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RESUMEN

Dentro de la biologia evolutiva, la respuesta genética de las especies a los cambios
ambientales es un tépico de creciente interés. La mariposa Heliconius erato lativitta se
destaca en este &mbito; sin embargo, la ausencia de genes de referencia estables ha
limitado los avances en los estudios de expresion génica. En este trabajo, se abord6
este desafio directamente mediante la exposicion de H. e. lativitta a tratamientos de
calor y frio. Se evaluaron seis genes candidatos, y mediante andlisis de varianza,
expresion génica absoluta y métodos de evaluacion de estabilidad, se identificé los
genes mas estables. Los resultados sefialaron a RPL3 y RPS3A como los genes mas
estables. Estos genes ribosomales desempefian funciones esenciales en la sintesis de
proteinas y mantuvieron una expresion constante en diferentes tejidos y tratamientos.
En contraste, GAPDH y Tubulina 2 mostraron menor estabilidad, posiblemente debido
a su papel en procesos celulares sensibles a variaciones. La eleccion de genes de
referencia confiables es crucial para comprender respuestas adaptativas y evolutivas
frente a estreses ambientales. La aplicacion de RPL3 y RPS3A como genes de
referencia estandarizados permitira futuros estudios mas precisos y comparables sobre
expresion génica bajo condiciones de estrés térmico y andlisis de diferentes tejidos y
sexo. Estos hallazgos proporcionan una base sélida para investigaciones evolutivas y
adaptativas en Heliconius erato lativitta y pueden extenderse a otras especies,
avanzando en la comprensién de cémo las respuestas génicas influyen en la adaptacién
al entorno cambiante.

Palabras clave: Heliconius erato lativitta, genes de referencia, expresién génica,
estabilidad.
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ABSTRACT

Within evolutionary biology, species' genetic responses to environmental changes are of
growing interest. The butterfly Heliconius erato lativitta stands out in this realm; however,
the absence of stable reference genes has hindered advances in gene expression
studies. Addressing this challenge, we directly exposed H. e. lativitta to heat and cold
treatments. Six candidate genes were evaluated, and through variance analysis,
absolute gene expression, and stability evaluation methods, the most stable genes were
identified. The results identified RPL3 and RPS3A as the most stable genes. These
ribosomal genes play essential roles in protein synthesis and maintained consistent
expression across tissues and treatments. In contrast, GAPDH and Tubulin 2 showed
lower stability, possibly due to their involvement in sensitivity-sensitive cellular
processes. Selecting reliable reference genes is crucial for understanding adaptive
responses to environmental stresses. Applying RPL3 and RPS3A as standardized
reference genes will enable more precise and comparable studies on gene expression
under thermal stress and across different tissues and sexes. These findings provide a
robust foundation for evolutionary and adaptive investigations in Heliconius erato
lativitta, with potential extensions to other species, advancing our understanding of how
gene responses influence adaptation to changing environments.

Keywords: Heliconius erato lativitta, reference genes, gene expression, stability.
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1. CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

1.1.1. Adaptacion evolutiva de las especies

Los organismos vivos en la Tierra forman parte de un conjunto altamente diverso y de
una historia evolutiva de miles de afios que ha moldeado a cada individuo para que
logren adaptarse a diferentes condiciones ambientales y que de esta manera pueda
asegurarse la perpetuidad de las especies mejor adaptadas [1]. Estas especies por lo
tanto han adquirido capacidades que permiten aumentar su rango de distribucion e
incluso generar resistencia a condiciones que para muchos organismos pueden resultar
extremas. Estas capacidades adquiridas también se reflejan en las bases moleculares

gue determinan el funcionamiento de los organismos Vvivos.

Cuando nos referimos a las bases moleculares, se revela que los genes desempefian
un papel fundamental en la manera en que las especies logran adaptarse. Esto puede
ser evidenciado por cambios en la expresion génica ante factores del ambiente.
Experimentos como las 2,000 generaciones de Escherichia coli sometidas a un
ambiente limitado de glucosa [2] o los llevados en organismos modelo como Drosophila
melanogaster para analizar la expresion génica durante su ciclo de vida [3]. Indican que
los organismos tienen la capacidad de regular la expresiébn génica por sefiales
ambientales como la adaptacién a diferentes temperaturas o disponibilidad de
alimentos, ademas de cambios en la expresién en etapas especificas del desarrollo.
Esto implica que podrian producirse modificaciones en el ADN y en las proteinas

asociadas al ADN, generando asi cambios en la expresion génica [4].

1.1.2. Estudios de expresion génica

La variacion de la expresion génica se relaciona con la capacidad del ADN de producir
ARN codificante y no codificante. El primero codifica proteinas, mientras que el segundo
tiene la capacidad de controlar y regular la expresion génica [4]. Ademas, existen otros
mecanismos regulatorios de la expresion génica que son explicados a través de la

epigenética. Estos son la metilacién del ADN, modificaciones de las histonas y los ARN

1



de interferencia, los cuales bajo diferentes condiciones pueden promover la traduccién
a proteinas o inactivar genes [5]. La regulacién de la expresion génica involucra
elementos regulatorios que permiten que los organismos respondan a diferentes

condiciones segun sus necesidades.

Asi pues, la expresion génica representa cdmo los organismos controlan y regulan el
material genético a través de cascadas de procesos que codifican moléculas necesarias
para procesos celulares. Los cuales permiten entender y estudiar factores en las
especies como la produccién de proteinas de interés, la heredabilidad de factores
genéticos e incluso la respuesta a estimulos externos [6,7]. La manera de estudiar la
expresion génica, puede enfocarse en el ARN por su naturaleza de codificar a proteinas,
siendo una de las técnicas mas empleadas para analizar genes individuales, la reaccion

en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcriptasa inversa (RT-gPCR) [8].

La RT-gPCR permite partir de ARN mensajero transcribir a ADN complementario
(ADNCc) mediante una transcriptasa inversa, luego el ADNc es usado como molde para
una PCR cuantitativa [9]. En el campo investigativo, esta técnica es usada en analisis
de expresion génica, validacién de ARN de interferencia, validacién de micromatrices,
pruebas genéticas, deteccion de patdgenos e investigacion de enfermedades [10].
Respecto a la expresion génica, se puede analizar como se expresan los genes en
diferentes tejidos y ante diferentes tratamientos que pueden ser generados por factores
de estrés como estrés térmico, quimico, luminico o alimenticio [11]. Estas
aproximaciones permiten estudiar organismos vivos y su manera de respuesta al
ambiente que los rodea, abriendo un campo investigativo amplio para estudiar especies

de interés cientifico.

1.1.3. Artrépodos, especimenes de estudio

Los estudios de expresidn génica pueden aplicarse a una variedad de organismos vivos.
Estos estudios son especialmente (tiles en animales con valor investigativo, ya sea
debido a productos de interés, valor comercial o caracteristicas evolutivas que les han
permitido adaptarse a diversos ecosistemas. En consecuencia, la expresion génica
puede servir como una herramienta para analizar especies ampliamente distribuidas por

el planeta y conocer sus particularidades biolégicas como es el caso de los artrépodos.



Los artrépodos representan el 81,5% de todas las especies animales descritas y por lo
tanto son el componente mas numeroso de los ecosistemas [12]. Estos animales poseen
la caracteristica de ser ectotermos, por lo que dependen de fuentes de calor externa
para regular su temperatura corporal. Aunque esto parezca una desventaja para la
adaptabilidad, se ha evidenciado que ciertas especies han logrado tener una amplia
distribucion en diferentes condiciones de temperatura y altitudes como es el caso de los
Lepiddpteros. Aungue esta capacidad adaptativa en ciertos artrépodos sigue siendo
desconocida, se ha relacionado con factores genéticos adquiridos con el tiempo que
brindan resistencia a los factores de estrés ambientales [13]. En esta perspectiva, se
puede analizar a las especies en regiones de interés, donde las condiciones ambientales

y geogréficas han permitido una gran diversidad de especies.

Una de estas posibles zonas de interés, son las regiones tropicales de América Latina
y el Caribe, donde se existe la mayor biodiversidad del planeta con especies de
artropodos que han logrado adaptarse a diferentes condiciones climaticas y aumentar
su rango de distribucion [14]. Realizar estudios de expresion génica sobre especies de
interés en estas zonas, puede proporcionar mas informacion de como los artropodos a
pesar de su sensibilidad al ambiente logran adaptarse y sobrevivir. Ademas, el enfoque
puede ser realizado para comprender como las especies vulnerables pueden responder
a desafios ambientales como las variaciones de temperatura producto del cambio

climatico [13].

1.1.4. Mariposas Heliconius como modelo de estudio

Dentro del grupo de los artropodos, algunas especies de lepiddpteros han encontrado
mecanismos para habitar diversos ecosistemas que varian en temperatura y en altitudes
como el género de mariposas Heliconius. Estas mariposas, habitan en las regiones
neotropicales de Latinoamérica y el Caribe. Varias especies del género han sido usadas
como modelo de estudio para pigmentacion, morfologia del ala, distribucién y plasticidad

en la tolerancia para aliviar efectos del estrés térmico [14,15].

Mas a profundidad se pueden elegir modelos animales especificos para realizar estudios
de expresion génica. Heliconius erato lativitta es una de las especies del género con
amplia distribucion en el neotrépico y que ha sido estudiada en relacién a su tolerancia

al estrés térmico [16]. Sin embargo, aunque esta especie ha sido considerada como un
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modelo en crecimiento para el estudio de sus genes y adaptacion, alin hay espacio para
continuar la investigacion. Se requiere la estandarizacién de los andlisis de expresion
génica en la especie mediante la técnica de RT-gPCR. Esto permitiria obtener analisis
confiables y reproducibles, lo que a su vez impulsaria la comprension de los
mecanismos evolutivos de esta especie y del género Heliconius a través del estudio de
genes que estén involucrados en respuestas adaptativas. Ya que estas especies han
adquirido la habilidad de adaptarse y habitar diversos ecosistemas en las regiones

tropicales.

1.1.5. Expresion génica en Heliconius erato lativitta

El estudio de la expresion génica se vuelve fundamental para comprender las
particularidades adaptativas de la especie, ya que se pueden analizar genes
individuales que sean candidatos para mostrar variaciones de genes ante factores de
estrés ambiental [17]. Estos genes de interés suelen ser seleccionados con base en
evidencia de informes sobre especies emparentadas por familia o género, en las cuales
ya se haya demostrado que ciertos genes varian en respuesta a condiciones
especificas. Sin embargo, para llevar a cabo un andlisis de expresion génica, se

requieren genes de referencia que permitan estandarizar y medir los resultados.

1.1.6. Genes de referencia para la normalizacion de RT-gPCR

Los genes de referencia o genes constitutivos, estan involucrados en funciones
celulares basales esenciales para la existencia de una célula. Su expresion constante
sirve como punto de comparacion y normalizacion de ensayos en RT-qPCR [18]. Por lo
tanto, si se requiere analizar la expresion génica en H. e. lativitta, se vuelve
imprescindible contar con genes constitutivos con los que se pueda comparar la

expresion de genes de interés [8,11].

Los genes de referencia deben también contar con pardmetros especificos para la
normalizacién de la RT-gPCR. Los genes mas idoneos son los que muestran una
expresion estable en todas las condiciones experimentales y las muestras analizadas.
Estos sirven de estandar para ajustar los niveles de expresién de un gen de interés
teniendo en cuenta las diferencias en la eficiencia de amplificacion y la cantidad de ARN
utilizado en la reaccion de RT-gPCR [8].



