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RESUMEN

“Hacia la evaluacion del corion de los peces como biomarcador de contaminacion.
Identificacion y analisis del patron de expresion de los genes coridnicos en peces anuales
del género Austrolebias.”

Lic. Nicolas Gabriel Papa Rodriguez

La envoltura vitelina del ovocito de teledsteos, estd compuesta por glicoproteinas
(coriogeninas, ZPs), cuya sintesis involucra dos tipos de genes zp identificados en este grupo.
Estos se distinguen por su expresion en el ovario, en el higado (regulada por estrégenos) o
en ambos, dependiendo de la especie. La sintesis de ZPs, asi como la organizacion de la
envoltura es afectada por contaminantes acuéticos (especialmente xenoestrégenos), habiendo
sido sefialada como un biomarcador de gran sensibilidad en diferentes especies. En el marco
de esta tesis de Maestria en Biologia Celular y Molecular PEDECIBA se han identificado y
caracterizado mediante RT-PCR, dos fragmentos de genes zp en el pez anual Austrolebias
charrua: achzpL y achzpH (con secuencias aminoacidicas deducidas con identidad entre 65
y 80% con ZPs de peces de diversos drdenes), ambos expresados en el higado. Con el
objetivo de explorar si existe regulacion estrogénica en la expresion de estos genes, se
trataron ejemplares adultos machos y hembras, mantenidos en condiciones de laboratorio,
con dos concentraciones de estradiol, 14 y 200 ng/L. Asimismo, se realizaron tratamientos
con el xenoestrégeno nonilfenol (8 y 64 ug/L) en machos y hembras provenientes de la
naturaleza, con el objetivo de identificar si ocurren alteraciones de expresion en los genes zp
en relacion a este contaminante. Las muestras de higado de los ejemplares tratados y
controles se analizaron mediante amplificacion en tiempo real (QPCR). Los resultados de
estos experimentos mostraron diferencias significativas entre las expresiones relativas de los
ARNm de achzpL y achzpH, principalmente en los higados de machos en ambos
tratamientos. Se discuten las alteraciones de expresion observadas en ejemplares cultivados
en condiciones de laboratorio respecto a ejemplares procedentes de los charcos. Los
resultados sugieren que existe regulacion estrogénica y que el contaminante nonilfenol
tendria la capacidad de alterar la expresion de los genes zp. En este sentido y con el interés
en profundizar a nivel de expresion y distribucion de las coriogeninas de A. charrua, se
abordd la produccion de péptidos recombinantes con el objetivo de generar anticuerpos que
permitan detectar cambios en la organizacién, cantidad y/o distribucion de estas proteinas
bajo los efectos de los xenoestrogenos. Para ello se disefiaron y generaron vectores de
expresion por recombinacion homdloga in vitro y se establecieron las condiciones de
produccion y purificacion de los péptidos recombinantes ZPLGEX y ZPHGEX (péptido de
achzpL y achzpH, respectivamente, unidos a Glutation-transferasa). A partir de los datos
obtenidos se plantea disefiar herramientas moleculares que puedan ser utilizadas en
programas de monitoreo ambiental, donde no sélo contribuyan a la proteccién de la
biodiversidad en el area de distribucion de A. charrua (zona declarada reserva de la Biosfera
- sitio Ramsar), sino que sea aplicable a otros ambientes dulceacuicolas.
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1 INTRODUCCION

1.1 Biomarcadores de contaminacion por xenoestrogenos
Gran cantidad de las actividades humanas generan contaminacion con efectos

adversos sobre su propia salud y sobre la naturaleza en general, motivando preocupacién
creciente a nivel mundial y presion sobre las autoridades encargadas de la salud publica y
ambiental. Entre los contaminantes generados se destacan los perturbadores enddcrinos,
también conocidos como xenoestrogenos, por la capacidad de alterar la regulacion endécrina
de los organismos. Estos compuestos, resultado de actividades domésticas e industriales, se
unen a los receptores celulares de estrégenos o andrdgenos interfiriendo con la accion de las
hormonas esteroideas propias de cada individuo (Fujita y col. 2004). Los xenoestrogenos
acttan en forma catastrofica en momentos criticos del ciclo de vida siendo algunos de los
mas sensibles: la reproduccion y el desarrollo embrionario, ya que alteraciones en estas
etapas tienen gran repercusion sobre la poblacion (Denslow y Sepulveda, 2007). Los efectos
adversos pueden demostrarse desde el nivel celular y molecular hasta el poblacional (Arcand-
hoy y Benson, 1998; Devlin y Nagahama, 2002; Arukwe y Goksgyr, 2003). Dentro de esta
problematica es de gran interés, la contaminacién de las masas de agua por estos compuestos
y la busqueda de monitores que permitan una deteccién precoz.

En particular los peces teleGsteos estdn siendo investigados como posibles
indicadores de salud ambiental tanto por el impacto que sobre su reproduccién provocan
algunos contaminantes, como por la versatilidad de manejo que poseen varias especies. En
este sentido, las tecnologias que detectan bajas concentraciones de contaminantes en forma
rapida (horas o dias) resultan ser imprescindibles para identificar biomarcadores sensibles a
fin de determinar niveles basales de contaminacion, que permitan actuar antes que la salud
del ecosistema se vea alterada (Denslow y Sepulveda, 2007). Actualmente se destacan dos
grupos de proteinas involucradas en la reproduccion que son potenciales biomarcadores de
contaminacion del ambiente acuatico por xenoestrdégenos: la vitelogenina, principal
precursora del vitelo de ovocitos de peces y otros vertebrados, y las proteinas de la envoltura
coridnica, cubierta ovocitaria o corion del gameto femenino de los peces teledsteos (Celius
y col. 2000; Arukwe y Goksgyr, 2003; Yu y col. 2006). Ambos grupos de proteinas se
sintetizan en el higado bajo la regulacion del estradiol (en el caso de las proteinas de la

envoltura coridnica esta condicion se cumple para la mayoria de las especies, ver seccion
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1.5) y viajan por la sangre hasta los ovocitos en formacion. Comparando ambos grupos de
proteinas, se destacan las de la envoltura ovocitaria porque su sintesis precede a la expresion
de la vitelogenina y se ha demostrado en algunas especies de peces la pronta respuesta de los
respectivos genes, sefialando que serian indicadores mas tempranos y sensibles a la accion
de contaminantes que los genes de vitelogenina (Celius y Walther, 1998; Berois y col. 2007).
En este sentido se han realizado varios trabajos en diferentes teledsteos midiendo alteraciones
de expresion bajo la accion de estradiol y de xenoestrogenos (Hillner y col. 2001; Arukwe y
col. 1997, 2000, 2002; Berg y col. 2004; Modig y col. 2006; Rhee y col. 2009). Las nuevas
tecnologias (genomica, trasncriptomica y proteémica) basadas en el registro de los cambios
a nivel génico y proteico constituyen herramientas valiosas para desentrafiar mecanismos
bioguimicos que alteran la reproduccién de los peces (Denslow y Sepulveda, 2007). Los
principales abordajes han sido la cuantificacion del ARNm producto de estos genes (Hyllner
y col. 2001; Modig y col. 2006; Yu y col. 2006; Chen y col. 2008) y la cuantificacion de las
proteinas resultantes (Larsson y col. 1994; Fujita y col. 2002, 2004; Ferraz y col. 2007;
Prakash y col. 2007; Hong y col. 2009; Brander y col. 2012).

1.2 Envoltura coridnica en peces teleosteos
Durante el proceso de formacién de los gametos femeninos de los vertebrados, se

organiza en el ovocito una cubierta externa acelular denominada envoltura vitelina, corion o
zona pelucida, dependiendo del grupo zooldgico. En los peces teledsteos esta cubierta esta
involucrada en varios roles durante la fecundacién y el desarrollo temprano. Durante la
fecundacion podria participar en el reconocimiento especie-especifico entre ovocitos y
espermatozoides, asi como la orientacion de estos ultimos hacia el micrdpilo (Yanagimachi
y col. 2013). Su rol en el blogueo de la poliespermia dependeria de reordenamientos
estructurales de la cubierta coridnica luego de la liberacion de los granulos corticales
(Dumont y Brummet, 1980; Kudo, 1980; Shibata y col. 2000, 2012). Durante el desarrollo
embrionario protege al embrion y permite la difusion de gases y productos metabolicos de
desecho (Iconomidou y col. 2000a). En algunos peces teleosteos se ha demostrado que el
corion también tiene propiedades bactericidas y funguicidas (Kudo e Inoue, 1989; Kudo,
2000).

La formacion de la envoltura vitelina en este grupo ocurre durante la ovogénesis en

paralelo con la vitelogénesis. La ovogénesis se ha dividido en cinco etapas reconocibles
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principalmente por las caracteristicas de los ovocitos: pre-vitelogénesis, vitelogénesis
lipidica, vitelogénesis proteica, vitelogénesis total y maduracion (Selman y Wallace,
1983a,b; Berois y col, 2004). La deposicion de la cubierta comienza durante la etapa de
vitelogénesis lipidica, depositdndose desde la superficie ovocitaria en forma sucesiva en
diferentes capas formando multimeros filamentosos hasta la etapa de ovocito vitelogénico
total. Este proceso se ha seguido mediante microscopia electronica de transmision y de
barrido, documentando desde las etapas tempranas hasta que la cubierta coridnica adquiere
una organizacion trilaminar. Estos arreglos son denominados, desde afuera hacia adentro,
zona radial externa, intermedia e interna, o0 Z1, Z2 y Z3 respectivamente (Fig. 1c). (Guraya,
1986; Arezo y col. 2007; Berois y col. 2007; Rodao y col. 2015). A medida que se van
depositando las sucesivas capas, quedan canales que atraviesan toda la envoltura y que
contienen microvellosidades de la membrana celular ovocitaria en yuxtaposicion con
similares proyecciones de las células foliculares (Fig. 1c) (Tesoriero, 1977, 1978; Wallace y
Selman, 1981; Arezo y col. 2007; Berois y col. 2007; Rodao y col. 2015).

Las caracteristicas ultraestructurales de la superficie corionica de los ovocitos
ovulados pueden correlacionarse con la condicion de pelagico o demersal del ovocito. (Isaac-
Nahum, 1988; Berois y col. 2007, 2011). A su vez, se ha propuesto que estas caracteristicas
podrian ser Utiles para inferir las relaciones filogenéticas entre teledsteos (Fig. 1 a y b)
(Johnson y Werner, 1986; Loureiro y de Sa, 1996; Li, Wu y Yang, 2000; Garcia y col. 2009).
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Figura 1. a. b. Superficie coridnica de ovocito de A. charrua analizada mediante microscopia
electronica de barrido. ¢. Microscopia electrénica de transmisién de la envoltura coridnica de A.
charrua mostrando sus tres capas: zona radiata externa (Z1), zona intermedia (Z2) mas
electrondensa que la anterior, y zona radiata interna heterogénea (Z3). Se observan también parte
de una célula folicular (CF), citoplasma ovocitario (O) microvellosidades en los canales
(estrellas). Adaptado de Arezo y col. 2007.

SR DA

1.3 Proteinas corionicas
Multiples estudios han comparado el perfil bioquimico de la cubierta corionica de

diferentes especies de teledsteos mostrando que la mayoria comparten un patrén similar de
bandas de proteinas y glicoproteinas, con una complejidad estructural y macromolecular que
varia con las especies. Los componentes principales oscilan entre 40 y 130 kDa en sus pesos
moleculares (Oppen-Berntsen y col. 1990; Hyllner y col. 1991; Scapigliati y col. 1994;
Bonsignorio y col. 1996; Iconomidou y col. 2000b; Spargo y Hope, 2003; Berois y col.
2007).

La comparacion de las proteinas coridnicas con sus homdlogas en otros vertebrados
ha mostrado semejanzas que sugieren la pertenencia a una familia proteica cuya funcién
estructural se encuentra altamente conservada. La nomenclatura permanece ambigua
respecto a la denominacion de estas proteinas (coriogeninas, ChP; proteinas zona pellcida,
ZP; proteinas de zona radiata, ZRP; 6 proteinas de envoltura vitelina VEP). Asimismo, en
vertebrados es posible identificar cuatro grupos, todos ellos caracterizados por el dominio
ZP: ZPA, ZPB, ZPC y ZPX. Las proteinas ZPB y ZPC se encuentran en todos los

vertebrados, ZPX en Xenopus (anfibios), pollo y peces, en tanto que ZPA no se ha encontrado
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hasta ahora en peces (Fig. 2) (Hyllner y col. 2001; Spargo y Hope, 2003; Smith y col. 2005;
Listcher y Wassarman, 2007).

/ZPB

winterflounder

salmon-esp

carp-2b

tenopus-E9kDa

POssUMm-4
mouse-2
rat-2

haman-a

A
dog-a cd:‘

senopus-ax medaka-a

/ZPX

Figura 2. Arbol filogenético de la familia de genes de proteinas ZP con subfamilias
etiquetadas ZPA, ZPB, ZPC, y ZPX. Dentro de la subfamilia ZPB se destacan los grupos ZPB1
y ZPB2 (Spargo y Hope, 2003).

1.4 Dominio ZP
El dominio ZP, presente en las proteinas de la envoltura vitelina del ovocito de

vertebrados, consiste en una secuencia de aproximadamente 260 aminoacidos que contiene
entre 10 y 12 residuos conservados de cisteina, con la capacidad de formar puentes disulfuro
intramoleculares (Darie y col. 2004).

La presencia del dominio ZP no se limita a proteinas de la envoltura corionica de los
vertebrados, sino que se ha identificado en cientos de proteinas extracelulares con funciones
diversas en una amplia variedad de tejidos en mamiferos, anfibios, aves, peces, insectos,
gusanos, moluscos y tunicados (Jovine y col. 2002b, 2005). La mayoria de las proteinas que
poseen un dominio ZP son proteinas modulares, con funcion de receptores y/o funciones

mecanicas. EI dominio ZP juega un papel importante en la polimerizacion de las
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glicoproteinas extracelulares, funcionando como un "mddulo de polimerizacion™ (Jovine y
col. 2002b). Dividido en dos sub-dominios, N-terminal y C-terminal, se ha sugerido que el
primero es responsable de la polimerizacion, mientras que el sub-dominio C- terminal seria
el responsable de regular las interacciones proteina-proteina (Jovine y col. 2005, 2006a,b).
Asimismo, algunos autores proponen a estos polimeros como filamentos amiloides naturales
presentes en matrices extracelulares o en cubiertas como la envoltura vitelina ovocitaria

(Ilconomidou y col. 2000; Hamodrakas y col. 2004; Louros y col. 2013).

1.5 Genes corionicos
A partir de datos ultraestructurales de la ovogénesis del pez medaka (Oryzias latipes),

se propuso la idea que la cubierta era secretada por el ovocito y por lo tanto en esta célula se
expresarian los genes corionicos (Tesoriero 1977, 1978). Posteriormente se demostré en la
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) que los genes correspondientes a estas proteinas se
transcribian en el higado bajo la accién de un estrégeno (Hyllner y col. 1991, 1992, 2001;
Celius y col. 2000; Arukwe y col. 2002). A partir de este hallazgo, ampliado posteriormente
por diferentes investigadores a otras especies, se generalizé el concepto de que las proteinas
coridnicas de los teledsteos, en especial las de la zona 3 (Z3)(Fig. 1c), que es la mas compleja
y la Gltima en depositarse, eran sintetizadas en el hepatocito bajo la regulacion del estradiol-
178 y luego transportada por el torrente sanguineo hasta el ovario (Oppen-Berntsen y col.
1992a,b; Hyllner y Haux, 1992; Lyons y col. 1993; Murata y col. 1997; Hyllner y col. 2001).
Sin embargo, los analisis en otras especies: pipefish (Syngnathus scovelli) (Begovac y
Wallace, 1989), carpa (Cyprinus carpio) (Chang y col. 1997) y pez cebra (Danio rerio)
(Wang y Gong, 1999) demostraban que la sintesis de las coriogeninas tenia lugar en el ovario,
por lo que no parecia haber solo un tipo celular responsable de la sintesis de estas proteinas
reproductivas presente en los diferentes érdenes de teledsteos.

A partir de datos comparativos entre las diferentes clases de vertebrados, actualmente
se acepta que los genes involucrados en la organizacion de la cubierta vitelina tienen como
condicion ancestral la expresion en el ovario (Conner y Hughes, 2003). Sin embargo, en los
teledsteos existen dos clases de genes posiblemente originados por duplicacion, los cuales se
distinguen por su ulterior expresion en el ovario, en el higado (regulada por estrogenos), o
en ambos, dependiendo de las especies (Conner y Hughes, 2003). Esta diferencia estaria

relacionada con el patron de evolucion en las diferentes ramas de peces teleosteos.
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1.6 Modelo biolégico
Los peces anuales (Cyprinodontiformes, Aplocheloidei) son teledsteos de agua dulce con un

ciclo de vida muy breve (aproximadamente 10 meses 0 menos dependiendo del género y
lugar que habitan) que estdn expuestos a un ambiente extremadamente variable. Se los
encuentra en América del Sur y Africa. Los ejemplares juveniles y adultos habitan masas de
aguas temporales que se secan totalmente en la estacion seca (Fig. 3 ay b) con la consiguiente
muerte de los ejemplares adultos, mientras que los embriones resistentes a la desecacion
quedan enterrados en el sustrato seco del charco. En la estacion lluviosa siguiente, cuando
las lluvias vuelven a llenar los charcos, los embriones eclosionan; en pocas semanas los
alevines crecen y llegan a la etapa reproductiva, comenzando asi un nuevo ciclo de vida anual
(Fig. 3). La plasticidad de estas especies es asombrosa y se expresa a diferentes niveles del
ciclo de vida. En este sentido, la supervivencia de las especies depende enteramente de los
embriones. Los mismos presentan un patron atipico de desarrollo temprano, caracterizado
por presentar una fase de dispersion de blastomeras y posterior reagregacion de éstas entre
las etapas de blastula y gastrula. Ademas, poseen la capacidad de experimentar diapausas
(detenciones reversibles en el desarrollo) en tres etapas diferentes: diapausa I (fase dispersa),
diapausa Il (embrion somitico antes o después de la formacién del tubo endocardiaco) y
diapausa Il (embrién pre-eclosion) (Fig. 3b) (Myers, 1952; Wourms, 1964; Berois y col.
2012, 2014, 2015).

Los peces anuales comparten, con otros modelos de teledsteos (pez cebra: Danio
rerio; medaka: Oryzias latipes, etc.), varias caracteristicas ventajosas para la investigacion:
oviparidad, transparencia de los huevos y embriones, largos periodos de reproduccion, asi
como la facilidad de mantenimiento en condiciones de laboratorio. No obstante, los peces
anuales presentan algunos atributos unicos relacionados con su peculiar ciclo de vida y las
caracteristicas del desarrollo indicadas mas arriba.

Dentro de los peces anuales de América del Sur se destaca el género Austrolebias
(Cynolebias sensu Parenti) (Costa, 1998) el cual incluye, hasta el momento, 39 especies
distribuidas en la cuenca del Parana-Plata y en el sistema de lagunas Patos-Merin. Se han
descrito mas de 20 especies del género Austrolebias distribuidas en el territorio uruguayo
(Costa, 2006; Loureiro y col. 2011).
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Figura 3. Ciclo anual de un charco temporal, habitat caracteristico de peces anuales, Rocha,
Uruguay. a) Charco inundado desde el otofio hasta el final de la primavera donde se reproducen los

adultos. Se muestran macho y hembra de Austrolebias charrua.
b) Charco seco durante el verano, los embriones permanecen en el sustrato. Se muestra un embrion
de la misma especie en el estadio pre-eclosion (Berois y col. 2012)

Para la presente Tesis se propone a Austrolebias charrua (Costa y Cheffe, 2001)
como modelo de estudio tanto en la naturaleza como en el laboratorio, debido a que se trata
de una especie endémica del este del Uruguay y sur de Brasil (Fig. 4), asociada a los Bafiados

del Este del Uruguay (zona declarada Sitio de Reserva de la Biosfera y Sitio Ramsar,
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Probides 1999; Garcia y col. 2004), de la cual contamos con detallada informacion ya que

viene siendo estudiada a fondo por nuestro grupo de investigacion.

1.7 Antecedentes del equipo de trabajo
El grupo “Biologia Celular de la Reproduccion y del Desarrollo en Peces” dirigido

por la Dra. Nibia Berois, (Seccion Biologia Celular, Facultad de Ciencias, grupo CSIC N°
898), se ha enfocado en el andlisis de diferentes aspectos de la biologia reproductiva y del
desarrollo de diversas especies de peces (Vizziano y Berois, 1990a,b; Pravia y col. 1995;
Lorier y Berois, 1995; Viana y col. 2000). En lo referente a peces anuales, nuestro grupo ha
trabajado de forma interdisciplinaria con investigadores de Facultad de Ciencias desde hace
mas de una década dando lugar al grupo “Biologia Evolutiva de Peces Anuales” (grupo CSIC
N°1653) que agrupa investigadores de Genética, Zoologia, Etologia y Biologia Celular.
Actualmente existen interacciones y proyectos conjuntos con laboratorios de otros paises,
regionales y de EE.UU. En este marco se han publicado resultados referidos a diferentes
topicos: caracterizacion del desarrollo embrionario temprano (Arezo y col. 2005),
mecanismo de diferenciacion del sexo (Arezo y col. 2007), datos referidos a la determinacion
del sexo (Arezo y col. 2014), tres revisiones desde diferentes abordajes que incluyen el
modelo (Berois y col. 2011, 2012, 2014) asi como numerosos trabajos en congresos
cientificos nacionales e internacionales.

Desde el 2013 nuestro grupo de investigacion establecidé una colaboracion con el
grupo del Dr. Miguel Allende (Centro de Regulacion del Genoma, CRG, Universidad de
Chile) Convenio Facultad de Ciencias-CRG Transcriptoma en Austrolebias (Consejo
Facultad de Ciencias Exp. 240011-002362-13) con el objetivo de describir el repertorio de
ARN mensajeros y ARNs no codificantes expresados en los estadios previos, durante y
después de las diapausas | y Ill de A. charrua. Se ha logrado ensamblar un transcriptoma
preliminar de referencia en A. charrua, abordando recientemente la secuenciacion del
genoma que actualmente se encuentra en proceso de refinamiento del ensamble, anélisis y

anotacion por parte del equipo de bioinformatica del CRG.

Finalmente, el esfuerzo conjunto llevo a que el 11 de noviembre de 2015, en el marco
del Il Simposio Internacional sobre Biologia de Peces Anuales, realizado en la Facultad de
Ciencias (UdelaR, Montevideo) se presentara el libro “Annual fishes: history life strategy,
diversity and evolution” de la Editorial CRC Taylor and Francis Group (USA). Los editores
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Nibia Berois, Graciela Garcia y Rafael de Sa (Facultad de Ciencias UdelaR y University of
Richmond) reunieron investigadores de diferentes paises (Uruguay, Brasil, Estados Unidos,
Italia y Republica Checa) para la publicacion de 18 capitulos que abordan un amplio espectro
de aspectos referentes a la biologia de peces anuales, en donde se han incluido datos de la

presente tesis.

1.8 Descripcién del problema a ser abordado y relevancia del mismo
En el marco de mi tesina de grado y de un proyecto CSIC, se logré identificar y

analizar, mediante RT-PCR, la expresion de dos fragmentos de ADNc de genes corionicos
de Austrolebias charrua: achzpL y achzpH (secuencias aminoacidicas deducidas con
identidad entre 65 y 80% con ZPs de peces de diversos 6rdenes), ambos expresados en el
higado. Como se sefial6 previamente, esta expresion hepatica indicaria una posible

regulacién por estrogenos.

Para la presente Tesis de Maestria PEDECIBA en Biologia Celular y Molecular se
plantea: avanzar en la caracterizacion de la expresion de los genes coridnicos incorporando
una aproximacion cuantitativa (amplificacién en tiempo real o Real time PCR), definir si la
expresion de los genes identificados es regulada por estrogenos, y de demostrarse lo anterior,

establecer si la contaminacion por xenoestrogenos altera el patron de expresion.

OBJETIVO GENERAL.:
Caracterizar los genes coriénicos de A. charrua para generar herramientas que permitan

utilizar el corion de los peces anuales como biomarcador de contaminacion.
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Objetivos especificos:
a - Caracterizar la expresion de los genes corionicos en Austrolebias charrua. Conocer el
patron de expresion espacio temporal de dichos genes. Obtencidon de proteinas recombinantes

para la produccion de anticuerpos especificos.
b- Explorar si la expresion de los genes identificados es regulada por estrégenos.

c- Explorar si los xenoestrogenos alteran la expresion de los genes coridnicos.

Para explorar estos objetivos se realizaran los siguientes abordajes:

a.1 - Caracterizar las secuencias de ADNc de A. charrua obtenidas mediante amplificacion
en tiempo final usando oligonucleétidos degenerados validados en O. latipes (Yu y col.
2006).

a.2 — Disefio y sintesis de oligonucleotidos especificos con el objetivo de realizar la técnica
de amplificacion en tiempo real, para estudiar niveles basales de expresion de los ARN
mensajeros de proteinas coridonicas con mayor “resolucion” que a nivel de amplificacion en

tiempo final.

a.3 - Se plantea la produccion de proteinas recombinantes para la generacion de anticuerpos
especificos contra las proteinas corionicas para aportar informacion sobre el nivel

traduccional del patrén de expresion espacio temporal de A. charrua.

b - Para explorar si existe regulacion por estradiol sobre la expresion de los genes coriénicos
identificados, se propone realizar amplificacion en tiempo real sobre muestras de tejidos de
machos y hembras de A. charrua sometidos a un tratamiento con estradiol a diferentes

concentraciones, con sus respectivos controles.

¢ - De confirmar que en la regulacion de la expresion de las coriogeninas estan implicados
los estrdgenos, se procedera a repetir el tratamiento con nonilfenol (u otro compuesto
xenoestrogénico) y se evaluara el efecto de este mediante la amplificacion en tiempo real y

los analisis estadisticos pertinentes.

pag. 12



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencion de muestras bioldgicas
2.1.1 Colecta y mantenimiento de los ejemplares

Peces adultos de Austrolebias charrua fueron colectados en charcos temporales del
departamento de Rocha, Uruguay, entre los meses de mayo y octubre entre los afios 2011 y
2014 (Fig. 3a 'y 4). Luego del transporte y adaptacion a las condiciones de mantenimiento
estandarizadas en el Acuario de Facultad de Ciencias (Papa y col. 2015), se mantuvieron en
peceras de 20 litros con agua preparada a partir de 6smosis reversa (pH 6,5-7,5 y
conductividad entre 300 y 350uS), temperatura ambiente controlada a 19°C y fotoperiodo
natural. Los peces se alimentaron diariamente con alimento vivo (Daphnias sp. y larvas rojas
de mosquito de la familia Chironomidae 6 Tubifex sp., dependiendo del disefio
experimental). Ademas de los ejemplares colectados en la naturaleza se ha instrumentado el
ciclo completo de esta especie de pez anual, en el acuario de la Facultad de Ciencias, a partir
de embriones obtenidos de la reproduccion de los individuos colectados previamente en los

charcos temporales (Papa y col. 2015).

Figura 4. Mapa de Uruguay destacando con 6valo en rojo la zona de colecta
de Austrolebias charrua (modificado de Google Earth 6).
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2.1.2 Obtencion y cultivo de embriones
La obtencion de embriones se logré colocando a los adultos en parejas o trios (1

macho y 2 hembras), en acuarios que contenian recipientes con turba Xaxim en el fondo
mimetizando el ambiente natural en el cual estas especies, luego de un elaborado cortejo,
(Vaz-Ferreira y col. 1964, 1972; Garcia y col. 2008) se entierran en el sustrato y depositan
sus huevos.

Los embriones de cada cruzamiento fueron colectados del recipiente utilizando una
pipeta plastica y se limpiaron por rodamiento sobre papel de filtro humedo con agua
declorinada. Luego, fueron colocados en placas de Petri, 0 en placas Nunclon, debidamente
identificados en cada pozo, en solucién de Yamamoto (NaCl 7,5 g KCI 0,2 g; CaCl,. 2H, O
0,3g; pH 7,3 en 1L; Yamamoto 1967) y cultivados a 25 °C en oscuridad. Para la observacién
se utilizaron cdmaras especialmente disefiadas para su observacion (1,7 mm de profundidad,
fabricadas en portaobjetos con varias capas de cinta aisladora), mediante un microscopio
fotonico Olympus Vanox. Utilizando un cubreobjetos, que esta en contacto con la superficie
del embrion a observar, se realizé la rotacion del mismo para optimizar el analisis del estadio

del desarrollo. Los embriones seleccionados se clasificaron segin Arezo y col. (2005).

2.2 Analisis moleculares

2.2.1 Fijacion y aislamiento de ARN
La totalidad de los ejemplares adultos procesados (Tablas 1, 6 y 10) fueron

sacrificados por inmersion en 2-fenoxietanol 5 ppm utilizando un protocolo habilitado por la
Comision Honoraria de Experimentacion Animal, (CHEA). Inmediatamente después de
corroborar la muerte de los ejemplares se efectud la diseccion en condiciones libres de
ribonucleasas (ARNasas). Se retiré el higado a cada ejemplar, asi como las génadas, para ser
colocados inmediatamente en el reactivo comercial TRIZOL (Invitrogen) en una relacion: 5
volimenes de trizol / 1 volumen de tejido. La eutanasia de los alevines se realizd también
por inmersion con el mismo anestésico, pero usando 2 ppm, para luego ser sumergidos
integros en TRIZOL, en la relacion antes mencionada. Con respecto a los embriones y luego
de seleccionar los estadios de interés, se colocaron 8 embriones por tubo, utilizando 500 pL
de TRIZOL. Luego de la inmersion en TRIZOL de cada muestra de tejido, alevines y
embriones, se homogeneizo por separado, se mantuvo 20 minutos a temperatura ambiente y

se almaceno a -20°C hasta ser utilizada.
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El aislamiento del ARN total de los tejidos, se realiz6 segun las recomendaciones del
fabricante, con adaptaciones del protocolo para optimizar rendimiento. EI material se
descongeld a temperatura ambiente, se centrifugd a 10.000g y se homogeneiz6 nuevamente.
Se agreg6 cloroformo (0,2mL por 1mL de TRIZOL) y se agitd durante 15 segundos. Se
centrifugd a 12.000g 15 minutos a 4°C para la separacion de las fases. Se extrajo
cuidadosamente la fase acuosa que contenia el ARN, a ésta se le agrego isopropanol (0,5mL
por ImL TRIZOL), 1 pL de Dextrano Sigma 20 pg/mL, (para optimizar la visualizacion del
pellet y aumentar la eficiencia de extraccion) y se centrifug6 a 12.000g, 10 minutos a 4°C.
El pellet obtenido fue lavado con 1mL de etanol 75%, centrifugando a 12.000g 5 minutos a
4°C y secado bajo lampara incandescente. Finalmente, el ARN fue resuspendido en agua
Amresco libre de nucleasas entre 55 y 60°C durante 10 minutos en bloque térmico
(AccuBlock digital Dry Bath Labnet).

2.2.2 Estimacién de la calidad y concentracion del ARN obtenido
La integridad del ARN fue controlada mediante electroforesis en gel de agarosa al

1% en solucion tampon TAE 1X (Tris-Acetato 40 mM; 1mM de EDTA,; ph 8.0). Se cargaron
4 uL de muestra 'y 3 uL de tampdn de carga especifico para ARN, (Formamida 70%, Azul
Bromofenol 0,1%). La corrida electroforética se realiz6 en TAE 1X a 90 V durante 20
minutos. Para la visualizacion de las muestras se utilizo GelRed™ 1X (Biotum) integrado en

el gel, observando en un transiluminador ultravioleta.

