8IZS08JTTVN length=493 xy=3913_0753 region=8 37 3e-07
Epidermal growth factor-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 1JK81ZS0819W3T length=293 xy=3686_1607 region=8 49 4e-08
Forkhead box M1 Foxm1l NP_032047.4 NP_957391.1 1JK81ZS08J069G length=422 xy=3860_1906 region=8 60 3e-11
Growth hormone releasing hormone receptor Ghrhr NP_001003685.2 NP_001075951.1 1JK81ZS08JPFUL length=368 xy=3863_0747 region=8 72 1le-15

1JK81ZS08JROKM length=436 xy=3892_2132 region=8 72 3e-15
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/284172377?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XWNS040S015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/66730549?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XWPNSUN701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/47086737?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XWPNSUN701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190570272?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XWPNSUN701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/83523756?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XWPNSUN701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/41054343?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XWTFTTRC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_032143.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56693245?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XX2K9NYC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001070733.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/41055369?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XX2ZXS4501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_034700.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/126723425?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=XX3H920M01R
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Gene Name (M. musculus) Gene Symbol | Locus PROT (M.Musculus) BLAST con prots Zebrafish Read de A. charrua con homologia E-value
1JK81ZS08JACSBZ length=337 xy=3691_2049 region=8 72 9e-16
1JK81ZS08I9BVP length=455 xy=3679_2771 region=8 70 le-14
1JK81ZS08JPQLJ length=353 xy=3866_2389 region=8 53 4e-09
1JK81ZS08I8QYY length=406 xy=3673_0248 region=8 72 2e-15

Glutathione peroxidase 4 Gpx4 NP_001032830.2 NP_001025241.2 1JK8IZS08JSFTO length=485 xy=3897_1418 region=8 59 3e-11
1JK81ZS08JMAT7I length=510 xy=3827_2220 region=8 55 1e-09
glycogen synthase kinase 3 alpha Gsk3a NP_001026837.1 NP_001038386.2 1JK81ZS08JPSQE length=404 xy=3867_1060 region=8 45 5e-06
1JK81ZS08JFXEX length=444 xy=3754_3415 region=8 59 1e-10
Proliferation associated SNF-2-like gene Hells NP_032260.2 NP_001032178.1 1JK81ZS08JIKX6 length=436 xy=3785_0252 region=8 51 4e-08
1JK81ZS08JUTOK length=413 xy=3924_2530 region=8 51 4e-08
1JK8IZS08JKPOX length=385 xy=3809_1407 region=8 51 3e-08
5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1B Htrlb NP_034612.1 NP_001122181.1 1JK81ZS08JODUP length=479 xy=3851_0655 region=8 52 2e-10
1JK81ZS08JKPIO length=427 xy=3809_2154 region=8 46 2e-06
1JK8IZS08JK5RO length=475 xy=3814_1762 region=8 65 7e-13
1JK81ZS08JQQC1 length=335 xy=3877_3683 region=8 65 2e-13
1JK81ZS08168VQ length=400 xy=3655_3876 region=8 65 3e-13
1JK81ZS08JBTI0 length=488 xy=3708_1142 region=8 52 4e-08
1JK8IZS08I1RTQ length=307 xy=3593_2444 region=8 65 1e-13
1JK81ZS08JIMP4 length=340 xy=3785_2554 region=8 62 3e-12
Igfl NP_001104744.1 NP_571900.1 1JK8IZS08JXIAA length=498 xy=3955_0320 region=8 96 3e-28
Insulin-like growth factor 1
1JK8IZS08JGSK5 length=467 xy=3764_2855 region=8 96 3e-28
Insulin-like growth factor 1 receptor Igflr NP_034643.2 NP_694500.1 1JK81ZS08JK20M length=446 xy=3813_2292 region=8 65 6e-13
1JK81ZS08JV5S9 length=494 xy=3939_3035 region=8 48 7e-07
1JK81ZS08I8CBH length=372 xy=3668_1739 region=8 49 2e-07
Insulin receptor Insr NP_034698.2 NP_001136144.1 1JK81ZS08JK20M length=446 xy=3813_2292 region=8 50 1e-07
1JK81ZS08JV5S9 length=494 xy=3939_3035 region=8 82 1le-18
1JK8IZS08JRK5C length=371 xy=3887_2622 region=8 50 5e-08
1JK81ZS08I8CBH length=372 xy=3668_1739 region=8 46 2e-06
lamin A Lmna NP_001002011.2 NP_694503.1 1JK8IZS08JFLTN length=459 xy=3751_0681 region=8 46 3e-06
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/169646767?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XX3H920M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157909770?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=XX3H920M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001273873.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/79748111?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XX3H920M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_034612.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/192447383?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XX41GC12014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001104744.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/23308649?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=XX41GC12014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/23308649?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=XX41GC12014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/218082480?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XX41GC12014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001002011.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/23308641
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Gene Name (M. musculus) Gene Symbol | Locus PROT (M.Musculus) BLAST con prots Zebrafish Read de A. charrua con homologia E-value
mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli) Msh2 NP_032654.1 NP_998689.1 1JK8IZS08JAFNA length=382 xy=3692_1060 region=8 65 2e-13
mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase) Mtor NP_064393.2 NP_001070679.2 1JK81ZS08JKFDK length=200 xy=3806_0326 region=8 48 4e-08
Plasminogen activator, urokinase Plau NP_032899.1 NP_001165872.1 1JK81ZS08JJOFG length=466 xy=3801_1434 region=8 47 9e-07