A pesar de que los genes pueden tener diferentes perfiles de expresion en los tejidos
de un organismo y dependiendo de la condicién a la que sean expuestos, no es
suficiente utilizar un solo gen de referencia. Estudios de expresién génica con un menor
sesgo experimental y una mayor precision de los resultados toman en cuenta el uso de
varios genes de referencia, esto permite aumentar la precision de la normalizacion

verificando la estabilidad de los mismos [19].

Llevando estas particularidades de estudio sobre una especie de interés como la
mariposa H. e. lativitta, se demuestra que al usar mas genes estandarizados, se podria
seleccionar los genes mas idoneos para servir de referencia en ciertos tejidos, o
condiciones a analizar. Esto permitiria lograr resultados precisos y confiables en

estudios de expresion génica.

1.2. Planteamiento del problema a investigar

Las mariposas del género Heliconius, han emergido como un organismo modelo en
investigaciones de expresion génica, dada su relevancia en el estudio de la biologia de
lepidopteros tropicales. Su capacidad para ilustrar caracteristicas evolutivas y
adaptativas a diversas condiciones ambientales ha impulsado su popularidad en la
investigacion. Sin embargo, a pesar de esta prominencia como modelo, se enfrenta a
un desafio fundamental: la ausencia de genes de referencia validados representa un
desafio en estos estudios. Este problema se intensifica debido a la falta de
secuenciacion y anotacion genémica en multiples especies de Heliconius, lo que dificulta

la identificacién de genes de interés.

La confiabilidad de los estudios de expresion génica, se basa en la estandarizaciéon de
las técnicas utilizadas. En este sentido, la técnica RT-gPCR empleada para evaluar la
expresion de genes de interés, requiere de la seleccion de genes de referencia estables
gue estén particularmente adaptados en las condiciones experimentales. Estos estudios
son fundamentales para descifrar la regulacién génica y entender su influencia en

procesos como la especiacion y adaptacion evolutiva. [20].

En el caso particular de la especie H. e. lativitta, que carece de genes de referencia para
estudios de expresion génica, se propone identificar genes relacionados a genes de
5



referencia ya reportados en otras especies. Herramientas como BLAST pueden ser
Utiles para localizar genes con el potencial de actuar como referencias fiables para esta

especie.

Asi, para profundizar en los estudios de expresion génica de H. e. lativitta y entender su
respuesta a estreses ambientales y su diversidad genética, es imperativo examinar y
validar genes de referencia previamente reportados, garantizando una eficiente

normalizacién de la RT-gPCR.

1.3. Justificacion de la investigacion

H. e. lativitta desempefia un papel crucial en la comprensién de los mecanismos
evolutivos que permiten a la especie adaptarse a diversas altitudes, su diversidad
fenotipica e incluso la diversificacion del género Heliconius [21-23]. Su amplia
distribucion en las regiones tropicales amazonicas, la coloca como un candidato ideal
para analizar respuestas a desafios ambientales. Particularmente, es relevante en areas
amenazadas por las variaciones de temperatura a causa del cambio climatico, como los

bosques tropicales de la Amazonia ecuatoriana [24].

Para asegurar mediciones precisas de expresién génica, es fundamental estandarizar y
normalizar los métodos de RT-qPCR en H. e. lativitta. La estrategia de seleccién de
genes basada en especies relacionadas como H. numata, Spodoptera litura y Bombyx
mori, que ya han reportado genes constitutivos, resulta prometedora. Genes como la
proteina de unidon a poliA (pAbp), proteinas ribosomales L3 (RPL3) y S3A (RPS3A),
Tubulina, Ubiquinol-citocromo ¢ reductasa (UCCR), Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), podrian ser candidatos clave para la normalizacién en H. e.
lativitta [8].

Validar y estandarizar genes de referencia en H. e. lativitta, basados en investigaciones
previas de especies emparentadas, mediciones confiables de los niveles de expresion
génica en genes candidatos [8,11]. La adaptabilidad de estos genes a estreses
especificos como los quimicos, térmicos o alimenticios, o en tejidos especificos, amplia
surelevancia[17]. En consecuencia, la identificacién de genes de referencia adecuados,

impulsara significativamente la investigacion de la expresién génica para esta especie.



1.4. Preguntas de investigacion

Para la presente propuesta de trabajo de investigacién se han postulado las siguientes
preguntas de investigacion:

1. ¢Los genes constitutivos GAPDH, pAbp, RPL3, RPS3A, Tubulina 2 y UCCR
mantendran una expresion génica absoluta constante entre individuos machos y
hembras de H. e. lativitta?

2. ¢ Los genes constitutivos pAbp, RPL3, RPS3A, Tubulina 2 y UCCR mantendran una
expresion génica absoluta constante bajo las diferentes tagmas (cabeza, térax y
abdomen) de H. e. lativitta?

3. ¢Los genes constitutivos GAPDH, pAbp, RPL3, RPS3A, Tubulina 2 y UCCR
mantendran una expresion génica absoluta constante durante tratamientos de estrés

térmico (frio y calor)?

1.5. Hipétesis

Los genes de mayor estabilidad en H. e. lativitta en los ensayos aplicados de
tratamientos de calor y frio, tanto en ambos sexos y las diferentes tagmas analizadas:
cabeza, térax y abdomen, seran el gen ribosomal L3 y la proteina de unién a la poliA
como han sido reportadas en ensayos de expresion génica realizados sobre especies

de lepidopteros relacionadas al género.

1.6. Objetivos de lainvestigacion

1.6.1. General

¢ Identificar la estabilidad de la expresion génica absoluta de los genes GAPDH,
pAbp, RPL3, RPS3A, Tubulina 2 y UCCR para la normalizacion de estudios de

expresion génica en Heliconius erato lativitta.



1.6.2.

Especificos

Evaluar a GAPDH, pAbp, RPL3, RPS3A, Tubulina 2 y UCCR como posibles
genes de referencia en H. e. lativitta para andlisis de expresion génica en PCR
en tiempo real.

Comparar la expresidon génica absoluta de los genes GAPDH, pAbp, RPL3,
RPS3A, Tubulina 2 y UCCR en los tratamientos de macho y hembra de H. e.
lativitta.

Comparar la expresidon génica absoluta de los genes GAPDH, pAbp, RPL3,
RPS3A, Tubulina 2 y UCCR en las tagmas cabeza, térax y abdomen en
individuos de H. e. lativitta.

Comparar la expresidn génica absoluta de los genes GAPDH, pAbp, RPL3,
RPS3A, Tubulina 2 y UCCR sometidos a tratamientos de frio y calor en H. e.
lativitta.

Analizar la expresion génica relativa del gen inducible Hsp90 con los genes que

presenten mayor y menor estabilidad en H. e. lativitta.



2. CAPITULO IlI: MARCO METODOLOGICO

2.1. Obtencién y crianza de mariposas

La recolecciéon de las mariposas H. e. lativitta se realizé bajo el contrato Marco de
Acceso a Recursos Genéticos MAATE-DBI-CM—2021-0176 emitido por el Ministerio
del Ambiente Agua y Transicién Ecoldgica. El area de recoleccion fue en el cantén Tena
tomando como puntos de referencia las inmediaciones de la Universidad lkiam (Latitud:
-0.9524192758743053, Longitud: -77.8642702686959) y los sectores de Alto Tena
(Latitud: -0.9378297920743162, Longitud: -77.87995720451063) y Granja Shitig
(Latitud: -0.930020236936231, Longitud: -77.8768887573447).

Se recolectaron individuos en estado salvaje mediante redes entomoldgicas aéreas, la
especie de interés fue identificada y guardada en sobres entomolégicos. Estos fueron
sexados, registrados, etiquetados en la zona discal del ala derecha y se colocaron en
una de las jaulas del insectario cientifico de la Universidad Regional Amazdnica lkiam
[25]. Las mariposas se alimentaron en base a una solucion que contiene sucrosa 50 yM
y aproximadamente 10 g de polen con 5 mg de sal. Se suplementé periddicamente flores
cortadas mantenidas en agua para asemejar un ambiente natural y se coloco la planta

hospedera Passiflora puntacta en la cual las mariposas desovaron los huevos [26].

Los huevos que se obtuvieron fueron recolectados en recipientes separados, tras
eclosionar, las larvas se alimentaron con hojas de P. puntacta y se las observé hasta
los 28 dias, tiempo aproximado donde ocurrié la metamorfosis [27]. Se identificé el sexo
de cada individuo y se coloc6 una codificacion en la zona discal del ala derecha,
finalmente fueron mantenidas y alimentadas con la solucion de azucar y polen durante

2 semanas previamente a la realizacion de los tratamientos de temperatura.

2.2. Tratamientos de temperatura

Se seleccionaron 18 mariposas, divididas en 9 hembras y 9 machos. Sobre estas se las

dividié en 3 grupos de 6 individuos (3 machos y 3 hembras) para exponerlas a una

temperatura baja de 5°C en refrigeracion, una temperatura alta de 40°C mediante un

bafio maria, y una temperatura de control de 25°C o ambiente sobre cada grupo de
9



mariposas. Las condiciones en los tratamientos de temperatura baja y alta fueron
controladas mediante termometros y fueron realizadas durante 60 minutos [14]. Estas
temperaturas permitiran analizar si la expresibn de los genes constitutivos

seleccionados es estable.

Inmediatamente luego del tratamiento las mariposas fueron sacrificadas, diseccionadas

y almacenadas sin alas en RNA Later (Invitrogen®) para posteriormente extraer el ARN.

2.3. Extraccion de ARN total y construccion de la libreria de ARN

De los individuos tratados se extrajo el ARN total de los tejidos/tagmas cabeza, torax y
abdomen mediante el kit SV Total RNA Isolation System de Promega® siguiendo las

recomendaciones del protocolo.

Se diseccioné las 3 tagmas seleccionadas por cada individuo con ayuda de un bisturi,
se las separd y coloc6 en microtubos de 1.5 mL donde se les afiadidé aproximadamente
1 mL de buffer de lisis y se maceré cada uno de los tejidos. Se separd 175 pL del lisado
a los cuales se agregaron 350 L de buffer de dilucién en cada microtubo. Se incubaron
los microtubos a 70 °C durante 3 minutos, se procedi6é a centrifugar a 13,000 g por 10
minutos y se recuperd el sobrenadante. Los sobrenadantes de cada muestra fueron
separados a un nuevo microtubo al que se le anadio 200 pyL de etanol al 95%. Se
transfirieron las mezclas a columnas de purificacion que se centrifugaron a 13,000 g por
un minuto y se descarto el sobrante del tubo colector. Transcurrido estos pasos se
procedié a realizar el primer lavado de las columnas con 600 uL de solucién de lavado
y se volvié a centrifugar a 13,000 g por un minuto, volviendo a descartar el sobrante del
tubo colector. A continuacién, se combinaron por pipeteo 40 yL de Yellow Core Buffer,
5uL de 0.09M MgCl; y 5 yL de enzima DNasa para realizar la digestion del ADN
gendmico. Se incubaron las muestras por 15 minutos a temperatura ambiente, se detuvo
la digestidon con 200 yL de DNase Stop Solution y se centrifugd a 13,000 g durante 1
minuto. Se realiz6 dos lavados extras: uno con 600 puL de soluciéon de lavado y el
siguiente con 250 pL de la misma solucion, ambas fueron centrifugadas a 13 000 g
durante dos minutos. EI ARN obtenido de la muestra fue eluido en un nuevo microtubo

con 100 pL de agua libre de nucleasas.
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El ARN total obtenido de cada muestra, fue etiquetado bajo un codigo Unico para
diferenciarlos por su tagma, tratamiento y sexo (Anexo Tabla 1.). De cada muestra se
utilizé 1 pL para cuantificar su concentracién a través del espectrometro Nanodrop ND-
ONEC-W (Thermo Scientific™) usando como blanco agua libre de nucleasas.
Finalmente se almacenaron las muestras en ultracongelacion a -80 °C hasta su uso para

la sintesis de ADNc.