Muestras procesadas para analisis de patron de expresion:

TRIZOL Cloroformo Isopropanol Vol. Final

Muestras N° de individuos/tubo (L) (L) (uL) ()
Higado de Hembra adulta 1 800 160 400 30
Ovario de hembra adulta 1 800 160 400 30

Tabla 1. Muestras analizadas y volimenes de sustancias utilizadas para el aislamiento de ARN

2.2.3 Tratamiento con Desoxiribonucleasa
El ARN extraido de tejidos adultos y alevines enteros fue sometido a un

tratamiento con la enzima Desoxirribonucleasa | (ADNasa I, Invitrogen) para eliminar
posibles trazas de ADN gendmico en las muestras. Para ello se utilizaron alicuotas de entre

10 y 15 pL de las muestras provenientes de la extraccion de ARN previamente descrita, a las
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que se agregd 2 uL de la solucion tampdon 10X (200mM Tris-HCI pH8,4, 20mM MgClo,
500mM KCI), 2 uL de enzima ADNasa | (Invitrogen) y agua Amresco libre de ARNasas
hasta completar los 20 uL. La mezcla de reaccidn se agit6 suavemente y se incubd por 60
minutos a 37°C. Culminado este tiempo, para la precipitacion del ARN se agregaron, 20 uL
de agua libre de nucleadas, 4 puL de Cloruro de Litio 4M, 1 uL de dextrano y 90 uL de etanol
absoluto. Con el objetivo de acelerar la precipitacion, se sumergieron los tubos Eppendorf
por 2 segundos en nitrégeno liquido (adaptado de Ausubel y col, 1992). Luego se centrifugo
a 4°C, 10.000g, por 30 minutos, se descartd el sobrenadante y lavaron los pellets con 500 pL
de etanol 70%. Finalmente se centrifugd nuevamente 4°C y 10.000g, por 5 minutos y se
descartd el sobrenadante. Los pellets se secaron bajo lampara incandescente, se
resuspendieron y se sometieron a electroforesis, como en el paso anterior. Se registr6 la
integridad del ARN total mediante fotografia digital de los geles en transilumunador
ultravioleta.
Las concentraciones de los ARNs obtenidos fueron medidas con Nanodrop
en el Institut Pasteur Montevideo (IP-Montevideo).
Inicialmente el ARN se almacend a -20°C por un maximo de cuatro dias, para luego

pasarlo 0 a -80°C, temperatura que permite mantener al ARN por periodos prolongados.

2.2.4 Retrotranscripcion. Sintesis de ADNc
Para la retrotranscripcion se utilizé la enzima Superscript 111 Reverse transcriptase

(Invitrogen) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Se incub6 durante 5
minutos a 65°C la mezcla de: ARN total (10pg a Sug) con 1uL de oligo (dT)2 50 uM
(Invitrogen), 1uL de dNTPs 10 mM y agua Amresco libre de ARNasas hasta completar 13uL.
Se coloco la mezcla 1 minuto en hielo y se adicionaron: 4uL de solucion tampon 5X, 1uL
DTT 0,AM, 1ul RNaseOUT (inhibidor de ARNasas Invitrogen), 1ul de enzima
retrotranscriptasa. Por ultimo, la reaccion se produjo en el termociclador a 50°C durante
lhora y se finalizd inactivando la enzima a 70°C durante 15 minutos. Para el proceso se

utiliz6 un termociclador Multigene 11, de Labnet International, Inc.

2.2.5 Evaluacion de la sintesis de ADNc
Se comprobo la sintesis del ADNc mediante la amplificacion de un gen de expresion

constitutiva. En este caso se realizé utilizando una pareja de oligonucledétidos especificos
disefiados para el pez Danio rerio, que amplifican una regién codificante altamente
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conservada del gen de la B Actina (nimero de acceso del GenBank AF057040, Barralo y col.

1999). Al utilizar estos oligonucleotidos en otra especie, como Austrolebias charrua en este

caso, se los denomina heterélogos.

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

Las reacciones se llevaron a cabo en Termociclador Multigene 11 (Labnet), bajo las

condiciones de amplificacion que se detallan a continuacion:

Actina RSA

Temp (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 3 min
Desnaturalizacion 94 30 seg
Hibridacién 55 30 seg
Extension 72 1 min

Ciclos 32

Extension final 72 7 min

Tabla 2. Programa para oligonucle6tidos de Actina RSA en Termociclador MultiGene Il

La mezcla de reaccidn se realiz6 calculando un tubo por cada muestra, mas un tubo

control y sumando un 10% de cada reactivo por posibles errores de pipeteo. EI volumen de

reactivo para cada tubo fue:

Reactivo Vol./ tubo (nL)

Agua Amresco 9,9
Buffer Tag 10X 15
Cloruro de Magnesio 50 mM 0,6
dNTPs 10 mM 0,3
Oligo F 10 pM 0,5
Oligo R 10 pM 0,5
Tag DNA polimerase 5U/uL

(Invitogen) 0.2
Volumen por tubo 13,5

RSA en Termociclador MultiGenell

Tabla 3. Volumenes utilizados en amplificacion con oligonucleétidos de Actina
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Luego de distribuir 13,5 uL de la mezcla de reaccion en cada tubo, se agregé 1,5 de
cada ADN copia a evaluar. Se prepard un control negativo de la reaccion agregando 1,5 uL
de agua Amresco, para descartar posibles contaminantes en los reactivos utilizados en la
mezcla de reaccion. El volumen final de reaccion fue de 15 uL. Estos mismos reactivos se
utilizaran para todos los ensayos de amplificacion en tiempo final.

Los productos de las reacciones de amplificacion se analizaron en geles de Agarosa
(Biotools) al 1%, en TAE 1X, a 80 V durante 30 minutos. La visualizacion se realiz6
mediante el agente intercalante GelRed™ 1X (Biotum) en transiluminador ultravioleta, con
posterior registro fotografico. Como control de reaccién se realizo la amplificacion en las
condiciones antes mencionadas usando ADN gendémico como molde. Para la confirmacion
de la especificidad de los productos obtenidos a partir de ADN copia, se efectu6 el recorte
de banda, purificacién y secuenciacion segun se explica en seccién 2.2.7 y 2.2.8.

2.2.6 Amplificacion in vitro e identificacion de los genes de interés
El ensayo de amplificacion de los genes de coriogeninas se realizd con los

oligonucledtidos degenerados disefiados por Yu y col. (2006) validados en Oryzias latipes:

Oligonucledtidos degenerados para Coriogenina H
ChgH-F: 5’ACN GTN CAR TGY ACI AAR GAY 3’ Tm: 55,6 °C
ChgH-R: 5’"RTC NAC RAANGT RAACAT YTT 3 Tm: 49,5 °C

Oligonucledtidos degenerados para Coriogenina L
ChgL-F: 5°GCT CACCTG GAARTAYCC Y Tm: 52,9°C
ChgL-R: 5’AGC ACY TGA GCM RCAGGRTCYTC & Tm: 62,1°C

Las equivalencias de bases nitrogenadas para la sintesis de oligonucle6tidos degenerados
son: M=AC, R=AG, Y=CT, I=Deoxy Inosinay N= ACGT

Las reacciones se llevaron a cabo en Termociclador Multigene 11, bajo condiciones
de amplificacion similares a las del punto previo. La mezcla de reaccion se calculd
manteniendo las cantidades para cada tubo segun tabla 4, teniendo en cuenta el control
negativo y el 10% de error de pipeteo. Se incorpor¢ al final 1,5 uL de cada ADN copia a

evaluar. Al control negativo de la reaccion se le agrego 1,5 uLL de agua Amresco sustituyendo
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el ADNc para descartar posibles contaminantes en los reactivos utilizados. El volumen final

de reaccion fue de 15 pL.

Reactivo Vol./ tubo (uL)

Agua Amresco 9,9
Buffer Tag 10X 1,5
Cloruro de Magnesio 50 mM 0,6
dNTPs 10 mM 0,3
Oligo F 10 pM 0,5
Oligo R 10 pM 0,5
Taq DNA polimerase 5U/uL (Invitogen) 0,2
Volumen por tubo 13,5

Tabla 4. Volumenes utilizados en amplificacion con oligonucleétidos de
Coriogeninas en Termociclador MultiGenell

Programas utilizados para ambos pares de oligonucleétidos degenerados

Coriogenina H Coriogenina L

Temp (°C) Tiempo Temp (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 3 min 94 3 min
Desnaturalizacion 94 30 seg 94 30 seg
Hibridacién 48 45 seg 52 45 seg
Extension 72 1 min 72 1 min
Ciclos 32 32
Extension final 72 10 min 72 10min

Tabla 5. Programa para oligonucle6tidos para Coriogeninas en Termociclador MultiGenell

Para el caso de la amplificacion de los ADNc de higado de hembra adulta y de ovario
adulto se realizaron duplicados con tejidos de otra hembra.

En la amplificacion con los oligonucle6tidos de Coriogenina H se realizd una
reamplificacion a partir de una dilucion 1:20 del producto de la primera amplificacion. Para
ello se repitio la composicion de la mezcla de reaccion y el programa de amplificacion,
variando solo la temperatura de hibridacion la cual se aument6 en un grado, quedando en

49°C.
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Los productos de las reacciones de amplificacion se analizaron en geles de
Agarosa (Biotools) en TAE 1X, al 1% para los oligonucledtidos de Coriogenina H y 1,5%
para los de Coriogenina L. La electroforesis se realiz6 a 80 V durante 30 minutos,
visualizandose al final mediante el agente intercalante GelRed™ 1X (Biotum) en

transiluminador ultravioleta, con posterior registro fotografico.

2.2.7 Purificacién de los productos obtenidos
Se realizaron réplicas por triplicado de aquellas muestras en las que se obtuvieron las

bandas de interés y se sometieron a electroforesis en las condiciones antes mencionadas. Las
bandas se recortaron con pipetas Pasteur de plastico irradiadas con UV, usandolas como
sacabocado, y luego se purificaron con el kit de purificacion GFX PCR DNA Gel Band

purification kit (G. Electric) segun las especificaciones del fabricante.

2.2.8 Secuenciacion y analisis preliminar
Los productos de amplificacion purificados se enviaron a secuenciar, utilizando para

ambos casos los oligonucledtidos F y R, al Servicio de Secuenciacion del IP-Montevideo
(secuenciador automatico AB13130 Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas fueron
editadas manualmente segun el cromatograma, utilizando el programa FinchTV

(http://www.geospiza.com/Products/finchtv.shtmL). Para la busqueda de homologias se

rastrearon las bases de datos disponibles en http://www.ncbi.nih.gov/guide/sequence-

analysis/ mediante el programa BLAST 2.2.22 (Altschul y col. 1990).

2.2.9 Designacion de secuencias
Luego del anélisis de homologias de las secuencias de los productos de amplificacion

obtenidos por secuenciacion directa (sd), se designaron las secuencias obtenidas con los
oligonucle6tidos degenerados para Coriogenina H y L como achzpH sd y achzpL sd,

respectivamente (ach= Austrolebias charrua; zp=zona pelucida).

2.3 Clonado de los productos obtenidos
2.3.1 Reaccion de ligacion

Para la ligacion de los productos de amplificacion purificados se utilizé el kit de
clonacion pJET 1.2 de Fermentas (http://www.fermentas.com/en/support/technical-

reference/phage-plasmid-dna/pjet12) segun las instrucciones del fabricante para productos
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de amplificacion con extremos adhesivos, en la cual se coloco en un tubo Eppendorf estéril:
2 uL de agua destilada, 10 uL de Tampon 2X, 5 uL del producto purificado y 1L de enzima
DNA Blunting (Fermentas), se mezclé por vortex y luego de una centrifugacion de 10
segundos se incubo por 5 minutos a 70°C. Concluido este tiempo se colocé en hielo durante
1 minuto y se agreg6 1 uL de vector de clonacion pJET 1.2 (Fig. 5) y 1 uL de la enzima T4
DNA Ligase (Promega). Nuevamente se mezclo por vortex, se centrifugd por 10 segundos
y se incub6 90 minutos a temperatura ambiente de 24°C. Luego se incubd 15 minutos a 70°C
con el objetivo de inactivar la Ligasa para optimizar el porcentaje de transformacion
(Michelsen, 1995). Los productos de la ligacion se mantuvieron a -20°C hasta la

transformacion de las bacterias.

Fagl 103 Adel 120
Bvel 219
Alol 284

Pdml 2580
Begl 2511

CspBl, Rsal 2474
Tatl, Scal 2473

Pyul Hindlll 624

BtwCl, EpulDl 717
Mval263 722
Esp3l 733

N=bl
MNrmeAlll
Ball
Cir10
Gsul
Ecodil
Bfil
Eam1105]

Mssl 761

Munl goz
smul 951

Azsl 1204

Call 1513 Bsafl 1406

Figura 5. Mapa del plasmido pJET 1.2 (Fermentas). El tamafio del plasmido es de 2974 pares de
bases (pb) indicado en el centro de la figura. EI mapa de restriccion muestra la ubicacion de la
secuencia de replicacion (rep), del gen de resistencia a ampicilina (bla), el promotor de la ARN
polimerasa T7 y los sitios de reconocimiento para endonucleasas de restriccion. Posee a su vez el
gen que codifica para la endonucleasa de restriccion Eco471 la cual en ausencia de metilaciones
especificas es letal para las células huésped E. coli. Este sistema de seleccién positiva se inactiva
al lograr la insercion del fragmento de ADN de interés en el sitio MCS.

(http://www.fermentas.com/en/support/technical-reference/phage-plasmid-dna/pjet12)
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2.3.2 Competencia de las bacterias
Las bacterias seleccionadas para la transformacion fueron de la cepa de E. coli IM107

(Promega), recomendadas por el fabricante del kit pJET 1.2 (Fermentas). Para la trasformacion
se utilizo el kit TransfomrAid (Fermentas), siguiendo el siguiente protocolo (adaptando de las
recomendaciones del fabricante):

- Las bacterias E. coli de la cepa JM107 congeladas a -80°C en LB liquido con 20%
de glicerol, se descongelaron paulatinamente durante 15 a 20 minutos en hielo. Luego, en
condiciones de esterilidad, se realiz6 una estria con un ansa en una placa de LB- Agar
(Apéndice 1) previamente seca y rotulada. Se dejé en crecimiento, al menos 12 horas, en una
estufa a 37°C.

- Mediante un ansa previamente flambeada se inocularon dichas bacterias en 1,5 mL
de Medio C estéril (TransfomrAid Fermentas), y se incubaron en un bafio orbital a 37°C
durante 3 horas. Posteriormente, en condiciones de esterilidad, se transfiri6 1,5 mL del medio
de cultivo a un tubo Eppendorf y se centrifugd a 10.000g durante 1 minuto a temperatura
ambiente. Se descarté el sobrenadante y se resuspendié suavemente el pellet de bacterias en
300 pL de solucion T recién preparada (250 pL de solucion T A'y 250 uL de solucion T B,
incluidas en el kit) y se incubé en hielo 5 minutos. Se centrifugé nuevamente 1 minuto en las
mismas condiciones, se descarto el sobrenadante y resuspendid el pellet suavemente en 120
uL de Solucion T, se colocd en hielo inmediatamente. Luego de 5 minutos en hielo las

bacterias se volvieron “competentes” (capaces de incorporar un plasmido).

2.3.3 Transformacion de las bacterias
La transformacion se llevo a cabo transfiriendo 5 uL de cada producto de ligacion a

tubos Eppendorf de 1,5 mL rotulados como pJET-H y pJET-L. Los tubos con el producto de
ligacion permanecieron en hielo por lo menos 2 minutos antes de agregarle suavemente 50
uL de las bacterias competentes a cada uno. Luego se incubaron 5 minutos en hielo.

Para la seleccion de transformantes se sembro cada mezcla de trasformacion en 2
placas de LB-Agar con ampicilina (Apéndice 1), secas y precalentadas. Se colocaron 27,5 uL.
de cada mezcla de transformacion distribuida uniformemente con rastrillo de vidrio,
previamente flambeado y enfriado. Las placas se incubaron 16 hs a 37°C.

Para cada mezcla de transformacion pJET-H y pJET-L se seleccionaron en total ocho

colonias de cada par de placas de transformacion. A partir de las colonias seleccionadas se

pag. 22



hicieron estrias mediante un ansa fina de platino en 2 placas LB-agar/ampicilina. Las
colonias se denominaron secuencialmente de clon pJET-L1 a clon pJET-L8 y clon pJET-H1
a clon pJET-H8. Las placas se incubaron a 37°C durante 11hs. De cada estria se selecciono
una colonia aislada la cual se inoculé en 3 mL de medio LB liquido con ampicilina (3uL
100mg/mL) (Apéndice I). Se incubaron 12 horas a 37°C en agitacion continua. A su vez, esas
mismas colonias se transfirieron a una placa LB agar ampicilina con divisiones para

mantenerlas aisladas y se incubaron en la estufa a 37°C durante 12 horas.

2.3.4 Preservacion de transformantes y purificacion de plasmidos
Luego de transcurridas las 12 horas, se transfirieron 800 uL del cultivo liquido a tubos

Eppendorf de 1,5 mL estériles previamente rotulados, con 250 uL de Glicerol (Sigma)
autoclavado, usado como criopreservador. Se mezcl6 suavemente y se dividid en 2 tubos por
partes iguales, los cuales se mantuvieron en hielo 10 minutos y se almacenaron a -20°C para
su conservacion.

Los 2,2 mL restantes del cultivo liquido se centrifugaron a 10.000g 2 minutos a
temperatura ambiente y se descartd el sobrenadante. La purificacion de los plasmidos se
realiz6 segln el método de lisis alcalina (adaptacion de Sambrook y col. 1989 pag. 1.31). El
mismo consiste en resuspender el pellet en 100 uL de Solucion | (Apéndice 1), mezclar por
vortex, agregar 200ul de Solucién Il recién preparada (Apéndice I), invertir 5 veces cada
tubo y colocar en hielo. Luego en frio se agregaron 150 uL de Solucion 11 fria (Apéndice I)
se invirti6 10 segundos y se incubO en hielo entre 3 y 5 minutos. Las muestras se
centrifugaron 5 minutos a 10.000g y se transfirio el sobrenadante a otro tubo
(aproximadamente 400uL). Se agregé 1uL de ARNasa (10mg/mL) e incub6 30 minutos a
37°C en bloque térmico. Se agregd 1uL de Dextrano Sigma y 800 uL de etanol absoluto, se
mezcld y se precipitd el ADN plasmidico durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugd 5 minutos a 10.000g, se descarté el sobrenadante y el pellet se
lavd 2 veces con 1 mL de etanol 70% cada vez. Se centrifugd a 10.000g y se descartaron
nuevamente los sobrenadantes. Se secaron los pellets bajo lampara incandescente, para luego
resuspenderlos en 40 uL de agua Amresco inicialmente por pipeteo y luego incubando a
60°C 15 minutos. La calidad de la purificacion de los productos obtenidos se analizé en geles
de Agarosa Biotools al 1%, en TAE 1X, a 80 V 45 minutos visualizados con GelRed™ 1X

(Biotum) en transiluminador ultravioleta, con posterior registro fotografico.
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2.3.5 Secuenciacion y analisis de las secuencias
Los pléasmidos purificados se enviaron a secuenciar utilizando ambos

oligonucledtidos (pJET1.2 forward y pJET1.2 Reverse) incluidos en el kit de clonacion antes
mencionado, al Servicio de Secuenciacion del IP-Montevideo (secuenciador automatico,
ABI3130 Applied Biosystems).

pJETH 2 forward sequoncing peimer, 23-ner _ Ecoli
Eea5Zl Khal
™ fon gt EEEE——
S p— ml » Not Bylil ¥%pnl Pisgi] Fea?
5 GEC GIA ATA CGA COTC ACT ATR G566 acn GOG GCOC GEC AGA TCT TCC GGA TGG CTC GAG TTT TTC AGC ARG ATA TCT
3" CCG CAT TAT GCT GAG TSEA TAT COCOC ToT OG0 CLG Chli TCT ALGA AGL CCT ACC GALG CTC AlA BAL TCH TTC TAT AGA
Bla Tyr Tyr Ser Glu Ser Tyr Pro Ser Arg Gly Gly Ser Arg Gy Ser P Glu Lew Lys Gl Al Lew Ty Arg
Bigl
Eco130l
—rhal __ mgm iz Brwisl €2
TTC TAG ARG ATC TCC TAC AAT ATT CTC AGC TEC CAT GGA AAR TCGE ATG TTC TTC T 3
ALl ATC T TAC AGL ATE TTA TAR GAG TCG ACG GTA CCT TTT AFD TAC ARAG MG A &
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Figura 6. Segmento de secuencia del plasmido pJET 1.2 en el que aparecen las secuencias de
reconocimiento de endonucleasas de restriccion y de los oligonucle6tidos de secuenciacion
pJET1.2 forward y pJET 1.2 reverse, asi como el promotor de la ARN polimerasa T7.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas en el programa Sequencher 4.10.1
(www.genecodes.com), para eliminar la secuencia perteneciente al vector (Fig. 5) y
ensamblar las secuencias consenso. Una vez obtenidas las secuencias, se rastrearon las bases
de datos disponibles en http://www.nchi.nih.gov/guide/sequence-analysis/ utilizando el
programa BLAST 2.2.22 (Altschul et al.1990) para la basqueda de homologias. Se realiz6
un analisis comparativo del conjunto de secuencias obtenidas mediante clonacién,
secuenciacion directa de los productos de amplificacion y secuencias obtenidas del GenBank,
usando el método de mdaltiples alineamientos del programa Clustal W (MEGA 6.0) (Tamura
y col. 2013). Luego usando el programa MEGA 6.0 se realizaron andlisis filogenéticos para
cada secuencia nucleotidica por separado con las secuencias mediante el método méaxima
parsimonia. Posteriormente se realiz6 un analisis de Neighbour Joining usando ambas
secuencias aminoacidicas deducidas obtenidas junto a las secuencias animoacidicas de las

proteinas corionicas obtenidas de la busqueda con los programas blastx y tblastx.

2.3.6 Designacion de secuencias
Luego del andlisis de homologias de las secuenciass, se designaron las secuencias de

los plasmidos de los clones pJET-H2 y pJET-L6 como achzpH y achzpL, respectivamente.
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2.4 ldentificacion del patron de expresion de los genes coridnicos usando
oligonucleotidos degenerados
Para establecer el patron de expresion de los genes coridnicos identificados, se realizd

el aislamiento de ARN total, tratamiento con DNAsa |, retrotranscripcion, valoracion de

ADNCc y amplificacion de los genes de interés segun fue descrito en seccion 2.2.1 a 2.2.6

para las muestras de la tabla 6.

Muestras . !\l° de TRIZOL Cloroformo Isopropanol  Vol. Final
individuos/tubo (V1] (V1] (uL) (L)
Higado de Hembra adulta 1 800 160 400 30
Ovario de hembra adulta 1 800 160 400 30
Alevin Hembra 45 dias Post-eclosion 1 800 160 400 30
Embriones 38 dias Post-fecundacion 8 500 100 250 15
Embriones 30 dias Post-fecundacion 8 500 100 250 15

Tabla 6. Muestras analizadas por amplificacion en tiempo final con oligonucleétidos degenerados y
volimenes de sustancias utilizadas para el aislamiento de ARN

2.5 Amplificacion en tiempo final con oligonucledtidos especificos
2.5.1 Disefio de oligonucle6tidos especificos

A partir de las secuencias achzpL y achzpH, se disefiaron dos juegos de
oligonucledtidos especificos con los programas web de Integrated DNA Technologies (IDT)
e Invitrogen. Se seleccionaron los Tm de 62 + 2 °C y largo de amplicon éptimo de 150 + 25
pares de bases, el resto de los parametros utilizados fueron los brindados por defecto por
cada programa. Posteriormente los oligonucle6tidos sugeridos por dichos programas se
revisaron con el programa Oligo Analyzer 1.0.3 y se modificaron para minimizar las
hibridaciones inespecificas entre pares de oligonucle6tidos y consigo mismos. Estos mismos
criterios se utilizaron para generar oligonucleotidos especificos de actina a partir de la
secuencia obtenida de la purificacion de productos de amplificacién usando los

oligonucledtidos de actina p RSA obtenida en seccion 2.2.5.
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Los oligonucleotidos disefiados fueron denominados:

Gen Juego Directo (F) ‘ Secuencia de oligonucleétido  Reverso (R) Secuencia de oligonucleétido

1 |zpHAchFl |GACGGAGGGGCCTGGGTTT |zpHAchR1 |AGCCTCAACGGCAGTAGCAGT
achzpH 2 |zpHAcChF2 |GTTGAGGCTTTGGTCATTG zZpHAch R2 | CAAACTCCATTGCCAATCCTG

1 |zpLAchF1 |AGTCAAGCCCAGTGTGCCATT |zpLAch Rl |AGGGTGAGGTCACCTGGATT
achzpl 2 |zpLAch F2 |CACCTGGAAGTACCCTGAAG |zpLAch R2 |CTCTTGGCACTGAACAGCAAC

. 1 |actAchFl |CCCCATCGAGCACGGTATTG |actAchR1l |CTGTTGGCCTTGGGGTTCAG

betaactinaach

2 |actAchF2 |GTTGGTGATGAGGCACAGAGC |actAch R2 |TCAGCAGGACTGGGTGCTCCT

Tabla 7. Oligonucleétidos especificos disefiados para achzpH, achzpL y betaactina de A. charrua.

2.5.2 Establecimiento de condiciones de amplificacion en tiempo final de los
oligonucleotidos especificos

Se ensayaron diferentes condiciones para la amplificacion utilizando principalmente
el primer par de oligonucle6tidos de cada gen, modificando principalmente la combinacion
y concentracion de oligonucledtidos. La temperatura de hibridacion (apareamiento) elegida
fue de 60°C, ya que es la recomendada para el kit a utilizar para la amplificacion en tiempo
real. Se ensayaron diferentes concentraciones finales de oligonucledtidos para optimizar los
resultados.

A partir de estos ensayos se comenzaron a utilizar puntas de pipeta automatica con
filtro y la cabina de PCR BIOSAN UVC/T-AR (BIOSAN). En dicha cabina, previa limpieza
con alcohol 70% de superficies y gradillas, el agua Amresco libre de nucleasas para las
reacciones y el material se somete a 20 minutos de irradiacion ultravioleta (UV) con el fin
de descontaminar de &cidos nucleicos que pudieran falsear los resultados obtenidos. La
radiacion ultravioleta genera la dimerizacién de pirimidinas formando puentes cruzados en
los acidos nucleicos blogueando el avance de las polimerasas. Dentro de la cabina se realizé
el pipeteo y la manipulacion para obtener las mezclas de reaccion (retrotranscripcion y
amplificacion), asi como la irradiacion del material a utilizar en pasos subsiguientes. La

incorporacion del molde respectivo a cada reaccién se realiz6 en una mesada diferente.

2.5.3 Patron de expresion de los genes coridnicos con oligonucleotidos especificos
Para la identificacion del patron de expresion de los genes coridnicos con los

oligonucledtidos especificos, se realizaron las reacciones de amplificacion con las mismas
muestras de ADNc ya utilizadas con los oligonucledtidos degenerados, pero sumando las

muestras de alevines de 30 hs y de 7 dias post-eclosion (ver Tabla 10). El programa usado
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para el termociclador fue el mismo para los 3 juegos de oligonucleotidos Tabla 9). Las

cantidades de reactivos utilizadas para la amplificacion se detallan en la tabla 8.

oligos zpHAchl zpLAchl ‘ actAchl
Reactivo Vol./ tubo Vol./ tubo Vol./ tubo
(nL) (nL) (nL)
H20 49 49 9,4
Buffer Taq 10X 15 15 15
Cloruro de
Magnesio 50 mM 0.6 0.6 0.6
dNTPs 10 mM 0,3 0,3 0,3
Oligo F 1 pM 3 3 0,75
Oligo R 1 pM 3 3 0,75
Taq Polimerasa 0,2 0,2 0,2
Volumen final 13,5 13,5 13,5

Tabla 8. Volumenes utilizados en amplificacion con oligonucleétidos especificos
para achzpH, achzpL y beta-actina de A. charrua en Termociclador MultiGenell

Oligonucledtidos  especificos

Temp (°C) Tiempo
Desnaturalizacion
inicial 94 3 min
Desnaturalizacion 94 30 seg
Hibridacién 60 30 seg
Extension 72 30 seg
Ciclos 30
Extensién final 72 3 min

MultiGenell

Tabla 9. Programa para oligonucledtidos especificos de A. charrua en Termociclador

Muestras

N° de

TRIZOL Cloroformo

Isopropanol

Vol. Final

individuos/tubo

(ML)

(ML)

(ML)

Higado de Hembra adulta 1 800 160 400 30
Ovario de hembra adulta 1 800 160 400 30
Alevin Hembra 45 dias Post-eclosion 1 800 160 400 30
Alevines 7 dias Post-eclosion 5 1000 200 500 30
Alevines 30 horas Post-eclosion 5 1000 200 500 30
Embriones 38 dias Post-fecundacion 8 500 100 250 15
Embriones 30 dias Post-fecundacion 8 500 100 250 15

Tabla 10. Muestras analizadas por amplificacion en tiempo final con oligonucleétidos especificos y

volimenes de sustancias utilizadas para el aislamiento de ARN.
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2.6 Amplificacion en tiempo real
2.6.1 Puesta a punto de ensayos de amplificacién en tiempo real

Se juntaron 3 muestras de ADNCc de higado de hembra adulta, obtenidos en las etapas
previas, se realizaron diluciones seriadas para los ensayos de amplificacion en tiempo real.
La mezcla inicial se realiz6 agregando en un tubo 4 pL de cada uno de los ADNc y 108 pL
de agua Amresco irradiada con UV (volumen final 120 uL). Se mezclo por vortex y a partir
de esta dilucion (1:10) se procedio a realizar las diluciones seriadas al tercio. Para la dilucion,
inicialmente se tomo 40 pL de la dilucion 1:10, se mezcl6 primero por pipeteo y luego por
vortex con 80 uL de agua Amresco. Este procedimiento se llevo a cabo con intervalos
minimos de una hora, con los tubos en hielo mezclando con vortex tres veces en este tiempo.
Para todas las diluciones se utilizaron tubos de 500 uL debidamente rotulados. Los intervalos
de tiempo y la mezcla permiten maximizar la homogeneizacion de las diluciones a fin de
minimizar desviaciones en la cuantificacion al realizar la curva de eficiencia.

Siguiendo este sistema se obtuvieron las diluciones higado de hembra (hig H) 1:10,
1:30, 1:90, 1:270 y 1:810. Con estas diluciones se realizaron los ensayos de eficiencia en

Termociclador Rotor Gene 6000 (Corbett Research www.corbettresearch.com) con rotor de

72 tubos presente en el IP-Montevideo. Se usaron tiras de cuatro tubos disefiados para
reacciones de 10 pL (Axygen). Asimismo, se realizaron ensayos de prueba en el
termociclador Applied Biosystems 7500 de la Seccidén Genética- Facultad de Ciencias en
tubos Opticos en tiras de 8 (Applied Biosystems®) con un volumen éptimo de reaccion de
20 pL.

El kit utilizado para los ensayos de amplificacion en tiempo real fue: KAPA SYBR®
FAST gPCR 2X (Kapa Biosystems). Este sistema se basa en la fluorescencia emitida por la
asociacion del SYBR GREEN 1 (Fig. 7) al acoplarse al surco menor de la doble hebra de
ADN resultante en cada ciclo de amplificacion, cuando es excitado por un haz de 498 nm de
longitud de onda.
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Figura 7. Representacion molecular del SYBR GREEN |

Se realizaron diferentes ensayos con ambos pares de oligonucledtidos por gen
(descritos en 2.5.1), asi como las combinaciones del oligonucle6tido directo del primer par
con el reverso del segundo par variando las concentraciones de los mismos. En los ensayos
se utilizaron las diluciones de ADNc hig H 1:10, 1:30, 1:90, 1:270 y 1:810. Para cada mezcla
de reaccion se calcularon dos tubos blanco y las cantidades de reactivos por tubo segun la
tabla 11. Se agreg6 a esta mezcla un 10% extra de cada reactivo para compensar posibles
errores de pipeteo. Se transfirieron 8,5 uL de mezcla de reaccion por tubo y 1,5 uL del ADNc

correspondiente a cada ensayo.