1JK81ZS08JQC2R length=318 xy=3873_2849 region=8 47 2e-07
1JK8IZS08JWWEFS length=485 xy=3948_0678 region=8 47 1e-06
1JK81ZS08JSIDX length=445 xy=3898_0643 region=8 47 1e-07
1JK81ZS08JSWLF length=456 xy=3902_2673 region=8 47 2e-08
1JK81ZS08JJY A4 length=459 xy=3800_2782 region=8 47 8e-07
1JK81ZS08JDCVM length=481 xy=3725_2272 region=8 47 1e-07
1JK81ZS08JDGPD length=490 xy=3726_3135 region=8 47 1e-07
1JK81ZS081803D length=467 xy=3676_1079 region=8 47 9e-07
1JK81ZS08I5IND length=497 xy=3636_1047 region=8 48 8e-07
1JK81ZS08I6SGW length=420 xy=3650_3086 region=8 47 6e-07
1JK8IZS08JGAFA length=481 xy=3758_3892 region=8 47 1e-06
1JK81ZS08I71EH length=350 xy=3664_3975 region=8 44 7e-06
1JK81ZS08I5WHS length=464 xy=3640_2606 region=8 47 1e-07
1JK8IZS08JEKUG length=496 xy=3739_1910 region=8 47 1e-06
1JK8IZS08JRNSY length=438 xy=3888_1968 region=8 47 T7e-07
1JK81ZS08IM1Q7 length=341 xy=3835_3857 region=8 47 3e-07
1JK81ZS08I16HH5 length=397 xy=3647_1163 region=8 47 5e-07
1JK81ZS08193P4 length=484 xy=3688_1994 region=8 48 7e-07
Peroxisome proliferator activated receptor gamma Pparg NP_001120802.1 NP_571542.1 1JK81ZS08I8JVC length=411 xy=3670_3334 region=8 77 4e-17
ribosomal protein S6 kinase, polypeptide 1 Rps6kbl NP_001107806.1 NP_998241.1 1JK81ZS08JQLMG length=510 xy=3876_1638 region=8 42 1e-09
1JK81ZS08JBK1U length=511 xy=3705_1472 region=8 42 1e-09
1JK81ZS0816BOW length=514 xy=3645_2254 region=8 64 4e-12
1JK81ZS08JFXEX length=444 xy=3754_3415 region=8 46 2e-06
Solute carrier family 13 (sodium/sulfate symporters), member 1 Slc13al NP_062354.2 NP_954975.1 1JK81ZS08JJAD3 length=285 xy=3793_0457 region=8 50 2e-08
Topoisomerase (DNA) 11 beta Top3b NP_035754.1 XP_003198651.1 1JK81ZS0817WS5 length=418 xy=3663_2119 region=8 45 3e-06
1JK81ZS08JEOQD length=281 xy=3744_2019 region=8 45 8e-07
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_032654.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/47087243?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XX5CMUJT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118601079?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XX5CMUJT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/288872206
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/198282033?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XX6YN74801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/528503809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/528470997?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XWNS040S015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/40548320?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XX7W0N0M014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/326667668?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XX7W0N0M014
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Gene Name (M. musculus) Gene Symbol | Locus PROT (M.Musculus) BLAST con prots Zebrafish Read de A. charrua con homologia E-value
1JK81ZS08JBKMC length=416 xy=3705_0914 region=8 47 1e-06
1JK81ZS08I7NUS5 length=327 xy=3660_2815 region=8 45 1e-06

