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RESUMEN

El incremento de la frecuencia e intensidad de eventos extremos de temperatura
representa un reto para la adaptacion de las especies. Los organismos ectotermos,
como los insectos, dependen de fuentes externas para la regulacién de su temperatura
corporal. Dentro del orden Lepidéptera, Heliconius erato lativitta es una mariposa que
habita los bosques del Neotrépico y ha sido estudiada por varios siglos, llegadndose a
evidenciar que el estrés térmico tiene una repercusion en su ciclo de vida. La induccién
en la produccion de proteinas de choque térmico (Hsp) mitiga la desnaturalizacién de
proteinas y mantiene la homeostasis celular, sin embargo, los mecanismos epigenéticos
en esta especie siguen sin resolverse. En este estudio se cuantifico la expresion génica
de Heat shock protein 40 kDa (Hsp40) y Heat shock protein 90kDa (Hsp90) de H. e.
lativitta usando RT-qPCR y el método de doble delta de Livak (AAC,), en condiciones de
estrés térmico, en tejidos de cabeza, térax y abdomen, de individuos machos y hembras.
En base a un alineamiento local se identificaron 2 genes de la familia Hsp40, los
homologos DnaJ-1y DnaJ-5, y 1 gen de la familia Hsp90. Se mostré que DnaJ-1y Dnal-
5 se infraexpresan a 40 °C y se sobreexpresan en condiciones de shock a 5 °C, por otro
lado, Hsp90, presentd sobreexpresion a 40 °C. Los tejidos del abdomen y de la cabeza
mostraron la mayor sobreexpresion de todas las tagmas, mientras que, el térax,
presentd infraexpresion en todos los tratamientos. El uso de modelos lineales
generalizados mostro que la variabilidad génica fue causada en mayor medida por los
tratamientos de temperatura, seguidos por los diferentes tejidos, no se encontraron
diferencias significativas entre sexos. Este estudio provee informacién para comprender
uno de los mecanismos epigenéticos de adaptacion que tienen las mariposas tropicales
ante el cambio climético.

Palabras claves: Hsp40, DnaJ-1, Dnal-5, Hsp90, Proteinas de choque térmico,

expresion génica, estrés térmico.
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ABSTRACT

The increasing frequency and intensity of extreme temperature events represents a
challenge for species adaptation. Ectothermic organisms, such as insects, depend on
external sources for the regulation of their body temperature. Within the order
Lepidoptera, Heliconius erato lativitta is a butterfly that inhabits the forests of the
Neotropics and has been studied for several centuries, showing that heat stress has an
impact on its life cycle. Induction of heat shock protein (Hsp) mitigates protein
denaturation and maintains cellular homeostasis; however, epigenetic mechanisms in
this species remain unresolved. In this study, gene expression of Heat shock protein 40
kDa (Hsp40) and Heat shock protein 90kDa (Hsp90) of H. e. lativitta was quantified using
RT-gPCR and Livak's AACT method under heat stress conditions in head, thorax, and
abdominal tissues from male and female individuals. Based on local alignment, 2 genes
of the Hsp40 family, the homologs DnaJ-1 and DnaJ-5, and 1 gene of the Hsp90 family
were identified. It was shown that DnaJ-1 and DnaJ-5 were underexpressed at 40 °C
and overexpressed in shock conditions at 5 °C, on the other hand, Hsp90, presented
overexpression at 40 °C. Abdomen and head tissues showed the highest overexpression
of all tagmas, whereas, the thorax, showed underexpression in all treatments. The use
of generalized linear models showed that gene variability was caused to a greater extent
by the temperature treatments, followed by the different tissues, with no significant
differences between sexes. This study provides information to understand one of the
epigenetic mechanisms of adaptation of tropical butterflies to climate change.

Key words: Hsp40, DnaJ-1, DnaJ-5, Hsp90, Heat shock proteins, gene expression, heat

stress.
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1. CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

1.1.1. Calentamiento global y su afectacién en ecosistemas tropicales

El cambio climatico y la actividad humana estan amenazando a los ecosistemas tropicales
megadiversos, reduciendo su extensién y fragmentandolos, lo que pone en riesgo la
biodiversidad de estas regiones [1]. Las concentraciones de didxido de carbono (CO;) que
han ido en aumento desde el siglo XIX estan asociadas a cambios, tanto en la duracién
como en la temperatura media, de las estaciones humedas y secas [2]. En las zonas
tropicales de América Latina y el Caribe se ha registrado un aumento de temperatura de
0.5 °C a 3 °C entre los afios de 1901 y 2012 [1,3] y se ha evidenciado el aumento en la

frecuencia de sequias extremas en la Amazonia [2].