2.4. Estandarizacion e integridad de ARN

Previamente a la sintesis de ADNc se estandariz6 la libreria de ARN, diluyendo las
muestras con agua libre de nucleasas para estandarizarlas a 60 ng/uL en 20 L, esto

con el objetivo de conseguir una concentracion igual de ADNc tras las sintesis [28].

2.5. Sintesis del ADN complementario (ADNc)

Se utilizé el kit de transcripcion reversa GoScript ® de Promega™, siguiendo el protocolo
del fabricante. Primero se descongelé suavemente las muestras de ARN trabajando en
tandas de 9, para evitar que las muestras pasen mucho tiempo fuera del congelador.
Para la primera etapa, se mezclaron 4,5 yL de ARN (ya diluido en agua libre de
nucleasas) con 0,5 yL de primers Oligo dT, se prepard por igual un control negativo
remplazado el ARN total por agua libre de nucleasas. En el termociclador Veriti™ 96-
Well Thermal Cycler de Applied Biosystems™ se incub6 a 70°C durante 5 minutos,

seguido de 4 °C por un tiempo indefinido.

En la segunda etapa, se prepard el master mix de la reaccidén de transcripcion reversa
mezclado por cada reaccién 7.3 yL de agua libre de nucleasas, 4 uL de del tampén de
reaccion GoScript 5x, 1.2 uL de MgCl, 25 mM, 1 pyL de mezcla de nucleétidos 10 mM, 1
ML de la enzima transcriptasa reversa y 0.5 uL Inhibidor de ribonucleasas 20 U. Se
prepard otro control negativo sin la enzima transcriptasa reversa, aumentando la
cantidad de agua libre de nucleasas a 8.3 pL. Se coloc6 el master mix en cada muestra
de la tanda y los 2 controles negativos, se realiz6 una pequefia centrifugacion y se los
colocéd en el termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems™)
incubando con un perfil térmico de 25 °C por cinco minutos, 42 °C por 60 minutos y 70

°C por 15 minutos. La libreria de ADNc obtenida se almacené a -20 °C.
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2.6. Seleccidn de los genes de constitutivos

Para la seleccion de los genes de referencia apropiados para normalizar la RT-qPCR
en H. e. lativitta, se seleccionaron seis genes constitutivos ya reportados en 3 especies
emparentadas. En H. numata: pAbp, RPL3, RPS3A, Tubulina 2, en B. mori: el gen
GAPDH y en Spodoptera litura: UCCR [8]. Para aplicarlos en la especie de interés H. e.
lativitta, se realiz6 una busqueda de las secuencias de los genes en Nucleotide del
National Center of Biotecnology information (NCBI). Con las secuencias obtenidas se
usé la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) de The Lepidopteran
Genome database (LepBase) en donde se aline6 el genoma de regiones codificantes
(CDS) de H. e. lativitta [29,30]. De esta forma se establecié la base de datos de los CDS
de los genes de referencia.

2.7. Disefio de primers

Se disefiaron los primers para PCR en tiempo real mediante el software Geneious
Primers (Dotmatics®) partiendo de los CDS obtenidos de los genes de referencia y

tomando en cuenta los parametros del disefio de primers para gPCR (Tabla 1.).

Tabla 1. Pardmetros del disefio de primers para gPCR
Longitud 18 a 30 pares de bases (pb)
Tamano del producto 80 a 130 pb
Temperatura de melting (Tm) 55-60 °C
Diferencia de Tm 2 °C entre cadenas
Especificidad 1 secuencia objetivo
Contenido CG 40 - 60 % (6ptimo 50%)
Terminacion 1 a 3 nucledtidos C o G en las cinco

bases de la cola 3’

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023. En base a Green et al. (2012) y Bustin et al. (2017) [31,32].

Finalmente, para identificar y descartar amplificacién de regiones intrénicas o de ADN

gendmico se uso la herramienta Primer-BLAST.
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2.8. Extraccion de ADN

Se extrajo ADN gendmico (ADNg) de mariposas H. e. lativitta colectadas en estado
salvaje, este material fue utilizado posteriormente para la estandarizacion de primers
por perfil térmico y para obtener las curvas de calibraciéon de cada gen. La extraccion se
realiz6 mediante las especificaciones del kit DNeasy® Blood & Tissue (QIAGEN™). Se
disecciond cabeza, térax y abdomen de dos mariposas, y se macerd cada tejido en
microtubos de 1.5 mL, se etiquetdé cada microtubo y se les afiadié 270 uL de tampdn de
lisis de tejidos ademas de 30 pL de proteinasa K, a continuacion, fueron incubados
durante 3 horas a 56 °C en bafio maria (WB10 de PoliScience®) y durante la incubacion,

cada 15 minutos se agitaron mediante vortex.

Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm por 10 minutos, se retiré 3/4 del

sobrenadante y se lo colocé en un nuevo microtubo etiquetado; el 1/4 restante se

centrifugd a 14,000 rpm por 5 minutos para obtener la mayor cantidad de sobrenadante.
Se adicionaron 300 pL de tampodn de lisis AL y se mezcld por agitacion. Se pipeteo la
mitad de la mezcla previa a una columna de microcentrifuga y se centrifugé a 8,000 rpm
por 1 minuto, se descart6 el fluido resultante, y se repitié el proceso con la otra mitad.
Se colocé la columna de centrifuga en un nuevo tubo de recoleccién y se le agregaron
500 pL del tampdn del lavado AW1, a continuacion, se centrifugdé a 8,000 rpm por un
minuto, se descarto el fluido y el tubo de recoleccion. Se realizé el segundo lavado de
las muestras agregando un nuevo tubo de recoleccion y 500 uL de tampén de lavado
AW2 y se centrifugé a 14,000 rpm por 3 minutos, se descart6 el fluido y el tubo de
recoleccion. Para la elucién del ADN, se realiz6 una doble recuperacién primero
transfiriendo la columna a un nuevo tubo de microcentrifuga etiquetado, al que se le
afiadié 200 uL de tampdn de elusion y se centrifugaron las muestras a 8,000 rpm por un
minuto. Para la segunda recuperacion se tomd el fluido del tubo recolector y se lo volvié

a pasar por la columna en las mismas condiciones de centrifugacion.

De cada muestra se utilizé 1 yL para cuantificar su concentracion a través del
espectrometro Nanodrop ND-ONEC-W (Thermo Scientific™) usando como blanco agua

libre de nucleasas. Finalmente se almacenaron las muestras a -20 °C.
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2.9. Estandarizacion de primers por perfil térmico

Para la estandarizacién del perfil térmico de los primers se realiz6 una PCR
convencional con el Kit de Platinum® Tag DNA Polymerase de Invitrogen™. En este
proceso se obtuvo la temperatura de annealing experimental mediante dos etapas, la
primera realizada en un gradiente de 52 a 62 °C en saltos de temperatura de 2 °C de
diferencia y la segunda etapa en un gradiente con diferencia de 0.5 °C en relacién al
rango de temperatura que mostro las mejores bandas de amplificacion de la primera

etapa.

La PCR se realiz6 con un volumen final de 10 uL, se us6 dos pools de ADNg de H. e.
lativitta por cada gradiente de temperatura, ademas de un control negativo para validar
los resultados. El master mix de la PCR estuvo compuesto por los elementos descritos

a continuacion.
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Tabla 2. Cantidades y concentraciones de los reactivos para PCR

Concentracion Volumen 1 Rx Concentracion
Componente o _
inicial [ML] final
Agua libre de
- 4.6 -
nucleasas
Buffer 10 X 1 1X
dNTPs 2.5 yM/dNTP 1 0.25 yM/dNTP
Primer forward 10 uM 0.5 0.5 uM
Primer reverse 10 uM 0.5 0.5 uM
MgCl, 50 nM 0.3 1.5nM
Albumina de suero S 1 D L
bovino (BSA) HOH > HOTEH
Platinum ® Taq
200U 0.1 2U
enzyme
Templado de ADN - 1 <500ng
Total - 10 -

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.

El programa para la primera etapa aplicado en el termociclador Veriti™ 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems™) fue de 95 °C por 5 minutos; 35 ciclos de PCR,
constituidos por: 95 °C por 30 segundos, el gradiente de temperaturas de annealing de
52,54, 56, 58, 60 y 62 °C por 30 segundos, 72 °C por 45 segundos; tras los 35 ciclos se
finaliz6 con una temperatura de 72 °C por 5 minutos. En la segunda etapa, el protocolo
de la PCR se mantiene con las mismas temperaturas y tiempos de la primera, a
excepcion de la temperatura de annealing que como se mencioné previamente, toma
en cuenta los 6 rangos de temperatura en saltos de 0.5 °C, en los cuales se observé las

bandas con mayor consistencia en la amplificacion.

Tras obtener los amplicones de las PCR, estos fueron visualizados en camaras de
electroforesis horizontal Owl™ EasyCast™ B1 de Thermo Scientific™. Se realizaron las
corridas en geles de agarosa al 2%, tefiidas con 5 uyL de SYBR™ Safe DNA Gel Stain
de Invitrogen™. Para los geles se us6 4 uL de amplicén, mezclados con 3 uL de tampén
de carga Blueduice™ [2X] de Thermofisher™ por cada pocillo del gel. Se agregaron

ademas 3 pL de estandar de peso molecular 50-1,500 pb DNA Ladder de Promega™,
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mezclado con tampdn de carga Orange Loading Dye 6X del mismo fabricante en
proporcion 1:4 respectivamente. Las condiciones de corrida de la camara de
electroforesis tras cargarla con TBE 1X, fueron de 400 mAmp y 70V durante 60 minutos,
proporcionadas por la fuente de alimentacion Owl™ EC300XL2 (Thermo Scientific™).
Se procuré ademas cubrir con aluminio la cAmara durante el proceso para asegurar la
mejor actividad del SYBR™ Safe DNA Gel Stain.

Finalmente, los geles resultantes fueron retirados de las camaras de electroforesis y

revelados en el fotodocumentador Enduro™ GDS touch 1302 de Labnet™.

2.10. Validacion de primers por curvas de calibracion

Inicialmente se realizaron diluciones seriadas del ADNg extraido previamente en razon
1:3, 1:9, 1:27 y 1:81, partiendo de un ADNg de concentracion inicial 30 ng/uL se obtuvo
las diluciones en 10, 3.33, 1.11 y 0.37 ng/uL. La reaccidn se llevé a cabo en volumen de
10 uL, en triplicados para cada dilucion seriada. El master mix de una reaccion consistié
en 5 pL de BlasTag™ 2X gPCR MasterMix (abm®), 0.25 pL para ambos primers
(forward y reverse) a una concentracion de 10 uM, 1.5 uL agua libre de nucleasas, 1 uL
de BSA a 5 pg/uL y finalmente el ADNg afadido fue de 2 pL.