Transformation related protein 63 Trp63 NP_001120731.1 NP_689454.1 1JK81ZS08JKMA4E length=281 xy=3808_2172 region=8 43 7e-06
uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton carrier) Ucp2 NP_035801.3 NP_571251.1 1JK81ZS08JWISX length=449 xy=3943_3487 region=8 105 2e-29
apoptosis-stimulating of p53 protein 1 [Danio rerio] p53 NP_001038289.2 1JK81ZS08JUJFV length=505 xy=3921_1113 region=8

1JK81ZS08I50E2 length=460 xy=3638_0332 region=8

1JK81ZS08JJ8A8 length=328 xy=3803_3458 region=8
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/18858341?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XWNS040S015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/23308685
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56790260?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=XX7W0N0M014
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Protocolos

Todos los buffers y soluciones utilizadas en los siguientes protocolos experimentales se prepararon
segun Sambrook et al. (1989).

Aislamiento de mitocondrias

N o g s~ Db PP

Lavar el tejido con 1ml de 1X STE (pH 8,0).

Triturar el tejido y agregar 1 ml de solucion de homogeneizacion.

Centrifugar 10 minutos a 800 g y a 4°C.

Transferir el sobrenadante a otro tubo y centrifugar 10 minutos a 8.200 g y a 4°C.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 500 ul de solucion de homogeneizacion.
Centrifugar 10 minutos a 8.200 g y a 4°C.

Descartar el sobrenadante, resuspender el pellet de mitocondrias en 500 ul de solucion de

homogeneizacion y guardarlo a -20°C hasta el momento de usarlo.

Extraccion del ADNmt con fenol-cloroformo

N o a k~ w NP

10.
11.

12.
13.

Centrifugar 10 minutos a 1000 g y a 4°C para recolectar las mitocondrias.

Resuspender el pellet en 600 ul de buffer de lisis (pH 8,0).

Agregar 0,2 mg/ml de proteinasa K e incubar 1 hora a 55°C.

Agregar 0,1 mg/ml RNasaA e incubar 1 hora a 55°C.

Agregar 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y mezclar por inversion.
Centrifugar 5 minutos a 10.000 g y a 4°C.

Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo, agregar 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y mezclar por inversion.

Centrifugar 5 minutos a 10.000 g y a 4°C.

Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo, agregar 1 volumen de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1) y mezclar por inversion.

Centrifugar 10 minutos a 13.000 g y a 4°C.

Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo, agregar 1 volumen de isopropanol y mezclar por
inversion.

Centrifugar 15 minutos a 13.000 g y a 4°C.

Descartar el sobrenadante y secar el pellet en estufa a 55°C.
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14. Resuspender el pellet en 50 ul de buffer 1X TE (pH 8,0) y guardar el ADNmt a -20°C hasta el

momento de usarlo.

Extraccion de ADN genomico total sin fenol-cloroformo

1. Lavar el tejido 2 veces con 1 mL de buffer 1X STE (frio).

2. Triturar el tejido, agregar 550 ul de buffer de lisis (pH 8,0) y terminar de homogeneizar el
tejido.

Agregar 0,2 mg/ml de proteinasa K e incubar toda la noche a 55°C.

Agregar 0,1 mg/ml RNasaA e incubar 1 hora a 55°C.

Centrifugar 10 minutos a 12.000 rpm y a temperatura ambiente.

Transferir el sobrenadante a otro tubo y agregarle NaCl (2M).

Centrifugar 30 minutos a 12.000 rpm y a temperatura ambiente.

© N o g M w

Transferir el sobrenadante a otro tubo y agregarle el doble de volumen de EtOH absoluto frio.
Agitar lentamente permitiendo que la interfase con el alcohol se vaya mezclando paulatinamente
a fin de poder visualizar el ADN gendmico total precipitado.

9. Incubar toda la noche a 4°C.

10. Centrifugar 30 minutos a 12.000 rpm y a temperatura ambiente.

11. Descartar el sobrenadante y lavar el pellet dos veces con 1 mL de EtOH 70%.

12. Entre cada lavado, centrifugar 5 minutos a 6.000 rpm y a temperatura ambiente.

13. Secar el pellet en una estufa a 37°C.

14. Resuspender en 100 pl de buffer 1X TE (pH 8,0).

15. Incubar durante 20 minutos en un bafio a 65°C. Hacer un spin y guardar los ADN a -20°C hasta

el momento de usarlos.