Estos cambios de temperatura pueden tener serios efectos en la adaptacion y plasticidad
de las especies tropicales que se caracterizan por tener poca capacidad de dispersion,
especializacion y baja tolerancia a los cambios ecoldgicos [4]. En general, la biodiversidad
de estas zonas es especialmente susceptible a los cambios climéaticos debido a que
evoluciond en areas con poca variacion temporal, por lo que, la flora y fauna perteneciente
al tropico tiene rangos de tolerancia térmica estrechos [4,5]. Esto, puede afectar
directamente la viabilidad de las especies, dado que, una variacién entre las complejas
relaciones entre organismos y su entorno es suficiente para desencadenar una serie de
alteraciones que pueden amenazar la biodiversidad [6,7]. Es importante tener en cuenta
que la disminucién de la diversidad biolégica afecta directamente a la calidad del medio

ambiente y la disponibilidad de recursos [8].

1.1.2. Adaptacién climatica de insectos

La temperatura se considera un factor de gran importancia, ya que los entornos térmicos
variables son cada vez mas comunes y plantean desafios para la supervivencia,
reproduccion y crecimiento de animales e insectos [7,9]. Los insectos se encuentran con
un mayor desafio con respecto a la adaptacion a la temperatura debido a que pertenecen
al grupo de seres vivos denominados ectotermos, es decir, no presentan un sistema de
regulacion de temperatura propia [7]. En consecuencia, la temperatura influye de manera

directa en el desarrollo, distribucion geografica y abundancia de las especies [7,10,11]. Los
1



insectos muchas veces dependen de condiciones de temperatura especificas para llevar a
cabo procesos determinantes dentro de sus ciclos de vida como: el cortejo, apareamiento,
desove, metamorfosis. Inclusive el desarrollo de plantas hospederas podrian verse
afectadas, por lo que, la capacidad de resistir al aumento de temperatura es de vital

importancia para su supervivencia [12,13].

El orden Lepidoptera es un diversificado taxdn constituido por mariposas y polillas,
caracterizados por su amplia distribucién en casi todos los tipos de ecosistemas [14,15]. El
orden Lepiddptera cuenta con un aproximado de 180,000 especies descritas dentro de 126
familias y 46 superfamilias, representando alrededor del 10% de la totalidad de especies
de organismos vivos [16—-18]. Este orden comprende organismos que en su desarrollo
pasan por un proceso de metamorfosis completa [15] y se ha comprobado una relacion
directa entre procesos como: la tasa de crecimiento, edad de inicio en el vuelo y eclosion

de los huevos con las condiciones de temperatura [19-21].

1.1.3. Modelo Heliconius

El orden Lepidoptera engloba varios géneros, dentro de estos esta Heliconius, una de las
familias de mariposas méas estudiadas, siendo el foco de investigaciones por cientos de
afos [22,23]. Heliconius pertenecen a la familia Nymphalidae e incluye 40 especies y mas
de 400 subespecies a lo largo del Neotrdpico. Este grupo ha sido ampliamente usado como
modelo para comprender los mecanismos detras de procesos de especiacion y adaptacion
[24-27]. Las mariposas Heliconius de la regién neotropical son un ejemplo de mimetismo
mudilleriano, sus patrones de color marcados y llamativos advierten a sus depredadores de
su sabor desagradable, ademas juegan un papel importante en los procesos de
especiacion [28-30]. Las especies de este género son ideales para ser usadas como
modelos bioldgicos, debido principalmente a: i) su relativa abundancia en el campo y en
colecciones naturales, ii) su capacidad de crecer o ser criados en insectarios, iii) su genoma
moderadamente pequenio, iv) su relacién con un sistema de mimetismo complejo [31-34]

y V) presentan un ciclo de vida corto [22,35].

1.1.3.1. Especie Heliconius erato

H. erato, también conocida como mariposa carmesi de ala larga, es una especie
perteneciente al género Heliconius, cominmente encontrada a lo largo del Neotrépico,
donde se ha adaptado a condiciones altitudinales que van desde el nivel del mar hasta los

1,600 m s.n.m. [36], habitando tanto bosques como zonas de transicion [37]. Para
2



completar su ciclo de vida, H. erato requiere de plantas hospederas del género Passiflora
sp., donde las hembras depositan sus huevos, y tras la eclosién, las larvas se alimentan
de dicha planta [38—41]. La dieta de las larvas de H. erato les facilitan absorber glucésidos
cianogénicos, compuesto que es liberado como mecanismo de defensa en caso de que
exista un dafio tisular [36]. Esta especie de mariposas advierten a sus depredadores de su
mal sabor usando su patrén de colores vividos. Los patrones de color que posee H. erato
se comparten con otras especies como Heliconius melpomene, constituyendo la principal
caracteristica del mimetismo milleriano [33,42,43]. Los patrones de color varian en

dependencia de la subespecie [44-46].