Las reacciones sucedieron en el termociclador en tiempo real CFX96 Touch de BIO-
RAD™ bajo el siguiente protocolo: una temperatura inicial de 95 °C por 3 minutos, luego
40 ciclos compuestos de: 15 segundos a 95 °C, 15 segundos en la temperatura de
annealing estandarizada para cada primer, 72 °C por 1 minuto y una lectura de placa
por cada ciclo. Se aplicé una curva de melting en un rango de 55 a 95 °C con un aumento
de 0.5 °C cada minuto junto con una lectura de placa. Tras obtener las lecturas de
fluorescencia se uso6 el programa R version 4.2.2 (R Core Team, 2022) y se graficaron
los valores de ciclo de umbral (Ct), en relacion con el logaritmo de la concentracién.
Para cada primer se determiné una linea de tendencia, ecuacién de la recta y valor de
R?.
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2.10.1. Calculo de la eficiencia de primers

De las graficas obtenidas en R, se calcul6 el valor de la eficiencia en base a la pendiente
de las ecuaciones de la recta de las curvas estandar de cada primer. La siguiente

ecuacion describe el calculo de la eficiencia:

-1
E = (100w — 1) * 100 [33]

En donde E es la eficiencia medida en porcentaje y m es la pendiente de la recta medida

en Ct/log (concentracion ng/ulL).

2.11. PCRen tiempo real de los genes de referencia

A partir de la libreria ADNc, se realizaron reacciones en duplicado de PCR en tiempo
real con un volumen final de 10 pL. Las reacciones se realizaron en placas de 96 pocillos
MicroAmp™ (ApliedBiosistems™) con el termociclador en tiempo real CFX96 Touch
(BIO-RAD™) bajo el perfil térmico aplicado en las curvas de calibracion de cada gen.
Las cantidades y concentraciones usadas en la PCR de tiempo real son descritas a

continuacion.
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Tabla 3. Cantidades y concentraciones de los reactivos para Rt-gPCR

Concentracion Volumen 1 Rx Concentracion
Componente o _
inicial [ML] final
BlasTag™ gPCR
_ 2X 5 1X
MasterMix (abm®)
Primer forward 10 uM 0.25 0.25 uM
Primer reverse 10 uM 0.25 0.25 uM
Agua libre de
- 2.5 -
nucelasas
Albumina de suero 3 el 1 O L
bovino (BSA) HOH = HOTEH
Templado de ADN - 1 <500ng
Total - 10 -

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.

Los valores de Ct proporcionados por el software CFX Maestro (BIO-RAD™) fueron
recopilados para posteriormente analizar el ciclo de umbral, ademas se realiz6 un
procesamiento de datos para obtener el promedio de los valores de duplicado de Cty

las desviaciones estandar por cada muestra.

2.12. Andlisis de expresion génica

2.12.1. Cuantificacién de expresion génica absoluta

Para la cuantificacion de la expresién génica absoluta (EGA) de los genes constitutivos,
se obtuvieron las curvas estandar en base a las ecuaciones resultantes en la validacién
de primers, esto permiti6 obtener la cantidad en gramos de la seccién del gen

amplificada por cada primer seleccionado usando la siguiente férmula [34].

Cr-b
x =10 -m
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Donde:

= X = cantidad de amplicén [g]
= Ct=Ciclo de umbral (treshhold line)
= b =interseccion de la recta con el eje Y

= m = pendiente de la recta

A continuacion, se uso los valores obtenidos de la cantidad de amplicon para calcular

el numero de copias de ADN por pL.

Copiasde ADN L -x
uL " TA -PB

Donde:

Copias de ADN
mol

*= L =constante de Avogadro = 6.022 x 10% ( )

= X = cantidad de amplicon (g)
= TA =tamafio del amplicon (pb)

660 g/mol)

= PB = peso molecular promedio de un par de bases ( -

2.12.2. Andlisis de varianza en los genes de referencia

Se analiz6 la varianza de los genes de referencia en el software R version 4.2.2 (R Core
Team, 2022), tanto para los valores de copias de ADN obtenidas de la EGA. Se
emplearon modelos lineales generalizados (GLMs) usando las librerias readx! (version
1.4.1), rstatix (versién 0.7.2), ggplot2 (version 3.4.0) y ggpubr (versién 0.5.0). Se
emplearon los valores del nimero de copias resultante de cada gen de referenciay se
los relaciond con los factores y covariables mediante funcién de enlace. Se realizé una
prueba de normalidad de datos con Shapiro Wilk, se compararon las distribuciones de
probabilidades con un grafico Q-Q y se analiz6 la varianza del niumero de copias

mediante modelos lineales generalizados.
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2.13. Andlisis de la estabilidad en los genes de referencia

Para determinar cual de los genes presentan la mejor estabilidad se usaron analisis en
base a los Ct de la PCR de tiempo real de los genes de referencia. Los factores
analizados fue la estabilidad que presentan los genes en relacién al sexo (macho y
hembra) y en relacion a las tagmas (abdomen, cabeza y térax) sobre los tratamientos
de frio, calor y control aplicados. En este caso se utiliz6 los algoritmos de Normfinder y
GeNorm, bajo la herramienta RefFinder, la cual se encuentra basada en la web,
desarrollada para evaluar y seleccionar genes de referencia a partir de extensos
conjuntos de datos experimentales [35,36]. Una vez completado los analisis, se obtuvo
un ranking de los genes de referencia segln su estabilidad. Los genes con los valores
de estabilidad mas bajos se consideraron los mas estables y se recomendaron como
genes de referencia para la normalizacion de los datos de expresion génica en este

estudio.

2.13.1. Normfinder

NormFinder, algoritmo desarrollado por Andersen et al. (2004) [37] utiliza un enfoque
basado en modelos para estimar la varianza y seleccionar los genes mas adecuados
para la normalizacion. Para aplicar NormFinder, se utilizé un conjunto Ct de los genes
de referencia. Se cargaron los datos RefFinder para realizar el andlisis y se identifico los
genes con los valores mas bajos relacionados a la mayor estabilidad de NormFinder
[38].

2.13.2. GeNorm

GeNorm, algoritmo desarrollado por Vandesompele et al. (2002) [3] utiliza un enfoque
basado en la media geométrica de mudltiples genes de referencia para estimar la
estabilidad de los genes. GeNorm, igualmente se aplic6 utilizando los datos de Ct de los
genes de referencia. Se cargaron los datos RefFinder para realizar el analisis y se
identifico los genes con los valores mas bajos relacionados a la mayor estabilidad de

GeNorm.
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2.14. Expresion génica relativa con Hsp90

Para probar los genes de referencia y medir su respuesta respecto a la expresion génica
relativa (EGR), se utiliz6 el par de genes que presentd mayor estabilidad y como
comparacion se realizd el mismo analisis con el par de genes que presenté la menor
estabilidad en ensayos por separado. Se aplicé el método descrito por Vandesompele

et al. (2002) para la obtencién de la EGR mediante multiples genes de referencia [11].

(EGOI)ACt GOl
- GeoMean[(Eggr)ACt REF]

EGR

Donde:

= E = base de la amplificaciéon exponencial (eficiencia de la reaccion)
= GOl =gen de interés

= GeoMean = media geométrica

= REF = gen de referencia

= ACt = diferencia de Ct

El gen seleccionado para medir la EGR, fue la proteina de choque térmico Hsp90, la
cual ha demostrado cambios en su expresion génica tras ser inducido a tratamientos
térmicos en tejidos de cabeza, térax y abdomen, de mariposas H. e. lativitta [39]. Su

expresion sera comparada en relacién a los valores del control.
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3. CAPITULO Ill: PRESENTACION DE RESULTADOS

3.1. Seleccion de primers y obtencién del perfil térmico

En los genes de referencia GAPDH, pAbp, RPL3, RPS3A, Tubulina 2 y UCCR se
seleccion6 aquellos que presentaron las mayores coincidencias significativas en la base
de datos CDS de H. e. lativitta. Para cada uno de los genes se disefiaron 3 pares de
primers basandose en los parametros del disefio de primers para qPCR (Tabla 1). Los

primers sometidos a estandarizados por su perfil térmico son mostrados a continuacion.

Tabla 4. Lista de primers de genes de referencia
. . - . Long Tm CG TaE TA
Primer  Direccién Secuencias 5 - 3’
[pb] [°C] [%] [°C] [pb]
F2 Forward 20 60 55
GAPDH CTACTGCCTCAACTGGTGCA
- 59.5 122
GAPDH  Reverse ACTGACACATTGGCTACGGG 20 60 55
F1pAbp Forward AAATTTTCAGCAGCCTGCCG 20 60 50 58 108
R1pAbp Reverse AGGGATGGATCTCGTTGGGA 20 60 55
RE’:IL_3 Forward AAGCTGGTATGACCCACGTG 20 60 55
=i 60.5 111
RPL3 Reverse CACACACCATAGGAGGCGTT 20 60 55
F1
RPS3A Forward ATGCTGAGAGGTCTTTCCGC 20 60.1 55
R1 59.5 132
RPS3A Reverse GCGTCTGCCATTTCTTGACC 20 59.8 55
F1
Tubulina  Forward CAACCGGATGGACAAATGCC 20 59.8 55
2
545 86
R1
Tubulina  Reverse CCAGCACCTGTCTCGCTAAA 20 60 55
2
F1
UCCR Forward TGAAACCAGTGGTAGCGGTC 20 60 55
R1 58 93
UCCR Reverse GGGCTCCATTCAACGATTGC 20 599 55

Los primes fueron sometidos a estandarizacion de perfil térmico. Long: Longitud del primer, Tm: Temperatura de
melting tedrica, CG: Proporcion CitocinasGuaninas, TaE: Temperatura de annealing experimental, TA: Tamafio del
amplicon.

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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3.2.  Evaluacién de eficiencias de los genes de referencia

Los perfiles de temperatura de annealing experimental, fueron usados en las curvas de
calibracion de los genes de referencia (Anexo Fig. 1.), con lo que se obtuvo la eficiencia.
Los rangos de aceptacién de las curvas de calibracion fueron de eficiencias de

amplificacién de 90 a 110% y valores de R? mayores a 95 [40]. A continuacién, se

muestran las eficiencias obtenidas.

Tabla 5. Eficiencia de los genes de referencia

Gen de o _ ) Intercepto Media
oferencia Eficiencia R? Pendiente eny de Ct
GAPDH 98,12% 0.993 -3.368 25.234 23.473
pAbp 95,34% 0.996 -3.439 27.662 25.746
RPL3 103,70% 0.989 -3.236 24.802 23.109
RPS3A 102,97% 0.957 -3.253 25.686 24114
Tubulina 2 94.13% 0.982 -3.471 26.266 24.451
UCCR 103,17 % 0.989 -3.248 25.56 23.64

Realizado: Ruiz, Joshué, 2023.

3.3.  Cuantificacién génica absoluta (EGA)

La cuantificacién génica absoluta (EGA) muestra el nimero de copias de ADN (NC) de

los genes de referencia seleccionados para el estudio, tras ser analizado por la RT-

gPCR.
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Tratamiento D Calor (40 *C) |:] Control (25 *C) . Frio (5 °C)

Figura 1. Expresion génica absoluta de los genes de referencia.
Representada por el nimero de copias de ADN (NC) de los genes GAPDH, pAbp, RPL3,
RPS3A, Tubulina 2 y UCCR en las tagmas de abdomen, cabeza y térax bajo sus 3
tratamientos.

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.