Reactivo Vol./ tubo (pL)

Agua Amresco 15
Oligonucledtido F 5 uM 1
Oligonucle6tido R 5 uM 1
KAPA SYBR® FAST gPCR 2X 5
Volumen por tubo 8,5

Tabla 11. Reactivos para amplificacién en tiempo real en Termociclador Rotor Gene 6000

Se probo el programa bifasico de amplificacion sugerido por el fabricante del kit
ciclos de 95°C y 60°C, desnaturalizacion y hibridacidén-extension respectivamente. Pero
finalmente se utilizd el programa ensayado en la etapa de amplificacién en tiempo final

(Tabla 9). A esto se le agrega una curva de desnaturalizacion del ADN con gradiente
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creciente de temperatura y mediciones cada un grado en el rango de 70 a 95°C, para detectar

si hay productos inespecificos presentes.

Programa Temp (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 3 min

Desnaturalizacion 95 30 seg

Hibridacién 60 30 seg

Extension 72 30 seg

Ciclos 35

Tabla 12. Programa para amplificacion en tiempo real en Termociclador Rotor Gene 6000

Con los resultados de intensidad de fluorescencia obtenidos por el termociclador, se
realizd una grafica de ciclo de reaccién vs intensidad de fluorescencia. En esta grafica se
define el “Threshold” o umbral, como el valor numérico que refleja un punto
estadisticamente significativo por encima de la linea de base del ruido de fondo o
“background”, para cada experimento de amplificacion. Siendo el Ct el corte de la curva de
amplificacion de cada muestra con este umbral, donde a partir de los Ct obtenidos para cada
juego de oligonucledtidos disefiados (con las combinaciones realizadas para cada gen) se
realiz6 una regresion lineal contra el logaritmo de cada dilucion, de manera de obtener la
eficiencia de cada reaccion de la pendiente de esta grafica.

Para detectar diferencias de expresion relativa en los tratamientos, el método elegido
corresponde a “Fold change” determinado por la funcion 2722¢t descrita por Livak y
Schmittgen (2001) y que consiste en restar los promedios de Ct (triplicados técnicos) de cada
juego de oligonucledtidos especificos de coriogeninas con el promedio de Ct del gen de
referencia (beta actina). Este resultado obtenido para las situaciones experimentales se
normaliza respecto al control con la funcion descrita previamente, para obtener la diferencia

de expresion relativa al control.

2.7 Ensayo de expresion de achzpH y achzpL bajo efecto de estradiol
2.7.1 Tratamiento de peces con Estradiol
Con el objetivo de comprobar si existe regulacion estrogénica de la expresion de
genes corionicos en Austrolebias charrua, se realizd un tratamiento de estradiol en
individuos provenientes de la cria en condiciones de laboratorio. Se trabajé con tres grupos
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de 5 hembras y 5 machos por pecera de 20 litros de agua declorinada. Los peces fueron
aclimatados a la pecera los 3 dias previos al tratamiento y alimentados ad livitum hasta el dia
anterior a ser procesados. Se suministraron 2 dosis de estradiol 17p (Sigma N° E8875-1G)
usando como vehiculo 100 uL etanol 100% en cada caso, para lograr 14 y 200 ng/L de
concentracion final. El control se realiz6 en las mismas condiciones agregando al agua solo
el vehiculo. La duracion del tratamiento fue de 5 dias con un cambio parcial del 50 % del
agua el tercer dia. La dosis de estradiol fue restituida reponiendo con 50 uL de las diluciones
de estradiol usadas al principio. Al quinto dia (luego de finalizado el tratamiento) se procedio
a la eutanasia de los individuos y posterior diseccion como se indicd previamente en seccion
2.2.1. Se tomaron muestras de muasculo, higado y génadas de cada individuo. Se destinaron
pinzas diferentes para retirar cada muestra de la cavidad abdominal de cada pez. Las muestras
se colocaron en tubos eppendorf de 1,5 mL libres de nucleasas, agregado TRIZOL
(Invitrogen) y homogeneizando inmediatamente con un homogeneizador de plastico
irradiado con UV para cada muestra. Se agreg6 800 pL de TRIZOL (Invitrogen) para cada
higado y 500 puL de TRIZOL (Invitrogen) para cada una de las muestras de génadas y

musculo.

2.7.2 Procesamiento de muestras de tratamiento con estradiol
El aislamiento de ARN total, la digestion con Desoxirribonucleasa I, estimacion de

calidad y cuantificacion del ARN de las muestras obtenidas se realizd segun se especifico
previamente (secciones 2.2.1 a 2.2.3). Para la retrotranscripcion se utilizé 1,5 pg de ARN
total cuantificado por Nanodrop en el IP-Montevideo, en las condiciones especificadas. Los
ADNCc resultantes se examinaron por amplificacion en tiempo final con los oligonucle6tidos

heter6logos de actina RSA (seccion 2.2.5).

2.7.3 Diluciones de trabajo
Se realizaron “diluciones de trabajo” (DT) 1:20, combinando 3 de los 5 ADNCc

obtenidos de higados de las hembras; y 2 de los 5 ADNc de higados de machos de los

individuos de cada condicién del tratamiento.
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Dilucién de | Denominacién | Denominacién
trabajo individual abreviada

CH1
DT Hembras Control Higado 1:20 CH3 DTHC Hig
CH4
14H1
DT Hembras 14ng/L E2 Higado 1:20 14H3 DTH14 Hig
14H4
200H1
DT Hembras 200ng/L E2 Higado 1:20 200H4 DTH200 Hig
200H5
CcM1
DT Machos Control Higado 1:20 CM3 DTMC Hig
CM4
14M1
DT Machos 14ng/L E2 Higado 1:20 14M3 DTM14 Hig
14M4
200M1
DT Machos 200ng/L E2 Higado 1:20 200M4 DTM200 Hig
200M5

Muestras

Tabla 13. Nomenclatura de las combinaciones de ADNCc de las diluciones de trabajo
usadas para la cuantificacion relativa del Tratamiento con Estradiol.

2.7.4 Eficiencia
Se realizaron nuevamente dos curvas de eficiencia utilizando diluciones 1:30, 1:90,

1:270 y 1:810 de la mezcla de ADNc de higado de hembras control CH1, CH3 y CH4 en las
condiciones preestablecidas. Se utilizaron las cuatro diluciones y dos blancos por mezcla de
reaccion, usando los tres juegos de oligonucleétidos (ver Tabla 7).

2.7.5 Cuantificacion relativa de muestras de tratamiento con estradiol
Para la cuantificacion relativa de los transcriptos de achzpH y achzpL respecto a beta-

actina ach se realiz6 la amplificacion en el termociclador Rotor Gene 6000 (Corbett
Research www.corbettresearch.com). El programa de amplificacion fue el establecido

previamente (seccidn 2.6). Se realizaron por triplicado los ensayos de amplificacién usando
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las diluciones de trabajo de la tabla 13. Se calcularon los reactivos para la mezcla de reaccion
a fin de usar tres tubos problema, més dos blancos y un 20% maés por posibles inconvenientes

de pipeteo.

2.7.6 Control con machos salvajes
Se procedio a la eutanasia y diseccion de tres machos de A. charrua 5horas luego de

su colecta en un charco en la Coronilla (33°53'47"S 53°30'56"0) con el fin de obtener
muestras de higado, gébnada y musculo de “Machos salvajes” (MS). Cada muestra se coloco
en tubos eppendorf de 1,5 mL libres de nucleasas con TRIZOL (Invitrogen) homogeneizando

inmediatamente.

2.8 Ensayo de expresion de achzpL y achzpH bajo efecto de xenoestrogeno
2.8.1 Tratamiento de peces con xenoestrogeno (Nonilfenol)

Se realizo el tratamiento de nonilfenol de 5 hembras y 5 machos de A. charrua por
pecera, provenientes de la misma captura que se procesaron los Machos salvajes. Se armaron
tres peceras de 20 litros usando una de control y 2 dosis de 8 y 64 ng/L de nonilfenol (Sigma).
El vehiculo para cada dosis fue de 100 uL de etanol 100% vy el control se realiz6 en las
mismas condiciones agregando al agua sélo el vehiculo. La duracion del tratamiento fue de
5 dias con un cambio parcial del 50 % Yy reponiendo la dosis como en el tratamiento con
estradiol. Los peces fueron aclimatados a la pecera por 7 dias previos al tratamiento y
alimentados ad livitum con Tubifex sp. hasta el dia anterior a ser procesados. Al quinto dia
se procedié a la eutanasia de los individuos con 2-fenoxietanol 5 ppm y posterior diseccion,
retirando muestras de musculo, higado y gonadas de cada individuo. Cada muestra se coloc6
en tubos eppendorf de 1,5 mL libres de nucleasas con TRIZOL (Invitrogen) homogeneizando
inmediatamente y usando las mismas proporciones de TRIZOL (Invitrogen) que en el

tratamiento anterior.

2.8.2 Procesamiento de muestras de Machos salvajes y del tratamiento con el
xenoestrogeno (Nonilfenol)

El aislamiento de ARN total, la digestion con Desoxirribonucleasa I, estimacion de
calidad y cuantificacion del ARN de las muestras obtenidas se realizo segln se especificd

previamente. Para la retrotranscripcion tambien se utilizaron 1,5 pg de ARN total
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cuantificado por Nanodrop en el IP-Montevideo, en las condiciones especificadas. Los
ADNCc resultantes se examinaron por amplificacion en tiempo final con los oligonucleo6tidos
de actina RSA.

2.8.3 Diluciones de trabajo del Tratamiento con Nonilfenol
Con los ADNCc resultantes se realizaron combinaciones de 3 ADNCc (correspondientes

a higados de individuos) de cada condicion del tratamiento y se realiz6 una dilucién 1:20 de

cada una. Estas combinaciones se consideraron “diluciones de trabajo” (DT).

Dilucion de | Denominacién .
Muestras . o Abreviacion
trabajo individual
CHINP
DT Hembras Control Higado NP 1:20 CH2NP DTHCNP Hig
CH4NP
8H2NP
DT Hembras 8ng/L NP Higado 1:20 8H3NP DTHB8NP Hig
8H4ANP
64H1INP
DT Hembras 64ng/L NP Higado 1:20 64H2NP DTH64NP Hig
64H4ANP
. . MS1 _
DT Machos Salvajes Higado 1:20 MS3 DTMS Hig
. CM2NP _
DT Machos Control NP Higado 1:20 DTMCNP Hig
CM3NP
8M1NP
DT Machos 8g/L NP Higado 1:20 DTMB8NP Hig
8M4NP
, 64M2NP .
DT Machos 64ng/L NP Higado 1:20 DTM64NP Hig
64M3NP

Tabla 14. Individuos incluidos de las combinaciones de ADNc y su denominacion usados para la
cuantificacion relativa de Machos salvajes y del Tratamiento con Nonilfenol.

2.8.4 Cuantificacion relativa de muestras de tratamiento con xenoestrégeno
(Nonilfenol)

Para la cuantificacion relativa de los transcriptos de achzpL y achzpH respecto a beta-
actina ach se realizé la amplificacion en el termociclador Rotor Gene 6000 (Corbett
Research www.corbettresearch.com). El programa de amplificacion fue el establecido

previamente. Se realizaron por triplicado los ensayos de amplificacion usando las diluciones
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de trabajo de la tabla 14. Se calcularon los reactivos para la mezcla de reaccion a fin de usar

tres tubos problema, més dos blancos y un 20% mas para inconvenientes de pipeteo.

2.9 Tratamiento estadistico de los datos de amplificacion en tiempo real
Para el tratamiento estadistico de los datos de cuantificacion relativa se utiliz6 el

programa GraphPad Prism® version 6 (www.graphpad.com) para comparar los triplicados

técnicos de cada muestra del tratamiento. Asi se compararon los 2 4t obtenidos cada gen
con las diluciones de trabajo de los ADNc de higado de cada dosis, con el correspondiente
al control de cada tratamiento (estradiol o nonilfenol), mediante el test ANOVA de una via.
Al usar el post-test Dunnett (para multiples comparaciones) se evalUa si existen diferencias
significativas de cada valor al compararlo con el control, con un 95% de intervalo de
confianza. Para las comparaciones puntuales entre los 224t de dos muestras, se utilizo el

test “t” incluido en el programa antes mencionado, con un 95% de intervalo de confianza.

2.10 Disefo, produccién y purificacion de peptidos recombinantes de
proteinas ZPs de Austrolebias charrua
Con el objetivo de obtener proteinas recombinantes de ZPs de A. charrua se realizé

un disefio basado en el método SLICE de recombinacion homéloga in vitro. El sistema de
expresion elegido fue la transformacion de bacterias E. coli usando el vector de expresion
pPGEX 3x con una u otra secuencia de las ZP identificadas. Este sistema permitiria expresar
un péptido recombinante con la Glutatién transferasa en su region N-terminal unido a un
fragmento de la ZP correspondiente (achzpL o achzpH). La actividad préactica de esta etapa
fue llevada a cabo bajo la supervision del Dr. Mario Sefiorale en el laboratorio dirigido por
la Dra. Monica Marin en la Seccion Bioquimica de la Facultad de Ciencias, con financiacion

parcial del Programa de Pasantias locales de PEDECIBA.

2.10.1 Disefio de vector de expresion
Inicialmente se disefiaron los vectores para expresar achzpL y achzpH con el

programa Serial Cloner 2.6.1. a partir de las secuencias obtenidas previamente y teniendo en
cuenta el marco abierto de lectura de las ZPs y la secuencia tedrica del vector pGEX 3x. A
partir de este disefio tedrico y usando el programa Oligo Analyzer se disefiaron dos juegos
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de oligonucledtidos para amplificar cada uno de los fragmentos de los ADNc achzpL y
achzpH aislados en A. charrua. En estos ultimos se agregaron secuencias flanqueantes de 30
pares de bases cuya homologia permitiera la insercion al vector pGEX 3x por recombinacion
homologa in vitro. Los oligonucledtidos del vector fueron disefiados previamente por el Dr.
Mario Sefiorale y agregan al vector comercial una region poli-Histidina en la region amino
terminal del péptido recombinante prospectivo, y un sitio de corte EcoRI entre la region

codificante de GST y el fragmento de la proteina ZP correspondiente.

pPGEX-3X (27-4803-01)
Factor Xa

lle Glu Gly ArgtGly lie Pro Gly Asn Ser Ser
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Figura 8. Mapa de vector de fusion glutation S-transferasa pGEX 3X (Amersham

Biosciences).
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Disefio de estrategia para obtencion de vectores recombinantes

Amplificacion de Amplificacion de
msertos vector
Purificacion de Purificacion de
mnsertos vector
;. = "

Y
Recombinacion

}

Transformacion de

células NEBSalpha
Aislamiento de “L Aislamiento de
clones zpLGEX clones zpHGEX
Purificacion de Purificacion de
plasmidos zpLGEX plasmidos zpHGEX
Confirmacion de Confirmacion de
clones zpLGEX clones zpHGEX
Secuenciacion y Secuenciacion y
liberacion de inserto liberacion de inserto

Figura 9. Esquema de obtencidn de vectores de expresion zpLGEX y zpHGEX

2.10.2 Amplificacion y purificacion de los productos para la recombinacion

Con los oligonucle6tidos disefiados (Tablas 27 y 28) y sintetizados en Macrogen, se

procedi6 a la amplificacion del vector y de los fragmentos de zp con adaptadores usando HiFi

Kapa ADN polimerasa.
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Para la amplificacion del vector se utiliz6 como molde 1 pL de plasmido
circularizado pGEX 3X (Amersham Biosciences). Los reactivos para la mezcla de reaccién
y el programa de termociclador utilizado se observan en las Tablas 15 y 16 respectivamente.
Se ensayaron inicialmente tres diluciones del molde plasmidico, 1:10, 1:100 y 1:1000. Para
aumentar la cantidad de producto de amplificacion, se repitio la amplificacion utilizando 5

tubos usando como molde la dilucion de 1:100. EI volumen final de cada tubo fue de 15 pL.

Reactivo Vol./ tubo (pL)

H20 9,2
Buffer HiFi fidelity 5X 3

dNTPs 10 mM Kapa 0,5
Oligo F 10 pM 0,5
Oligo R 10 pM 0,5
HiFi ADN Polimerasa 0,3
Volumen final 14

Tabla 15. Reactivos para amplificacién del vector modificado y de los insertos
con adaptadores de recombinacion en Termociclador MultiGenell

Temp (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 6 min
Desnaturalizacion 98 20 seg
Hibridacion-Extension 68 5 min
Ciclos 20
Extension final 68 10 min

Tabla 16. Programa para amplificar vector modificado en Termociclador MultiGenell

Para la amplificacién de los fragmentos de achzpL y achzpH con los adaptadores de
recombinacion se utilizé como molde 1 pL de plasmido de las minipreparaciones generadas
en la clonacion de las ZPs con pJET1.2. Las cantidades de reactivos para las mezclas de
reaccién que se usaron fueron las mismas que en el paso anterior (Tabla 15). El programa de
amplificacion para ambas ZPs figura en la tabla 17. Se ensayaron inicialmente cuatro
diluciones del molde plasmidico, 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000. Para aumentar la cantidad
de producto de amplificacion, se repitio la amplificacion utilizando 5 tubos para cada ZP

usando como molde la dilucién de 1:100. El volumen final de cada tubo fue de 15 pL.
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Programa Temp (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 6 min
Desnaturalizacion 98 20 seg
Hibridacién-Extension 68 45 seg
Ciclos 30
Extension final 68 10 min

Tabla 17. Programa para amplificar insertos con adaptadores de recombinacién en Termociclador
MultiGenell

La visualizacion de los ensayos de amplificacion y seleccion de dilucion de trabajo
se realizd6 mediante electroforesis en agarosa 1% en TAE 1X, tefiido con GelRed™ 1X
(Biotum) y observado en transiluminador ultravioleta.

Posteriormente se reunieron los productos de amplificacién de cada muestra, ZP
correspondiente y el vector, y se realiz6 la digestion con 1 pL de la enzima de restriccion
Dpnl para eliminar los moldes plasmidicos. La enzima de restriccion Dpnl reconoce y digiere
solamente el ADN metilado, producido en este caso por la amplificacion dentro de las
bacterias del plasmido usado como molde.

Los productos de digestion se sometieron a electroforesis en las condiciones antes
mencionadas, pero se tifid con GelGreen 1X (Biotium). Los geles se observaron en
transiluminador de led azul (Clare Chemical Research) para evitar alteraciones en el ADN
con la iluminacion Ultravioleta. Los productos se recortaron con pipetas Pasteur de plastico
irradiadas con UV, usandolas como sacabocado, para luego ser purificadas con el kit de
purificacion GFX PCR DNA Gel Band purification kit (G. Electric) segin las

especificaciones del fabricante.

2.10.3 Recombinacién, transformacién y confirmacion
Para la recombinacion se colocaron 4 uL de producto especifico y 4 uL de vector con

una relacion molar aproximada 8:1, mas 1 uL de Buffer de ligasa 10X (con ATP) y 1uL de
extracto proteico enriquecido en recombinasas para cada fragmento de ZP. Luego de la
incubacion a 37°C por 70 minutos se realiz6 la transformacién de bacterias E. coli NEB
5alpha competentes (High Efficency) Biolabs con 5 uL de producto de recombinacion,
mezclando suavemente con la punta de la micropipeta e incubando por 30 minutos en hielo,
para luego aplicar el shock térmico a 42°C (exactos) por 30 segundos en bafio de agua. En

condiciones de esterilidad se agregaron en cada tubo 950 pL de medio SOC mezclando
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suavemente. Se incubd 60 minutos a 37°C en incubador orbital con agitacion de 200
revoluciones por minuto (RPM). Se plaquearon en condiciones de esterilidad 10, 50 y 200
uL de cada transformacion en placas LB ampicilina, incubando toda la noche a 37°C. De las
colonias obtenidas se seleccionaron 8 colonias aisladas (para cada ZP) y se realizaron estrias
finas en placas LB ampicilina divididas en cuadrantes. La nomenclatura utilizada fue
zpLGEX 1 a zpLGEX 8 y zpHGEX 1 a zpHGEX 8. Con 6 de estos clones aislados se
inocularon 3 mL de medio liquido LB ampicilina para preservarlos y purificar por lisis
alcalina el ADN plasmidico. Luego de 14hs de incubacion en agitacion a 37°C, se
transfirieron 400 uL del cultivo liquido a tubos Eppendorf de 1,5 mL estériles con 150 uL de
Glicerol (Sigma) los cuales se almacenaron a -20°C para su conservacion. Con los 2,6 mL
restantes del cultivo liquido se realiz6 la purificacion de los plasmidos segun el método de
lisis alcalina descrito previamente (adaptacién de Sambrook y col. 1989).

Para la confirmacién de la presencia de los plasmidos de interés, se realiz
inicialmente la digestion del plasmido con EcoRI para observar la liberacion del inserto. Para
esto se agregd 5 pL por tubo de cada plasmido, 1 uL de Buffer EcoR1 10X y 1 uL de enzima
y se incubd toda la noche a 37°C. La visualizacion de plasmidos y productos de digestion se
realizd mediante electroforesis en agarosa 1% en TAE 1X, tefiido con GelRed™ 1X
(Biotum) y observado en transiluminador ultravioleta.

Posteriormente se realiz6 la secuenciacion de los plasmidos seleccionados en el

servicio del IP-Montevideo.
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2.10.4 Expresion de péptido recombinante en E. coli NEB 5alpha

2.10.4.1 Ensayo | de expresion en E. coli NEB 5alpha

Estria en -
placas LB-amp 37°C
Cultivo medio | s/Inducir
ZYM 505-amp s/Inducir :
= ~ $5° 30min PI
Induccion - @ -y
con IPTG €@® | 30min PI e .
1 | 60min PI
Cosecha de P =
e el s2c €l 90min PI
Homogeneizacion:
Sonicacion J l/),
ET
Fraccionamiento: o |
Centrifugacion a oy rl 4°C S \
22000g [
75|+ ] g
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Figura 10. Esquema de Ensayo | de expresion en células E. coli NEB 5alpha.

Luego de la confirmacion se seleccionaron los clones zpLGEX 7 y zpHGEX7 para
realizar un ensayo de expresion. Se sembrd una placa LB ampicilina por clon con estria
gruesa. Se incubaron a 37°C toda la noche. Se inocul6 con el raspado de toda la placa un
matraz de 250 mL por clon, con 50 mL de medio ZYM 505 (Studier, 2005) (Anexol)
suplementado con ampicilina y se incubd a 37°C en agitacion orbital.

Se siguio el crecimiento por DOegoonm hasta alcanzar 1,88 y se agrego IPTG como
agente inductor a una concentracion final de ImM. Se tomaron muestras de 1 mL de medio

de cultivo y se midi6 la DOsoonm cada media hora luego de la induccion hasta los 120 minutos.
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En este punto se cosecharon las bacterias transfiriendo el medio de cultivo a dos tubos corex
de 35 mL centrifugando a 6000g en el rotor JM20 (6000RPM) de la centrifuga refrigerada
(Beckman) por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se descartd y el pellet se guardé a -20°C.

El pellet bacteriano se resuspendié en Buffer Tris-NaCl (Tris 50 mM pH 8,3, NaCl
0,1M) en una relacion de 10 mL por cada gramo de bacterias. Para la lisis celular se utilizé
Sonicador de pulso (Omni International) con 40% del tiempo de pulso, 60% de potencia de
sonicacion por 15 minutos en bafio de hielo y agua. Este procedimiento se continud hasta
obtener fluidez en el goteo luego de aspirarlo con pipeta Pasteur, como indicio de la
fragmentacion del ADN bacteriano.

Para el Fraccionamiento se centrifugd el homogenato bacteriano, denominado
Extracto Total (ET), a 22000g a 4°C. Al sobrenadante de esta etapa se lo denomina
Fraccion Soluble (FS), y al pellet resuspendido se lo denomina Fraccion Insoluble (FI).
Para identificar la fraccion en que se obtuvo la expresion del péptido recombinante, asi como
los niveles de expresion luego de la induccion se realizd una electroforesis en acrilamida
12% en condiciones desnaturalizantes.

Las muestras de 1 mL tomadas previamente a la induccion y cada 30 minutos post-induccién,
se centrifugaron a 6000g obteniendo un pellet bacteriano que se resuspendié en Buffer Tris-
NaCl a razon de 100 pL por cada unidad de DOsoonm. Las suspensiones bacterianas se

sometieron a sonicacion hasta la lisis bacteriana y fragmentacion del ADN.

2.10.4.1a Cromatografia de afinidad con Glutation-agarosa-GST
Se realiz6 una cromatografia de afinidad con Glutation-agarosa y la Fraccion soluble

(FS) zpLGEX inducida a 37°C en células E. coli NEB 5alpha. Se utilizaron 500 uL de matriz
Glutatién-agarosa (General Electric) en tubo eppendorf de 2 mL

El procedimiento seguido fue:

1. Lavado de matriz con 10 mL de H2O (20 volimenes de lecho matriz).

2. Se equilibro la matriz con 10 volimenes de buffer de Tris-NaCl.

3. Se centrifugd la muestra FS zpLGEX a 14000g.

4. Se resuspendid la matriz con el sobrenadante de la centrifugacion y se incubd en agitacion
orbital. Los 5 mL de sobrenadante se incorporaron en 3 veces para maximizar la absorcion.
En cada ocasion se colectd el percolado (P) hasta completar el volumen del sobrenadante

agregado.
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5. Se lavo la matriz con 5 mL de buffer Tris-NaCl, colectando todo el volumen denominado
Lavado (L).

7. Se realizo la elucion con 1 mL buffer Tris-NaCl 5 mM de Glutation reducido. La elusion
se guardo en bafio de hielo y agua en heladera.

De cada paso de la cromatografia se guardd una alicuota bien identificada a -20 °C.

2.10.4.1b Electroforesis en Acrilamida 12 %
El resultado de la cromatografia se analizd mediante electroforesis en acrilamida al

12% en condiciones desnaturalizantes (Sambrook y col. 1989). El gel concentrador se
prepard con un recorrido de 5 mm y en Tris 1X con pH de 6,8. El gel separador se prepard
en Tris 1X con pH de 8,8. La corrida se realiz6 en cuba de electroforesis Biolab por 30
minutos a 60 Volts y una hora a 90 Volts. Las muestras se prepararon con Azul de
bromofenol, SDS, Glicerol, TCEP 8,5 mM (como agente reductor). Posteriormente las
muestras se incubaron a 65°C por 2 horas, 6 95°C por 10 minutos. Estos procedimientos se

siguieron segin Sambrook y col. (1989).

2.10.4.2 Ensayo 11 de expresién en células E. coli NEB 5alpha
Se realiz6 un nuevo ensayo de expresion con el clon zpHGEX 7 usando 2 matraces

de 1 litro con 300 mL de medio ZYM 505. Uno se incub6 en bafio orbital a 37°C con 270
minutos de induccién con IPTG. El otro matraz se incub6 a temperatura ambiente (Tamb)
entre 20 y 24°C con 14hs de induccion.

La cosecha, lisis bacteriana y fraccionamiento se realizaron segun se describio
previamente y el pellet de las Fraccion Insoluble de la induccién a 37°C se resuspendi6 en
Tris-NaCl-Cloruro de Guanidinio 4M. La suspension resultante se colocé en bafio de
sonicacion con hielo y 3 pasos de 180 segundos, y posteriormente se centrifugd a 22000g
por 30 minutos. En este paso se obtuvieron las Fracciones Insoluble-soluble en Cloruro de

Guanidinio (FI-SCG) y la Fraccion Insoluble-Insoluble.
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Figura 11. Disefio de ensayo Il de expresion en células E. coli NEB 5alpha

2.10.4.3 Cromatografia de Afinidad por 16n Metélico Inmovilizado (IMAC)
Se realizd una Cromatografia de Afinidad por 16n Metélico Inmovilizado (IMAC)

con la Fraccién Soluble de la induccién del clon zpHGEX 7 a Temperatura ambiente (FS
zZpHGEX7 Tamb). Se utiliz6 una columna de cromatografia de 12 mL con 2mL de matriz
Ni-NTA (General Electric).

El procedimiento seguido fue:

1. Se lavé la matriz con 20 mL de H20O (10 volumenes de lecho de columna).

2. Se equilibro la columna con 10 volumenes de buffer de Tris-NaCl.

3. Se filtro la muestra FS zpHGEX7 Tamb mediante un filtro de jeringa 0,22 pum.

4. Se colocaron 10 mL de la fraccion soluble en la columna. Luego de taparla se mantuvo en

agitacion orbital durante 30 minutos para permitir la adsorcion.
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5. Se recogi6 el Percolado (P) y se almaceno (inicialmente en hielo y posteriormente a
-20°C).

6. Se repitieron los pasos 4 y 5 hasta completar el volumen total de la fraccion soluble.

7. Se lavo la columna con 20 mL de buffer Tris-NaCl, colectando todo el volumen
denominado Lavado (L).

8. Se realizo la elucidon con el buffer Tris-NaCl 500mM de Imidazol, recogiendo fracciones
de 1 mL hasta los 8 mL. El seguimiento del proceso se realizd6 mediante el método de
Bradford “visual” continuando con la elucion hasta que ya no se detecte la presencia de
proteinas en los eluatos. Las elusiones se guardaron a -20 °C.

De cada muestra se guardd una alicuota bien identificada a -20 °C.

Todas las muestras obtenidas se observaron mediante electroforesis en condiciones

desnaturalizantes como se describid previamente.

2.10.5 Expresion de péptido recombinante en E. coli BL21 (STAR)
2.10.5.1 Transformacion de bacterias E. coli BL21 (STAR)

Se transformaron bacterias E. coli BL21 (STAR) guimicamente competentes que
estaban congeladas a -80°C. La alicuota de bacterias de 100 uL se transfirié de rdpidamente
de -80°C a hielo y se mantuvo por 10 minutos. Luego se dividieron los 100 uL en dos tubos
con 50 pL de bacterias y se agregaron 50 ng de los plasmidos zpLGEX7 y zpHGEX?7,
respectivamente a cada tubo. Se mezclé suavemente y se incub6 por 20 minutos en hielo. El
shock térmico se realiz6 a 42°C (exacto) en bafio de agua por 90 segundos. A cada tubo se
le agregd 350 uL de medio LB estéril y se incub6 en agitacion a 37°C durante 50 minutos.
Luego se plaquearon en LB ampicilina 50 y 100 uL por placa, para cada plasmido y se
incubaron a 37°C toda la noche. Al dia siguiente se realiz6 el aislamiento de 8 colonias en
placas LB ampicilina con cuadrantes. Luego se realizaron las minipreparaciones del ADN
plasmidico por lisis alcalina. La confirmacion de la transformacion se efectud por liberacion
de inserto luego de la digestion con EcoRI y por secuenciacion, como se describid

previamente.
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2.10.5.2 Expresion en E. coli BL21 (STAR)
2.10.5.2a Fraccionamiento y purificacion

Luego de confirmar las secuencias de los clones se seleccionaron zpLGEX 5y
zZpHGEX 3 para realizar un nuevo ensayo de expresion. Se sembré una placa LB ampicilina
por clon con estria gruesa. Se incubaron a 37°C toda la noche. Se inocularon 50 mL del
medio autoinductor ZYM 5052 (Anexoll) suplementado con ampicilina con el raspado de
toda la placa un matraz por clon. Se incub6 a 37°C en agitacion orbital hasta lograr una
DOeoonm de 8 (18hs). Se cosecharon las bacterias centrifugando a 6000g, descartando el

sobrenadante.

Estria en
placas LB-amp

Cultivo en medio
autoinductor
ZYM 5052-amp

Cosecha de
bactenas

Homogeneizacion
Sonicacion

Fraccionamiento
Centrnifugacion a
220000

Gradiente de
solubilizacion ¥1 en
Trns-N&Cl-Urea

Fraccionamiento
Centrifugacion a
22000¢

’ P‘.uolado ' l—m
. i Tamb < :

Cromatografia IMAC
con fase soluble

\ Lavado Lavados en gradiente

v decreciente de Urea

lilucmn IMAC
Urea 6M Elucion IMAC
sin Urea

Figura 12. Disefio de expresion, fraccionamiento y purificacion de zpLGEX y zpHGEX en E.
coli BL21(star)
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2.10.5.2b Solubilizacién de Fraccion Insoluble zpLGEX 5 con gradiente de Urea
Se realizd solubilizacién con concentraciones crecientes de Urea de la Fraccion

Insoluble zpLGEX 5 de la induccion a 37°C en E. coli BL21 (STAR). A partir de la
suspension proteica de la Fraccidon Insoluble en Tris-NaCl (Susp. FI), se obtuvieron

diluciones en diferentes concentraciones de Urea. El ensayo se llevo a cabo con volumen

final de 300 L y concentraciones de Urea 0, 1, 2, 4 y 6 M segun la tabla 18.