Amplificacién in vitro de los extremos teloméricos con el kit comercial “TRAPEZE® Telomerase
Detection Kit” (Millipore):

El kit comercial “TRAPEZE® Telomerase Detection Kit” (Millipore) permite la amplificacion in
vitro de los extremos teloméricos mediante PCR, en 2 etapas: 1) la telomerasa adiciona repetidos
teloméricos (GGTTAG) en el extremo 3 de un sustrato oligonucleotidico TS (5’-
AATCCGTCGAGCAGAGTT-3’), que es el cebador “hacia adelante” (o forward); 2) los productos
extendidos son amplificados mediante PCR usando los cebadores TS y RP que es el cebador “hacia

atras” (o reverse). La secuencia del cebador RP proporcionado en el kit fue modificada de la
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original (CX: 5’-CCCTTACCCTTACCCTTACCCTAA-3’) descrita por Kim et al. (1994) para
mejorar el rendimiento del método.

Cada mezcla de reaccidn de este kit contiene un cebador (K1) y un sustrato (TSK1) que amplifican
un producto de 36pb que es un control positivo interno. Este control permite una cuantificacion mas
exacta de la actividad de la telomerasa y la deteccién de falsos negativos que contienen inhibidores

de la Taqg polimerasa.

Southern blot

Extraccion y precipitacion del ADN gendmico total
Los ADN genomicos totales previamente extraidos a partir de aproximadamente 50 mg de masculo
esquelético conservado a 4°C en EtOH 95%, se precipitaron con 1 volumen de isopropanol (frio) y

1/3 de volumen de acetato de sodio (3M). La mezcla se dejé precipitando toda la noche a 4°C.

Purificacion del ADN genémico total

Homogeneizar la solucion precipitada.

Centrifugar 15 minutos a 12.000 rpm y a temperatura ambiente. Descartar el sobrenadante.
Lavar el pellet con 300 pL de EtOH 70%.

Centrifugar 10 minutos a 12.000 rpm y a temperatura ambiente. Descartar el sobrenadante.
Lavar el pellet nuevamente con 200 uL de EtOH 70%.

Centrifugar 10 minutos a 12.000 rpm y a temperatura ambiente. Descartar el sobrenadante.

Secar el pellet a 55°C en estufa y resuspender en 20 uL de buffer 1X TE (pH 8,0).

© N o g &> w NP

Incubar durante 20 minutos en un bafio a 65°C. Hacer un spin y guardar los ADN precipitados y

purificados a -20°C hasta el momento de usarlos.

Digestion del ADN genomico total
Los ADN purificados fueron digeridos con las enzimas de restriccion Hinf-1 (10 U/mL) (Thermo
Scientific) y Rsa-1 (10 U/mL) (Thermo Scientific) simultaneamente, segun las indicaciones del

fabricante que se indican a continuacién:
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Componente Volumen (ul)
H20 desionizada -
Buffer TANGO 2,0
ADN genomico 17,0
Mezcla de las enzimas (Hinf-1 + Rsa-I) 1,0
Volumen total 20,0

Se realizd la digestidn durante 2 horas a 37°C.

Finalizada la incubacion, se realizd una corrida electroforética en un gel de agarosa (ICN
Biomedicals Inc.) al 0,8% en buffer 1X TAE tefiido con bromuro de etidio (0,05 uL/mL). Se
sembraron 5 puL del ADN digerido con 2 ul de buffer de corrida. También se sembré marcador de
peso molecular (1kb DNA ladder, Invitrogen). Se dejo correr a 80V durante 1 hora.

Una vez corroborada la digestion, se inactivo la reaccion con EDTA 0,5 M (pH=8,0), se precipitd y

purificé el ADN digerido de la forma descrita anteriormente.

Preparacion del gel para el Southern blot

Los ADN genomicos digeridos se sometieron a una electroforesis en un gel grande (200 mL) de
agarosa (ICN Biomedicals Inc.) al 0.8% en buffer 0,5X TBE tefiido con bromuro de etidio (0,05 pl
/mL). Se sembraron 20 ul de ADN digerido con 10 pul de buffer de corrida. También se sembro
marcador de peso molecular (1kb DNA ladder, Invitrogen). Inicialmente se corrié a 70V durante 30

minutos y luego se dejo correr a 75V durante 5 horas.