Los resultados obtenidos de la EGA muestran que los genes ribosomales presentan una
tendencia similar en los NC obtenidas en la mayoria de las condiciones. pAbp y UCCR
muestran una tendencia similar en la tagma térax de macho y hembra. GAPDH y
Tubulina 2 muestra una tendencia en sus valores de NC distinta al resto de genes, en
GAPDH hay valores mas altos en los tratamientos de calor en macho que los

presentados en hembra y Tubulina 2 aunque presente valores cercanos a los controles
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de los tratamientos en ambos sexos, es el gen que presenta los valores de NC mas

altos.

3.4. Varianza de los genes de referencia

Para todos los datos del nimero de copias de ADN (NC) de los genes de referencia, se
aplicé la prueba de Shapiro — Wilk la cual indicé que la distribucion de los datos no
seguia una distribucion normal. Bajo este precepto, los GLMs permitieron describir la
varianza de los datos, mediante transformaciones de los datos. Se evidencia ademas
gue los valores de Ct no muestran variaciones significativas debido a que los promedios
y barras de error se encuentran entre rangos de valores cercanos (Anexo Fig. 5.), la
homogeneidad medida con el Test de Levene, demuestra que los datos siguen una

distribucion homogénea en sus varianzas (del Anexo Fig. 7 al Anexo Fig. 12).

Las mejores combinaciones de familias de distribucién y funciones de enlace de
modelos de GLM se determinaron por el valor AIC (Akaike's Information Criterion) que
permite encontrar el modelo con el mejor ajuste a los datos, evitando el sobreajuste de
estos [41]. Ademas, a través del GLM en cada uno de los genes, se analizé los factores
en los gque existe variabilidad, tomando en cuenta el valor de significancia del 5% (p <
0.05). A continuacién, se pueden observar cuales fueron los valores de significancia en
el andlisis de varianza de los genes de referencia asociados a diferentes factores y sus

combinaciones.
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Tabla 6.

Resultados del andlisis de varianza GLM

de los genes de referencia

GAPDH / AIC: -781.817. Familia: gamma. Funcidn de enlace: logit.

Factor GL SumC MediaC F Pr(F) Significancia
2.020e- 0.50
Tratamiento 16 1.012e-16  0.699 NS
2.410e- 0.20
Sexo 1 2.408e-16 1.663 NS
16 5
1.810e- 0.54
Tagma 2 9.043e-17 0.625 NS
16 1
1.660e- 0.56
Tratamiento:Sexo 2 16 8.308e-17 0.574 8 NS
) 6.720e- 0.34
Tratamiento:Tagma 4 16 1.680e-16 1.161 4 NS
1.820e- 0.53
Sexo:Tagma 2 9.090e-17 0.628 NS
16 9
Tratamiento:Sexo:Tag 7.500e- 0.29
1.875e-16  1.296 NS
ma 16 0

pAbp / AIC: -2327.024. Familia: gamma. Funcién de enlace: inversa.

Factor GL SumC MediaC B Pr(F) Significancia
) 9.028e+ 4.514e+1 0.59
Tratamiento 0.531 NS
10 0 25
1.248e+ 1.248e+1 0.23
Sexo 1 1.468 NS
11 1 36
3.324e+ 1.662e+1 1955 1.78
Tagma 2 *kk
12 2 3 e-06
] 5.204e+ 2.602e+1 0.05
Tratamiento:Sexo 2 3.061 NS
11 1 92
_ 1.822e+ 4.556e+1 0.71
Tratamiento:Tagma 4 0.536 NS
11 0 02
3.450e+ 1.725e+1 0.14
Sexo:Tagma 2 2.029 NS
11 1 62
Tratamiento:Sexo:Tag 3.186e+  7.964e+1 0.45
4 0.937 NS
ma 11 0 37
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RPL3/AIC: -2443.316. Familia: gamma. Funcién de enlace: identidad.

Factor GL SumC MediaC F Pr(F) Significancia
) 5.480e- 0.57
Tratamiento 2 2.740e-19 0.566 NS
19 27
5.320e- 0.30
Sexo 1 5.324e-19 1.100 NS
19 13
2.781e- 0.06
Tagma 2 1.390e-18 2.872 NS
18 96
] 1.094e- 0.33
Tratamiento:Sexo 2 5.471e-19 1.130 NS
18 41
] 1.258e- 0.63
Tratamiento:Tagma 4 3.145e-19  0.650 NS
18 08
9.370e- 0.38
Sexo:Tagma 2 4.684e-19 0.968 NS
19 96
Tratamiento:Sexo:Tag 1.930e- 0.42
4.826e-19 0.997 NS
ma 18 18

RPS3A / AIC: -2330.334. Familia: gamma. Funcién de enlace: identidad.

Factor GL SumC MediaC F Pr(F) Significancia
1.285e- 0.20
Tratamiento 6.427e-17 1.675 NS
16 15
7.210e- 0.17
Sexo 1 7.215e-17 1.881 NS
17 87
2.538e- 0.04
Tagma 2 1.269e-16 3.308 *
16 80
] 1.847e- 0.10
Tratamiento:Sexo 2 9.234e-17  2.407 NS
16 44
) 2.689e- 0.16
Tratamiento:Tagma 4 6.722e-17 1.752 NS
16 00
1.561e- 0.14
Sexo:Tagma 2 7.806e-17 2.035 NS
16 55
Tratamiento:Sexo:Tag 3.563e- 0.07
4 8.906e-17 2.322 NS
ma 16 54
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Tubulina 2 / AIC: -2359.139. Familia: gamma. Funcién de enlace: identidad.

Factor GL SumC MediaC F Pr(F) Significancia
) 3.591e- 0.00
Tratamiento 2 1.795e-23  7.583 **
23 224
5.160e- 21.79 6.38
Sexo 1 5.160e-23 b
23 1 e-05
1.188e- 25.08 4.74
Tagma 2 5.939e-23 *kk
22 2 e-07
] 4.920e- 0.36
Tratamiento:Sexo 2 2.460e-24 1.039 NS
24 672
) 1.285e- 0.27
Tratamiento:Tagma 4 3.210e-24  1.357 NS
23 306
1.433e- 0.06
Sexo:Tagma 2 7.160e-24  3.025 NS
23 407
Tratamiento:Sexo:Tag 1.315e- 0.16
4 4.380e-24 1.851 NS
ma 23 012

UCCR / AIC: -764.0854. Familia: gamma. Funcién de enlace: logit.

Factor GL SumC MediaC F Pr(F) Significancia
2.170e- 0.33
Tratamiento 2 1.085e-17 1.141 NS
17 08
1.550e- 0.20
Sexo 1 1.553e-17 1.633 NS
17 95
8.470e- 0.01
Tagma 2 4.234e-17 4.452 *
17 87
] 4.120e- 0.12
Tratamiento:Sexo 2 2.060e-17 2.166 NS
17 94
) 3.420e- 0.47
Tratamiento:Tagma 4 8.540e-18 0.898 NS
17 54
9.700e- 0.60
Sexo:Tagma 2 4.850e-18 0.510 NS
18 49
Tratamiento:Sexo:Tag 5.440e- 0.24
4 1.360e-17 1.430 NS
ma 17 41

p <0.01: ™, p<0.001: **, p < 0.0001: ****, GL: grados de libertad, SumC: suma de
cuadrados corregidos, MediaC: media de cuadrados corregidos, F: estadistica F, Pr(F): valor
de p asociado con la estadistica F, AIC: Criterio de Informacién de Akaike, NS: no significativo.
Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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En pAbp y UCCR la variacion es evidente en la tagma, hallandose una variacion mayor
en pAbp ante UCCR. En S3A hay una leve variacion en el factor tagma y en tubulina 2
a pesar de presentar menor variacion a través del grafico de NC, presenta variacion en
los 3 factores analizados individualmente lo cual indica a que existe una menor
estabilidad del gen. RPL3 y GAPDH no demostraron variacién en alguno de los factores
analizados. Finalmente, la combinacion de los factores no evidencio variacion alguna,

lo que indica que estos factores no influyen en los resultados

El analisis a través del grafico Q-Q, demuestra una correcta distribucién de cuantiles
entre el modelo tedrico y los residuos (Anexo Fig. 6.) A su vez, es notorio que los

resultados del analisis de varianza concuerdan con la EGA de los genes.

3.5. Analisis de la estabilidad en los genes de referencia

Los resultados de los analisis de estabilidad, brindan una medida estadistica que
relaciona los Ct de los genes de referencia tratados, ya que entre mas bajo sea el valor

obtenido, indica una mejor estabilidad del gen.

3.5.1. Normfinder

En el método aplicado con el algoritmo Normfinder, se obtiene como resultado un valor
S, calculado sobre la base de la variacion dentro de los grupos (intragrupo) y entre los

grupos (intergrupo) [42].
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Figura 2. Andlisis NormFinder de los genes de referencia en relacion al sexo.
Se muestran los valores de estabilidad S de los genes de referencia, en los tratamientos en

macho (A) y los tratamientos en hembra (B).

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023. RefFinder.

La estabilidad en los genes respecto al sexo demuestra gue son mas estables los
genes RPL3, RPS3A y UCCR, siendo RPL3 el mas estable en todos los tratamientos
de ambos géneros. Los genes pAbp y GAPDH muestran menor estabilidad en la
mayoria de condiciones, aunque pAbp muestra ser estable para los tratamientos de
frio y calor en hembra. Tubulina 2 tuvo la menor estabilidad en todos los escenarios.
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Figura 3. Andlisis NormFinder de los genes de referencia en tagmas.
Se muestran los valores de estabilidad S de los genes de referencia, en los tratamientos de
abdomen (A), cabeza (B) y térax (C).

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023. RefFinder

Para los tratamientos aplicados sobre las 3 tagmas se evidencia una mayor estabilidad
de los genes RPL3, UCCR y RPS3A, volviendo a presentar mayor estabilidad sobre
RPL3. Esta misma tendencia ocurre en las tagmas de cabeza y térax a diferencia del
abdomen en donde UCCR es el gen mas estable. pAbp, GAPDH y Tubulina 2, tuvieron

la menor estabilidad respecto a las tagmas.
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3.5.2. GeNorm

En el método de normalizacion del algoritmo GeNorm, se obtiene como resultado un
valor M que mantiene el mismo principio de Normfinder: valores mas bajos, mayor

estabilidad del gen.
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= 4
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Gen
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. . , Il ceou
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Tratamiento
ad [ ] rees
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10.0-
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= 5p-
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Calor (40°C) Control (25°C) Frio (5°C)
Tratamiento

Figura 4. Andlisis GeNorm de los genes de referencia en relacion al sexo.
Se muestran los valores de estabilidad M de los genes de referencia, en los tratamientos en

macho (A) y los tratamientos en hembra (B).

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023. RetFinder.
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Figura 5. Analisis GeNorm de los genes de referencia en relacién a las tagmas.
Se muestran los valores de estabilidad M de los genes de referencia, en los tratamientos de
abdomen (A), cabeza (B) y térax (C).

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023. RetFinder.

El analisis de GeNorm mostr6 una tendencia similar en los tratamientos respecto al sexo
y a las tagmas. Los genes con la mayor estabilidad fueron también RPL3, RPS3A y
UCCR, a diferencia de que UCCR fue puntuado como el gen mas estable en todas las
condiciones de sexo y de tagmas. En cambio, los genes pAbp, GAPDH y Tubulina 2
fueron los menos estables, siendo estos dos ultimos los que presentaron la menor
estabilidad.
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3.6. Expresion génica relativa de Hsp90

Los genes que presentaron mayor estabilidad en los analisis de GeNorm y NormFinder
fueron los dos genes ribosomales RPL3 y RPS3A, al contrario de GAPDH y Tubulina 2
que presentaron la menor estabilidad en la mayoria de los analisis. Por lo tanto, estos

genes fueron seleccionados para mostrar su respuesta en la EGR de Hsp90.
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Figura 6. EGR de Hsp90 en ambos sexos con los genes RPL3+RPS3A.
Se evidencia la cantidad de EGR en los tratamientos sobre el abdomen, cabeza y térax en los
individuos macho (A) y hembra (B).