Conc.  Vol.Urea = Vol.deSusp. FI | % Susp. Inicial ~ Vol. de muestra Vol. Urea
Urea 8M (uL) (nL) (nL) 25% (pL) 8M (nL)

s/Urea 0 300 100% 37,5 1125
1M 37,5 262,5 88% 42,6 107,4
2M 75 225 75% 50 100
AM 150 150 50% 75 75
6M 225 75 25% 150 0

Tabla 18. Volumenes para la preparacion de muestras solubilizadas en Urea

Luego de agregar la cantidad correspondiente de Urea 8M se mezcl6 inicialmente por
vortex. Posteriormente se realizaron 5 rondas de bafio de sonicacion de 8 minutos cada una,
usando hielo para mantener baja la temperatura. Se mezcl6 nuevamente por vortex y se
centrifugd a 140009 por 15 minutos. Se retird de cada tubo el volumen de sobrenadante
equivalente al 25% de la muestra inicial. Se agregd Urea 8M hasta completar los 150 pL.
Los resultados se observaron mediante electroforesis en Acrilamida 12% con espesor de 1,5
mm usando 40 pL de cada muestra con 10 pL de buffer de azul de bromofenol, glicerol y
SDS (sin calentar).

2.10.5.2c Cromatografia de Afinidad por 16n Metalico Inmovilizado (IMAC) de Fraccién Insoluble
zpLGEX 5 37°C

Se realizé una cromatografia de Afinidad por 16n Metalico Inmovilizado (IMAC) de
Fraccién Insoluble zpLGEX 5 37°C, solubilizada en Urea 6M. El pellet proveniente del
fraccionamiento se resuspendi6 en buffer Tris-NaCl Urea 6M con vortex. Se completo la
solubilizacion con sonicador de pulso (40% del tiempo de pulso, 60% de potencia de
sonicacion (Power), por 15 minutos en bafio de hielo y agua). El extracto proteico se

centrifugd a 140009 y el sobrenadante se transfirié a la columna de cromatografia IMAC
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equilibrada con Tris-NaCl-Urea 6M. Los siguientes pasos se siguieron segun ya se describid,
pero usando buffer Tris-NaCl-Urea 6M.
Las muestras obtenidas se analizaron mediante electroforesis en condiciones

desnaturalizantes como se describid previamente.

2.10.5.2d Renaturalizacion de ZPLGEX en IMAC con gradiente de Urea
El percolado del paso anterior (Percolado de IMAC de Fraccion Insoluble zpLGEX

5 37°C, solubilizada en Tris-NaCl-Urea 6M) se pasd nuevamente por la columna de
cromatografia IMAC equilibrada con Tris-NaCl-Urea 6M y posteriormente se lavo la
columna con Tris-NaCl en concentraciones decrecientes de Urea. El gradiente de Urea se
gener6 con 20 mL de Tris-NaCl-Urea 6M, 15 mL de Tris-NaCl-Urea 4M, 15 mL de Tris-
NaCl-Urea 2M, 15 mL de Tris-NaCl-Urea 1M, 20 mL de Tris-NaCl-Urea 0,5M, 10 Tris-
NaCl-Urea 0,5M, terminando el lavado con 10 mL Tris-NaCl sin Urea.
La elucion se realizé con Tris-NaCl 500mM Imidazol colectando en alicuotas de 1 mL.

Las muestras obtenidas se analizaron mediante electroforesis en condiciones

desnaturalizantes como se describid previamente.

2.10.5e Concentracion y lavado de Imidazol
Se utilizo el Centricon YM10 (Amicon Bioseparations) en las Eluciones 2 a 5 de la

cromatografia anterior. Se centrifugaron a 2200g en centrifuga Sigma rotor 13071 a
temperatura ambiente de 20°C, agregando 1 mL de elucion cada media hora hasta obtener
500uL de volumen de las elusiones. Posteriormente de la misma forma se lavé con 4mL de
Buffer Tris-NaCl, para obtener 500uL de Concentrado (C). Este concentrado se observé
mediante electroforesis desnaturalizante y la concentracion se midié con el método Acido
Bicinconico (BCA).

2.10.6 Ensayo de expresion de ZPLGEX y solubilizacion en Cloruro de Guanidinio
Se realiz6 un nuevo cultivo bacteriano de 300 mL de zpLGEX 5 en las condiciones

descritas previamente obteniendo 3 gramos de bacterias. La lisis bacteriana se realiz6 con
“Beadbeater” (BioSpec) usando 25 mL de Tris-NaCl y 25 mL de esferas de vidrio entre 200
y 500 um de diametro (Thomas Scientific). El ciclado usado fue de 6 ciclos de 1 minuto de
giro y 1 minuto de descanso. El fraccionamiento se realiz6 por centrifugacion a 140009 por

15 minutos a 4°C, el sobrenadante se guard6 aparte. La Fraccion Insoluble se lavo 3 veces
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con 20 mL de Tris-NaCl. Posteriormente se solubilizo con Tris-NaCl-Cloruro de Guanidinio
6M. Para facilitar la solubilizacién se agregaron 8 esferas de vidrio de 5 mm de diametro

usando vortex. Se centrifugd nuevamente a 140009 Y el pellet se descart6. El sobrenadante

se conservo en bafio de hielo y agua en la heladera.
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Figura 13. Ensayo de expresion de zpLGEX y solubilizacion en Cloruro de Guanidinio

2.10.6a Renaturalizacion por Shock, dilucion 1:10
Con el sobrenadante de la solubilizacion se ensayd la renaturalizacion por shock de

dilucion. Se procedid a diluir 5 mL de sobrenadante en 50 mL Tris-NaCl por goteo espaciado
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con un flujo de 5 mL por hora. Los 50 mL de buffer se colocaron en agitador magnético y en

bafio de agua y hielo. La dilucidn resultante se centrifugé a 14000g por 15 minutos a 4°C.

2.10.6b Segunda renaturalizacion por Shock, dilucién 1:10
Se realizd6 un nuevo cultivo y fraccionamiento segun se explica a partir de

Solubilizacion con Cloruro de Guanidinio, pero la solubilizacion se realiz6 agregando DTT
(hasta llegar a una concentracion 30 mM) al Tris-NaCl Cloruro de Guanidinio 6M.
Posteriormente se efectué una nueva renaturalizacion por shock de dilucién en las

condiciones antes mencionadas.

2.10.6¢ Cromatografia de Afinidad por 16n Metalico Inmovilizado (IMAC) en AKTA
Con la Fraccién Insoluble Renaturalizada se realiz6 una cromatografia de Afinidad

por 16n Metalico Inmovilizado (IMAC) en AKTA en una columna HisTrap FF crude
(General Electric) de 1 mL.

2.10.7 Produccién de anticuerpos
La produccién de un antisuero preparado en conejo se realizaria a través del Parque

Cientifico y Tecnologico de Pando. Al cabo de aproximadamente 60 dias se entregarian 10
mL de antisuero testeado por Inmunoblot y 1 mL de suero preinmune. Los requerimientos
para la obtencion serian: no menos de 1,2 mg de la proteina de 240 AA (asumiendo un PM
de alrededor de 24 kDa) y no menos de 1,5 mg de la de 90 AA (asumiendo un PM de 9 kDa
y sin el fragmento correspondiente a la GST) para inmunizar y realizar la evaluacion de la
produccién de Anticuerpos, a una concentracion de 1 mg/mL aprox. En caso de utilizar las
proteinas de fusion, alcanzaria con 1.2 mg en ambos casos. La inmunizacion se realiza con

una solucidn de la proteina emulsificada en adyuvante oleoso.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Identificacion de genes corionicos en Austrolebias charrua

3.1.1 Estimacion de la calidad y concentracion del ARN total
El andlisis electroforético permitio observar la calidad de los ARNs totales obtenidos

a partir de ovario e higado de hembra adulta de A. charrua.

HEMBRA ADULTA
ARN ovario ARN higado

4718 nt =»

1874 nt =~»

Figura 14. Electroforesis de los ARNs totales obtenidos de A. charrua hembra
carril 1- Higado de hembra; carril 2- Ovario; carril 3- Marcador de pares de bases
(Mass Ruler DNA Ladder, Fermentas).

A partir de la imagen obtenida podemos concluir que los ARNSs presentaron buena
calidad y destacable integridad, sin mostrar indicios de degradacion. Esta integridad se
aprecia claramente las dos muestras donde se observan las dos bandas correspondientes a los
ARN ribosomales 28S (4718 nt) y 18S (1874 nt). La banda inferior observada en ambos
carriles corresponde a los ARN de transferencia (entre 65 y 110nt). También puede
observarse un sombreado por debajo de las bandas de ARN 28S y 18S que corresponde a los
ARN mensajeros.

La estimacion de las concentraciones de ARN (Tabla 19) realizada mediante
espectrofotometro de microvolimenes o Nanodrop, indica que es posible usar estas muestras

en el siguiente paso con la enzima retrotranscriptasa Superscript 111 (Invitrogen) que necesita
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un rango de 10 pg—5ug de ARN total para un correcto funcionamiento. Estos resultados
habilitan el empleo de los ARNs aislados como molde para la retrotranscripcion, validando
el método de obtencion y fijacion de las muestras, asi como, el método de aislamiento de

ARN total que podra ser utilizado para las siguientes técnicas.

Muestras Concentracion (ng/ul)
Higado de hembra adulta 194
Ovario de hembra adulta 105

Tabla 19. Estimaciones de la concentracion de los ARNSs

3.1.2 Evaluacion de la sintesis del ADNc
La calidad del ADNCc obtenido se analizé mediante la amplificacion de la actina beta

utilizando oligonucléotidos disefiados para el ADNc de Danio rerio, en las condiciones
mencionadas en literal 2.2.5. Mediante la observacion de la electroforesis se reveld la
amplificacion de una banda de aproximadamente 300 pares de bases para los ADNc
sintetizados a partir de los ARN de ovario e higado de hembra adulta (Fig. 15). Estos
resultados concuerdan con los descritos para la actina beta de D. rerio (banda de 340 pares
de bases) (Barralo y col. 1999)

La ausencia de bandas en el carril 5 (control negativo de la reaccién) permitié concluir
que los productos de amplificacidn obtenidos no provienen de posibles contaminantes en los
reactivos utilizados. A su vez, este experimento confirm6 que los ADNc obtenidos no
presentaban contaminacion con ADN gendmico; ya que como se muestra en los carriles 3 'y
4, la amplificacién en presencia de ADN gendémico de A. charrua, da una banda de
aproximadamente 1000 pares de bases. Esta diferencia en el tamafio de las bandas de
amplificacion se explicaria por la presencia de intrones en la secuencia de actina del ADN

gendmico.
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__HEMBRA ADULTA  ADN gendmico A. charrua Control

ADNCc ovario ADNc higado Dilucion 1:40 Diluciéon 1:20 negativo

1 P 3 4 S

Figura 15. Analisis electroforético de amplificacion en tiempo final con los oligonucleétidos
heterdlogos de p-actina RSA

carril 1- ADNc ovario de hembra adulta; carril 2- ADNc higado de hembra adulta; carril 3- ADN
gendmico de A. charrua dilucion 1:40; carril 4- ADN genémico de A. charrua dilucién 1:20 higado
de hembra adulta; carril 5- control negativo de la reaccion.

3.1.3 Amplificacion en tiempo final con oligonucle6tidos degenerados para
Coriogenina H

Luego de comprobada la calidad del ADNc de ovario e higado de hembra adulta, se
realizaron los ensayos de amplificacion con los oligonucleétidos degenerados ChgH-F y
ChgH-R (Yu y col. 2006) utilizando como temperatura de hibridacion 48 °C (1,5 °C por
debajo la menor de las temperaturas de hibridacion del par de oligonucleétidos). El registro
fotogréfico de la electroforesis (Fig. 16), revela un sombreado entre los 700 y 5000 pares de
bases (para la primera amplificacion, carriles 1 y 2), posiblemente por efecto de
amplificacion inespecifica a partir del ADNc usado como molde. Se descartan posibles
contaminaciones por la ausencia de bandas o sombreado en el control negativo. Al realizar
una segunda amplificacion, se aumento en 1 °C la temperatura de hibridacion para aumentar
la especificidad, y al utilizar como molde una dilucion 1:20 de los productos de amplificacion
de la primer reaccion se obtuvo una banda de aproximadamente 800 pares de bases en la
muestra correspondiente a ADNc de higado de hembra adulta. En el carril 6 correspondiente

al control negativo no se observa amplificacion.

pag. 53



AMPLIFICACION ChegHF vR REAMPLIFICACION ChgH F y R
HEMBRA ADULTA HEMBRA ADULTA

ADNc ovario ADNc higado control neg. ADNc ovario ADNc higado control neg.

1 2 3 4 S 6

800 pb

Figura 16. Analisis electroforético de amplificacion en tiempo final con oligonucle6tidos degenerados
para Coriogenina H: carril 1- Amplificacion de ADNc Ovario; carril 2- Amplificacién de ADNc Higado
de hembra; carril 3- Control negativo amplificacion; carril 4- Reamplificacién de Dilucién 1:20 del producto
de amplificacién de Ovario previo; carril 5- Reamplificacion de Dilucion 1:20 del producto de amplificacion
de Higado de hembra previo; carril 6- Control negativo Reamplificacion.

3.1.4 Amplificacion en tiempo final con oligonucleotidos degenerados para
Coriogenina L
Con los mismos ADNCc de ovario e higado de hembra adulta utilizados previamente,

se realizaron los ensayos de amplificacion con los oligonucleotidos degenerados ChgL-F y
ChgL-R (Yu y col. 2006). En este caso utilizando como temperatura de hibridacion 52 °C
(0,9 °C por debajo la menor de las temperaturas de hibridacion del par de oligonucle6tidos)
en la primera amplificacién se obtuvo una banda de aproximadamente 200 pares de bases en
la muestra correspondiente a ADNCc de higado de hembra adulta (Fig. 17). En el carril 3

correspondiente al control negativo no se observa amplificacion.
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AMPLIFICACION ChgL F yR
HEMBRA ADULTA

ADNe ovario ADNc higado control neg.

1 2 3

Figura 17. Andlisis electroforético de amplificacion en tiempo final con oligonucleétidos
degenerados para Coriogenina L: carril 1- Amplificacion de ADNc Ovario; carril 2-
Amplificacion de ADNc Higado de hembra; carril 3- Control negativo amplificacion.

3.1.5 Purificacion de los productos obtenidos
Una vez repetidos y confirmados los resultados de las amplificaciones para los tres

juegos de oligonucleétidos, los respectivos productos se reunieron y se sometieron a
electroforesis en las condiciones detalladas en literal 2.2.7, se realizo el recorte de las bandas
obtenidas a partir del ADNc de higado de hembra adulta (Fig 18a). Luego de la elucion de
las bandas de ADN, se observo la calidad de la elucion al obtener la banda a la altura esperada
(Fig. 18b). A modo de ejemplo se muestra el recorte y el producto eluido de la amplificacion

con los oligonucledétidos para Coriogenina H.

REAMPLIFICACION ChgHF yR

HEMBRA ADULTA ADNc higado ~ C ;‘12})1 ol _ELUCION

_ - o

Figura 18. a- Zona de recorte de la banda de amplificacion con oligonucleétidos degenerados
para Coriogenina H usando como molde ADNCc de higado de hembra adulta. b- Producto de
elucion.

Las concentraciones de las eluciones se estimaron mediante el programa ImageJ
(Java Image, Abramoff, 2004; Rasband, 1997-2009).
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Amplificacion con Concentracion de

oligonucledtidos elucion (ng/uL)
Coriogenina H 5,2
Coriogenina L 6,7
Actina RSA 54

Tabla 20. Concentraciones estimadas de las elusiones obtenidas.

3.1.6 Secuenciacion directa de los productos de amplificacion
Luego de comprobar que la concentracion de los productos de amplificacion se

encontraba dentro del rango requerido para su secuenciacion, los productos eluidos se
enviaron a secuenciar al Servicio de Secuenciacion del IP-Montevideo.
Las secuencias resultantes obtenidas, luego del empalme de las lecturas con los

oligonucledtidos directo y reverso, fueron:

Secuencia 1: 626pb obtenida con oligonucle6tidos para Coriogenina H

TCAATTAGTTTACTTGGAACTGGTCCACATTGCAGTCCTGTTGGTACTACNTCA
GCTTTTGCCATCTACCANTTCCCTGTGACTGAATGTGGCAGTGTCATGACGGA
GGGGCCTGGGTTTATAAGTTATGANAACAGTATGATCTCTTCATACGAAGTGG
CAGTTGGGCCTTTTGGATCCATCACCANAGACAGTCACTTTGAGCTGCNTATC
CAGTGCAAATACACTGCTACTGCCGTTGAGGCTTTGGTCATTGAGGTTGGTGT
GGTTCCTGCACCACCAGCAGTTGCAGCTCCTGGACCTCTGCGTGTTGAGCTCA
GGATTGGCAATGGAGTTTGTACTACCAAGGGTTGTATCGAANAACAAGTGGC
CTACACCTCCTATTATGCTGATACTGACTACCCTGTTACAAAGGTTCTCAGGG
ACCCAGTGTATATTGAGGTCCACATTCTGGAGAGGACTGATCCCAACATTGTC
CTGACTCTTGGAAGATGCTGGGCAAATACTAACCCCAACCCAAACTATCTCCC
ACAGTGGGATTTGTTGATTAATGGATGCCCCTACCGTGACGATCACTATCTAA
CAAAACTCATCCCTGTGGATTCTTCATCTGGAGTCACATACCC

Secuencia 2: 150pb obtenida con oligonucledtidos para Coriogenina L

ATACCCTGTTGCTGCTGCAACTGTTGCTGTTCAGTGCCAAGAGAGTTATGCTC
ACGTGGAAGTCAAGATGGACATGTTCGGCACTGGCCAGATCATCAATCCAGG
TGACCTCACCCTAGGTGACTGTGCCCCCGTATCCGAGGACCCTGC

Secuencia 3: 283pb obtenida con oligonucledtidos para actina RSA 283pb

TCCATTGTTGGCCGTCCCAGGCATCAGGGTGTAATGGTTGGGATGGGCCAGAA
GGACAGCTATGTTGGTGATGAGGCACAGAGCAAGAGGGGTATCCTGACCCTT
AAATACCCCATCGAGCACGGTATTGTGACTAACTGGGATGACATGGAGAAGA
TCTGGCATCACACTTTCTACAATGAGCTGAGAGTTGCCCCTGAGGAGCACCCA
GTCCTGCTGACGGAGGCCCCTCTGAACCCCAAGGCCAACAGGGAGAAGATGA
CCCAGATCATGTTTGAGACCT
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3.1.7 Identificacion de las secuencias obtenidas
3.1.7a Secuencia obtenida con oligonucleétidos para Coriogenina H

La basqueda de homologias mediante el programa blastx (BLAST 2.2.22; Altschul y
col. 1990) determind la pertenencia de esta secuencia a la superfamilia Zona_pellucida, asi
como la presencia de un dominio ZP (Fig. 19). También se determind que presenta identidad
entre 70 y 78% con Coriogenina H menor y Zona radiata 2 de especies de peces dentro del
orden Cyprinidontiformes (Tabla 21), y de 62 y 69% de identidad con proteinas coridnicas

de especies de diferentes drdenes dentro de los teledsteos.

Conserved domains on [lclQuery_49708] View  Standard Results ~

Local query sequence

Graphical summary |EFEIYRCRe i llniall show extra options »

1on 00

Zona_pel lucida

on—-specific ZP

Euperfanilies Zona_pellucida superfamily

Refine search | @

L . § 7
Search for similar domain architectures | @

List of domain hits
Name Accession Interval E-wvalue
Fl Zona_pellucida  pfam00100 Zona pellucida-like domain; 25-609 5.45e-26
Zona pellucida-like domain;

Pzem-ID: 245587 Cd Length: 251 Bit Score: 101.2% E-value: 5.45e-28

10 20 340 40 50 &0 70 aa
- N I [ [ S I T I |
SRARFRIYEFPVIECCGSVMIECPEFISYXNSMISSYEVAY ITEDSHFELKIQCEYTATR--VERLVIE 2&
STEVVFRFELSSCETTRESRTEDEIIYENELVSQPSVSVE ITRDSDRALPVSCSYTERSywWVSSVAVL 108

Query 45702 =
Cdd:pfam00100 31

Query 45702 a7 T LRIgng tthgoie*guaYTSYYADTDY THILERTDPNIVLTLERCW lee
Cdd:pfam00100 105% PTV BPSPSEEESLSFSLEL-————-———————————— ¥TDDS¥SSDYEPVIIELGDPLYVEVIVDHLPSDPLVLFLDSCW 172

170 120 1390
D T P N T B “_
Query 45708 167 ANTHEMEMYLEPOWDLLINGCEYRDDHYLTELIEPVDSS 203
Cdd:pfam00100 173 ATPSPDPDSSPRYDLIENGCEVDEDSTSTILSHEVEPS 209
]l ZP smartiiz241 Zona pellucida (ZP) domain; ZP proteins are responsible for sperm-adhesion fo the zona ... 25-509 3.38e-1

Blast search parameters

Data Source: Live blast search RID = WWNAZIHFO1R
User Options: Database: COSEARCH/ cdd w2.14 Low complexity filter: yes Composition Based Adjustment: no  E-walue threshold: 0.01  Maximum number of hits: 50

Figura 19. Identificacion de pertenencia a la Superfamilia Zona Pellucida y dominios conservados para la
secuencia obtenida con oligonucledtidos para Coriogenina H
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N° de acceso Gen

Proteina Especie Identidad Bank
choriogenin H minor Kryptolebias marmoratus 78% ACL00859.1
choriogenin H minor Fundulus heteroclitus 75% BAJ07537.1
PRED: zona pellucida sperm- Fundulus heteroclitus 75% XP_012735316.1
binding protein 4-like

zona radiata-2 Cyprinodon variegatus 70% AAT51698.1

Tabla 21. Principales homologias encontradas

3.1.7b Secuencia obtenida con oligonucleétidos para Coriogenina L
Para esta secuencia la busqueda de homologias mediante el programa blastx también

reconocio el dominio conservado ZP dentro de la secuencia, incluyendo a ésta dentro de la
Superfamilia Zona Pellucida. La identidad mayor resultante fue entre 75 y 81% con
Coriogenina L y zona radiata 3 de especies dentro del orden Cyprinidontiformes (Tabla 22),
como en el caso de la secuencia anterior. La identidad entre 65 y 75% es presentada
principalmente con Coriogenina L y proteinas coridnicas de especies de diferentes drdenes

dentro de los teledsteos.

E

Conserved domains on [gi827570265/gb/AKI93632.1]] View | Standard Rasults ~

zona pellucida L. partial [Austrolebias charrua]

Graphical summary RSO LI nal show extra options

"Iu [] i I lln | i 1 i QI“ i I | i SID 0 P .In | | | i 5|0 [ [ i I 6|ﬂ | | i ] :'Fn i I ?IB
Query seq. LTUKYPEAPOPEWKPSVPFELRYPVARATVAVYOCOESYAHYEYKEMONMFGTGOQIINPGOLTLGDCAPYSEDPAADYL
Hl_ln—speci.fic P
hits Zona_pellucida
Superfanilies Zona_pel lucida superfamily

4 [}

Search for similar domain architectures | @ Refine search | @

List of domain hits

| MName Accession Description Interval E-value
I+ zp smartloz41 Zona pellucida (ZP) domain, ZP proteins are responsible for sperm-adhesien fo the zona ... 33-76 1.87e-0]
[+] Zona_pelucida pfam00100 Zona pellucida-like domain; 33-72 3.84e-03

Blast search parameters

Data Source: Precalculated data, version = cdd.w3.14
Preset Options: Database: COSEARCH/cdd  Low complexity filter: no Composition Based Adjustment: yes E-walue threshold: 0.01
References:

1 Marchler-Bauer & et al. (2015), "CODD: NCBI's conserved domain database.”, Nucleic Acids Res.43(D)222-6.
Il Marchler-Bauer A et al. (2011), "CDOD: 3 Conserved Domain Database for the functional annetation of proteins. ", Nucleic Acids Res.30(D)225-9.
Kl Marchler-Bauer A st al. (2009), "CDD: specific functicnal annotation with the Conserved Domain Database. ", Nucleic Acids Res.37(D)205-10.

A Marchler-Bauer A, Bryant SH (2004), "CD-Search: protein demain annetations on the fly. ", Nucleic Acids Res.22(W)327-331.

Figura 20. Identificacion de pertenencia a la Superfamilia Zona Pellucida y dominios conservados para la
secuencia obtenida con oligonucleétidos para Coriogenina L
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Proteina Especie Identidad N° de acceso Gen

Bank
zona radiata-3 Cyprinodon variegatus 81% AAT51699.1
zona pellucida sperm-binding ¢, s heteroclitus 81%  NP_001296846.1
protein 3-like precursor -
choriogenin L Kryptolebias marmoratus 75% ACL00860.1
PRED: zona pellucida sperm- 10y cemilaevis 75%  XP_008310172.1
binding protein 3-like
PRED: zona pellucida sperm- oo o cioc nartitus 73%  XP_008289239.1
binding protein 3-like
Chorion protein Sparus aurata 73% CAA63709.1

Tabla 22. Principales homologias encontradas

3.1.7c Secuencia obtenida con oligonucledtidos heterélogos para actina
La basqueda de homologias mediante el programa blastx reconocio6 el multidominio

conservado de actina que abarca toda la secuencia obtenida. La identidad de la secuencia
traducida fue del 100% con actina de diferentes grupos de eucariotas, incluyendo hongos,
insectos, mamiferos, etc. Al restringir la busqueda dentro de peces, se obtuvo una identidad

del 100% con beta actina de diferentes taxones de peces (Tabla 23).

Proteina Especie Identidad N° de acceso Gen

Bank
Beta-actin Rhodeus uyekii 100% AFE55711.1
Actin Fundulus heteroclitus 100% AAKB83921.1
Beta-actin Squalius alburnoides 100% ABP99936.1
Beta-actin Haplochromis burtoni 100% AEH04532.1
Beta-actin Trematomus bernacchii 100% ADF45299.1

Tabla 23. Homologias principales dentro de peces

3.1.7d Identificacidn y designacion de secuencias

A partir del anlisis de homologias se puede determinar que las secuencias obtenidas
con los oligonucledtidos degenerados corresponden a dos genes corionicos de A. charrua.
Estas secuencias fueron designadas como achzpH sd y achzpL sd, para CoriogeninaH y L,

respectivamente. La nueva nomenclatura se refiere a “ach” por Austrolebias charrua, “zp’

por zona pellucida y “H” o “L” debido a su identificacion dentro de cada Familia proteica
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como pesada o liviana, respectivamente y “sd” por provenir de productos de amplificacion
secuenciados directamente.

La secuencia obtenida por secuenciacion directa del producto amplificado con los
oligonucledtidos de actina RSA, se denomind como beta-actina. Esta secuencia se registro
en Gen-Bank como beta-actin, partial A. charrua N°’AKJ93634.1

3.1.8 Obtencion de los clones de pJET-achzpH y pJET-achzplL

Una vez confirmada la identidad de los fragmentos amplificados, se procedié a la
ligacion de los mismos en el vector pJET 1.2, a la transformacion en las bacterias E. coli de
la cepa JM107, seleccion y aislamiento de colonias y finalmente a la purificacion de
plasmidos mediante lisis alcalina. Por analisis electroforético se confirmé la presencia de
plasmidos presumiblemente recombinantes, en las 8 colonias seleccionadas para cada
fragmento. Se presentan los clones pJET-H2, pJET-H6, pJET-H7 y pJET-HS8; y pJET-L1,
pJET-L 2, pJET-L 6 y pJET-L 7 (Fig. 21). Se observan las diferentes conformaciones de los
plasmidos: la forma superenrollada se ubica méas adelantada, con respecto a la migracion de
la forma lineal y la de enrollamiento parcial. Se presume que los plasmidos obtenidos son
recombinantes dado el sistema de seleccion del kit pJET 1.2, donde el inserto de ADN
foraneo se integra al plasmido interrumpiendo el gen de una enzima de restriccién letal para

las bacterias que hayan incorporado estos plasmidos.
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CLONES pJET-H
HZ H6 HI HS

CLONES pJET-L
L1 L2 L6

<“—3000 pb

<1500 pb

Figura 21. Plasmidos aislados (lisis alcalina) de las clones pJET-H1 a H4 y pJETL1
a L4. carril 5 arriba y abajo- Marcador pb (Mass Ruler DNA Ladder Fermentas)

Luego de analizar por electroforesis se enviaron a secuenciar tres clones de los ocho
obtenidos de cada transformacion: pJET-H6, pJET-H7 y pJET-HS8; pJET-L1, pJET-L6 y
pJET-L7. La secuenciacion se realiz6 con los oligonucleétidos suministrados por el kit de
transformacion, pJET1.2 Forward y pJET1.2 Reverse. Las secuencias obtenidas se
analizaron mediante el programa Sequencher 4.10.1 (www.genecodes.com), para eliminar la
secuencia del vector y ensamblar la secuencia de cada clon. Posteriormente se procedio a

alinear las secuencias obtenidas por secuenciacién directa y las de los plasmidos.
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Figura 22. Alineamiento de la secuencia obtenidas por secuenciacion directa y las
secuiencias de los plasmidos pJET H6, H7 y H8 conteniendo el fragmento achzpH. Los
recuadros rojos indican las diferencias de secuencia.
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achzpL_sd

clon_ pJET-L1
clon_pJET-L6
clon pJET-L7

Clustal Cons
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Figura 23. Alineamiento de la secuencia obtenidas por secuenciacién directa y las
secuencias de los plasmidos pJET L1, L6 y L7 conteniendo el fragmento achzpL. Los
recuadros rojos indican las diferencias de secuencia.

Seleccidn de secuencias de trabajo y acceso a GenBank

Luego de los analisis de homologias realizados previamente y comparando con las
secuencias con mayor cobertura obtenidas al secuenciar los plasmidos recombinantes, se
seleccionaron, para los futuros analisis, las secuencias: achzpH sd como achzpH,
registrandose en Gen-Bank como “Austrolebias charrua zona pellucida H mRNA, partial
cds” N° KP083411; y el clon pJET-L6 como achzpL, registrandose en Gen-Bank como
“Austrolebias charrua zona pellucida L mRNA, partial cds.” N° KP083410.
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3.2 Analisis de las secuencias obtenidas
3.2.1 Anélisis de las secuencias con Clustal X

A partir de las secuencias nucleotidicas traducidas obtenidas en la seccion anterior se
realizaron alineamientos peptidicos, con el fin de compararlos con las secuencias obtenidas
a partir de la basqueda de homologias realizada con el programa blastx (BLAST 2.2.22;
Altschul y col. 1990).

Inicialmente se comparo6 la secuencia achzpH de A. charrua cuya traduccion tedrica
result6 en 203 residuos aminoacidicos, con secuencias aminoacidicas deducidas de diferentes
coriogeninas del grupo H (Fig. 24). Se puede observar la gran conservacion de secuencia
visualizada segun el codigo de programa Clustal X2 (Larkin y col. 2007) donde los residuos
de aminoécidos idénticos se destacan con subrayado en colores y con asteriscos (*) debajo a
la posicidn; las conservaciones de los grupos fuertes se destacan con dos puntos (); y la
conservacion de los grupos débiles se indican mediante un punto (.).