Antes de la transferencia de los ADNs digeridos a la membrana de nylon Hybond-N+ (Amersham

Life Science):

1. Sumergir el gel en 500 mL de solucién desnaturalizante e incubar durante 45 minutos con
agitacion constante. Enjuagar brevemente con H,Odd.

2. Cortar uno de los extremos inferiores del gel para poder identificar la orientacion correcta
del mismo y recortar todas las areas no utilizadas.

3. Sumergir el gel en 500 mL de solucion neutralizante e incubar durante 30 minutos con
agitacion constante. Repetir dos veces y mantener el gel en esta solucion hasta el momento

de la transferencia.
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Acondicionamiento de la membrana

1. Cortar la membrana del mismo tamario que el gel.

2 Cortar uno de los extremos inferiores (igual que al gel).

3. Colocar la membrana en un recipiente con H,Odd y dejarla hasta que se hunda.
4 Colocar la membrana en buffer de transferencia (10X SSC) durante 5 minutos.

Transferencia del ADN a la membrana
La transferencia del ADN a la membrana de nylon Hybond-N+ se llevd a cabo durante

aproximadamente 20 horas segun el esquema:

Esquema del montaje realizado para la transferencia del ADN a la membrana de nylon.

Finalizada la transferencia:

1. Sumergir la membrana en SSC 6X durante 5 minutos a temperatura ambiente.

2. Sacar la membrana del SSC 6X, colocarla sobre un papel Whatman y dejarla por lo menos
30 minutos a temperatura ambiente.

3. Colocar la membrana sobre una hoja de papel Whatman humedecida con 6X SSC vy fijarla

con UV durante 5 minutos.

Pre-hibridacién de la membrana
Para la hibridacion de la membrana se utilizo el kit comercial “ECL direct nucleic acid labeling and
detection systems” (Amersham Biosciences). Antes de comenzar la prehibridacion de la membrana,

se prepara el buffer de hibridacion segun el protocolo suministrado por el fabricante.
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Procedimiento:

1 A temperatura ambiente, colocar 20 mL de gold hybridization buffer en un vaso de bohemia.
2 Agregarle NaCl a una concentracién final de 0,5M.

3 Agregarle agente bloqueante a una concentracién final de 5% w/v y mezclar vigorosamente.
4. Mezclar a temperatura ambiente durante aproximadamente 1 hora.

5 Calentar durante 1 hora a 42°C en estufa (mezclar ocasionalmente).

6 Humedecer la membrana en SSC 5X, enrollarla cuidadosamente y colocarla dentro del tubo
de hibridacién. Agregar un poco de SSC 5X al tubo y desenrollar la membrana.

Sacar el SSC 5X y agregar 20 mL del buffer de hibridacién.

8. Pre-hibridar a 42°C durante 1 hora.

~

Marcaje de la sonda e hibridacion de la membrana

La sonda TELO-1 [(AATCCC),] se mandé sintetizar en la empresa MACROGEN (Seul, Corea) y
su marcaje se realizé de acuerdo a las indicaciones del kit “ECL direct nucleic acid labeling and
detection systems”:

1. Desnaturalizar 15 ul de la sonda TELO-1 (100pmol/ ul) durante 5 minutos en un bafio con

H,0 hirviendo e inmediatamente, colocar el tubo en hielo durante 5 minutos.

2. Agregarle 15 ul de DNA labelling reagent y mezclar vigorosamente. Hacerle un spin.
3. Agregarle 15 ul de la solucion de glutaraldehido y mezclar vigorosamente. Hacerle un spin.
4. Incubar durante 20 minutos a 37°C y luego colocar el tubo en hielo de 10 a 15 minutos.

Luego de marcar la sonda, se procedio a la hibridacion de la membrana de la siguiente manera:

1. Tomar un poco del buffer de hibridacion que esta dentro del tubo de hibridacion a 42°C y
agregarle los 45 ul la sonda marcada.

2. Colocar la mezcla cuidadosamente dentro del tubo de hibridacién y dejar hibridando toda la
noche a 42°C.

Lavados de la membrana
Preparar el buffer de lavado 1 (SDS 0.4% + SSC 0.5X) y pre-calentarlo a 42°C en bafio.