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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Figura 7. EGR de Hsp90 en ambos sexos con los genes GAPDH+Tubulina 2.
Se evidencia la cantidad de EGR en los tratamientos sobre el abdomen, cabeza y térax en los

individuos macho (A) y hembra (B).

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.

La ERG de Hsp90 con los genes mas estables (Figura 6) presentd sobreexpresion en
las tres tagmas sometidas al calor en machos, siendo valores de EGR superiores en el
térax y la cabeza con 2.4 y 2 veces mas al control, respectivamente. En el caso de las
hembras, el calor vuelve a presentar sobreexpresion en abdomen y la cabeza,
mientras que en los tratamientos frios de la cabeza y el térax, muestra una
infraexpresion de -0.15 y -0.8 veces al control, respectivamente. La EGR del
tratamiento frio en machos también muestra ser superior al control, pero menor a las

obtenida en los tratamientos de calor.
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La EGR aplicada con los genes menos estables (Figura 7) muestra sobreexpresiones
e infraexpresiones mas altas que las obtenidas con los genes mas estables. En los
controles de hembra hay infraexpresion y valores de EGR que difieren en la mayoria
de las condiciones de la Figura 6. En el caso de los machos la sobreexpresion de
calor en cabeza y térax y la de frio en la cabeza, difieren de los valores de EGR

obtenidos con los genes mas estables.
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4. CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1. Disefio experimental

La estandarizacion de genes para estudios de expresion génica, depende de varios
factores que van desde la calidad de las muestras utilizadas, el disefio-manejo de los
ensayos Y los procesos de validacion de los mismos mediante replicados biologicos y
técnicos para asegurar fiabilidad de los resultados obtenidos [43]. Asi mismo, la
aplicacion de la técnica de RT-gPCR presenta un funcionamiento basado en la
sensibilidad y facilidad de aplicar los ensayos, por lo que las consideraciones técnicas
como el correcto manejo de los protocolos vy filtracion de los resultados obtenidos

aumentan la seguridad de tener analisis estadisticos mas confiables [31].

Dentro del disefio experimental aplicado, los elementos criticos que se estandarizaron
y validaron bajo los pardmetros aceptables descritos en la literatura cientifica incluyen

el material genético de partida, la seleccion de primers y los perfiles térmicos.

4.1.1. Acidos nucleicos usados en el estudio

La calidad de las muestras utilizadas es esencial tanto para las estandarizaciones de
los perfiles térmicos como para las curvas de calibracion y los ensayos. La extraccion
de ARN se llevo a cabo utilizando kits de extraccién que aseguran la reproducibilidad y
el manejo de mdultiples muestras. De los 18 individuos seleccionados y tratados, se
generd una libreria de 54 muestras, distribuidas segun el individuo y el tratamiento
correspondiente. Ademas, se obtuvieron muestras adicionales de ADN para las

estandarizaciones y las curvas de calibracién.

Estas muestras al ser cuantificadas se validaron que se encuentren dentro de los
parametros de absorbancia aceptables: de 1.8 a 2.0 en absorbancia A260/A280, y de la
absorbancia 260/230 que tenga valores cercanos o mayores a 2.0 [44,45]. Estos
criterios garantizan la ausencia de contaminantes que podrian interferir con las

reacciones de los ensayos y estandarizaciones. Las cuantificaciones de ARN obtenidas
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mediante Nanodrop (Thermo Scientific ™) demuestran que los indices de contaminacién

son adecuados en la mayoria de las muestras (ver Anexo Tabla 1).

La calidad del ARN también se confirm6 durante la sintesis de la libreria de ADNc, donde
se evidencié la ausencia de contaminantes en los controles negativos. El control sin la
enzima RT permitié descartar la contaminacion de ADNg, mientras que el control sin la
muestra de ARN descart6 la posibilidad de contaminacién cruzada [46]. Esto se probd
a través de electroforesis con geles de agarosa al 2% de las muestras de ADNc

sintetizadas en las que no se reflejé amplificacién de bandas en los controles negativos.

En las estandarizaciones del perfil térmico y las curvas de calibraciéon se usé ADNg
como representacion del genoma completo, esto puede detectar contaminaciéon o
deterioro de las muestras utilizadas [9,47]. Sin embargo, las estandarizaciones
mostraron bandas consistentes en el tamafio del amplicon correspondiente a los
primers, y las curvas de calibracién demostraron que no existe inespecificidad, ya que
solo se observaron picos Unicos en las graficas de melting de gPCR. Por lo tanto, el
ADNg resulté ser un material de partida idoneo para obtener la eficiencia de cada uno

de los primers.

4.1.2. Eleccion de genes de referenciay construccién de primers

La seleccién de genes de referencia se baso en estudios que enumeran aguellos genes
comunmente utilizados en lepidépteros para funciones de referencia en andlisis de
expresion génica. Las especies H. numata, S. litura y B. mori sirvieron como guia para
identificar estos genes, y el disefio de los primers se ajustd a los parametros
recomendados para qPCR (ver Tabla 1) [31,32]. Se procurd seleccionar varios genes
para ser probados ya que esto permite identificar los genes mas estables entre varias
opciones. Un factor clave en esta eleccion fue la preferencia por genes conservados o
que desempeifian funciones basicas, manteniendo una expresion constante en distintas

condiciones o tejidos individuales [48].

Por ejemplo, en Heliconius numata, la combinacién de genes como la proteina ribosomal
L3 (RPL3), el factor de elongacion 1 alfa (eF1a) y la proteina de unién a la poliA
(polyABP) son genes adecuados para realizar estudios relacionados a variaciones
fenotipicas en el patrén del color de las alas [17]. Otros estudios de expresion génica en

lepidopteros también han permitido encontrar que existen diferentes genes de referencia
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incluso para especies que pueden estar evolutivamente cercanas por los perfiles de

expresion génica que pueden variar dependiendo el tejido o la especie [49].

Un analisis exhaustivo llevado a cabo por Li et al. (2018), que revisé 90 investigaciones
sobre la seleccion de genes de referencia para normalizacion en RT-qPCR, identifico
que las proteinas ribosomales L y S, actina, tubulina y GAPDH son los mas utilizados
en estos contextos [8]. Las proteinas ribosomales se encuentran entre las mas
conservadas en todas las formas de vida y, en los udltimos diez afios, han sido
ampliamente empleadas para la normalizacién de RT-gPCR debido a su alta estabilidad
[50]. Otros genes como Tubulina basan su estabilidad en artropodos por codificar
proteinas estructurales [51], o GAPDH que su expresion se ha demostrado estable en
tejido, sexo, fotoperiodo o tratamiento con ARN bicatenario en Hippodamia convergens
[52].

Entre los genes seleccionados para este estudio, se encuentran GAPDH, pAbp, RPL3,
RPS3A, Tubulina 2 y UCCR, todos los cuales presentaron eficiencias de amplificacion
dentro del rango del 90 al 110%, acompafadas de valores de correlacién (R2)
aceptables. Estos resultados validan su idoneidad para continuar con los analisis de RT-
gPCR y evaluar su estabilidad frente a los tratamientos de frio y calor en las distintas

tagmas de ambos sexos de las mariposas.

4.2. Expresion génica absoluta

La expresion génica absoluta se refiere a la cantidad real de ARNm que es sintetizado
a partir de un gen especifico. Esta medida proporciona informacién sobre la cantidad
relativa de proteinas que podrian ser producidas a partir de ese gen. El analisis de la
expresion génica absoluta se basa en andlisis previos que fundamentan la varianza de
los factores y permite entender los pardmetros que influyen en las variaciones de

expresion de los genes de interés [53].

Los resultados de la EGA de los 6 genes demuestran que cada gen presenta niveles
distintos de ARNm sintetizado. Se observan algunas condiciones compartidas en los
resultados. Por ejemplo, el tratamiento de calor en el térax de machos muestra un mayor
namero de copias en los genes GAPDH, RPL3, RPS3A y UCCR. Ademas, en el

tratamiento de frio, se observan nimeros de copias que superan los valores de los
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controles en los térax de hembras y en el gen pAbp de machos. Esta elevacion en la
expresion podria estar relacionada con procesos de regulacién génica destinados a

mitigar los efectos del calor y el frio.

Los genes ribosomales RPL3 y RPS3A comparten una tendencia similar en ambos
sexos. Se observa un aumento en el nimero de copias de ADN en las tagmas de cabeza
y térax en los tratamientos de calor. Ademas, estos dos genes exhiben valores mas altos
de nimero de copias en el tratamiento control en los térax de ambos sexos. Esta misma
tendencia se observa en el gen UCCR, donde el control de hembras presenta un mayor
namero de copias que los tratamientos. Por otro lado, el gen Tubulina 2 muestra los

valores mas altos de nimero de copias en los tratamientos de ambos sexos.

En el caso de GAPDH en machos, los tratamientos parecen seguir la tendencia de una
mayor expresion en los tratamientos de calor en las tagmas. Sin embargo, en hembras,
esta tendencia cambia, mostrando una mayor expresion en los tratamientos frios en las
tagmas. Esto sugiere que los mecanismos de expresién génica en cada individuo

podrian responder de manera inversa segun el contexto.

Al analizar los valores de numero de copias que se asemejan y son cercanos a los
controles, se insinta una expresion del ARNm estable. Este patrén se observa en genes
como RPL3, RPS3A y UCCR, que presentan nimeros de copias significativamente
similares a los controles y no exhiben valores elevados como los observados en
Tubulina 2.

4.3. Analisis estadisticos de varianza

La estabilidad de los genes seleccionados en diversas condiciones puede verse influida
por el estado de desarrollo o los distintos tejidos donde una proteina se expresa. Por lo
tanto, es crucial analizar la variabilidad estadistica para identificar en qué condiciones
los genes son mas estables, considerando que la expresién génica puede variar segin

el contexto experimental.

Los analisis de varianza (ANOVA) permiten comparar diferentes grupos y determinar si
las diferencias observadas son estadisticamente significativas. Dado que los datos

obtenidos no seguian una distribucibn normal, se emplearon modelos lineales
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generalizados (GLM) para analizar la varianza. Los GLM son apropiados para modelar
variables de respuesta que no se distribuyen normalmente, como binomiales, de
Poisson o gamma. Ademas, permiten seleccionar funciones de enlace adecuadas para
relacionar las variables explicativas con la variable de respuesta de manera precisa y
flexible [54].

Por ejemplo, los GLM se han empleado en andlisis de asociacion genética de
poblaciones para variables que no cumplen con la normalidad, como el recuento de
glébulos blancos. Su ventaja radica en la posibilidad de considerar covariables como
edad, género e indice de masa corporal [55]. Del mismo modo, la aplicacion de estos
modelos a los ensayos realizados nos permitid analizar la expresion génica absoluta,

teniendo en cuenta covariables como tratamientos, tagmas y sexos de las mariposas.