Posteriormente se compararon los 75 residuos aminoacidicos de la secuencia
aminoacidica predicha de achzpL de A. charrua, con secuencias aminoacidicas deducidas de
diferentes coriogeninas del grupo L (Fig. 25). En la comparacion de secuencias se observan,
utilizando el mismo codigo, una gran identidad de secuencia en la mayor parte del fragmento
aminoacidico deducido.
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Figura 24. Alineamiento de secuencias aminoacidicas deducidas de achzpH y diferentes
coriogeninas del grupo H. Segun el codigo de programa Clustal X2, los residuos de
aminoacidos idénticos se indican mediante asteriscos (*), la conservacion de los grupos
fuertes se destaca con dos puntos (:), y la conservacion de los grupos débiles se indican con
un punto (.)
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Figura 25. Alineamiento de secuencias aminoacidicas deducidas de achzpL y diferentes
coriogeninas del grupo L. Segun el cddigo de programa Clustal X2, los residuos de aminoacidos
idénticos se indican mediante asteriscos (*), la conservacion de los grupos fuertes se destaca con dos
puntos (:), y la conservacion de los grupos débiles se indican con un punto (.)

3.2.2 Analisis filogenéticos
3.2.2a Andlisis filogenéticos de achzpH

El &rbol filogenético obtenido a partir del método de méxima parsimonia para
la secuencia nucleotidica de achzpH (Fig. 26), al comparar con las secuencias de
Coriogeninas de la clase H, muestra que achzpH se agrupa con especies de
Cyprinodontiformes (linea roja). Esta asociacion se corresponde con la distribucién de
especies descrita dentro de los teledsteos por diferentes autores (Parenti, 1981; Nelson 1989,
1994, Setiamarga y col. 2008).
Los nimeros de acceso de las secuencias utilizadas para el analisis filogenético de achzpH
fueron: EU867502.1 K. marmoratus zpH; AB533329.1 F. heteroclitus Chg-Hm; AY598615.1
C. variegatus zona radiata-2; AY928800.1 S. aurata zona pellucida; NM_001104664.1 O.
latipes Hminor Chg-Hm; AY547502.1 L. atlanticus zona pellucida p; DQO073801.1G. niger
zona radiata; FJ804423.1 P. flavescens zona pellucida; DQ073801.1 G. niger zona radiata

proteina.
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88 achzp H A. charrua

k.marmoratus zpH

F. heteroclitus Chg-Hm

61 C. variegatus zona radiata-2

0. latipes Chg-Hm

S. aurata zona pellucida prote
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=
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Figura 26. Arbol filogenético generado mediante el método de méxima parsimonia para
achzpH con las coriogeninas de teledsteos agrupadas de la clase H. Se destacan los valores
obtenidos mayores al 50%, basados en 1000 repeticiones.

3.2.2b Analisis filogenéticos de achzpl
El &rbol filogenético obtenido para la secuencia nucleotidica de achzpL (Fig. 27),

también realizado con el método de méaxima parsimonia, al comparar con las secuencias de
Coriogeninas de la clase L, también muestra que achzpL se agrupa con especies de
Cyprinodontiformes (linea azul). Esta asociacion se corresponde también con la distribucion
de especies descrita dentro de los teledsteos por diferentes autores (Parenti, 1981; Nelson
1989, 1994; Setiamarga y col. 2008).

Los numeros de acceso de las secuencias utilizadas para el analisis filogenético de achzpL
fueron: AY598616 C. variegatus; AB533330.1 F. heteroclitus; AY758411.1 O. sinensis;
NM_001104803.1 O. latipes; EU867503.1 K. marmoratus; gi3724148 S. aurata;
gi45239058 L. atlanticus; gi158132195 O. masou; gi763077 C. carpio; gi5834383 C.
auratus; gi182891941 D. rerio; gi226427124 Acipenser sinensis; gi317413767 A. japonica.

pag. 67



53 achzp L A.chamua

——— K. mamoratus choriogenin L

—— (. variegalus zona radiata-3

95

96 L'—— F_ heteroclitus FhChgL
5 — 0. latipes 1-sf
o 100 —— 0. sinensis choriogenin L

S. aurata mRNA choron protein

57

L. atlanticus chonon protein mRNA

53 0. masou choriogenin L mRNA

D. rerio zp glycoprotein 3a.2 mRNA

99 — C. camio ZP3 gene

100 b—— C. auratus ZP3
Acipenser sinensis ZP3-1 mRNA
A. japonica eZPCd mRNA

Figura 27. Arbol filogenético generado mediante el método de méaxima parsimonia para achzpL
con las coriogeninas de teledsteos agrupadas de la clase L. Se destacan los valores obtenidos
mayores al 50%, basados en 1000 repeticiones.

3.2.2c Andlisis filogenéticos combinados para achzpH y achzpl
Se realiz6 el andlisis filogenético con el método de Neighbor Joining (100

repeticiones), a partir del alineamiento peptidico de 43 secuencias incluyendo: achzpH y
achzpL traducidas, ademas de diferentes proteinas corionicas de la clase ZPB y ZPC (Fig.
28). Las secuencias y sus numeros de acceso a GenBank utilizadas para el analisis
filogenético fueron: para ZPB: Kryptolebias marmoratus Chg-Hm (ACL00859.1), Carassius
auratus ZP2 (Z72495.1), Cyprinus carpio (Z72491.1), Danio rerio ZP2 (NP_571405),
Anguilla japonica (BAA36592.1), Oryzias latipes ZPB (AAD38905.1), Salmo salar ESP
(NP _001117169), Salvelinus alpines ZPo (AAR87393.1), Oncorhynchus mykiss VEPa
(NP_001117745). Oncorhynchus masou Chg-Ha (ABW17263.1), Salvelinus alpines ZPf
(AAR87394.1), Oncorhynchus mykiss VEPS (NP_001118072), Oncorhynchus masou Chg-
Hp (ABW17264.1), Sparus aurata ZPBa (AAY21009.1), Cyprinodon variegates ZR2
(AAT51698.1), Oryzias latipes Chg-Hm (NP_001098134), Pseudopleuronectes americanus
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ZP (AAC5H9642.1), Sparus aurata ZPBb (AAY21007.1), Liparis atlanticus ZPB
(AAS55643.1), Oryzias latipes Chg-H (NP_001098277), Oryzias javanicus Chg-H
(AAX09342.1), Oryzias melastigma Chg-H (ABN13415.1); para ZPC : Kryptolebias
marmoratus Chg-L (ACL00860.1), Cyprinus carpio ZP3 (CAA88837.1), Carassius auratus
ZP3 (AAD53946.1), Pimephales promelas ZP3 (AAG28398.1), Danio rerio ZP3
(AAD49113.1), Anguilla japonica eSRS4 (BAA36593.1), Oncorhynchus masou Chg-L
(ABW17265.1), Oncorhynchus mykiss VEPy (AAF71260.1), Salvelinus alpines ZPy
(AAR87395.1), Tetraodon nigroviridis Chg-L (CAG11366.1), Liparis atlanticus Chg-L
(AAS55644.1), Sparus aurata Chg-L (CAA63709.1), Cyprinodon variegatus ZR3
(AAT51699.1), Oryzias latipes Chg-L (AAM47575.1), Oryzias sinensis Chg-L
(AAV34196.1), Oryzias melastigma Chg-L (ABN13414.1), Oryzias javanicus Chg-L
(AAX09343.1). Con las abreviaciones: Chg, Coriogenina; eSRS, eel spermatogenesis-related

substance; ESP, eggshell protein; VEP, vitelline envelope protein; ZR, zona radiata.

Siguiendo las agrupaciones descritas por diferentes autores (Spargo y Hope, 2003,
Kanamori y col. 2003; Modig y col. 2007), resumidas en Rhee y col. (2009) y al compararlas
con el arbol obtenido (Fig. 28), se logro identificar a la secuencia achzpH dentro de las
proteinas corionicas de la clase ZPB en la subclase H menor de expresion hepatica (linea
punteada roja, - -). Esta secuencia se diferencia del grupo de ZPB de expresion ovarica (linea
punteada rosada, **), correspondiente principalmente a Cypriniformes.

La secuencia achzpL se ubica dentro de las secuencias de proteinas corionicas de
clase ZPC de expresion hepatica (linea punteada azul, - -), diferenciandose del grupo de
secuencias ZPC de expresion en ovario (linea punteada celeste, - *-). Dado que los fragmentos
de las ZPs de A. charrua son de tamafio relativamente pequefio no se logra resolver las
separaciones entre clados, con indices bajos de significancia dentro de los diferentes grupos
de teleodsteos. Se logra dilucidar con mayor claridad y significancia a través de los arboles
filogenéticos de las secciones “3.3.2 ay b”, usando el método de maxima parsimoni el cual
ubica las secuencias obtenidas en A. charrua, correctamente dentro de los

Cyprinidontiformes.
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Figura 28. Arbol filogenético generado mediante el método de Neighbor Joining para achzpH
y achzpL con diferentes coriogeninas de teledsteos. Se muestras valores de boostrap para 100
repeticiones.
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3.3 Identificacion del patron de expresion de los genes coridnicos en
diferentes estadios del ciclo de vida, usando oligonucleétidos degenerados

Para la identificacion del patrén de expresion de los genes corionicos identificados
durante la ontogenia de A. charrua, se realizé el aislamiento de ARN total, tratamiento con
DNAsa | y retrotranscripcion segun fue descrito en seccion 2.2.1 a 2.2.4 para las muestras
de la tabla 6. La concentracion de los ARN totales obtenidos se presenta en la tabla 24. Se
realizo la valoracion de la calidad de los ADNc mediante la amplificacion en tiempo final
con los oligonucledtidos para actina  RSA F y R. Se realizaron reacciones de amplificacion
utilizando los oligonucleotidos degenerados ChgL F y R, y ChgH F y R en las condiciones
establecidas en “Amplificacion in vitro e identificacion de los genes de interés” (tablas 4
y 5, seccion 2.2.5a 2.2.6)

N° de Concentracion de

Muestras

individuos/tubo  ARNtotal (ng/uL)
Higado de Hembra adulta 1 194
Ovario de hembra adulta 1 105
Alevin Hembra 45 dias Post-eclosion 1 142
Embriones 38 dias Post-fecundacién 8 126
Embriones 30 dias Post-fecundacién 8 58

Tabla 24. Muestras analizadas y concentraciones de ARN total obtenidas luego del aislamiento y
el tratamiento con ADNasa.
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EMBRIONES ALEVIN HEMBRA HEMBRA ADULTA
30diasPF 38diasPF  45dias PE Gyarig

300 pb

<“=300 pb

d
=200 pb

Figura 29. Analisis electroforético

a) ARN Total: carril 1- Embriones 30 dias post-fecundacién; carril 2- Embriones 38 dias post-
fecundacion; carril 3- Alevin hembra 45 dias post-eclosion; carril 4- Ovario de hembra adulta; carril
5- Higado de hembra adulta.

Reacciones de amplificacion en tiempo final:

b) Amplificacién con los oligonucledtidos de B-actina RSA: los carriles corresponden con los ADNc
resultantes de la retrotrancripcion de los ARNs mostrados en a). c¢) Amplificacién con los
oligonucleétidos degenerados ChgH F y R, para Coriogenina H. d) Amplificacién con los
oligonucledtidos degenerados ChgL F y R, para Coriogenina L. El carril 6- en b), ) y d) corresponde
a los controles negativos de cada reaccion.

En el analisis electroforético de los ARNs obtenidos se observan claramente las
bandas de los ARN ribosomales 28S (4718 nt) y 18S (1874 nt), asi como la banda
correspondiente a los ARNs de transferencia (entre 65 y 110nt). No se observan indicios de
degradacion. Se comprobo la correcta sintesis del ADNc correspondiente a cada muestra y
ausencia de inhibidores de amplificacion, al obtener una banda Unica por carril a 300 pares
de bases al amplificar con los oligonucleétidos de beta actina RSA, disefiados para el ADNc
de esta proteina en Danio rerio (Barralo y col. 1999) (Fig. 29a). Al aparecer solo una banda
de amplificacion se concluye que no existe contaminacion con ADN genomico. La ausencia

de bandas en el carril 6 (control negativo de la reaccion) permitié concluir que los productos
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de amplificacion obtenidos no provienen de posibles contaminantes de los reactivos
utilizados.

En el anélisis electroforético de los ensayos de amplificacion con los oligonucle6tidos
degenerados ChgH F y Ry ChgL F y R (Yu y col. 2006), se identifico: una banda de
amplificacion de 800 pares de bases y una banda de 200 pares de bases para los
oligonucledtidos ChgH F y Ry ChgL F y R, respectivamente; solo para las muestras de
alevin hembra (45 dias post-eclosion) e higado de hembra adulta. En el carril 6 de cada
amplificacion, correspondiente al control negativo, no se observd banda de amplificacion.
La seleccion de los estadios del desarrollo embrionario para este analisis se baso en la
caracterizacion del patrén de diferenciacion gonadal a escala morfoldgica y temporal que
realizamos para esta especie y publicamos en Arezo y col. (2007). Los estadios abordados
para el patrén de expresion de genes coridnicos fueron: 1) embriones de 30 dias post-
fecundacion, con gonadas indiferenciadas (Fig. 30 a'y b); 2) embriones pre-eclosion (38 dias
post-fecundacidn), donde ya se observan dos tipos gonadales diferentes: gonadas de aspecto
indiferenciado (machos presuntivos) y génadas en las que se identifican ovogonias y ovocitos
previtelogénicos (Fig. 30 ¢ y d); 3) alevin hembra de 45 dias post-eclosion y 4) ovario e
higado de hembra adulta.

De acuerdo a las condiciones de amplificacion establecidas para cada juego de
oligonucle6tidos podemos inferir la ausencia de los ADNc de achzpH y achzpL, mensajeros
de Coriogeninas H y L respectivamente, en las muestras correspondientes a los embriones
de 30 dias post-fecundacion y embriones pre-eclosion. En los embriones de 30 dias post-
fecundacion resulta coherente ya que de acuerdo a los datos previos (Arezo y col, 2007) y lo
que se observa en la figura 30b no hay todavia diferenciacién gonadal. En cambio, en
embriones pre-eclosion contrariamente a lo esperado, tampoco se detecté amplificacion de
estos fragmentos. La presuncion de la expresion en este estadio se basa en que la envoltura
coridnica comienza a depositarse en etapas tempranas de la vitelogénesis (Wallace y Selman,
1981; Berois y col. 2007) y de acuerdo a Arezo y col. (2007) en el pool de embriones
analizados deberian encontrarse hembras en desarrollo con ovarios conteniendo ovocitos en
este estado. Ademas, comparando los resultados obtenidos difieren con los obtenidos por
Rhee y col. (2009) en una especie de la misma Familia, Kriptolebias marmoratus
(Cyprinidontiformes, Rivulidae). Estos autores constatan que la expresion de coriogenina L

y una corionenina H mayor en embriones desde estadio 2 (embridén somitico pigmentado)
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hasta alevin recién eclosionado. La diferencia en el patron de expresion de la coriogenina L
durante el desarrollo embrionario de las dos especies podria atribuirse a que los patrones de
expresion son diferentes en ambas especies 0 a que Rhee y col. (2009) utilizaron ensayos de
amplificacion cuantitativa en tiempo real. Este ensayo al tener mayor sensibilidad pudo haber
detectado niveles minimos de expresion, no detectables en ensayos de amplificacion en
tiempo final con oligonucleotidos degenerados como los utilizados en esta etapa de la

presente tesis.

Asimismo, se demostrd la presencia de los ADNc de achzpH y achzpL, expresion de
los mensajeros de Coriogeninas H y L, en las muestras correspondientes a alevin hembra e
higado de hembra adulta. El resultado positivo en alevines hembra de 45 dias post-eclosién
resulta relevante por corresponder al inicio de la actividad ovéarica durante el proceso de
diferenciacion sexual en la especie, descrito en Arezo y col. (2007).

La identificacion del érgano de expresion de estos genes coridnicos a nivel del higado
en hembras adultas (Fig. 29), se encuentra en concordancia con los analisis filogenéticos
presentados previamente (Fig. 28) y con resultados obtenidos en peces de varios 6rdenes con
diferentes grados de divergencia. En particular se destaca la coherencia con los trabajos en
que se ha encontrado expresion hepética dentro del orden Cyprinodontiformes al que
pertenece Austrolebias (Kryptolebias marmoratus, Rhee y col. 2009; Cyprinodon
variegatus, Knoebl y col. 2004), como al orden hermano Beloniformes (Orizyas javanicus,
Yuy col. 2006). Dentro del resto de los peces teledsteos varios trabajos coinciden en sefialar
la expresion hepatica de las coriogeninas, desde salménidos (O. mykis, S. alpinus, O. masou),
bacalao (G. morhua), hasta lenguados (P. americanus, H. hipoglossus), y perciformes (D.
labrax), como ejemplos revisados por Litscher y Wassarman (2007), lo cual plantea que en
este grupo es el higado el principal 6rgano de expresion, pero excluyendo al Orden
Cypriniformes, en el que la expresion generalmente es ovarica.

Los resultados recien analizados son el punto de partida para el siguiente capitulo de
amplificacion en tiempo real de esta Tesis; ya que al comparar las especies en las que existe
expresion de genes corionicos a nivel hepatico, ésta seria regulada por estrogenos, (Hyllner
y col. 1991, 2001; Modig y col. 2007) con la consiguiente mayor sensibilidad a
xenoestrogenos. Este hecho adquiere relevancia a nivel aplicado ya que existe importante

informacion que sefiala al corion como un biomarcador muy sensible a la accion de estos

pag. 74



contaminantes (Lee y col. 2002a,b; Arukwe and Goksgyr, 2003; Gunnarsson y col. 2007,
Chen y col. 2008; Westerlund y col. 2001).

Figura 30. Imégenes de estadios embrionarios utilizados para el andlisis del patron de
expresion de genes coridnicos en A. charrua

a) Embrién 30 dias post-fecundacion; b) Corte histoldgico region gonadal correspondiente a
embrién 30 dias post-fecundacién. ¢) Embrion 38 dias post-fecundacién (Pre-eclosion) d) Corte
histoldgico region gonadal correspondiente a embrién hembra de 38 dias post-fecundacion, en
el inserto de la imagen se observa un corte histolégico de la region gonadal de un embrién
macho equivalente al de laimagen c). Las imagenes de histologia gonadal corresponden a Arezo
y col. (2007).
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Figura 31. Imégenes de individuos post-eclosion utilizados para el andlisis de patron de

expresion de genes corionicos en A. charrua
a) Alevin hembra 45 dias post-eclosion; b) Corte histoldgico del ovario de alevin hembra 45
dias post-eclosion (Arezo y col. 2007); c) Hembra adulta; d) Corte histoldgico del ovario de

hembra adulta (Rodao y col. 2015); e) Imagen histoldgica de higado de hembra adulta.
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3.4 Caracterizacion de expresion de achzpH y achzpL con oligonucleétidos

especificos

3.4.1 Disefio de oligonucleotidos especificos
De acuerdo a la descripcion en seccion 2.5.1 se disefiaron los oligonucle6tidos

especificos de la tabla 25 procurando evitar hibridaciones inespecificas entre o dentro de

cada oligonucledétido.

Directo (F)

Secuencia de oligonucle6tido

Reverso

(R)

Secuencia de oligonucle6tido

achzpH 1 ZpHACh F1 | GACGGAGGGGCCTGGGTTT 63,8 | zpHAch R1 | HECCICAACEECAGIACEAGE | 63,3
2 ZpHACh F2 | GTTGAGGCTTTGGTCATTG 55,2 | zpHAch R2 | EENACICONNCEORNNISENE 62
1 zpLAch F1 | AGTCAAGCCCAGTGTGCCATT | 61,3 | zpLAch R1 60,5
achzpl 2 ZpLAch F2 | CACCTGGAAGTACCCTGAAG 60,5 | zpLAch R2 | [ceanfelc[e/XegfcT.VNoINe[o7VN® | 61,3
Beta- 1 actAch F1 62,5 | actAchR1 | CTGTTGGCCTTGGGGTTCAG 62,5
actinaach | 2 | actAchF2 | GTTGGTGATGAGGCACAGAGC | 63,3 | actAch R2 | TN Eeones | 65,2

Tabla 25. Oligonicleétidos disefiados segln descripcion en seccion 2.5.1 para las secuencias obtenidas.

A continuacion se presentan los oligonucleotidos disefiados sobre la secuencia

correspondiente, destacando cada juego de oligonucle6tidos con el objetivo de distinguir un

color para el directo (F)(color de letra en negrita) del reverso (R)(subrayado).

Oligonucleotidos disefiados sobre la secuencia achzpH (626 pares de bases) segun tabla 25.

TCAATTAGTTTACTTGGAACTGGTCCACATTGCAGTCCTGTTGGTACTACNTCAG
CTTTTGCCATCTACCANTTCCCTGTGACTGAATGTGGCAGTGTCATGACGGAGG
GGCCTGGGTTTATAAGTTATGANAACAGTATGATCTCTTCATACGAAGTGGCA
GTTGGGCCTTTTGGATCCATCACCANAGACAGTCACTTTGAGCTGCNTATCCAG

TTGGTCATTGAGGTTGGTGTGGT

TGCAAATAC

TCCTGCACCACCAGCAGTTGCAGCTCCTGGACCTCTGCGTGTTGAGCT]
TACTACCAAGGGTTGTATCGAANAACAAGTGGCCTACAC
CTCCTATTATGCTGATACTGACTACCCTGTTACAAAGGTTCTCAGGGACCCAGT
GTATATTGAGGTCCACATTCTGGAGAGGACTGATCCCAACATTGTCCTGACTCT
TGGAAGATGCTGGGCAAATACTAACCCCAACCCAAACTATCTCCCACAGTGGG
ATTTGTTGATTAATGGATGCCCCTACCGTGACGATCACTATCTAACAAAACTCA

TCCCTGTGGATTCTTCATCTGGAGTCACATACCC
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Oligonucleotidos disefiados sobre secuencia achzpL (228 pares de bases) segun tabla 25.

GCTCACCTGGAAGTACCCTGAAGCGCCCCAGCCTGAAGTCAAGCCCAGTGTGC
CATTCGAACTGAGATACCCTGTTGCTGCTGCAACT ARkl icInio ey [eloervaer

CEAGTTATGCTCACGTGGAAGTCAAGATGGACATGTTCGGCACTGGCCAGATCATC
alseelegfer e @ oo IAGCTGACTGTGCCCCCGTATCCGAGGACCCTGCGG

CTCAAGTGCT

Oligonucleotidos disefiados sobre la secuencia beta-actina A. charrua (283 pares de bases)
segun tabla 25.

TCCATTGTTGGCCGTCCCAGGCATCAGGGTGTAATGGTTGGGATGGGCCAGAAGGA
CAGCTATGTTGGTGATGAGGCACAGAGCAAGAGGGGTATCCTGACCCTTAAATA

TGACTAACTGGGATGACATGGAGAAGATCTGGCAT
CACACTTTCTACAATGAGCTGAGAGTTGCCCCTGI NN S oo cileearcearer
CGGAGGCCCCTCTGAACCCCAAGGCCAACAGGGAGAAGATGACCCAGATCATGT
TTGAGACCT

3.4.2 Identificacion de patrén de expresion de los genes coridnicos usando
oligonucleotidos especificos

Con el objetivo de refinar y ampliar el estudio del patrén de expresion de los genes
coridnicos obtenido con oligonucle6tidos degenerados, se realizé el procesamiento de las
muestras segun fue descrito en secciones 2.2.1 a 2.2.5 hasta obtener la valoracion de los
ADNCc obtenidos, para las muestras de la tabla 26. En estas muestras se agregaron estadios
intermedios entre embriones pre-eclosion y el alevin hembra, estadios ubicados en el rango
entre ausencia y presencia de banda de amplificacién en el patrén de expresion con
oligonucledtidos degenerados. Se realizaron reacciones de amplificacién utilizando los
oligonucledtidos especificos: zpHAch F1 y R1, zpLAch F1y R1y actAch F1y R1 en las

condiciones descritas en seccion 2.5.3 (tablas 8 y 9)
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N° de Concentracion de

Muestras individuos/tubo  ARNtotal (ng/uL)

Higado de Hembra adulta 1 194
Ovario de hembra adulta 1 105
Alevin Hembra 45 dias Post-eclosion 1 142
Alevines 7 dias post-eclosion 5 223
Alevines 30hs post-eclosion 5 214
Embriones 38 dias Post-fecundacién 8 126
Embriones 30 dias Post-fecundacion 8 58

Tabla 26. Muestras analizadas y concentraciones de ARN total obtenidas luego del aislamiento y
el tratamiento con ADNasa para las muestras de analizadas con oligonucle6tidos especificos.

EMBRIONES ALEVINES HEMBRA ADULTA
30dias PF 38dias PF 30hs PE 7dias PE ~ 45dias PE higado ovario

b

actina <= 150ph

achzpH = 150pb C

d

achzpL == 150pb

Figura 32. Analisis electroforético

a) ARN total: carril 1- embriones 30 dias post-fecundacién; carril 2- embriones 38 dias post-fecundacion;
carril 3- alevines 30hs post-eclosion; carril 4- alevines 7 dias post-eclosion; carril 5- alevin hembra; carril
6- higado de hembra adulta; carril 7- Ovario de hembra adulta

Reacciones de amplificacion:

b) Control de amplificacion: los ADNc corresponden a cada ARN de arriba. Amplificacién con
oligonucledtidos especificos para B-actina. carril 8- control negativo de reaccion.

c) Reaccién de amplificacion con los oligonucle6tidos especificos para achzpH, zpAchH-F1/R1.

d) Reaccion de amplificacion con los oligos especificos para achzpL, zpAchL-F1/R1.

Al comparar el patron de expresion obtenido con los oligonucleétidos degenerados
(Fig. 29) y el obtenido con los oligonucleotidos especificos, se destaca que: 1) la expresion
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de achzpH y achzpL coincide en la expresion hepatica en el alevin hembra (45 dias post-
eclosion) y los embriones de 30 dias post-fecundacion; 2) difiere en la expresion de achzpL
en los embriones pre-eclosion (38 dias post-fecundacion), dato que sugiere que los
oligonucle6tidos presentan un reconocimiento especifico con la secuencia, por lo que
hibridarian con mayor eficiencia con la secuencia del ADNc del transcripto de zpL en estos
embriones. Este resultado es mas coherente con los resultados que obtuvimos y presentamos
en Arezo y col. (2007) (Fig. 30 c y d) donde encontramos ovocitos iniciando la vitelogénesis,
etapa relacionada con el comienzo de la deposicién del corion (Wallace y Selman, 1981;
Berois y col. 2007). Llama la atencidn que en este estadio del desarrollo solo se detecte
expresion de achzpL, lo cual sugiere que podria traducirse primero y depositarse en los
ovocitos en formacion antes que el producto de achzpH. Para demostrar esta premisa seria
necesario realizar la deteccion de ambas coriogeninas con anticuerpos especificos en este
estadio. Asimismo, la deteccidn de achzpL en A. charrua coincide con el patrén de expresion
obtenido por Rhee y col. (2009) para K. marmoratus ya que detecta el homélogo de achzpL
en el estadio embrionario equivalente al observado. La expresion de achzpH en A. charrua
comienza a detectarse en alevines recién nacidos (30 horas post-eclosién), donde ya se
observan ovocitos en vitelogénesis (Fig. 33 b). A partir de este estadio se expresan ambos
transcriptos de zp hasta llegar a la hembra adulta. El agregado del estadio de alevines de A.
charrua de 7 dias post-eclosion confirma la expresion de ambos transcriptos de zp en estadios
intermedios entre alevin recién eclosionado y la hembra de 45 dias post-eclosion. La
variacion en la intensidad de las bandas de amplificacion en embriones y alevines, podria
deberse no solo a un bajo nivel de expresion presente en el comienzo de la maduracién
ovocitaria; sino al hecho de que la proporcién de machos y hembras en el pool de individuos
usados por tubo donde la cantidad de hembras puede variar o ser baja.
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Figura 33. Imégenes de individuos post-eclosion utilizados para identificar el patrén de
expresion de genes coridnicos en A. charrua con oligonucleétidos especificos

a) Alevin 30 horas post-eclosion; b) Corte histoldgico del ovario de alevin hembra del dia de la
eclosion (Arezo y col. 2007); ¢) Alevin de una semana post-eclosion.

Cabe destacar que no se realizé un abordaje el analisis del patron de expresion por
amplificacion en tiempo real por carecer de un gen de referencia (housekeeping) valido para
estadios de desarrollo embrionario. Teniendo en cuenta que hasta este momento solo se
cuenta el gen de beta-actina de A. charrua como referencia, existen trabajos que no
recomiendan usar este gen en estadios embrionarios (Tang y col. 2007; Mc Curley y Callard,
2008). Con el objetivo de obtener un gen de referencia para estadios embrionarios se
realizaron ensayos de amplificacion con oligonucle6tidos para Epidermal Growth Factor 1
de D. rerio, sin éxito (datos no mostrados). Asimismo, los estudios paralelos hacia la
obtencion de un marcador sexo-especifico con el objetivo de establecer un determinante del
sexo en A. charrua presentados en Arezo y col. (2014) sigue en caracterizacion. Esta
herramienta permitira obtener un marcador para confirmar el sexo de los embriones en los
que se analice la expresidn de los genes coriénicos.

Estos dos inconvenientes (contar con otros genes de referencia en estadios
embrionarios y uno o varios marcadores sexo-especificos) podran ser abordados cuando se
complete el andlisis del Genoma y del Transcriptoma de Austrolebias charrua que se
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encuentran en desarrollo por nuestro grupo en asociacion con el Centro Regulador del

Genoma de la Facultad de Ciencias de Chile.

3.4.3 Patron de expresion de genes corionicos en machos
Para resolver la expresion de achzpH y achzpL en higado de machos criados en

condiciones de laboratorio segin Papa y col. (2015) y machos capturados en los charcos
originales y procesados inmediatamente (machos salvajes, MS Fig. 34), se realizd la
amplificacion en tiempo final con los oligonucleotidos especificos: zpHAch F1 y R1,
zpLAch F1 y R1y actAch F1y R1 en las condiciones descritas en seccion 2.5.3 (tablas 8 y
9)

En los andlisis electroforéticos se observa la expresion de achzpH y achzpL en higado
de todos los machos adultos nacidos y criados en condiciones de laboratorio descritas en
Papa y col. (2015). En higados de machos adultos capturados en el campo y procesados
enseguida de llegar al laboratorio, se observa ausencia de bandas de expresion de achzpL y
bandas de expresion apenas perceptibles para achzpH en los carriles 1 a 3 (Fig. 34 I1). Estos
resultados amplian los andlisis de amplificacion en tiempo final en higados de macho adulto
y juvenil macho de 45 dias post-eclosion nacidos y criados en condiciones de laboratorio,
realizados previamente donde se detecto expresion de ambos transcriptos de zp (datos no
mostrados), lo cual determina una diferencia de expresion entre la condicion de laboratorio
y la condicion de la naturaleza. En este sentido existen trabajos donde se describe la
expresion de transcriptos de proteinas coridnicas en el higado de machos de diferentes
especies de teledsteos, donde atribuyen la presencia de transcriptos de coriogeninas en
machos a una expresion basal baja o a efectos inductores por disrupcion enddcrina. Al
analizar el efecto de los xenoestrdgenos sobre la expresidn de estos transcriptos, se destaca
su gran sensibilidad como biomarcador de contaminacion (Hyllner y col. 1991, 2001; Oppen-
Berntsen y col. 1992a; Lee y col. 2002b; Knoebl 2004; Yu y col. 2006; Chen y col. 2008;
Lee y col. 2012).
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Higado de Machos en Higado de Machos salvajes  Higado de
condiciones de laboratorio hembra
S ——— e | §
3 4 5
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Figura 34. Analisis electroforético de amplificacion de higados de machos criados en condiciones
de acuario y de machos salvajes:
ARN total: I) carriles 1 a 4 ARN total de machos criados en condiciones de acuario
I) carriles 1 a 4 ARN total de machos salvajes; carril 5- higado de hembra adulta
Reacciones de amplificacion en tiempo final con oligonucleétidos especificos:
b) Control de amplificacion con oligonucle6tidos especificos para beta-actina:
I) carriles 1 a 4 ADNCc correspondientes a cada ARN de arriba. carril 5- control negativo de
reaccion.
I1) carriles 1 a 4 ADNc correspondientes a cada ARN de arriba; carril 5- ADNc higado de
hembra adulta; carril 6- control negativo de reaccion.
¢) Reaccidon de amplificacion con los oligonucleétidos especificos para achzpH, zpAchH-F1/R1.
d) Reaccion de amplificacion con los oligonucle6tidos especificos para achzpL, zpAchL-F1/R1.