Tomar el tubo de hibridacién que contiene la membrana y descartar el buffer de hibridacion.

Descartar el SSC 5X.
Agregar 100mL Buffer de Lavado 1. Incubar 42°C / 20min. Descartar el buffer.

1.

2

3. Agregarle 100 mL de SSC 5X y colocarlo nuevamente dentro del horno por 5 minutos.
4

5

6 Agregar 100mL Buffer de Lavado 1. Incubar 42°C / 10min. Descartar el buffer.

185



Apéndice 4

Sacar la membrana del tubo de hibridacion y colocarla dentro de un recipiente limpio.
Agregar 150mL de Buffer de Lavado 2 (SSC 2X). Incubar a temperatura ambiente / 5 min /
agitacion.

Agregar 150mL de Buffer de Lavado 2 (SSC 2X). Incubar a temperatura ambiente / 5 min /

agitacion.

Deteccion de la sefial y revelado

1.

N o g s

Preparar la solucidn de deteccion mezclando volimenes iguales de los reactivos que vienen
con el kit “ECL direct nucleic acid labeling and detection systems” (detection reagent 1y 2).
Sacar la membrana del buffer de lavado 2 y colocarla sobre una hoja de papel film (con el
ADN hacia arriba).

Agregar la solucion de deteccion directamente sobre la membrana e incubar a temperatura
ambiente durante 1 minuto. Escurrir el exceso de solucion de deteccion.

Colocar la membrana envuelta en el papel film en el “casete”.

En la oscuridad, colocar una hoja de placa autorradiografica sobre la membrana.

Exponer durante 72 horas.

Sacar el film y revelar

Medidas del flujo de O, en un oximetro de alta resolucién

w

© N o 0 &

Calibrar los electrodos del Oxygraph-2k con medio de respiracion Mir05 a 25°C.

Decapitar el pez y cuidadosamente extraer el higado (sin la vesicula biliar).

Pesar el tejido y colocarlo en una de las cAmaras del respirometro conteniendo 2 mL de medio
de respiracion MiRO05 saturado de aire.

Iniciar el registro.

Adicionar los sustratos respiratorios: glutamato (10 mM), malato (2 mM) y succinato (10 mM).
Cuando el flujo de oxigeno comienza a disminuir, agregar ADP (0,3 mM).

Cuando el flujo de oxigeno comienza a disminuir, adicionar oligomicina (2 ug/mL).

Antes que se consuma todo el O, presente en el medio, agregar el agente desacoplante FCCP (1
mM). Agregar varias dosis de FCCP hasta observar que no se produce un aumento del flujo de
O..

Adicionar antimicina-A (2,5 uM) como control de respiracion mitocondrial.
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Derivatizacion de proteinas totales

1. Ajustar la concentracion de todas las muestras a una concentracion final de 500 pug/ml diluyendo
las muestras con buffer de muestra (Tris — HCI pH=7.5).

2. Desnaturalizar 5 pl de muestra mediante la adicion de 5 ul de SDS 12%.

3. Derivatizar las proteinas totales presentes en la muestra con 10 ul de 1X DNPH.

4. Incubar la mezcla a temperatura ambiente durante 15 minutos.

5. Agregar 7,5 ul de solucion de neutralizacion.

Las muestras pueden ser conservadas a 4°C (heladera) hasta una semana.

Transferencia de las proteinas a la membrana

1. Cortar la membrana del mismo tamario que el gel.

2. Cortar uno de los extremos inferiores (igual que al gel para poder identificar la orientacion
correcta de la misma.
Colocar la membrana en un recipiente con H,O y dejarla hasta que se hunda.

4. Colocar la membrana en buffer de transferencia durante 5 minutos.

Inmuno-deteccion

Finalizada la transferencia, de desmontd “el sandwich” y se procedidé como se detalla a

continuacion:

1. Para corroborar la transferencia total de las proteinas a la membrana, colocar el gel en solucion
colorante de Coomassie Brilliant Blue y dejar con agitacion aproximadamente 24 horas.

2. Separar las dos regiones de la membrana (proteinas carboniladas y actina) e incubar cada una
por separado en solucién de blogueo durante 1 hora.