Para la correcta realizacion de los GLM, sobre los valores de EGA se aplicoO una
transformacioén inversa (1/nimero de copias) a todos los genes a excepcién de GAPDH
que se le realizé una doble transformacion (sqrt(1/NC)), la familia de distribucion fue
gamma, mientras que las funciones de enlace variaron para cada gen. Esto permitié
aproximar los residuos a una distribucion normal (ver Anexo Fig. 6.) e identificar que el

modelo tedrico se ajusta mas a los datos.

La mayor varianza en los datos de niumero de copias se observd en Tubulina 2, que
mostrd diferencias significativas en los valores de sexo (p = 6.38x10%), tagma (p =
4.74x107), y tratamiento (p = 0.00224). Tubulina es una proteina estructural esencial
gue compone los microtubulos, una parte crucial del citoesqueleto. Los microttbulos
experimentan cambios estructurales constantes durante la divisiébn celular, el
movimiento celular e incluso en condiciones de estrés [56,57]. La respuesta del
citoesqueleto podria ser la razén detrds de la mayor variabilidad en los factores

observada en Tubulina 2.

Por otro lado, se encontré variabilidad en funcion del factor tagma. El gen que mostré
mayor variabilidad en relacion con este factor fue pAbp (p = 1.78x10°), seguido en menor
medida de UCCR (p = 0.0187) y RPS3A (p = 0.0480). Esta variacién puede atribuirse a
la expresion variable que presentan los genes segun el tejido donde se analizan. Si bien
este factor puede influir en la variabilidad de pAbp, esto se debe en parte a su papel

fundamental en la sintesis y estabilidad del ARNm. pAbp codifica la proteina de unién a
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la poli(A), cuya expresion puede ajustarse en funcion de las necesidades de regulacion
de la sintesis de proteinas, dando lugar a expresiones mas pronunciadas en ciertos
tejidos [58].

Los resultados de la EGA también demuestran estar en linea con los andlisis de varianza
realizados en los genes de referencia propuestos. Estos analisis mostraron que solo los
genes RPL3 y GAPDH no presentaron diferencias significativas (p > 0.05). En contraste,
los genes con varianzas estadisticamente significativas fueron Tubulina 2 y pAbp. No
obstante, la varianza observada en RPS3A esti cerca del limite de confianza (p =

0.0480), lo que podria considerarse una diferencia significativa leve.

4.4, Estabilidad de los genes de referencia

La utilizacién de RefFinder simplifica el proceso de analizar la estabilidad de los genes
de referencia basandose en los valores de Ct. RefFinder, al ser una plataforma de libre
acceso y de facil aplicacion, ha ganado popularidad en estudios de estandarizacion de
genes tanto en especies animales como vegetales [59]. Los resultados proporcionados
por esta plataforma evidenciaron los genes mas estables en los diversos escenarios de

tratamientos por sexo y tagma.

Los dos analisis de estabilidad aplicados utilizan enfoques ligeramente distintos para
evaluar la estabilidad de los genes de referencia, ofreciendo informacion valiosa sobre
los genes mas apropiados para normalizar los datos de expresion génica. Tanto
GeNorm como NormFinder asignan puntuaciones a cada gen, siendo los valores mas
bajos indicativos de mayor estabilidad. La diferencia mas significativa radica en que
GeNorm evalua la variacion en la expresion de los genes de referencia en relacién con
los otros genes de referencia dentro del mismo conjunto de muestras [11], mientras que
NormFinder considera la estabilidad de los genes de referencia a partir de las diferencias
en sus niveles de expresion entre las muestras y las condiciones experimentales

(tratamientos de calor y frio en relacion al sexo y la tagma) [37].

El andlisis de estabilidad en relacién al sexo revelé que para ambos sexos, los genes
mas estables son RPL3 y RPS3A. Esto podria estar relacionado con sus funciones
bioldgicas, que conllevan una expresién constante en una variedad de condiciones

celulares. Asimismo, el gen pAbp demostrd ser estable en los diferentes tratamientos
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en hembras, especialmente bajo la perspectiva de NormFinder, lo que sugiere

estabilidad en distintas condiciones experimentales.

Los analisis con relacién a la tagma indican que los genes mas estables bajo ambos
andlisis son RPL3, UCCR y RPS3A. En este contexto, UCCR podria denotar una
expresion constante, dado que el gen esta asociado a procesos metabdlicos. Es
plausible que su expresion se regule de manera uniforme para garantizar un

funcionamiento 6ptimo de la maquinaria celular en diversos tejidos [60].

4.5. Expresion génica relativa de Hsp90

Los genes de mayor estabilidad obtenidos hasta este punto permiten normalizar o
ajustar los niveles de expresion de un gen de interés en funcién de un gen de referencia
0 genes de referencia. Esto posibilita la eliminacion o reduccioén del efecto de variaciones
técnicas o bioldgicas en los datos de expresion, permitiendo una comparacion y analisis
mas adecuado de las diferencias en la expresidn génica entre muestras o condiciones
experimentales [61]. En consecuencia, la identificacion de genes de referencia estables

conlleva a obtener datos de EGR mas confiables.

La EGR de un gen de interés se calcula en relacion con la expresion de los genes de
referencia, proporcionando una medida relativa de la expresion del gen en cuestion.
Numerosos estudios han enfatizado la necesidad de utilizar al menos dos genes de
referencia validados para lograr una normalizacion adecuada en analisis de expresion
génica [62]. Por lo tanto, en este estudio se optd por medir la expresion génica relativa
utilizando RPL3 y RPS3A como los genes mas estables, mientras que GAPDH y
Tubulina 2, identificados como menos estables, se utilizaron para medir su impacto en

la normalizacion.
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Figura 8. Expresion génica relativa de Hsp90 comparado con GAPDH.
Se muestra la cantidad de EGR en los tratamientos sobre el abdomen, cabeza y térax en los

individuos macho (A) y hembra (B).
Realizado por: Ojeda, Angel, 2023 [39].

El andlisis de EGR realizado en el estudio de Ojeda (2023) se baso6 unicamente en el
uso de GAPDH como gen de referencia para medir la expresion relativa de Hsp90
(Figura 8.). En comparacion con los resultados obtenidos utilizando los genes de
referencia mas estables, se observa que la expresion muestra cierta similitud en las
tagmas de cabeza y abdomen en hembras, con una sobreexpresion evidente en los
tratamientos de calor (Figura 6.). Sin embargo, los valores de EGR con relacion al
control y los resultados obtenidos en machos presentan discrepancias respecto a los

resultados obtenidos mediante el uso de los genes de referencia mas estables.

Este contraste demuestra que la EGR puede manifestar un comportamiento diferente
cuando se emplean genes de mayor estabilidad. La estabilidad observada en el gen
GAPDH en este estudio fue una de las més bajas, lo que puede explicar por qué su uso
como gen de referencia en la EGR bajo las condiciones aplicadas genera resultados
distintos. En contraste, la aplicacion de RPL3 y RPS3A, genes que demostraron una
mayor estabilidad en las condiciones experimentales, conduce a un patron de EGR

diferente.

Esta estabilidad menor en GAPDH puede deberse a que se encuentra relacionada a
vias metabdlicas esenciales en la produccion de energia que depende de estimulos
celulares y condiciones fisioldgicas [63]. Cabe mencionar que GAPDH sigue siendo un
gen ampliamente utilizado como gen de referencia ya que ha demostrado estabilidad en

ciertos estudios de expresion génica en artropodos [8].
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Es importante resaltar que los resultados de la EGR en hembras son coherentes con
factores biolégicos que inducen respuestas ante los estreses a los que los individuos
son sometidos. La sobreexpresion de Hsp90 en la cabeza y el abdomen podria
relacionarse con la necesidad de proteger los 6rganos sensoriales y los érganos
digestivos y reproductivos en el abdomen [39,64,65]. Por otro lado, los resultados de la
EGR en machos presentan diferencias significativas, lo que requiere andlisis mas

profundos para comprender la respuesta de Hsp90 en las tres tagmas.

Por otra parte, el uso de los genes de referencia menos estables para la normalizacién
de la EGR resulta en una expresiéon apenas perceptible en la mayoria de las condiciones
0 en casos de una sobreexpresion notable, como se evidencia en el tratamiento de calor
en la cabeza de los machos o el tratamiento de frio en el abdomen de las hembras. El
uso inadecuado de genes de referencia normalizados puede tener un impacto profundo
en las conclusiones extraidas de los estudios de expresion génica. Por lo tanto, la
utilizacién de varios genes de referencia estandarizados confiere mayor confiabilidad a
los resultados y se alinea mejor con las respuestas biolégicas de los genes en cuestién
[62].

4.6. Actividades biolégicas en los genes ribosomales

A lo largo de los andlisis de estabilidad de los genes, ha sido posible identificar
comportamientos mas consistentes en ciertos genes, los cuales estan estrechamente
relacionados con los resultados obtenidos en términos de varianza y EGA. Estos
patrones podrian estar intimamente vinculados con las funciones biolégicas que

desempefian los genes en lepidépteros y, en general, en los artrépodos.

Las proteinas ribosomales desempefian un papel crucial en la sintesis de proteinas en
todos los organismos. Los genes de referencia mas estables en este estudio forman
parte de este grupo de genes altamente conservados, que tienden a mostrar
expresiones constantes debido a sus funciones fundamentales, tales como la sintesis

de proteinas, la regulacién de la traduccién y el mantenimiento celular [66].

RPL3, una proteina ribosomal de gran tamafio, es esencial para la formacién y
estabilidad del ribosoma. Desempefia un papel crucial en la unién al ARN ribosomal,
45



contribuyendo al ensamblaje adecuado de la subunidad mayor del ribosoma. Por otro
lado, RPS3A, una proteina ribosomal de menor tamafio, participa en el reconocimiento
y la union al codoén de inicio del ARNm durante la formacion del complejo de iniciacion,
marcando el comienzo de la traduccion. Ademas, facilita la interaccion entre el ARNmy
los ARN de transferencia (ARNt) [66,67].

Estas caracteristicas subrayan que la estabilidad de los genes RPL3 y RPS3A podria
estar intrinsecamente ligada a sus funciones bioldgicas esenciales en el proceso de
sintesis de proteinas. La expresion constante y estable de ambos genes ribosomales en
diversos tratamientos, ya sea de frio, calor o control, refleja su importancia vital.
Variaciones drasticas en los niveles de expresion de estos genes podrian tener efectos
adversos en las funciones celulares y en la sintesis de proteinas, la cual es necesaria

para el crecimiento y el mantenimiento de la homeostasis [68].

4.7. Andlisis futuros

La informacion recopilada en este estudio resalta la utilidad continua de los genes de
referencia en la exploracién de las funciones epigenéticas y adaptativas en el género de
mariposas Heliconius en respuesta a estreses ambientales. Sin embargo, también
sugiere la necesidad de ampliar el alcance de la investigacion al incluir variables
adicionales, que podrian influir en las expresiones génicas y brindar un panorama mas

completo.

En este contexto, se presenta la oportunidad de contribuir significativamente en areas
como la comprension de la adaptacion de las especies. Mediante la comparacién de
genes de referencia constantemente expresados y estables, es posible obtener una
medida mas precisa de los cambios relativos en la expresién génica en diversas

condiciones o entre diferentes especies [69].

Este avance en la investigacion podria arrojar luz sobre la plasticidad genética de las
especies en respuesta a condiciones desafiantes como la adaptacion a la altitud o
estreses ambientales. Los estreses ambientales también pueden ser medidos mas a
profundidad, observando su respuesta en la expresion bajo periodos de tiempo mas

prolongados. Un ejemplo de esto, es el estudio del cambio de patrones de la metilacién
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del ADN en abejas meliferas tras 24 horas de inhibicion del aprendizaje [70],

acercamiento que puede ser aplicado en las mariposas de interés.