En este caso se observa una diferencia en los niveles de expresién bajo dos
condiciones diferentes, lo que estaria revelando la capacidad de induccién de estos genes en
Austrolebias charrua. De confirmarse este resultado por amplificacion en tiempo real, se
demostraria la induccién de la transcripcion de los genes corionicos alentado a continuar los
experimentos para validar la posible induccion estrogénica de estos dos genes y su posible

rol como biomarcador de contaminacion con xenoestrégenos.
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3.5 Amplificacion en tiempo real
3.5.1 Puesta a punto de ensayos de amplificacién en tiempo real

Con este objetivo se realizaron diversas pruebas hasta obtener un Unico producto de
amplificacion para cada juego de oligonucleotidos, cuyas curvas de amplificacion
presentaron Ct en orden de izquierda-derecha a medida que crece el factor de dilucion (1:10,
1:30, 1:90, 1:270 y 1:810). Se caracterizaron las curvas de desnaturalizacion para cada
producto de amplificacion. A modo de ejemplo se muestra la figura 35 donde se observan
las curvas de amplificacion en escala lineal, obtenidas a partir de las diluciones del pool de
ADNCc de higados de hembra adulta criada en acuario con los oligonucleétidos de actina
actAch F1y R1.

Para las graficas de desnaturalizacion obtenidas se observo principalmente la
temperatura de desnaturalizacion, la cual corresponde al corte del eje de temperatura con el
punto méximo de la derivada de la fluorescencia sobre la temperatura (dF/dT). Se ajustaron
las condiciones hasta obtener en éstas gréaficas un pico Unico para los productos de
amplificacion correspondientes a cada juego de oligonucledtidos, reflejando asi que se
obtiene solo un producto de amplificacién en configuracion Unica. En este sentido fue
necesario disminuir la concentracion de oligonucleétidos en las reacciones de beta-actina con
actAch F1 y R1 hasta llegar a 0,5 uM en la mezcla de reaccion, debido a que con mayores
concentraciones ocurria amplificacion inespecifica a 70 pares de bases (datos no mostrados).
Por este hecho se ajustaron las concentraciones de los oligonucleétidos de los genes

coridnicos en 0,5 uM en las mezclas de reaccion.

5
’ . Y005 ’ / \
Threshold - \
N
'

20 24 30 an 40 75 80 a5 e
Cycle deg

Figura 35. Amplificacion en escala lineal obtenida con oligonucle6tidos de actina, actAchl y curva
de desnaturalizacion de diluciones del pool de ADNc de higado de hembra adulta: 1:10, 1:30, 1:90,
1:270y 1:810, en orden de aparicion en gréafica a) de izquierda a derecha.
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Se obtuvieron curvas similares para los 6 juegos de oligonucleotidos y sus
combinaciones. A partir de éstas, se seleccionaron los juegos de oligonucleétidos con mayor
eficiencia para cada gen, con la precaucion de que presentaran valores similares entre si de

forma que permitiesen realizar los ensayos en paralelo para los tres genes.

Los oligonucleotidos seleccionados fueron:

Directo (F) Secuencia de oligonucle6tido m Reverso (R) Secuencia de oligonucleotido
beta-actina
ach 158 pb |actAch F1 |CCCCATCGAGCACGGTATTG 62,5|actAch R1 |CTGTTGGCCTTGGGGTTCAG (62,5
achzpH 237 pb |zpHAch F1|GACGGAGGGGCCTGGGTTT 63,8 |zpHACh R2 |CAAACTCCATTGCCAATCCTG |62
achzpL 106 pb |zpLAch F2 |CACCTGGAAGTACCCTGAAG 60,5|zpLAch R2 |CTCTTGGCACTGAACAGCAAC (61,3

Tabla 27. Oligonicleétidos seleccionado para realizar la amplificacion en tiempo real de los genes de interes.

3.6 Expresion relativa de genes corionicos en el tratamiento con estradiol
Con los oligonucledtidos seleccionados se realizé la amplificacion en tiempo real

usando los ADNc de los higados de los ejemplares criados en condiciones de laboratorio
sometidos al tratamiento con estradiol, y que se obtuvieron segin se describi6 en seccion
2.7.1a2.75.

Se realizo6 la amplificacion en tiempo real por triplicado de las diluciones de trabajo
de higados de hembras y machos: control, sometidos a 14 ng/L y 200 ng/L de estradiol. Los
Ct obtenidos para cada juego de oligonucledtidos en cada dilucidn de trabajo se analizd segln
el método de “Fold Change” ya descrito en seccion 2.6.1.

A continuacion, se muestran las graficas y tablas de resultados para los higados de
hembras y de machos, luego del tratamiento con estradiol (Fig. 36 y 37). En ellas se grafica
el cambio de expresién (Fold change) para achzpL y achzpH en situacion control y las dosis
14 y 200 ng/L de estradiol con sus desvios estandar. También se muestra la tabla utilizada
para generar la grafica donde se indican numéricamente lo cambios de expresion para cada

situacion en expresion relativa y expresion absoluta.
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3.6.1 Expresion de achzpL y achzpH en higados de hembras luego del tratamiento con
estradiol

3.0000 -
2,5000 4
2,0000 -
@zplAch |
1,5000 4 relativa
W zpHACh
relativa
1,0000 4
0,5000 +
0,0000 4
CH 14H 200H
Muestras zpLAch relativa zpHAch relativa zpLAch absoluta zpHAch absoluta
Fold Change Desvio Fold Change Desvio Fold Change Desvio Fold Change Desvio
CH 1,0000 0,2953 1,0000 0,9321 0,5444 0,1608 9,9568 9,2807
14H 0,7868 0,0956 1,7990 0,7209 0,4283 0,0521 17,9125 7,1776
200H 0,7956 0,0241 1,0491 0,7256 0,4331 0,0131 10,4457 7,2242

Figura 36. Expresion relativa de tratamiento con estradiol usando las diluciones de trabajo de
ADNCc de higado de hembra Control (CH), 14 ng/L de estradiol (14H) y 200 ng/L de estradiol
(200H). El test ANOVA con 95% de intervalo de confianza, no present6 diferencias significativas
en ninauna de las condiciones.

La gréfica y la tabla de la figura 36 muestran los niveles de expresion relativa para
achzpL y achzpH de higados de hembra adulta luego del tratamiento con estradiol. Se
evidencian rangos de desvio estandar que se solapan. Al comparar los triplicados del control
con los tratados mediante el analisis estadistico ANOVA vy el post-test Dunnett, no se
observaron diferencias significativas. Este resultado por si solo no permite asumir o negar
efecto del estradiol sobre los transcriptos de proteinas corionicas en hembras de A. charrua.
En cambio, la observacion hecha por Chen y col. (2008) demuestran en hembras de Oryzias
melastigma, una especie de orden hermano de A. charrua (Setiamarga y col. 2008), que

presenta efecto estrogénico en la expresion de los homologos de achzpL y achzpH, omChgL
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y omChgH respectivamente. Obteniendo diferencias significativas al comparar con el control
en la expresion de omChgH, a partir de de 10 ng/L de estradiol, mientras la diferencia de
expresion de omChgL comienza a 100 ng/L de estradiol disuelto en agua. Sus resultados
fueron obtenidos con un tratamiento similar al utilizado en A. charrua donde se realizd
amplificacion en tiempo real y usando como referencia el gen de ARN ribosomal 18S (Chen
y col. 2008).

3.6.2 Expresion de achzpL y achzpH en higados de machos luego del tratamiento con
estradiol

*
3,5000 —h—
i % N
3,0000
2,5000 4 ], S
2,0000 SZplAch
relativa

1,5000 -+ @ zpHAch

g 31 relativa
1,0000
0.5000
0,0000 L —1

CM 14M 200M

Muestras zpLAch relativa zpHAch relativa zpLAch absoluta zpHAch absoluta
Fold Change  Desvio Fold Change Desvio Fold Change Desvio Fold Change Desvio
CM 1,0000 0,2054 1,0000 0,2386 0,0301 0,0062 0,9215 0,2199
14M 2,3418 0,9566 1,5097 0,9500 0,0706 0,0288 1,3912 0,8755
200M 2,7417 * 0,4568 1,3711 0,0474 0,0826 * 0,0138 1,2635 0,0437

Figura 37. Expresion relativa de achzpL y achzpH en higado de macho luego de tratamiento con
estradiol. Se indican: Control (CM), 14 ng/L de Estradiol (14M) y 200 ng/L de Estradiol (200M).
El asterisco (*) indica diferencias significativas, segun el test ANOVA con 95% de intervalo de
confianza.
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Al observar los niveles de expresion relativa de achzpL y achzpH en higados de
macho adulto luego del tratamiento con estradiol (Fig. 37), se verifica una tendencia de
aumento de la expresion con respecto al control. EI aumento se confirma para achzpL en la
dosis de 200 ng/L, lo cual sugiere un efecto estrogénico sobre la expresion de este gen a altas
dosis en las condiciones experimentales utilizadas.

Si bien en las condiciones aplicadas en este analisis se obtuvieron diferencias
significativas a los 200 ng/L solo para achzpL, en el estudio realizado en O. melastigma
(Chen y col. 2008) se observa que el homdlogo a este transcripto (omChgL) se induce a 100
ng/L de estradiol, mientras que este mismo trabajo reporta que el homdlogo de achzpH se
induce a partir de los 10 ng/L, efecto que no se observa en las dosis usados en los machos de
A. charrua. Asimismo, para transcriptos hepaticos de O. javanicus se reportaron diferencias
significativas de expresion de ojChgH y ojChgL a 1 ng/L y 5 ng/L de estradiol,
respectivamente (Yu y col. 2006). Estos niveles de deteccion resultan ser menores incluso a
los reportados para O. melastigma. En K. marmoratus luego de una exposicion a 100 ng/L
de estradiol durante 96 horas, solo Km-ChgH demostro diferencias significativas al comparar
con el control, en machos secundarios (Rhee y col. 2009). En este sentido Lee y col. (2002a),
utilizando una técnica de baja sensibilidad (amplificacion en tiempo final semicuantitativa,
RT-PCR semicuantitativa) en O. latipes, logran describir que los transcriptos de coriogeninas
L son mas sensibles a la induccion de expresion por estradiol que los de coriogeninas H.
Estos resultados junto a otros tantos describen el efecto estrogénico sobre los genes
coridnicos en machos para varias especies, incluso mas que en hembras, brindando un gran
espectro donde se presentan sensibilidades diferenciales dentro y entre cada uno los

transcriptos homologos.
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3.7 Expresion relativa de genes corionicos en el tratamiento con

nonilfenol

Aplicando el mismo disefio que para el tratamiento con estradiol, se realizé la

amplificacion en tiempo real por triplicado de las diluciones de trabajo de higados de

hembras y machos que recibieron tratamiento con nonilfenol. Los grupos de trabajo fueron:

control, 8 ng/L y 64 ng/L de nonilfenol. Se graficaron los promedios de los triplicados de los

cambios de expresion (Fold Change) de achzpL y achzpH obtenidos (Fig. 38 y 39).

3.7.1 Expresion de achzpL y achzpH en higados de hembras luego del tratamiento con

nonilfenol

3,0000

2,5000

2,0000

1,5000

1,0000

HH

0,5000

0,0000

CHNP

8HNP

B64HNP

@ zplAch

m zpHAch

zpLAch relativa
Desvio

Fold Change
CHNP 1,0000
8HNP 25772 *
64HNP 2,5116 *

0,0673
0,2127
0,3013

zpHAch relativa

Fold Change  Desvio
1,0000 0,1806
2,5382 * 0,1816
2,2088 * 0,3564

zpLAch absoluta

Fold Change  Desvio
0,9158 0,0616
2,3602 * 0,1948
2,3001 * 0,2759

zpHAch absoluta

Fold Change Desvio
15,4835 2,7960
39,3000 * 2,8120
34,2002 *  5,5180

Figura 38. Expresion relativa de achzpL y achzpH en higado de hembra luego de tratamiento con
Nonilfenol. Se indican: Control (CHNP), 8 ng/L de Nonilfenol (8HNP) y 64 ng/L de Nonilfenol
(64HNP). EI asterisco (*) indica diferencias significativas, segin el test ANOVA con 95% de

intervalo de confianza.
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Al observar la grafica de efectos de nonilfenol sobre los genes coridnicos de higado
de hembras de A. charrua, se destacan diferencias significativas de expresion entre el control
y las dos concentraciones de nonilfenol utilizadas. Se obtuvo un aumento aproximado de 2,5
veces para ambos genes respecto al control, indicando que el Nonilfenol tendria efectos
(directos o indirectos) sobre la expresion de ambos ARNm en higado de hembra. El analisis
realizado por Chen y col. (2008) para O. melastigma en un disefio similar al utilizado en A.
charrua, describe diferencias significativas en la expresion de los homologos de achzpL y
achzpH respecto al control a dosis de nonilfenol de 100 pg/L. Esta observacion demuestra
que los genes corionicos de A. charrua tendrian mayor sensibilidad al nonilfenol que O.
melastigma dado que la dosis minima a la que se obtuvieron efectos significativos en A.
charrua es aproximadamente 10.000 veces menor a la dosis en la que se obtuvieron efectos
en O. melastigma.

3.7.2 Expresion de achzpH y achzpL en higados de machos luego del tratamiento con
nonilfenol

Los resultados obtenidos en la expresion de ambos genes coriénicos luego del
tratamiento con nonilfenol debieron ser analizados por separado, ya que no hubo

amplificacion de achzpL en los higados de machos del control.

3.7.2a Expresion de achzpH en higados de machos luego del tratamiento con nonilfenol
Al analizar la expresion de achzpH en higado de machos sometidos a tratamiento

con nonilfenol (8 ng/L y 64 ng/L) se puede observar un aumento de expresion de 600 y

80 veces, respectivamente. Este cambio abrupto es apoyado por los andlisis estadisticos
(ANOVA) con un 95% de intervalo de confianza. Se destaca que el mayor cambio de
expresion (600 veces) respecto al control, se produce a la concentracion mas baja de
nonilfenol. Se podria suponer una saturacién del sistema donde a 64 ng/L de nonilfenol se
observa solamente un aumento de 80 veces mas que el control. Sin embargo, la concentracién
mayor de nonilfenol no generé muerte de peces durante el tratamiento, lo que hace suponer

que la dosis no genera toxicidad aguda.
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zZpHACch relativa zpHAch absoluta
Fold Change Desvio Fold Change Desvio
CHNP 1,00 0,199 0,0133 0,0026
8HNP 5999 * 68,1 7,9805 * 0,9055
64HNP 78,8* 9,9 1,0484 * 0,1311

Figura 39. Expresion relativa de achzpH en higado de machos luego de tratamiento con nonilfenol.
Se indican: Control (CMNP), 8 ng/L de nonilfenol (8MNP) y 64 ng/L de nonilfenol (64MNP). Las
barras dobles indican un corte de ejes y cambio de escala, para mejorar la visualizacién. El
asterisco (*) indica diferencias significativas, segun el test ANOVA con 95% de intervalo de

confianza.
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3.7.2b Expresion de achzpl en higados de machos luego del tratamiento con nonilfenol

Expresion Relativa machos Tratamiento Nonilfenol
*
s e A <
75 - .
70 N
65
60 -
55
50
45
40 @zpLAch
relativa
35
30
25
20
15
10
0 T i — T T 1
CM NP CME2 M NP 64M NP
Muestras  zpLAch relativa zpLAch absoluta
Fold Change Desvio Fold Change Desvio
CMNP 0# 0 O# 0
CME2 1,0000 0,2874 0,0079 0,0023
8MNP 67,9748 * 6,1972 0,5351 * 0,0488
64MNP 4,7413 * 0,8654 0,0373* 0,0068

Figura 40. Expresion relativa de las diluciones de trabajo de ADNc de higados de
machos del tratamiento con nonilfenol. EI simbolo de numeral (#) indica que en estas
dos muestras no se registré amplificacion usando 35 ciclos en el ensayo de
amplificacion en tiempo real, se us6 de referencia el control del tratamiento de
estradiol. El asterisco (*) indican diferencias significativas con resultados de condicién
control de cada aen.

Dado que achzpL en la situacion control no evidencio expresion, en el analisis de
expresion diferencial (Fold change) se comparé el control del tratamiento con estradiol con
los niveles de expresion obtenidos para las dos dosis de nonilfenol, 8 ng/L y 64 ng/L
respectivamente. Los resultados obtenidos a partir de este analisis demostraron un aumento

significativo de casi 70 veces en la dosis 8ng/L y 5 veces para la dosis de 64ng/L;
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evidenciando asi, la existencia de diferencias de expresion de estos genes a dosis bajas de
nonilfenol. Recordando que en el control del tratamiento con nonilfenol no se detecto
expresion de achzpL (en 35 ciclos de amplificacion), las diferencias de expresion obtenidas
para achzpL al compararlo con el cotrol del tratamiento con estradiol podrian estar
extremadamente subestimadas. EI método de visualizacidn de diferencias de expresion (Fold
change) no toma en cuenta esta posibilidad de no tener expresion en el control.

Al comparar nuevamente con los resultados obtenidos por Chen y col. (2008), con
el mismo tratamiento se constata que obtuvieron diferencias significativas en la expresion de
los homologos de achzpL y achzpH en dosis de 100 pg/L de nonilfenol. Asimismo, mediante
amplificacion en tiempo final semicuantitativa (RT-PCR) se logro observar la dosis minima
a la que se observan diferencias estadisticas, 100 pg/L y 50 pg/L de nonilfenol para olChgH
y olChgL, respectivamente (Lee y col. 2002b). Ademas, en un analisis de microarray se
demostro también para O. latipes que olChgH se induce menos que olChgL luego de una
exposicion de 24 horas a 100 pg/L de nonilfenol (Kimy col. 2006). Mientras que en machos
secundarios de K. marmoratus en un tratamiento con 300 pg/L de nonilfenol se observa que
la expresion de Km-ChgH y de Km-ChgL aumentan significativamente poco mas de 2 veces
(Rhee y col. 2009). Si bien se ha informado de valores mayores a 1000 pg/L de nonilfenol
en corrientes de agua del sur de Michigan (Snyder y col. 2001), las concentraciones usadas
en los trabajos antes mencionados parece coherente. Sin embargo, los efectos tan destacados
observados a concentraciones tan bajas como 8 ng/L de nonilfenol demuestran una

sensibilidad extrema de Austrolebias charrua a este compuesto.

3.7.3 Comparacion de achzpL y achzpH entre controles de tratamientos de estradiol y
nonilfenol

3.7.3a Comparacion de achzpl y achzpH en higados de hembras en controles de
tratamientos de estradiol y nonilfenol

Esta comparacién se realiz6 por la condicién de los experimentos, ya que se usaron
peces provenientes de cria y mantenimiento en condiciones de laboratorio y peces capturados
en la naturaleza en ambos abordajes. Al comparar los controles podria ocurrir que se

determinaran diferencias a nivel del punto de base para estos tratamientos.
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Expresion absoluta achzpl. y achazpH hembras
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CHNP CHEZ2

Muestras  zpLAch absoluta zpHAch absoluta
Fold Change Desvio Fold Change Desvio
CHNP 0,92 0,06 15,48 2,80
CHE2 0,80 0,48 11,77 11,49

Figura 41. Expresion absoluta de achzpL y achzpH en higado de hembras de Control de
Tratamiento con nonilfenol (CHNP) capturadas en la naturaleza y de estradiol (CHE2) nacidos
y criados en condiciones de laboratorio. El asterisco (*) indica diferencias significativas, segin
el test t con 95% de intervalo de confianza.

Al comparar la expresion absoluta entre ambos controles no es posible identificar
diferencias, debido al desvio estandar principalmente en el control del tratamiento con
estradiol (CHEZ2), se solapa completamente con las medidas de control de nonilfenol (CHNP)
para los dos transcriptos.

La informacion que logramos desprender del analisis de los resultados es la relacién
a nivel de transcriptos de achzpL respecto a achzpH en higados de hembras del control del
tratamiento de nonilfenol (CHNP). En esta relacion se observa que achzpH se expresa
aproximadamente 15 veces mas que achzpL. Esta observacion obedece a la relacion entre
ambos transcriptos en una condicion lo méas parecida al estado en la naturaleza (individuos
colectados luego de 10 dias de mantenimiento en condiciones de laboratorio). Cabe destacar

que también se observa que esta relacion 1:15 entre ambos transcriptos se mantuvo
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practicamente constante en las diferentes dosis (8 ng/L y 64 ng/L) de nonilfenol (Fig.38),
aunque la expresion de ambos transcriptos haya aumentado 2,5 veces. De estos datos se
podria inferir una relacion funcional, aunque este dato por si mismo no alcanza para probarla.
Para un andlisis mas certero, esta relacion necesita ser contrastada con la proporcion proteica
producida a nivel del higado, concentraciones séricas y la relacion estructural en el corion de
ovocitos en diferentes etapas de desarrollo en Austrolebias charrua. A nivel de otras especies
es complejo realizar comparaciones ya que de tener informacion de estos componentes, estos

se describen por separado.

3.7.3b Comparacion de achzpH y achzplL en higados de machos no tratados
A partir de la observacion de los resultados previos de presencia de transcriptos de

genes coridnicos en higados de machos capturados en la naturaleza y de machos nacidos y
criados en condiciones de laboratorio obtenidos en la Seccion 3.4.3, se realizd la
comparacion de expresion de achzpH en higado de los machos usados en los controles de los
tratamientos con estradiol y nonilfenol, agregando la expresion de higados de especimenes
capturados en la naturaleza y procesados inmediatamente (MS).

El resultado obtenido es que la expresion de achzpH aumenta aproximadamente 110
veces en los machos criados en las condiciones de laboratorio presentadas en Papa y col.
(2015) (control del tratamiento con Estradiol; CME2) respecto a los capturados en la
naturaleza y procesados inmediatamente (MS). También se puede observar una leve
tendencia al aumento de expresion en los higados de los machos del control de nonilfenol,
que no resulta ser significativo, pero corresponden a solo 10 dias en condiciones de
laboratorio (CMNP).
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MS CMNP CME2
zpHAch relativa zpHAch absoluta
Fold Change Desvio Fold Change Desvio
CHNP 1,0 0,1 0,0080 0,0011
8HNP 1,7* 0,3 0,0133 * 0,0026
64HNP 1125 * 36,5 0,9021 * 0,2929

Figura 42. Expresion relativa de achzpH en higado de: Machos Salvajes (MS)
comparando con Control de tratamiento con nonilfenol (CMNP) capturados en la
naturaleza y Control de Tratamiento con Estradiol (CME2), nacidos y criados en
condiciones de laboratorio. Las barras dobles indican un corte de ejes y cambio de escala,
para mejorar la visualizacion. El asterisco (*) indica diferencias significativas, segun el
test ANOVA con 95% de intervalo de confianza.

Este efecto de aumento de expresion de transcriptos en los machos del control del
tratamiento de estradiol (CMEZ2), pudo haber enmascarado los efectos producidos por las
dosis de estradiol utilizadas. Este efecto de enmascaramiento podria tratarse de un hipotético
inductor de la expresion de genes coridnicos inherente a las condiciones de mantenimiento
en laboratorio. No obstante, que se observen diferencias significativas con el control en la
dosis mas alta (200 ng/L) aun en esta situacion, permite sugerir la probable regulacién
estrogenica de los genes coridnicos en Austrolebias charrua. Se hace imprescindible para

fortalecer esta hipoétesis repetir el tratamiento de estradiol con individuos colectados en la
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naturaleza. El traslado de esta observacion a las hembras del mismo tratamiento, permitiria
proponer que este efecto puede impedir la discriminacion de diferencias entre la expresion
de genes coridnicos en la condicion control respecto a las diferentes concentraciones de
estradiol, observadas para otras especies. Por ejemplo: individuos hermafroditas de
Kryptolebias marmoratus (Rhee y col. 2009); juveniles machos y hembras de Oncorhynchus
mykiss (Celius y col. 2000); machos y hembras de Oryzias melastigma (Chen y col. 2008).

Se han descrito diferentes mecanismos que permitirian explicar el efecto observado
de niveles altos de expresion basal de genes corionicos en machos (y posiblemente también
en hembras) de A. charrua en condiciones de laboratorio. Entre ellos podemos destacar los
indicios del aumento de concentracidn de estradiol en sangre, en el salmon artico (S. alpinus)
y en la anguila (Zoarces viviparus), al subir la temperatura parametro que podria incrementar
los niveles de expresion de genes ZP (Larsson y col. 2002; Berg y col. 2004). En este sentido,
los individuos de A. charrua se mantienen a una temperatura constante de 19 °C en las
condiciones de laboratorio (Papa y col. 2015), temperatura que se encuentra dentro del rango
alcanzado en temporada de reproduccién activa en la naturaleza correspondiente a otofio o
primavera (VanDoren, comunicacion personal). Por lo que se podria asumir que esta
temperatura no plantea altos niveles de estrés fisiologico. Miura y col. (1998) sugiere que los
genes ZP en peces podrian estar regulados por andrdgenos, lo cual agrega otro factor
enddcrino a la complicada red regulatoria de estos genes.

Por otro lado, se ha descrito para el salmén artico (Salvelinus alpinus) que altos
niveles de estrés podrian aumentar los niveles de cortisol, con potencial efecto inductor sobre
receptores estrogenicos, sugiriendo una dificultad para correlacionar la expresion de
transcriptos de proteinas corionicas y niveles de disruptores endocrinos contaminantes (Berg
y col. 2004). Aprovechando que dentro del Grupo interdisciplinario Biologia Evolutiva de
los Peces Anuales, el Dr. Carlos Passos se encuentra realizando mediciones de cortisol en
individuos de A. reicherti (especie hermana de A. charrua) en laboratorio y en el campo, lo
que proporcionara los niveles basales de esta hormona en ambas condiciones. Mediante esta
informacion en conjunto con un tratamiento a diferentes dosis de cortisol, permitiria
correlacionar y dimensionar el nivel de estrés (cortisol en plasma) en laboratorio y campo,
asi como indagar el efecto del cortisol como posible inductor de la expresion de genes

corionicos en A. charrua.
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Otra fuente del efecto observado de expresion basal en ejemplares de laboratorio
podria estar relacionada al alimento vivo Tubifex spp. utilizado como principal alimento
durante la cria y mantenimiento en condiciones de laboratorio. El Tubifex spp. proveniente
de colecta en canaletas de efluentes domiciliarios podria aportar compuestos disruptores
enddcrinos acumulados en sus tejidos con alto contenido lipidico. Esta acumulacion se ha
comprobado tanto para Tubifex spp. como para otros invertebrados bentonicos (Bettinetti y
col. 2002a,b; Maenpéé y Kukkonen, 2006). Al ingerir estos invertebrados posiblemente
contaminados los ejemplares en condiciones de laboratorio podrian experimentar la
alteracion de la expresion no solo de los genes corionicos, sino de otros genes relacionados

con la regulacion estrogénica.

Los resultados obtenidos alientan a proponer a los genes corionicos de A. charrua
como biomarcadores de contaminacién ambiental, principalmente para monitorear los
charcos estacionales en que habitan. Para realizar una propuesta mas eficiente sera necesario
implementar la cria y mantenimiento en laboratorio de esta especie, suministrando alimentos
vivos criados de tal forma que se encuentren libres de posibles disruptores enddcrinos, con
el fin de descartar posibles interferencias desde el alimento. A tal fin se estan adaptando e
innovando en diversos cultivos de alimentos vivos para peces. Entre ellos se encuentran
Daphnia magna, Daphnia pulex, Lombriculus variegatus, Tubifex spp., Enchitraeus spp.,
entre otros propuestos en Papa y col. (2015).

Las discrepancias en la respuesta de los genes corionicos en los estudios analizados
podrian explicarse por sensibilidad desigual a estrogenos entre diferentes especies, diferentes
métodos de deteccion (RT-PCR, amplificacién en tiempo real, técnicas de microarrays) y/o
variaciones entre la concentracion efectiva de los compuestos estrogénicos disponibles en el
agua de acuario. Estudios previos observan que los compuestos estrogénicos en general se
encuentran en concentraciones efectivas bajas y decrecen rapidamente, posiblemente por
errores en la preparacion de los stocks de los compuestos, absorcion por los peces y/o
microorganismos expuestos en el acuario dosificador, asi como la absorcion en paredes del
mismo acuario, o directamente la rapida degradacién de compuestos como estradiol y
etinilestradiol en ambientes acuosos (Nimrod y Benson, 1998; Jurgens y col. 2002; Kiparissis
y col. 2003; Maunder y col. 2007). Estos factores implican que las concentraciones de

exposicion reales de los disruptores endocrinos ensayados en los diferentes estudios (Lee y
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col. 2002a,b; Kim y col. 2006; Yu y col. 2006; Chen y col. 2008) pueden en realidad, ser
mas bajos que las concentraciones nominales. Sin embargo, a pesar de las diferentes
sensibilidades entre los genes coridnicos y posibles variaciones entre las concentraciones
nominales y reales de los disruptores enddcrinos utilizados (estradiol y nonilfenol) que
actuaron sobre los genes corionicos de A. charrua, presentan relevancia a nivel ambiental.
Los resultados obtenidos serian relevantes en la respuesta diferencial de los genes
coriénicos L y H, a los diferentes disruptores enddcrinos ya que se han detectado altas
concentraciones en ambientes acuéticos. Se han detectado frecuentemente disruptores
enddcrinos en sistemas acuaticos incluyendo lagos, rios, estuarios y el ambiente marino
(revisado por Goksgyr, 2006). En efluentes tratados de Inglaterra fueron detectadas
concentraciones de estradiol mayores a 48 ng/L (Mills y Chichester, 2005), y la media de la
concentracion en 139 puntos de colecta en rios de Estados Unidos fue de 160 ng/L (Kolpin
et al., 2002). Furon encontradas similares concentraciones en aguas residuales de algunos
municipios canadienses, detectando 178 ng/L de etinilestradiol (Fernandez y col. 2007) y se
informaron valores mayores a 1000 pg/L de nonilfenol en el sur de Michigan (Snyder y col.
2001). De este modo, la mayor concentracién de bisfenol A (BPA) ambiental reportada fue
de 490 ng/L en el efluente de tratamiento de aguas de Suecia (Mills y Chichester, 2005).
Debido a que algunos productos estrogénicos pueden afectar negativamente a los organismos
en concentraciones muy bajas, observar concentraciones tan altas de estos compuestos
genera particular preocupacién. Por ejemplo, la exposicion de larvas de O. latipes a 10 ng/L
estradiol durante 1 mes dio lugar a poblaciones monosexo hembra (Nimrod y Benson, 1998).
Aunque la composicion y las concentraciones de disruptores enddcrinos varian de un sitio a
otro, los equivalentes estrogénicos se encuentran relativamente altos cominmente en las

aguas de todo el mundo (Fernandez y col. 2007; Mills y Chichester, 2005).
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3.8 Disefio, produccioén y purificacion de péptidos recombinantes de
proteinas ZPs de Austrolebias charrua

3.8.1 Resultados del disefio de vector de expresion

3.8.1a Oligonucledtidos de achzpl y achzpH con adaptadores de recombinacion
En la tabla 27 se muestran los oligonucleotidos resultantes del disefio que combina

los fragmentos para amplificar los ADNc de proteinas corionicas de A. charrua con
secuencias flanqueantes de 30 pares de bases. Segun el método SLiCE (Zhang y col. 2012),
la homologia de este fragmento flanqueante permitiria la insercion por recombinacion
homologa in vitro, tomando en cuenta el marco abierto de lectura del fragmento de ADNc

de ZP insertado en fase con la Glutation transferasa (GST) del vector.