3. Finalizado el bloqueo proceder a la incubacion con el anticuerpo primario:

e Membrana con las proteinas carboniladas: incubar toda la noche a 4°C en solucion de
bloqueo con una dilucion 1:50 del anticuerpo primario anti-2,4-dinitrofenilhidrazona que
viene con el kit.

e Membrana para el control de carga de proteinas sembradas: incubar toda la noche a 4°C en
PBS 1X (con 1% BSA y azida de sodio 15 mM) con una dilucion 1:500 del anticuerpo
primario anti-actina producido en conejo (#A2066, Sigma-Aldrich).

4. Lavar las membranas 3 veces con 1X PBS-Tween (0,05 %), durante 10 minutos cada uno.

Incubacidn con el anticuerpo secundario:
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e Membrana con las proteinas carboniladas: incubar a temperatura ambiente durante 1 hora en
solucion de bloqueo con una dilucién 1:300 del anticuerpo secundario que viene con el kit.

e Membrana para el control de carga de proteinas sembradas: incubar a temperatura ambiente
durante 1 hora en solucion de bloqueo con una dilucién 1:10000 del anticuerpo secundario
(anti-1gG de conejo)

6. Lavar las membranas 3 veces con 1X PBS-Tween (0,05 %), durante 10 minutos cada uno.

Deteccion de la sefial y revelado

7. Drenar el exceso de 1X PBS-Tween (0,05 %) de la membrana y colocarla sobre papel film.

8. Preparar la solucién de deteccion mezclando volimenes iguales de luminol y H,O, (0,5 mM).

9. Incubar durante 1 minuto. Drenar el exceso de reactivos de la membrana mediante contacto con
papel en una de sus puntas.

10. Colocar la membrana envuelta en el papel film dentro del casete.

11. En la oscuridad, colocar una hoja de placa autorradiografica sobre la membrana.

12. Exponer durante 10 minutos y luego sacar el film y revelar.

Inclusion del tejido en parafina

Deshidratacion:

- Etanol 70%: 2 lavados de 30 minutos cada uno.

- Etanol 95%: 2 lavados de 30 minutos cada uno.

- Etanol 100%: 1 lavado de 30 minutos.

Diafanizacion:

- Cloroformo I: 1 lavado de 20 minutos.

- Cloroformo 11: 1 lavado de 20 minutos.

- Cloroformo I11: 1 lavado de 20 minutos.

Impregnacion:

- Paraplast I: 30 minutos en estufa a 60°C de temperatura
- Paraplast I1: 30 minutos a 60°C de temperatura

- Paraplast I11: 30 minutos A 60°C de temperatura
Después de los 3 bafios, se armo un bloque de parafina con el tejido ubicado en el medio. Se dejo6

solidificar y finalmente se guardd a temperatura ambiente hasta la realizacion de los cortes.
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Desparafinizacién e hidratacién

Desparafinizacion:

- Xilol I: 5 minutos.

- Xilol 11: 5 minutos.

Rehidratacion:

Debido a que los tejidos no fueron adheridos a la lamina y con el fin de evitar su desprendimiento,
estos pasos se realizaron manteniendo los portaobjetos horizontales dentro de placas de petri de
vidrio y manipuldndolos con mucho cuidado.

- Etanol 95%: 5 minutos.

- Etanol 70%: 5 minutos.

- H,Odd: 5 minutos.

Coloracion nuclear:

- Hematoxilina de Mayer: 6 a 10 minutos

- H,Odd: 1 enjuague

- Virado en agua de canilla corriente: 10 minutos

- H,Odd: 2 enjuagues

Coloracion citoplasmica:

- Eosina amarillenta alcoholica al 0.5%: 4 minutos

Deshidratacién y montaje:

- Alcohol 95%: 2 lavados de 1 minuto cada uno

- Alcohol 100%: 1 minuto

- Xilol: 2 minutos y luego montar en Entellan (balsamo sintético) preferentemente en campana de

extraccion de gases.

189



	TESIS doctorado - Veronica Gutierrez-2014.pdf
	CARATULA.pdf
	TESIS doctorado-corregido-2015.06.25

	APENDICE 1 - Individuos de A.charrua analizados FINAL
	APENDICE 1 - Individuos de A.charrua analizados FINAL1
	APENDICE 1 - Individuos de A.charrua analizados FINAL2
	APENDICE 1 - Individuos de A.charrua analizados FINAL3
	APENDICE 1 - Individuos de A.charrua analizados FINAL4

	APENDICE 2 - Individuos de A.cheradophilus analizados FINAL
	APENDICE 3- Reads de Acharrua homologos
	APENDICE 4-protocolos