De igual forma se puede analizar otros tipos de estrés como el quimico, fotoperiodo,
pesticidas, inaniciéon y falta de oxigeno, en diferentes etapas del desarrollo. Estos
estreses pueden brindar informacion relevante de la adaptacion al comparar la
respuesta del estrés en individuos adaptados a condiciones como la altitud. Esto sucede
en varias especies de Heliconius. que presentan dimorfismo sexual y diferencias en la
forma del ala, asociados a la altitud a la que estan adaptadas, ya que hay especies que
habitan desde los 500 hasta los 1200 msnm [14,15]. Analizar si los estreses afectan de
manera diferente en las especies con variaciones fenotipicas, permitiria elucidar la

forma en que las especies logran adaptarse a través de su expresion génica.

Tras obtener esta informacion, se puede tener el potencial de informar enfoques tanto
para la conservacién de las especies como para el entendimiento de su desarrollo
evolutivo [71,72].
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5. CONCLUSIONES

El presente estudio ha llevado a cabo un andlisis exhaustivo de la estabilidad de los
genes de referencia en la mariposa Heliconius erato lativitta en respuesta a distintos
tratamientos de calor y frio en diferentes tagmas y sexos. La eleccién adecuada de
genes de referencia es de vital importancia en los estudios de expresion génica, ya que
permite la normalizacién de los datos y la obtencién de resultados mas confiables y
precisos. A través de andlisis rigurosos, se han identificado los genes mas estables que
pueden ser utilizados con confianza en futuros estudios de expresion génica en esta

especie.

Los resultados obtenidos revelan que los genes ribosomales RPL3 y RPS3A son los
mas estables en las condiciones experimentales analizadas. Estos genes desempefian
roles esenciales en la sintesis de proteinas y el ensamblaje del ribosoma, lo que sugiere
que su expresidn esta altamente conservada y constante en diferentes tejidos y bajo
distintos tratamientos. La estabilidad de estos genes se corrobora mediante andlisis de
varianza, expresioén génica absoluta y métodos de evaluaciéon de estabilidad como

GeNorm y NormFinder.

En contraste, los genes pAbp y UCCR también presentaron niveles de estabilidad en
ciertas condiciones. Por otro lado, GAPDH y Tubulina 2 exhibieron una menor
estabilidad en general, lo que podria estar relacionado con su participacién en vias
metabdlicas y procesos celulares que son mas sensibles a las variaciones en las

condiciones experimentales.

Es importante mencionar que aunque los genes UCCR, pAbp y GAPDH mostraron
niveles de estabilidad menores que los genes ribosomales, no se descarta totalmente la
posibilidad de usarlos como genes de referencia. UCCR demostrd estabilidad al ser
analizada sobre la tagma sobre todo en las condiciones de frio y control. pAbp demostro
estabilidad una similar a RPS3A en los andlisis NormFinder de los tratamientos
asociados al sexo. GAPDH en cambio, a pesar de tener menor estabilidad, sus valores
no se alejan tanto de los genes méas estables como lo ocurrido en la mayoria de los
casos con Tubulina 2. Ademéas, GAPDH no demostrd diferencias significativas en los

analisis de varianza, lo que representa que su uso como gen de referencia, también es
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aceptable. Bajo estas condiciones se puede usar la combinacion de estos genes de

referencia junto a los ribosomales para normalizar la expresion génica.

La seleccion y validacion de estos genes de referencia estables no solo contribuyen al
estudio especifico de la mariposa H. e. lativitta, sino que también tienen implicaciones
mas amplias. La utilizacion de genes de referencia confiables es esencial para
comprender los mecanismos genéticos subyacentes a las respuestas adaptativas y
evolutivas de las especies frente a estreses ambientales. Al utilizar estos genes de
referencia estandarizados en futuros estudios, se podran obtener datos méas precisos y
comparables sobre la expresion génica en diferentes condiciones y tejidos. Esto
permitird un andlisis mas profundo de como las respuestas génicas contribuyen a la

adaptacion y evolucion de la mariposa H. e. lativitta en su entorno cambiante.

En resumen, este estudio ha proporcionado una base soélida para la seleccion de genes
de referencia estables en H. e. lativitta y ha demostrado su importancia en la
investigacion de aspectos evolutivos y adaptativos en esta especie. La identificacion de
genes de referencia confiables permitira avances significativos en la comprensiéon de
como las mariposas enfrentan los desafios ambientales y cOmo estas respuestas

contribuyen a su éxito evolutivo en un mundo cambiante.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda la evaluacion cuidadosa de los genes de referencia en diferentes
estados de desarrollo de H. e. lativitta, asi como en diferentes condiciones ambientales,
como variaciones de temperatura y humedad. Esto permitiria comprender mejor la
respuesta de la mariposa a estreses ambientales y garantizar la comparabilidad de los
resultados entre diferentes estudios. Ademas, se sugiere la utilizacion de mdltiples
genes de referencia en estudios de expresion génica en H. e. lativitta, para aumentar la
precision de los resultados y reducir la posibilidad de interpretaciones erroneas. Se
recomienda la estandarizacion de los genes de referencia en futuros estudios de
expresion génica en esta especie, para garantizar la comparabilidad de los resultados
entre diferentes estudios. En general, la aplicacién de los resultados de este estudio en
futuros estudios de adaptacién de H. e. lativitta podria ser Gtil para comprender mejor
los mecanismos moleculares que subyacen a la adaptacion de este género de

mariposas a diferentes condiciones ambientales.
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8. ANEXOS

Anexo Tabla 1.

Concentraciones de ARN extraido

Muestra ID Tagma  Tratamien Sexo Con(ng/ A260/28 A260/23
to ul) 0 0

1 01.H Cabeza Frio Hembra 273.7 2.04 1.8

2 01.T Torax Frio Hembra 338.7 2.14 1.78

3 01.A Abdome Frio Hembra 256.9 2.04 1.82
n

4 02.H Cabeza Frio Hembra 323.1 2.03 1.76

5 02.T Torax Frio Hembra 506.5 2.21 1.77

6 02.A Abdome Frio Hembra 209 1.22 1.45
n

7 03.H Cabeza Frio Hembra 534.9 2.01 1.66

8 03.T Térax Frio Hembra 101.1 2.12 1.83

9 03.A Abdome Frio Hembra 167.8 1.78 1.82
n

10 04.H Cabeza Control Hembra 37.3 1.93 1.17

11 04.T Torax Control Hembra 161.9 2.17 2.02

12 04.A Abdome Control Hembra 313 1.99 1.64
n

13 05.H Cabeza Control Hembra 65.7 1.99 1.87

14 05.T Térax Control Hembra 85.5 211 1.75

15 05.A Abdome Control Hembra 419.5 2.15 1.81
n

16 06.H Cabeza Control Hembra 81.7 1.95 0.87

17 06.T Torax Control Hembra 22.1 1.92 1.88

18 06.A Abdome Control Hembra 146.6 1.92 1.87
n

19 08.H Cabeza Frio Macho 252.8 1.92 2.1

20 08.T Térax Frio Macho 190.6 2.19 1.98

21 08.A Abdome Frio Macho 93.3 2.08 1.55
n

22 09.H Cabeza Frio Macho 412.5 2.09 1.76




23
24

25
26
27

28
29
30

31
32
33

34
35
36

37
38
39

40
41
42

43
44
45

46
47
48

09.T
09.A

10.H
10.T
10.A

12.H
12.T
12.A

13.H
13.T
13.A

14.H
14.T

14.A

17.H
17.T
17.A

18.H
18.T
18.A

19.H
19.7T
19.A

23.H
23.T
23.A

Toérax

Abdome

n
Cabeza
Térax

Abdome
n

Cabeza
Toérax

Abdome

n
Cabeza
Toérax

Abdome
n

Cabeza
Toérax

Abdome
n

Cabeza
Toérax

Abdome
n

Cabeza
Toérax

Abdome

n
Cabeza
Térax

Abdome

n
Cabeza
Toérax

Abdome

n

Frio

Frio

Frio
Frio

Frio

Control
Control

Control

Control
Control

Control

Control
Control

Control

Calor
Calor

Calor

Calor
Calor

Calor

Calor
Calor

Calor

Calor
Calor

Calor

Macho
Macho

Macho
Macho

Macho

Macho
Macho
Macho

Macho
Macho

Macho

Macho
Macho

Macho

Hembra
Hembra

Hembra

Hembra
Hembra

Hembra

Hembra
Hembra

Hembra

Macho
Macho

Macho

325.6
366.2

84.9
85.6
122.6

306.1
689.1
142.6

518.9
476.9
251

510.5
335.1
743.4

437.4
240.7
235.2

263.2
254.8
506.1

104
67.6
371.9

143.1
145.4
120.5

2.21
2.11

1.97
2.06
1.98

2.08
2.21
1.59

2.11
2.25
2.13

2.03
2.24
2.19

2.13
2.23
2.12

2.09
2.21
2.05

2.2
2.18
2.19

2.19
2.23
2.18

2.24
2.17

1.72
1.87
1.78

1.99
1.91
1.61

1.88
1.97
1.65

2.08
1.85
2.01

1.89
2.06
2.21

1.72
1.88
2.22

1.19
1.88
1.69

2.28
1.87
1.26




49 24.H Cabeza Calor Macho 472 2.13 1.77

50 24T Térax Calor Macho 301.6 2.22 2.01

51 24.A Abdome Calor Macho 1003.8 2.15 2.26
n

52 25.H Cabeza Calor Macho 253.6 2.15 1.96

53 25.T Torax Calor Macho 517.4 2.24 1.83

54 25.A Abdome Calor Macho 678.9 2.16 1.73
n

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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Anexo Fig. 1. Estandarizacién de la temperatura de annealing
Ejemplo de uno de los genes seleccionados: pAbp con su primera estandarizaciéon en rango de
temperatura de 52 a 62 °C (izq) y la segunda estandarizacién de 56 a 58.5 °C con la

temperatura de annealing experimental escogida de 58 °C (der).

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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Anexo Fig. 2. Ejemplo de curva de calibracion sobre un gen de referencia
Ejemplo de uno de los genes seleccionados: Ubiquinol-citocromo. En A se observa las curvas
de amplificacion bajo el gradiente de concentracion, los negativos sobre el Ct 38 son

descartados. En la fila B, ensayo de tagmas, tratamientos y sexo de los genes de UCCR.

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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Anexo Fig. 3. Curvas de calibracion y eficiencia de los genes referencia
Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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Anexo Fig. 4. Valor de Ct de los genes de referencia

en los factores Tagma, Sexo y Tratamiento.

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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Anexo Fig. 5. Grafica Q-Q de valores residuales de los genes de referencia
Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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Anexo Fig. 6. Grafico Q-Q de normalidad Ct del gen de referencia GAPDH.

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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Anexo Fig. 7. Gréfico Q-Q de normalidad Ct del gen de referencia pAbp.

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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Anexo Fig. 8. Gréfico Q-Q de normalidad Ct del gen de referencia RPL3.

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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Anexo Fig. 9. Gréfico Q-Q de normalidad Ct del gen de referencia REPS3A.
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Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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Anexo Fig. 10. Grafico Q-Q de normalidad Ct del gen de referencia Tubulina 2.

Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.
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Anexo Fig. 11. Grafico Q-Q de normalidad Ct del gen de referencia UCCR.
Realizado por: Ruiz, Joshué, 2023.