Oligonuclettido  Secuencia

zpL-pGEX F | acgtttggtggtggcgaccatcct CCAAAAgaattcggcCTCACCTGGAAGTACCCTG
zpL-pGEX R | cagtcagtcacTTAGAATTCGT CACTTGAGCCGCAGG
zpH-pGEX F | ggtggcoaccatcctCCAAAAgaattcggcCTCACCTGGAAGTACCCTG

zZpH-pGEX R | gtcacTTAGAATTCGT TCTCCTGTAGTGTGTTGGG

Tabla 28. Oligonucleotidos correspondientes a los fragmentos de ADNc de achzpL y achzpH (fucsia), que
incluyen sitio de corte de EcoRI (azul) y homologia con el vector pPGEX 3XHis. Se destacan las regiones de
homologia a la GST del vector (verde), region poli-histidina ( ) y region de vector no codificante
(negro).

3.8.1b Oligonucleétidos de amplificacion y modificacion del vector de expresion
Los oligonucleo6tidos de modificacion de pGEX 3X presentes en la tabla 28,

fueron disefiados previamente por el Dr. Mario Sefiorale, de manera de agregar al vector un
sitio de corte por enzima de restriccion EcoRI (azul) y un fragmento poli-Histidina. Esta
altima modificacion permitird la purificacion del péptido recombinante mediante una
cromatografia de afinidad a iones metélicos (IMAC). El sitio de corte para la enzima EcoRI
(azul) permite la liberacion especifica del inserto para confirmar la transformacién con el

vector recombinante deseado.
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Oligonucle6tido  Secuencia
Oligol2_08 501 GCCGAA
Oligo12_08 502 GAATTCTAAGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCG

Tabla 29. Oligonucle6tidos de modificacion de vector, agregan al vector un sitio de corte de EcoRlI
(azul) y regidn poli-Histidina ( ). Se destacan las regiones de homologia a GST ( )y
region de vector no codificante (negro).

3.8.2 Amplificacion de insertos y vector de expresion y recombinacion
3.8.2a Amplificaciéon de insertos

A partir de las condiciones detalladas en la seccion 2.10.2 se obtuvieron bandas de
amplificacion para todas las diluciones de plasmidos utilizadas (Fig. 43). Se obtuvieron los
productos de amplificacion para el clon pJET-L6 con menos interferencias (una sola banda
de amplificacién) en las diluciones 1:10 y 1:100, carriles 1 y 2 de figura 43a,

respectivamente.

Clon pJET-L6
1 p) 3

Clon pJET-H6
1 2 3

Figura 43. Amplificacion de insertos:

a) Carriles 1 a 4 - amplificacion con oligonucledtidos zpL-GEX FyR usando como
molde el plasmido clon pJET-L6 en diluciones 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000.
Carril 5 — control negativo de reaccion

b) Carriles 1 a 4 - amplificacion con oligonucleotidos zpH-GEX FyR usando como
molde el plasmido clon pJET-H6 en diluciones 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000.
Carril 5 — control negativo de reaccion
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Para el clon pJET-H6 las diluciones que produjeron las mejores bandas de
amplificacion fueron 1:100 y 1:1000, correspondientes a los carriles 2 y 3 en la figura 43b.
Se descartan para el préximo paso de amplificacién los productos obtenidos con las
diluciones extremas 1:10 y 1:10000, por observarse una sombra o smear bajo la banda de
amplificacion y baja amplificacion en las respectivas diluciones. Para aumentar la cantidad
de cada inserto para la purificacion, se repitieron las condiciones de amplificacion obtenidas
para 5 tubos de 15 puL. mas su respectivo control negativo, para cada uno de los insertos
usando para ambos la dilucion 1:1000 (resultado no mostrado).

3.8.2b Amplificacion y modificacion de vector
Con las condiciones detalladas en la seccién 2.10.2 se obtuvieron bandas de

amplificacion del presunto vector de expresion modificado para las tres diluciones de
plasmido utilizadas (Fig. 44). Se obtuvo el mejor resultado en la dilucion 1:100 de plasmido
pGEX-3X, ya que en la dilucion 1:10 se observa una sombra bajo la banda de amplificacion

y se evidencia baja concentracion de producto en la dilucion 1:1000.

pGEX-3x
2 3

+—4500 pb

Figura 44. Amplificacion de vector:

Carriles 1 a 3 - amplificacion con oligonucleétidos Oligo 12_08_501 y Oligo
12_08_502, usando como molde el plasmido pGEX-3x en diluciones 1:10, 1:100
y 1:1000. Carril 4 — control negativo de reaccién

3.8.2c Purificacion de insertos y vector de expresion modificado
Luego de la amplificacion del vector y los fragmentos de ADNc achzpL y achzpH

con los adaptadores de recombinacion, junto con sus réplicas, se reunieron: 1) achzpL-
adaptadores: las 5 réplicas mas los productos de amplificacién de las diluciones 1:10y 1:100;

2) achzpH-adaptadores: las 5 réplicas mas los productos de amplificacion de las diluciones
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1:100, 1:1000 y 1:10000; 3) las 5 replicas y los productos de amplificacion de las diluciones
1:100, 1:1000 del vector. Luego de la digestion de los moldes plasmidicos con la enzima de
restriccion Dpnl, se purificaron los tres productos de amplificacion. Las concentraciones de

las elusiones obtenidas fueron:

Producto de amplificacién

Elucion 1 20

zpL-GEX FyR —
Elucion 2 10
Elucion 1 33

zpH-GEX FyR —
Elucién 2 6,2
Elucion 1 25

Vector —
Elucién 2 18

Tabla 30. Concentraciones de las eluciones obtenidas

Se comprobd que las concentraciones de los productos de amplificacion eluidos son
adecuadas para realizar la reaccion de recombinacidn, ya que puede obtenerse una relacién
estequeomeétrica de cada inserto y el vector entre 8:1 y 10:1, usando 8 uL entre ambos. Esta
relacion es la recomendada por Zhang y col. (2012) para una Optima recombinacién

homologa “in vitro”.

3.8.2d Recombinaciéon homoéloga in vitro
El resultado de la reaccion de recombinacion homoéloga “in vitro” obedece al

esquema de la figura 45 y se comprobd luego de realizar con su producto la transformacién
de bacterias E. coli NEB 5alpha competentes (High Efficency) Biolabs por shock térmico.
La eleccion de esta cepa bacteriana obedece a su alta eficiencia de transformacion ya que se
asume que la cantidad de plasmido circularizado en fase es pequefia, y que esta cepa admite
la incorporacién de ADN plasmidico sin metilacién, como es el caso de los productos de

recombinacion provenientes de productos de amplificacion.
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pGEX-3xHis pXGEX

Figura 45. Esquema de disefio de vector y reaccion tedrica de recombinacion homoéloga “in
vitro”. Se destacan los fragmentos de ADNc de achzpL y achzpH como zpX (fucsia), punto de
comienzo de transcripcion (ATG...), region codificante de GST (verde), region poli-Histidina
( ), y sitio de corte de EcoRlI (azul).

3.8.3 Transformacion, seleccién y confirmacion de clones
3.8.3a Transformacidn de bacterias E. coli NEB 5alpha

Luego de la reaccion de recombinacion homoéloga “in vitro” y la transformacion de
bacterias E. coli NEB 5alpha, se obtuvieron colonias solo en las placas sembradas con 50 y
200 pL de producto de transformacion de ambos insertos. Se aislaron 8 de las colonias
obtenidas, de las cuales crecieron solo 6 clones para cada inserto. En las figuras 46 y 47 se
muestran 3 de las purificaciones plasmidicas (zpLGEX 1, 7y 8; zpHGEX 2, 6 y 7) antes y

después de liberar el inserto mediante la digestion con la enzima de restriccion EcoRI.

3.8.3b Purificacion y confirmacidn parcial de clones
En la figura 46 (carriles 1 a 3) se confirma la presencia de plasmidos en los clones

ZpLGEX 1, 7'y 8; en los carriles 4 a 6 se confirma la liberacion del inserto al observar una
banda de aproximadamente 250 pares de bases. El tamafio del fragmento de ADN liberado

coincide con los 252 pares de bases de la construccion tedrica obtenida en el disefio.
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Purif. de Plasmidos Digestion EcoRI

| 2 3 4 5 6

Figura 46. Carriles 1, 2 y 3 — Minipreparaciones de clones zpLGEX NEB5alfal, 7y 8
respectivamente. Carriles 4, 5 y 6 — Digestiones con EcoR1 de clones zpLGEX
NEB5alfa 1, 7 y 8 respectivamente

Purif. de Plasmidos Digestion IcoRI

1 2 3 4 S 6

700 pb

Figura 47. Carriles 1, 2 y 3 — Minipreparaciones de clones zpHGEX NEBb5alfa 2, 6 y
7 respectivamente. Carriles 4, 5 y 6 — Digestiones con EcoR1 de clones zpHGEX
NEB5alfa 2, 6 y 7 respectivamente
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Asimismo, en la figura 47 se confirma la presencia de plasmidos en los clones
ZpHGEX 2, 6 y 7 (carriles 1 a 3) y la liberacion de un fragmento de ADN que coincide
aproximadamente con los 722 pares de bases de la construccion tedrica.

3.8.3c Confirmacion de clones por secuenciacion de clones recombinantes
A partir de la secuenciacion de los plasmidos de los clones obtenidos se logro

identificar la secuencia del fragmento de achzpL y de achzpH en los clones zpLGEX 7 y 8,
y ZpHGEX 2 y 7, respectivamente. Si bien esto coincide con los resultados de liberacion de
inserto con EcoRl, al revisar si el marco abierto de lectura de los fragmentos de genes
corionicos se encontraba en fase con el marco abierto de lectura de la Glutation-transferasa
(GST) del vector: se confirmé que tres de los cuatro clones habian quedado en fase, pero en
el clon zpHGEX 2 (Tabla 31) no habia coincidencia en los marcos de lectura abiertos.

Los resultados de purificacion de plasmidos con liberacion de insertos que
concuerdan con el tamafio esperado, y la secuenciacion de los mismos en los que se
comprueba que los fragmentos de proteinas ZP en fase con la GST, confirman que la

recombinacion homologa “in vitro” fue exitosa.

Secuencia en fase de marco

Clones Secuenclacion oo de lectura

7 Si Si

ZpLGEX 8 S Si
2 Si No

ZpHGEX 7 S Si

Tabla 31. Confirmacidn de secuenciacion de los clones de zpLGEX y zpHGEX
y fase del marco abierto de lectura del fragmento de achzpL o achzpH con el de
Glutation-transferasa del vector.

3.8.4 Ensayos de expresion en células E. coli NEB 5alpha
A partir de los clones en E. coli NEB 5alpha se realizaron ensayos preliminares de

expresion para intentar obtener los péptidos recombinantes ZPLGEX-7 y ZPHGEX-7.
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3.8.4a Ensayo | de expresion en el clon zpLGEX 7 E. coli NEB 5alpha
En el primer ensayo de expresion de ZPLGEX en células E. coli NEB 5alpha, se

obtuvo crecimiento bacteriano luego de inocular el clon zpLGEX-7 a 50mL de medio ZYM
505 (Studier, 2005) a 37°C. El seguimiento de la induccién y del fraccionamiento se analizé
mediante electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE vy se observa en la figura 48 Luego del
fraccionamiento de extracto total a los 120 minutos de induccion, detallado en la seccion
2.10.4.1, se obtuvieron la fraccion insoluble (FI, carril 4) y la fraccién soluble (FS, carril 5).

En el anélisis electroforético de los extractos proteicos antes y después de la
induccidn, carriles 1, 2 y 3 de la figura 48, se observan diferentes bandas proteicas sin
diferencias de intensidad apreciables. Esta observacion sugiere que si existe induccion de
expresion, ésta podria ser a bajo nivel. Al observar el carril 4 de la Fraccion insoluble, se
observan dos bandas proteicas contiguas por debajo de los 35 kDa, coincidiendo con los 35
kDa predichos a partir de la secuencia tedrica usando el programa Protparam
(http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam). El hecho que aparezcan dos bandas proteicas y
que ambas se ubiquen por debajo de la del peso molecular estimado podria deberse a
alteraciones de migracion durante la electroforesis o0 a modificaciones estructurales ocurridas
durante la expresion. Al observar la fase soluble (FS) se observa que se mantienen varias
bandas proteicas del extracto total (ET) pero sin aumento de expresion aparente en ninguna
de ellas.

pag. 107



F'raccionamiento

/1 30mmn ET FI FS
70 kDa
S5 kDa
40 kDa

35 kDa

25 kDa

15 kDa

Figura 48. Ensayo | de expresion de ZPLGEX-7 en células E. coli NEB 5alpha: crecimiento
bacteriano para expresion del péptido recombinante a partir del Clon zpLGEX-7 en 50mL de
medio ZYM 505 (Studier, 2005) a 37°C. Carril 1-Extracto proteico sin inducir (s/l), carril 2
Extractos proteicos luego de 30 minutos de induccion con IPTG. Fraccionamiento: carril 3-
Extracto Proteico Total correspondiente a 120 minutos de induccion (ET), carril 4- Fraccion
Insoluble (FI) carril 5- Fraccién Soluble (FS).

3.8.4b Ensayo | de expresion en el clon zpHGEX 7 E. coli NEB 5alpha
Al realizar el ensayo de expresion de ZPHGEX 7 en células E. coli NEB 5alpha en

las mismas condiciones que ZPHGEX, se siguid la expresion mediante extractos proteicos
totales desde el punto antes de inducir hasta los 120 minutos (s/l, 30min, 60min, 90min,
120min) en los que se realizd el fraccionamiento y posterior ensayo de purificacion por
Cromatografia de afinidad a Glutation. Al analizar los carriles de los diferentes tiempos de
induccién con IPTG se puede observar que la mayor parte de las bandas proteicas se
mantienen, pero una banda proxima a los 50 kDa va aumentando a medida que pasa el

tiempo. Esta banda proteica se corresponde con los 52,3 kDa predichos por el programa
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Protparam (http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam) a partir de la secuencia tedrica de

ZPHGEX. Al observar las muestras luego del fraccionamiento se evidencia una banda
proteica de gran intensidad proxima a los 50 kDa en la fraccion insoluble, a la vez que se
observa que en esta muestra existe poca cantidad de otras proteinas. Por otro lado, al observar
la fraccion soluble (FS) se constata casi la misma proporcion de proteinas que en la muestra
sin inducir (s/1).

Cromatografia

Post-Induccion con IPTG  Fraccionamiento G T .
Afin. Glutation

s/l 3J0min 60min 90min ET K1 FS EGST L

70 kDa
60 kDa
50 kDa

40 kDa

30 kDa

20 kDa

Figura 49. Ensayo | de expresion de ZPHGEX 7 en células E. coli NEB 5alpha: crecimiento
bacteriano para expresion del péptido recombinante a partir del Clon zpHGEX-7 en 50mL de
medio ZYM 505 (Studier, 2005) a 37°C. Carril 1-Extracto proteico sin inducir (s/l), carril 2 a
4-Extractos proteicos luego de 30, 60 y 90 minutos de induccion con IPTG, respectivamente
(30min, 60min y 90 min). Fraccionamiento: carril 5- Extracto Proteico Total correspondiente a
120 minutos de induccion (ET), carril 6- Fraccion Soluble (FS) carril 7- Fraccion Insoluble (FI).
Cromatografia de afinidad a Glutation: Elucidén de cromatografia GST (EGST) y lavado de
columna (L)

Cuando se observa la elucién y el lavado de la cromatografia de afinidad a Glutation

no se detectan bandas proteicas, lo que puede indicar que no hay suficiente ZPHGEX en la
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fraccion soluble o que la misma no esta en una conformacion que permita la union de GST
con el Glutation unido a la matriz de la cromatografia.

Comparando los dos anélisis electroforéticos se concluye que ambos péptidos
recombinantes se logran expresar, pero al realizar el fraccionamiento éstos quedan en la

fraccion insoluble de cada uno de los ensayos.

3.8.4c Ensayo |l de expresion en el clon zpHGEX 7 E. coli NEB 5alpha
Los resultados del fraccionamiento de la expresion del clon zpHGEX 7 inducido con

IPTG a 37 °C y a temperatura ambiente (entre 20 y 24 °C), no mostraron expresion
aumentada en ninguna de las bandas proteicas respecto a la muestra sin inducir. Se comprobé
también que la cromatografia de afinidad por ién metalico no permiti6 una purificacién al no
aparecer bandas proteicas en el carril de la elucion (datos no mostrados). Asimismo, al
momento de cargar las muestras de la solubilizacion con Cloruro de Guanidinio, éste
precipito al contacto con el buffer de corrida, impidiendo asi la observacion de las muestras:
Fracciones Insoluble-soluble en Cloruro de Guanidinio (FI-SCG) y la Fraccion Insoluble-
Insoluble. Teniendo como premisa la descripcion realizada por Berrow y col. (2006), donde
comprueban aumento de la solubilidad de diferentes péptidos recombinantes al disminuir la
temperatura de induccidn, se concluye que en las condiciones establecidas para el clon
zZpHGEX 7 E. coli NEB 5alpha, en contra de lo esperado, no se observan diferencias de
expresion a temperatura ambiente, respecto a la induccién a 37°C.

Con el objetivo de mejorar el nivel de expresion e intentando que en el
fraccionamiento se obtengan los péptidos recombinantes en la fraccion soluble, se realizé la
transformacion de la cepa de bacterias E. coli BL21 (STAR). Esta cepa bacteriana permite
realizar la induccion de expresion por la complementaridad del promotor pBAD actuando
con el promotor T7lac de respuesta a la arabinosa del medio auto-inductor ZYM 5052
(Studier, 2005). Ademas, la cepa BL21 (STAR) de E. coli al ser deficiente de ARNasas
permitiria mayor disponibilidad de ARNs mensajeros recombinantes que podrian ser
degradados en la situacién en que la construccion plasmidica generase conformaciones de
ARNM alteradas.
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3.8.5 Transformacion, purificacion y confirmacion de clones de E. coli BL21 (STAR)

3.8.5a Transformacidn de bacterias E. coli BL21 (STAR)
La transformacion de bacterias E. coli BL21 (STAR) se realizd con los plasmidos

obtenidos de los clones zpLGEX-7 y zpHGEX-7. Se obtuvieron mas de 10 colonias por placa
de transformacion, 2 placas por inserto. De las colonias obtenidas se aislaron 8 clones para
cada plasmido. Si bien el resultado coincide en los 6 clones purificados, se muestran los
resultados de las purificaciones plasmidicas de 3 de los clones obtenidos para cada inserto,
carriles 1 a 3 de las figuras 50 y 51 (zpLGEX y zpHGEX).

En esta oportunidad la confirmacion de transformacion con el inserto indicado se
realiza por digestion con la enzima de restriccion EcoRl, carriles 4 a 6 de las figuras 50 y 51
(zpLGEX y zpHGEX) vy la confirmacion de la correcta fase de marco de lectura entre el
fragmento de ZP y la GST del vector, por secuenciacion de 2 de los plasmidos de los clones

obtenidos para cada fragmento de gen coridnico (Tabla 31).

Purif. de Plasmidos Digestion EcoRI
| p) 3 ' 5 6

<= 250pb

Figura50. Carriles 1, 2 y 3— Minipreparaciones de clones zpLGEX E. coli BL21 (STAR)
2,5y 7 respectivamente. Carriles 4, 5y 6 — Digestiones con EcoR1 de clones zpLGEX
E. coli BL21 (STAR) 2, 5y 7 respectivamente
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Purif. de Plasmidos Digestion EcoRlI

1 3 4 S 6

S 700 pb

Figura 51. Carriles 1, 2 y 3 — Minipreparaciones de clones zpHGEX E. coli BL21
(STAR) 1, 2y 7 respectivamente. Carriles 4, 5y 6 — Digestiones con EcoR1 de clones
ZpPHGEX BL21 (STAR) 1, 2 y 7 respectivamente.

- Secuencia en fase de marco
Clones Secuenciacion .
abierto de lectura

5 Si Si
ZpLGEX 7 S S
1 Si Si
ZPHGEX 2 Si Si

Tabla 32. Confirmacion de secuenciacion de los clones BL21(STAR) de
zpLGEX y zpHGEX, y fase del marco abierto de lectura del fragmento de
achzpL o achzpH con el de Glutation-transferasa del vector.

A partir de los resultados de las electroforesis se puede concluir que se obtuvieron
plasmidos recombinantes a partir de todos los clones aislados. De los clones seleccionados
para secuenciacion, los cuatro (2 de achzpL y 2 de achzpH) contenian el inserto adecuado
con su marco de lectura abierto en fase con el de la Glutation-transferasa. Con esta
informacidn se seleccionaron los clones de E. coli BL21 (star) zpLGEX-5 y zpHGEX-2 para

realizar los ensayos de expresion.
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3.8.6 Ensayos de expresion en células E. coli BL21 (STAR)
3.8.6a Ensayo | de expresion en el clon zpLGEX 5 E. coli BL21 (STAR)

Para el primer ensayo de expresion de ZPLGEX en células E. coli BL21 (STAR), el
crecimiento bacteriano el Clon zpLGEX-5 se inoculé en el medio autoinductor ZYM 5052
(Studier, 2005) a 37°C y se cosechd al llegar a una DOgoonm de 8.

El seguimiento del fraccionamiento, solubilizacién y purificacion se resume en el

gel obtenido luego de una electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE, figura 52.

130 kba @
1 KkDa B

T0 KkDa

SSkDa

40 KDa

35 KkDa

25 kDa

Figura 52. Fraccionamiento, solibilizacion y purificacion de ZPLGEX

Fraccionamiento: Extracto Proteico Total (ET), Fraccidn Soluble (FS) y Fraccion Insoluble (FI).
Solubilizacién: Fraccién Insoluble Soluble en Urea 6M (FIS) y Fraccion Insoluble-Insoluble en
Urea 6M (FII).

Purificacion y resolubilizacion: la Fraccion Insoluble Soluble se somete Percolado (P) de
Cromatografia de Afinidad a 16n Metélico o IMAC, Lavado (L) y Eluciones de 1mL (E1, E2).
Concentracion y Desalado: Concentrado (C).

Al analizar el gel resultante se puede observar que no hay mayores diferencias al
observar el Extracto proteico total (ET) respecto a la fraccion soluble (FS) y la insoluble (FI).
En cambio, al realizar la solubilizacion con urea 6M, se aprecia tanto en la fraccion
insoluble/soluble en urea (FIS) como en la fraccion insoluble-insoluble en urea (FII), un

aumento en la intensidad de una banda proteica sobre los 35 KDa. Esta banda corresponderia
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a los 35,2 KDa de ZPLGEX calculados a partir de la secuencia tedrica. En ambas muestras
se observa gran cantidad de proteinas bacterianas acompariantes. Este resultado concuerda
con la solubilizacion a diferentes concentraciones de urea en donde se obtiene a una
concentracion de 6M de urea el mayor rendimiento en solubilizacion de la banda de 35 kDa,
aunque las cantidades de bandas de proteinas bacterianas fueron equivalentes (dato no
mostrado).

Luego de pasar la FIS por la columna de Cromatografia de Afinidad a 16n Metalico
(IMAC), se observa que el Percolado (obtenido luego de haber atravesado por la matriz, la
FIS) contiene gran concentracion de la proteina correspondiente a la banda de 35KDa. Esta
observacién evidencia que existe gran cantidad de esta proteina que se mantiene en la
suspension, generado por: 1 - saturacion de la resina HisTrap (General Electric) por exceso
de proteina en solucion, o 2 - por la posible alteracién de la conformacion del sector poli-
histidina en la region amino-terminal de la proteina recombinante producido por la alta
concentracion de urea que impide la unién con la resina. La muestra proveniente de los
lavados en gradiente decreciente de urea, indica que se diluyeron las proteinas bacterianas
acompafantes. A su vez al no aparecer la banda proteica de interés, sugiere que puede haber
quedado retenida en la matriz. Al observar las muestras de elucién se comprueba que en el
primer mililitro de elucidén no se desprende la proteina de interés. A partir de la segunda
elucién y hasta la quinta se obtuvieron bandas proteicas sobre los 30 KDa. Para concentrar
estas muestras y lavar el Imidazol se utiliz6 el sistema Centricon (Amicon).

La banda obtenida luego de concentrar la muestra se recorté y se envio para su
analisis al servicio del espectrometro de masas MALDI-TOF-TOF del Institut Pasteur de

Montevideo.

3.8.6b Confirmacidn de banda proteica purificada por Espectrometria de Masa
La banda proteica purificada se recortd, eluyd y se sometié a una digestion por

tripsina para realizar el analisis de fragmentos tripticos ionizados con el Espectrometro de
masa MALDI-TOF-TOF en modo reflector positivo. En la figura 53 se grafican los iones de
fragmentos tripticos obtenidos a partir de la banda proteica purificada.

Al comparar el resultado obtenido de los iones de fragmentos tripticos con la

secuencia tedrica de ZPLGEX mediante un anélisis de busqueda con motor Mascot

(www.matrixscience.com), se identificaron los péptidos principales de la muestra y su
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coincidencia con la secuencia teorica (Fig. 54). En la secuencia de la figura 54 se identifican
los péptidos principales (rojo), la secuencia proteica de Glutation-transferasa se destaca en
verde, la secuencia del fragmento de ZPL de A. charrua se subrayd en gris.

A partir de este andlisis se concluye que la muestra analizada coincide de manera
estadisticamente significativa (p<0,05) con la secuencia tedrica de la proteina ZPLGEX y la

cobertura obtenida es del 67% (Informe adjunto Apéndice II).
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Figura 53. Espectro obtenido a partir de los péptidos tripticos ionizados en modo reflector
positivo. obtenidos de la purificacion proteica del clon zoLGEX 5.
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EFGLTWKYPEAPQPEVKPSVPFELRYPVAAATVAVQCQESYAH
VEVKMDMFGTGQIINPGDLTLGDCAPVSEDPAAQVHHHHHHEF

Figura 54. Péptidos principales identificados sobre la secuencia tedrica de la proteina
recombinante ZPLGEX.

3.8.6¢ Cuantificacion de ZPLGEX obtenida en Ensayo | de expresion en E. coli BL21
(STAR)
Con el método de cuantificacion proteica del &cido bicinconinico se determind que

la concentracion de la muestra purificada y concentrada fue de 400 ug/mL.
Esta cantidad no es suficiente para la inmunizacion ya que, segun protocolos del Polo
Tecnoldgico de Pando, se necesitarian 1,2 mg de proteina en 500 pL (equivalente a 2,4

mg/mL) de solucion acuosa para emulsionar con un adyuvante oleoso.

3.8.6d Purificacion mediante IMAC de ZPLGEX obtenida con urea 6M en Ensayo | de
expresion en E. coli BL21 (STAR)

Si bien se obtuvo gran cantidad de ZPLGEX (Fig. 55) purificada mediante IMAC,
al realizar la elucion en urea 6M, dada la cantidad de proteina recuperada, fue imposible
utilizar la misma para inmunizar conejos a fin de obtener anticuerpos por su alta
concentracion de urea. En este sentido, los protocolos actuales de la Comision Honoraria de
Experimentacion Animal (CHEA) tampoco permiten la inmunizacion a partir de geles de
acrilamida. Por estos motivos este resultado es alentador por la cantidad obtenida, pero no

permite cumplir el objetivo principal de la inmunizacion.
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Figura 55. Purificacion de ZPLGEX por IMAC con Urea 6M

Se destacan el Percolado (P) de la Cromatografia de Afinidad a 16n Metalico o IMAC realizada
a partir de la Fraccion Insoluble Soluble en Urea 6M vy las Eluciones de 1mL (E1, E2 y E3)
realizadas en buffer Tris-urea 6M y 500mM de Imidazol.

3.8.7 Ensayo de expresion de ZPLGEX y solubilizacion en Cloruro de Guanidinio
Con el objetivo de aumentar la cantidad de ZPLGEX para su purificacion se

realizaron nuevos ensayos de produccion adoptando la estrategia de renaturalizacion por
shock de dilucion 1:10. La solubilizacidn en este caso se realizd con el agente caotrépico
Cloruro de Guanidinio. En el primer ensayo, luego de la dilucién 1:10 se obtuvo una
suspension que se centrifugd a 14000g por 10 minutos. El sobrenadante precipit6 a los 15
minutos a temperatura ambiente.

En el segundo ensayo durante la solubilizacién de la fraccion insoluble se utilizo
30mM del agente reductor DTT en el buffer con Cloruro de Guanidinio 6 M. Luego de
realizar la dilucion y centrifugacion se observo que el sobrenadante fue mas estable a
temperatura ambiente que el primer ensayo. Este sobrenadante se utilizé para realizar una
Cromatografia IMAC en AKTA. Durante el pasaje del sobrenadante (dilucién con el agente
reductor) aumento la presion en la columna, impidiendo el pasaje completo de los 45 mL de
sobrenadante. Se realiz6 el lavado con 10 volimenes de columna con bajo flujo ya que la

presion era la maxima permitida por la columna. Al intentar la elucion con el buffer con

pag. 117



imidazol 500mM, no hubo desprendimiento de ZPLGEX, asumiendo que la proteina
recombinante precipito en la columna.

Si bien el objetivo de estos ensayos era producir mayor cantidad de péptidos
recombinantes en estado soluble, los resultados permiten concluir que con el tratamiento con
el agente reductor (DTT) la proteina ZPLGEX seria mas estable (menos propensa a la
precipitacion) que en la condicion sin reductor. Esta observacion concuerda con el hecho
subestimado a priori durante el disefio, de que en la secuencia traducida de achzpL incluida
en ZPLGEX existe un dominio ZP con residuos de cisteina que tendrian la capacidad de
formar puentes disulfuro. Y teniendo en cuenta que existen datos que apuntan a que éstos
dominios pueden funcionar como nucleadores de polimerizaciéon (Lekanidou y col.1986,
Jovine y col. 2002b, 2006a,b), se propone que el dominio ZP del fragmento de achzpL
integrado en la proteina ZPLGEX generd su alta tendencia a precipitar en todas las
condiciones ensayadas. Dado que el fragmento de achzpL contaba s6lo con 228 pares de
nucleotidos, equivalentes a 76 residuos aminoacidicos, el pequefio tamafio del fragmento fue
determinante en la decision de utilizar la totalidad del mismo. Si bien para achzpH se contaba
con un fragmento de mayor tamafio, 626 pares de nucledtidos (equivalentes a 208 residuos
aminoacidicos) también se decidié utilizar la region codificante completa del fragmento de
ADNCc obtenido. Este hecho probablemente haya generado que no solo ZPLGEX, sino que
ambos péptidos recombinantes de proteinas corionicas de A. charrua (ZPLGEX y ZPHGEX)
precipitaran al contener dominios ZP. Por su parte la insolubilidad se mantiene, aunque
durante el disefio y produccion se haya fusionado a GST, estrategia comprobada para
diferentes péptidos recombinantes que resulta en el aumento de su solubilidad (Kapust y
Waugh, 1999, Sgrensen y Montensen, 2005). Esta situacion queda demostrada durante la
implementacién de los métodos de purificacion ensayados, donde en la totalidad de los
fraccionamientos los péptidos recombinantes quedaron en la fraccion insoluble, y en éstos la
precipitacion por puentes disulfuro de los dominios ZP deben ser determinantes. Asimismo,
se comprobo que el elemento méas ventajoso para la purificacion de las proteinas es la region
amino terminal con poli-histidinas, que permitio la purificacion mediante cromatografia de
afinidad por i6n metélico o IMAC. En este sentido, como ya se menciond la inclusion de la
proteina Glutatién-transferasa no tuvo el efecto esperado sobre la solublidad, luego de
realizar la solubilizacion con los elementos caotropicos usados (urea y guanidinio) el sistema

de purificacion por Glutation estabilizado se vuelve ineficaz. Por este motivo se propone
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eliminar la GST para un nuevo disefio que a su vez evitara que al usar péptidos pequerios,
como es el caso de ZPLGEX, donde buena parte de la respuesta de anticuerpos durante la
inmunizacion se obtendria contra la GST.

En este sentido, para producir la proteina completa en estado soluble seria
imprescindible contar con la secuencia proveniente del Transcriptoma de A. charrua que se
encuentra en procesamiento, poniendo especial énfasis en la fraccion C-terminal. Se ha
reportado en O. latipes que en la region C-terminal de los precursores de CoriogeninaHy L
se encuentran fragmentos de 34 y 27 residuos peptidicos, respectivamente encargados de
conferir la solubilidad suficiente como para ser transportados via sanguinea hasta el corion
en formacion. Estos fragmentos se encuentran ausentes en las Coriogeninas H y L en el
ovario y serian los responsables de la solubilidad de estas proteinas (Sugiyama y col. 1999).
En su ausencia de los péptidos de solubilizacion en C-terminal, las proteinas corionicas
podrian actuar como nucleadora de polimerizacion (Jovine y col. 2002b, 2005, 2006b) y/o
formar estructuras amiloides naturales (Hamodrakas y col. 2004, Iconomidou y col. 2000a).
Otra estrategia posible al contar con el Transcriptoma de A. charrua puede ser: 1- elegir a
partir de la secuencia de la ZP correspondiente los fragmentos de residuos peptidicos de
minima homologia con otras proteinas, es decir fragmentos especificos. 2- Los fragmentos
elegidos a su vez, tienen que llegar a aproximadamente 9 KDa como minimo, segun
protocolos del Polo Tecnoldgico de Pando y 3- poseer mayoritariamente aminoacidos polares
para facilitar su solubilidad en solucion acuosa. Las secuencias nucleotidicas de estos
fragmentos seleccionados permitirian su produccién en un sistema de expresién pET con
poli-His, resultando en péptidos recombinantes con mayor solubilidad y probablemente
mayor eficiencia en la produccion y purificacion para la inmunizacion y obtencion de

anticuerpos especificos.
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4 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En cuanto a los objetivos planteados de avanzar en la caracterizacion de la expresion
de los genes corionicos, se abordo por un lado el patron de expresion temporal de los genes
en analisis, y por otro lado mediante una aproximacion cuantitativa (amplificacion en tiempo
real) la determinacion si la expresion de los genes identificados es regulada por estroégenos,
para posteriormente establecer si la contaminacion por xenoestrogenos altera el patron de
expresion. Los resultados obtenidos sobre la expresion durante el desarrollo embrionario y
el periodo post-eclosion concuerdan con el proceso de diferenciacion sexual de la especie
(Arezo y col. 2007) y el estadio de la ovogénesis que comienza a depositarse el corion
(Guraya, 1986; Arezo y col. 2007; Berois y col. 2007). Este proceso se evidencia al
observarse el comienzo de la expresion de ambos genes corionicos a apartir de embriones
pre-eclosién de A. charrua, en los que los ovocitos se encuentran en comienzo de la
vitelogénesis segun se describio6 para esta especie en Arezo y col. (2007).

En cuanto a si la expresion de los genes corionicos de Austrolebias charrua esta
regulada por estrégenos, se partié por la caracterizacion mediante amplificacion en tiempo
final de dos fragmentos de ADNc de higado, achzpL y achzpH, ortélogos a los genes que
codifican a las proteinas corionicas de teledsteos de clase L y H (sub-clase H menor)
respectivamente. Los andlisis filogenéticos realizados ubican a las secuencias aminoacidicas
correspondientes a achzpL y achzpH en las familias de proteinas corionicas ZPC y ZPB,
respectivamente, de expresion hepatica, concordando con los resultados obtenidos mediante
amplificacion en tiempo final (RT-PCR). Este hecho alenté a la implementacion de
estrategias cuantitativas con el fin de comprobar una posible regulacion estrogénica sobre la
expresion de estos genes, asi como su potencial sensibilidad a xenoestrogenos.

La implementacion de estrategias cuantitativas orientd hacia los abordajes de
amplificacion en tiempo real y de cuantificacién mediante anticuerpos especificos.

Mediante amplificacion en tiempo real se obtuvieron resultados que confirmaron el
efecto estrogénico sobre la expresion de achzpL a altas dosis de estradiol en higados de
machos de A. charrua, en tanto no se observaron diferencias significativas en la expresion
de achzpH en las condiciones experimentales utilizadas. En este sentido en higado de
hembras no se observaron diferencias significativas entre el control y las dosis de estradiol

utilizadas. Cuando los ejemplares fueron tratados con el compuesto Xxenoestrogénico
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nonilfenol, se observaron efectos moderados directos o indirectos sobre la expresion de
ambos ARNm en el higado de hembras. Mientras que los resultados sobre estos genes en
individuos machos indicaron un efecto destacado con cambios de expresion muy
significativos a bajas dosis del compuesto xenoestrogénico. Las concentraciones en las que
se observan grandes efectos en la expresion de genes coridnicos en higado de machos son
mucho menores respecto a las dosis de nonilfenol méximas encontrados en ambientes
polucionados, hecho que alienta el monitoreo en la naturaleza y la exploracion de la presente
estrategia a fin de detectar compuestos xenoestrogénicos en diferentes sistemas
dulceacuicolas, desde ambientes poco polucionados hasta los muy contaminados.

Dentro de esta metodologia y comparando individuos eclosionados y criados en
laboratorio con individuos provenientes de la naturaleza se evidencian niveles de expresion
110 veces més altas de achzpH en los primeros, lo cual sugiere un nivel de induccion de
achzpH alterado en los individuos criados en laboratorio respecto a los provenientes de la
naturaleza. El analisis de estos resultados nos lleva a sugerir dos posibles explicaciones: 1)
que el alimento vivo que reciben en condiciones de laboratorio esté contaminado con
xenoestrogenos y/o, 2) que los ejemplares del laboratorio presenten altos niveles de cortisol
provocado por estrées. Esto lleva a concluir que es posible que los resultados del tratamiento
con estradiol, en el que se usaron peces criados en condiciones de laboratorio podrian estar
subestimados en machos. A nivel de las hembras esta alteracion de induccién, podria
enmascarar cualquier efecto apreciable, al no observarse diferencias significativas en los
niveles de expresion relativa de achzpL y achzpH en el higado de éstas luego del tratamiento
con estradiol.

Para fortalecer las hipdtesis planteadas, mejorar la eficiencia y condiciones de
amplificacion de los genes seleccionados, y complementar la informacion proveniente del
transcriptoma y genoma de A. charrua, se proponen como abordajes inmediatos:

1) A partir del genoma obtenido en colaboracion con CRG-Chile, se abordara el analisis
de las secuncias reguladoras de los genes corionicos, con el fin de explorar la existencia de
secuencias blanco del receptor de estrogenos.

2) Repetir el tratamiento de estradiol exclusivamente con individuos provenientes de la
naturaleza, y que no hayan sido alimentados con alimetos sospechosos de contener

xenosetrogenos.
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lo

a)

3) Fortalecer los resultados obtenidos repitiendo los mismos con nuevos juegos de
oligonucleodtidos disefiados a partir de las secuencias coridnicas completas que se estan
identificando a partir del transcriptoma. En este sentido, también seria necesario disefiar
oligonucledtidos para otros genes de referencia o “housekeeping” mas apropiados para
ensayos de disrupcion endocrina.
4) Completando los estudios paralelos en los marcadores sexo-especificos en conjunto
con la Dra. Maria José Arezo, se podrian realizar estudios de niveles de expresion e
induccidn estrogénica y xenoestrogénica en embriones o alevines recién eclosionados. En
este sentido, se deben validar nuevos genes de referencia para estadios del desarrollo que
permitiera implementar con este conjunto de genes un sistema de testeo de agua dulce
préctico y portable usando embriones pre-eclosion.
En lo referente al estudio detallado de los elementos que inducirian la expresion de
S genes coridnicos en condiciones de cria en laboratorio se proponen diferentes abordajes:
Para evitar la ingesta de disruptores enddcrinos provenientes de la dieta, ya se estan
implementando cultivos de alimentos vivos (Tubifex spp., Lombriculus variegatus,
Daphnia magna y D. pulex, anélidos del género Enchytraeus, etc.) en condiciones libres

de xenoestrdgenos.

b) Implementar ensayos de amplificacion en tiempo real con individuos machos

alimentados bajo diferentes regimenes alimenticios.

Realizar la cuantificacion de estradiol y compuestos xenoestrogénicos en diferentes
muestras de Tubifex spp., alimento utilizado en la presente tesis en los ejemplares de
laboratorio. La estrategia méas directa seria mediante la preparacion de muestras para
identificacion y cuantificacion mediante Cromatografia de Alta Presion Liquida- masa o
HPLC-masa.

d) A partir de las mediciones de niveles de cortisol en plasma de Austrolebias reicherti en

la naturaleza respecto a sus niveles en condiciones de laboratorio, realizadas
recientemente para correlacionarlas con niveles de estrés por el Dr. Carlos Passos, se ha
propuesto una colaboracion a fin de poner a punto tratamientos con cortisol para
correlacionarlos con niveles de expresion de genes corionicos. Esta colaboracion esta

planeada para el segundo semestre de 2016.
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Como conclusion de esta parte de la tesis, estimamos que los resultados obtenidos,
aun con las consideraciones detalladas anteriormente, alientan a proponer la expresion de los
genes corionicos de A. charrua como biomarcadores de contaminacion ambiental,
principalmente para monitorear los charcos estacionales en que habitan. Luego de haber
optimizado las condiciones de cria y mantenimiento en laboratorio de la especie (libres de
disruptores endocrinos) y visto la incidencia en la expresion sobre los genes por
contaminantes, se contara con datos Utiles para ser utilizadas en programas de monitoreo
ambiental, donde no so6lo contribuyan a la proteccion de la biodiversidad en el area de
distribucion de A. charrua (zona declarada reserva de la Biosfera - sitio Ramsar), sino que

sea aplicable a otros ambientes dulceacuicolas.

A nivel del “Disefio, produccion y purificacion de péptidos recombinantes de ZPs
de Austrolebias charrua’ se comprobd que a partir de los fragmentos de ADNc achzpL y
achzpH, se logré disefiar y construir vectores de expresion utilizando un sistema basado en
recombinacion homéloga in vitro (Zhang y col. 2012). Estos vectores permitieron obtener
los péptidos recombinantes ZPLGEX y ZPHGEX en la fraccion insoluble luego del
fraccionamiento primario.

Si bien fue posible recuperar mediante la solubilizacion solamente el péptido
ZPLGEX con el buffer con Urea 6M, no se logrd obtener la cantidad de proteina en estado
soluble sin urea, necesaria para realizar la inmunizacion en conejos. Sumado al dato anterior,
las fracciones en la que se obtuvo mayor cantidad de ZPLGEX no pueden ser usadas para la
inmunizacion.

Si bien la cantidad de proteina obtenida todavia es insuficiente para la inmunizacion,
se pusieron a punto las condiciones que permitiran realizar el escalado y obtener cantidades
necesarias para los siguientes ensayos.

Se espera que la obtencidn de anticuerpos especificos contribuya a la determinacion
del rol fisioldgico de las coriogeninas (expresion, dindmica y localizacion). Asimismo, si se
confirmara la regulacion estrogénica a nivel de la expresion proteica de estos genes, los
mismos podran ser usados para complementar las herramientas basadas en la deteccion de
ARNmM de genes coridnicos propuestos para programas de monitoreo ambiental. Las
aplicaciones proyectadas para los anticuerpos serian: western blot, inmulocalizacién en

cortes histologicos e in toto y ensayos cuantitativos como ELISA, entre otros.
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A nivel fisioldgico, una vez obtenidos los anticuerpos se podra ampliar el patron de
expresion a nivel proteico, asi como su distribucion y patrén de deposicion en los ovocitos
durante su maduracion. Del mismo modo se podran complementar los estudios de expresion,
detectando la distribucion post-transcripcional a nivel espacial de ambos genes corionicos en
condiciones control versus tratamientos 0 exposiciones a componentes estrogenicos y

Xenoestrogénicos.
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APENDICES

Apéndice I: Soluciones utilizadas y medios de cultivo

Solucion de Yamamoto (1 It)

NaCl: 750
KCI: 0,29
CaClz.2H2 O: 0,39

Llevar a pH 7.3 con NaOH antes de usar.

Agua MiliQ hasta enrazar 1L

Nota: Se guarda en heladera y una alicuota se mantiene en la estufa de 25° donde estan

creciendo los embriones. Se opta por no agregar penicilina: 0.06 g/It (100 U/mL)

Solucién tampén Tris-Acetato EDTA (TAE) 50x

Receta Tris puro 242 g
Acido acético glacial puro 57,1 mL
E.D.T.A.0.5M, Ph 8 100 mL
Hidroxido sédico puro hasta llegar a pH 8

Agua MiliQ hasta enrazar a 1L

Notas: Solucion concentrada para preparar tampon en el que correr las electroforesis de
acidos nucleicos. Solucion 1X; 40 mM Tris—Acetato ph 8.0; ImM de EDTA

Solucion E.D.T.A. 0.5M, pH 8
Receta E.D.T.A puro 18,619
Agua MIIiQ hasta enrazar a 100 mL

Hidroxido sodico 4M hasta llegar a pH 8.0
Nota: Es recomendable afiadir poca agua (25 mL.) llevar a pH 8 para que se disuelva la sal

de EDTA para luego completar el volumen, ajustar el pH nuevamente y enrazar.
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Solucion de Cloruro de Litio 4M

Preparacion de 5 mL para separa en alicuotas de 0,5mL
LiCl puro 848 mg
Agua libre de nucleasas hasta enrazar a5 mL

Nota: Autoclavar

Preparacion de material para clonacién

Medio de cultivo liquido

Se resuspendieron en un matraz 0,5 gramos de LB Sigma /N° de catalogo L3022
(Digestion pancreatica de caseina 10 gramos/litro, extracto de levadura 5 gramos/litro y
NaCl 5 gramos/litro) en 25 mL de agua MiliRO, para luego transferir 3mL por tubo de
cultivo y se taparon con algodon. La relacién de LB a utilizar es 20 gramos /litro. Luego
se esterilizaron 10 minutos a 165°C y 2 atmdsferas de presion en Autoclave automatico
(Suarez: Modelo SP12)

Medio de cultivo sélido

Se resuspendieron 3,2 gramos de LB Sigma, 2,4 gramos de Agar Agar (Sigma) en
160 mL de agua MiliRO. Luego todo se esterilizé 10 minutos a 165°C y 2 atmosferas de
presion, en Autoclave automatico (Suarez: Modelo SP12). Inmediatamente de dejar
enfriar el matraz, hasta una temperatura manejable sin que llegara a solidificar el Agar.
En condiciones de esterilidad sobre el mechero se colocaron en 2 placas estériles
aproximadamente 20mL en cada una y se dejaron enfriar. Manteniéndose en
condiciones de esterilidad a los 140 mL restantes se le agregaron 80 uL de Ampicilina
I6n 200mg/mL (quedando un rango optimo entre 50 y 100 pg/mL), se mezclo por
agitacion manual y dividio el contenido en 7 placas con 20mL aproximadamente cada
una. Las placas se dejaron secar de un dia para el otro a temperatura ambiente y se
colocaron en heladera a 4°C con el medio hacia abajo.

Soluciones para purificacion de pldsmido por lisis alcalina
Solucion I (10mL)

EDTA 0,5M 200 pl
Tris-HCI 1M 250 pl
Agua MiliQ 9,3mL

Autoclavar 10 minutos a 2 atmosferas
Agregar 250ul de Glucosa 2M filtrada
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Almacenamiento temperatura ambiente

Solicion Il (2mL) preparacion en el momento

NaOH 10M 40l

SDS 10% 200ul

Agua MiliQ 1,760 mL
Solucion 11

Acetato de Potasio 5M 6 mL
Acido Acético Glacial 1,15 mL
Agua MiliQ 2,85 mL
Almacenamiento 4°C

Medios de cultivo liguidos de alto rendimiento para bacterias

Medio de cultivo ZYM- 505 (Studier, 2005)

Composicion final

N-Z-amina AS 1%
Extracto de levadura 0.5%
Na2HPO4 25 mM
KH2PO4 25 mM
NHA4CI 50 mM
Na2S04 5mM
MgSO4 2mM
Metales (opcional) 0.2x
Glicerol = 54 mM 0.5%
Glucosa = 2.8 mM 0.05%
Autoclavar

Almacenamiento 4°C
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Medio de cultivo Austoinductor ZYM-5052 (Studier, 2005)

Composicion final
N-Z-amina AS

Extracto de levadura

Na2HPO4
KH2PO4
NHA4CI
Na2S04
MgSO4

Metales (opcional)
Glicerol =54 mM
Glucosa =2.8 mM

o-lactosa = 5.6 mM

Autoclavar
Almacenamiento

4°C

1%
0.5%
25 mM
25 mM
50 mM
5mM
2mM
0.2x
0.5%
0.05%
0.2%
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Objetivo del analisis:

e Identificacion de proteinas por mapeo peptidico.
e Confirmacion de secuencia:

Secuencia aminoacidica tedrica zpLGEXS:
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAI
IRYTADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTY
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GDHPPKEFGLTWKYPEAPQPEVKPSVPFELRYPVAAATVAVQCQESYAHVEVKMDMFGTGQIINPGDLTL
GDCAPVSEDPAAQVHHHHHHEF
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En suma general del analisis:

Utilizando datos de ms y ms/ms. se identificaron las siguientes proteinas:

Rotulodela Masa mol. Proteina identificada por EM Masa Link al

muestra en el gel mol. resultado
(kDa.) tedrica (Nro.
(kDa.) pag.)

ZplGEXS 36,48 ZplGEXS 34.9 2

Tutorial de Mascot:

http://view6.workcast.net/?pak=3003276531895477&cpak=705345204705521
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Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:
836.4634, 842.5102. 861.0649, 862.4531, 864.4266. 877.0208, 880.4449, 905.4050

944.5100 ions(175.1293. 185.1164. 215.1697. 217.1441, 229.1750, 245.1416, 266.1683, 271.1741, 277.1212,
284.1673, 288.2031. 342.2681, 346.2184, 357.2025. 374.1587, 381.1955, 382.1993, 400.2106, 413.2310, 417.2251,
459.2439, 473.2512, 487.2360, 500.2482. 504.2134, 505.2386. 528.2794, 547.2418, 564.2917. 619.3347. 626.3059,
639.2975, 644.2973, 646.5189, 657.2658. 659.4384, 661.3181. 724.3401. 729.4160. 743.3676. 760.3611, 770.3123.
788.2854. 830.3583, 847.3527, 902.1824, 926.8245)

956.5072, 963.5105. 966.4915, 1026.5610. 1027.5115, 1032.5708, 1048.5632. 1050.5591

1094.5500 ions(147.1222. 157.1354, 159.1126, 183.1706, 185.1212, 191.1173, 211.1669, 219.1033, 208.1575.
316.1478, 318.1264, 324.2340, 333.1880, 381.2330, 401.1978, 411.2215. 429.2023. 468.3113, 496.2399, 514.2900.
516.2952, 542.2985, 544.2762, 547.2579, 553.2576. 599.2911. 631.3000. 660.3508. 666.3132. 675.3069, 717.2780.
730.3524, 7343203, 736.3602. 737.2542, 744.2016. 762.3290. 779.3664. 858.3556. 876.4341. 907.8118, 908.8240,
921.4155, 923.2813, 948.3549, 963.4878)

1110.5454, 1116.5487

1138.5065 ions(175.1329, 223.1920, 229.1689, 239.1307. 249.1442, 251.1719. 265.1826. 267.1123, 287.1299.
288.1480, 203.1275. 304.1674, 321.1715. 350.2340, 380.1903, 306.1742. 414.1067. 422.1261. 424.1468, 450.2246.
467.1992, 521.2701. 531.2009, 534.0070, 537.1920, 543.2443, 553.2668. 539.1868. 561.1975. 580.2697. 601.3218,
644.2744, 647.1791, 666.3298. 672.2819, 700.3237. 717.3354, 807.2532. 829.2568. 835.3450, 846.3589, 876.4575,
900.3627. 964.3703, 975.3861, 982.3523)

1149.6233, 1157.5656. 1160.5303, 1166.5406, 1171.6423, 1182.6686. 1283.6241. 1317.5876, 1399.6936,
1438.6948, 1460.7063, 1469.8519, 1472.8132. 1498.8046. 1501.7878
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1516.7997 ions(173.1268. 175.
288.2187.
456.2811.
571.3255,
702.3871,
855.4313.
1316.6801.
1538.7811.
1760.8594,
2099.0740,
2309.2344,
2434.1924.

272.2131.
403.2399,
532.2617.
701.4088,
831.3770.
1203.5992,
1532.7825.
1684.8445,
2083.0815.
2269.1392,
2380.1736.

298.1992,
457.3122.

726.4412,

872.4816.

1370.8253)

1801.9427.
2105.0654.
2324.1362.
2456.1860.

742.4012,
884.4410,

76.

1565.7251.
1811.9656.
2125.0957.
2326.1284,
3287.4480

314.1994,
474.2471.
. 598.3772,
743.4463,
902.4157.

1566.7949,
1822.9467.
2166.9805,

328.2026.
499.2830.
615.3923,
759.3494,
968.5490,

1375, 201.1252, 219.1022, 228.1543, 229
300.2080.
470.25

1582.7280.
1861.9069,
2167.4436.
2342.1355, 2348.1343.

332.1907,
502.2491.
617.3207.
773.4530,
985.5502,

2229.0928.

383.2307,
504.2359,
645.3588,
774.3608,

1588.7921.
1940.9110.

2356.0544,

1604.7544,
1976.0366.
2239.1174,
2357.1768,

1443, 243.1804, 258.1252, 271.1995,

385.2453. 386.2132, 401.2291.
514.2704, 516.3066, 518.2167.
661.2717. 686.4102, 698.4365.
789.3504, 797.5123, 800.5082.

1001.4745, 1114.5079, 1116.6139,

1647.7004,
2066.1702,
2251.0901.
2363.1584,

4331.8804 ions(394.1185, 549.1522, 604.2446, 706.4202. 741.2401, 741.4468, 792.4996, §43.4069, 878.4832.
080.2571. 980.5852, 990.3283, 1015.4398, 1015.6959, 1046.6863. 1117.3851. 1117.6454, 1119.7813. 1152.1772,

1152.4114.
1344.2876.
1498.9501.
1682.6414.
2340.4724,
2742.4543,
3401.8655,

1152.8494,
1345.9063.
1565.7262.
1683.8638.
2356.2776,
2853.5757.
3627.9734,

1216.5823.
1346.7687.
1575.1049,
1698.8420.
2360.7390.
2855.5374.
3630.3389,

1216.7722,
1415.4044,
1582.4550,
1701.1587.
2361.5471.
2858.22109,
3765.1357.

1251.4342.
1415.8167.

1582.7428,
1916.0190.
2471.89009.
2053.5190.
3903.9189,

1289.7334,
1416.5360,
1583.6736.
2111.2024,
2472.4541,
3124.6587,
4086.0701.

1290.1716.
1419.7994,
1583.9806.
2111.7996.
2529.1995,
3128.4351.
4091.0339.

1290.7557,
1436.8152,
1584.8341.
2112.9043.
2530.5164,
3238.8267.,
4289.2832)

1329.6353.
1486.9246.
1596.2594,
2113.4397.
2642.3904,
3352.7932,

Busqueda realizada en nuestra base de datos local donde se encuentra
depositada la secuencia enviada por el usuario:

Search Parameters

Type of search

Enzyme

Variable modifications
Mass values

Protein Mass

Peptide Mass Tolerance

Fragment Mass Tolerance:

Max Missed Cleavages
Instrument type
Number of queries

Sequence Query
Trypsin/P

Oxidation (M), Propionamide (C)

: Monoisotopic

Unrestricted
+ 0.1 Da

t+ 0.4 Da

1

: MALDI-TOF-TOF

78
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Resultado del analisis utilizando el motor de busqueda Mascot
(Www.matrixscience.com)

Database : Uniproteina 2013-01-24 {266 scyguences: 103015 residues)
T imeat amp : 23 Jun 20142 at 16:47:31 cMT
Protein hits ! Marin Senorale FpLEEXS

FC|GSTCTeny Federrico  Carrion]

Mascot Score Histogram

lons score 15 - 10*Leog D), where P is the probabiity thet the observed meatch is a random event.
Indiwidual icns sceres = 12 indicate identiny or extensive homelagy (p=0.05).
Protein scores are derwed from ions scores as a non-probabiishc bass for ranking protemn hits.

Hunber of Hits

200
Pratein Score
Peptide Sunmary Feport

Paptids Summary | Hele

Signficance threshold p< 0.05 L number of hits AUTO
Standard sceting O MfudPIT scoring ® Tons scors of expect cut-off 0 Show sub-sats |0
Show pop-ups @ Suppress pop-ups O Sort unascigned | Docreseing Scare | v Require bold red [

[ CelectAll | l Celect Mone ] [ Semrch Selectsd | O Error tolerant Archive Heport

1. Maric Senorgle spLGEES Mags: 34394 Score: 314 Matches: 5(5) Segquences: 5(5)
[] Check to include thiz hit in error tolsrsnt sesrch or srchive report

fuery Obaerved Mr{expt) Mr{calo) Delta Mise Scoore Expect Rank Undigque Peptide

[+ 2 944.5100 243, 5027 943.5127 0. 0100 o 5% l.6e-006 1 u K.PSVPFELR. Y

[+ 18 1094.5500 1093.5427 1093.5630 0.0203 i 66 2.1c-007 1 L1} MESPTILOYHWE. I

E Q 1138, 506" 1137,4992 11379090 -0, 0098 ] n3 S.1e-006 1 K. YEEHLYER.D

Z ﬂ 1516.7997 1515.797924 1515.7066 —-0.0042 o 116 2.6e-012 1 R AEISMIEGAVLDIR. Y

| _El 4331.80804 4330.8731 4330.9372 0.0640 o 71 7.7c-008 1 r l(.l-!ZDI-I[‘ETGOIIlTJ?GDLTLGDEAI'VSEDI‘MUWI]DIJI]IJIEF. + Propionami
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Protein View

Hacch £o: Mario Semarale ZpLBEXS Score: 3538 Expect: 4,2e-052

Hominal wmasa (Mg):

Unformatted ssgquence string for pssting into othsr applications

Vaciable

modificacions:
Cleavage by Teypsin/P:
Seguence Coversge:

34904

Caleulated pl walues: 5.63
MCEBI BLLST search of Mario Senorale zpLGEXLS against nr

67%

Hatched peptidss shown in Bold Red

-

MSPILGYWEL
51 EFPHLPYYID
101 DIRYGVIREIA
151 PDFMLYDALD
201 WPLOGWDATE
251 VAVNQCQESYR

301 HHEF

EGLVQPTELL
GDWVELTQSMA
TIKDFETLEV
WWLYMDPMCL
GEFDHEFEET
HVEVEMDMF &

[ Show prediced peptides also |

©Fesidus Number O TIncreasing Mass O Decreasing Mass

Start -

a5 -

End

Ohegerved

1094,
1110.
963,
1149.
2269,
1138.
205,
23A07.
2229,
L1032,
1048,
9196 .
i027.
L3477
1516,
1332,
1182,
L0246 .
2306,
&80 .
1157.
2083 .

244.
2363,
2134,
4331,

1501

3500
51
5105
Bb233
1392
S065
4050
L7163
092a
08
5632
3072
5115

907
TEZH
13
J610
1284
4443
5656
0815
xR
1564
1924
gond

Mriexpt)
1093,
1109,

262 .
1148,
2260 .
1137 .

204,
pEL N
2228,
1031 .
1047,

ELLE
1026 .
1&00 .
1515,
N b d
1181.
1m2a,
2325,

a79.
1156 .
2062 .

243,
2362 .
2433,
4330 .

1531

3427
381
3032
Blel
1319
49932
3977
LEG S
0855
63N
5559
3999
5042
EELTY
To24

6613
FI5T
1211
1376
5583
0742
02T
1511
1851
B731

Oxidation |H),Propionamide
cuks C-term =zide of KR

LEYLEEKYEE HLYERLEGDE
ITRVILDEHH ML GGCPFERDL
DFL3ELPEML EMFEDRELCHE
DAFPELVCFE FHIERIPQID
GLTWEYFEAF (EEVHE SWEE
TGQLINPGDL TLCDCAPWSE

Mr{oalo}

1093.
1109,
62 .
1148.
2260.
1137.
204,
2306 .
2224.
10F1.
1047.
935,
1026.
&0 .
1515,
LTO16
1181.
12,
2325,
a79.
1156.
2062.
243,
2362.
2433,
4330.

1531

G630
25
5225
6328
1313
K090
4032
19491
1041
LN
5746
4368
4739
2403
TR66

676E
aFa7
1231
4491
5764
0786
a1z
1627
1998
3372

18]

HWRHMEKEEL GL
EISHIEGAVL
TTLNGDHYTH
KYLESSEY LN
ELEYFVLAAT
DEfL WHHHH

Delta Mize Sequence

-0.0203
-0.0ies
-0.0193
-0.0168
000G
0. nngs
L0DE2
-0 . 0296
L0186
-0.01L6e?
.o1a7
0.0631
L0303
—0.nnds
L0042
-0.0163
L0155
-0.m220
.o13n
-0.0114
-0.0181
—0.0043
=0. 0100
-0.0116
-0.0147
—0. 0G40

=

o

o

=]

=

o

o

=]

o

SeFFroIFeOS

= e

SSeeErFrEEEIrFrIE-EE

AEPRARARNANIPARNIRANAD RA LR

MSPILGYHE.I (Ions scoce G8)

MEPILEYHE. L Cwddation (M) [No match

SPILGYWE.I |Ho match)

LLLEYLEEK.¥ (Mo mstech
LLLEYLEEEYEEHLYER.D (llo m=tch)

YEEHLYER. D |[ons =scors 533

LEGDENE.H (Mo watch)

EFELGLEFPHLPYYIDGDVE . L. (NO maton)
FELGLEFFHLPYYIDCDVE.L |WTo macch|
LTOSMALTE ¥ (Mo msTeh)

LTDSMAIIR.Y Oxidation |Mi |No match|
HUMLGECPE.E (MO msteh)

HIMLGGCPE.E Propionsmide (2| (Mo match)
ERAFETSMLEGAVLDTE . T (No_matochl
AEISMLEGAVLDIR.Y (Jons soore 116)
ARTSMLEGAVIDTR.Y Oxldation (M) (Mo mateh)
RIEAIPDIDE.Y (Mo watch)

TEATPOTDE.¥ (N0 march)
YIAWPL)GWQATEECCDHDTE.E (Mo matoh)
EFGLTWE.Y (IO macch)

YPERR(PEVK.F  (No match)
YPEAPQPEVHPSVPFELR.Y (Mo match)
ESYPFELR.Y |lons score SB
YPVALATUAVDCOESYAHVEVE.M (o match)
YPVALATVAVPCUESYAHVEYEK .M Propionasids (C) (No match)
MOMFGT GQI IHE GDLTL G0 CAPVSEDPAADVHIHINHEY . - Fropionamide

Los siguientes links solo funcionan en la Pc del servicio:

Link “peptide summary report”:
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results.pl?file=../data/20140623/F007746.dat

Link “protein summary report™:

(C) (Ions sco

http://ubypa8/mascot/cgi/master results.pl?file=..%2Fdata%2F20140623%2FF007746.dat&REP
TYPE=protein&_sigthreshold=0.05&REPORT=AUTO& _server_mudpit_switch=0.000000001

& 1gnoreionsscorebelow=0& showsubsets=0& showpopups=TRUE& sortunassigned=scoredo

wn&_requireboldred=0
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Link “protein view”:
http://ubypa8/mascot/cgi/protein view.pl?file=../data/20140623/F007746.dat&hit=1

Busqueda realizada en base de datos publica:

Link “peptide summary report™:
http://www.matrixscience.convcgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20140623%2FFTnriiaT
T.dat:report=20

Link “protein summary report™:

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20140623%2FFTnriiaT
T.dat&REPTYPE=protein& _sigthreshold=0.05&REPORT=20& minpeplen=7& server mudpit
_switch=99999999& ignoreionsscorebelow=0& showsubsets=0& showpopups=TRUE&_sortu
nassigned=scoredown& _requireboldred=0& prefertaxonomy=0&sessionlD=guest guestsession

Conclusion:

e Con la busqueda realizada en base de datos local, en esta muesira se identifica de manera
estadisticamente significativa la secuencia de la proteina enviada por el usuario:

= “zpLGEXS5”

e (Con la busqueda realizada en base de datos publica, en esta muestra se identifica de
manera estadisticamente significativa la siguiente proteina:

= “glutathione S-transferase™ organismo.
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