Han sido descritas alrededor de 20 subespecies, donde destacan H. erato: phillys, etylus,
notabilis f., notabilis ff., mestiza y lativitta, siendo esta Gltima cominmente encontrada en
los bosques humedos de América del Sur y Central [46—-48]. H. erato lativitta es el
organismo objetivo del presente estudio, considerando que no ha sido descrita en la lista
roja de The International Union for Conservation of Nature (IUCN) y que su estado de
conservacion se ha catalogado dentro la clasificacion de menor preocupacion (LC, del
inglés Less Concern) [49,50]. Pese a que H. e. lativitta es considerada un modelo biolégico
objeto de estudios genéticos y evolutivos, se conoce poco acerca de sus mecanismos de
tolerancia al estrés térmico [51].

1.1.4. Mecanismos de adaptacion a la temperatura del género Heliconius

Los organismos deben emplear mecanismaos efectivos para asegurar su supervivencia en
condiciones de estrés térmico [9]. Se prevé que las mariposas del género Heliconius, como
insectos ectotermos han respondido a los cambios de temperatura con mecanismos para
ajustar caracteristicas fenotipicas a diferentes condiciones ambientales, incluidos
mecanismos fisiolégicos (i, ii, iii), conductuales (iv) y genéticos-moleculares (v), que se han
visto ya en otros géneros [9]. Algunos de los mecanismos que se han desarrollado en
funcién de la adaptaciéon a la temperatura son: i) patrones de color: el tipo de pigmentos
que presenten las alas puede influir en cambios del indice de refracciéon de la luz del sol
[52-54], ii) formas y disefios de alas: estas caracteristicas pueden presentarse de diferente
manera dependiendo del area y forma en la que las alas se exponen a la radiacion [53—
56], iii) diferencia en el volumen de vellosidades en el cuerpo de la mariposa: a menor
volumen de vellosidades se ve favorecido el intercambio de calor [57], iv) comportamientos
especificos: como el volar con aleteos delicados en zonas sin exposicion directa al sol; por
otro lado, en zonas soleadas, descansar con las alas cerradas variando el angulo de

alineacion con la fuente de radiacion resultando en una area de incidencia luminica minima
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[51,53,58-60], v) expresion genética de proteinas de resistencia a choque térmico,
ayudando asi a la homeostasis celular tras el estrés producido por el incremento de la

temperatura [61,62].

1.1.5. Proteinas de resistencia al choque término

La resiliencia y la adaptabilidad pueden mejorarse mediante la diversidad genética, que
aprovecha la capacidad de las especies para adaptarse a través de la plasticidad, la
seleccion o el flujo de genes [63]. Este es el caso de la expresion de proteinas de choque
térmico (Hsp) que se da bajo condiciones de estrés al cambio de temperatura [64]. Las
Hsps son chaperonas moleculares, es decir, representan grandes agregados
macromoleculares [65], que se regulan en funcién del calor o el frio, evitando la
desnaturalizacién de otras proteinas que no pueden permanecer activas bajo ciertas
condiciones de temperatura [11,64]. De esta manera, los niveles de Hsp que sean
encontrados en un organismo pueden ser usados como posibles indicadores Utiles de

estrés natural y condiciones anormales a las que se encuentran en un organismo [64].

En los insectos, como Lepidéptera, la expresion de Hsp dada ante el estrés protege al
sistema nervioso de los aumentos de temperatura [11]. Sin embargo, una de las
complejidades de su estudio es que, la expresion de las Hsp puede variar dentro de una
misma especie, cambiando, en funcion de caracteristicas como la edad y el sexo [66,67].
Las Hsp, identificadas a partir de varios organismos, cumplen un papel fundamental en la
homeostasis celular, ya que funcionan como el chaperén que esta encargado de percibir
el medio ambiente y tener una respuesta potencial en la evolucién del organismo [68]. Las
Hsps se han conservado a lo largo de la evolucion, estando presentes en la mayoria de
organismos vivos y son importantes para la traduccién, plegamiento, despliegue,
translocacion y degradacion de proteinas, principalmente al estimular la actividad ATPasa
[69,70].

Segun el peso molecular, las Hsps se pueden clasificar en varias familias, incluidas Hsp90,
Hsp80, Hsp70, Hsp60, Hsp40 (las llamadas Hsps grandes) y Hsp8, Hsp27, HspB2
llamadas Hsps pequefias (sHsps) [71,72]. Se han registrado con anterioridad
investigaciones sobre proteinas Hsp, en LepidOptera, para las especies: Bombyx mori,
Hsp19.9, Hsp20.1, Hsp-20.4, Hsp-20.8, Hsp-21.4, Hsp-23.7, Hsp70; Grapholita molesta,
Hsp70, Hsp90; Lycaena tityrus, Hsp70; Manduca sexta, Hsp22, Hsp23, Hsp25, Hsp27,
Hsp71, Hsp73, Hsp84; Spodoptera exigua, Hsp70, Hsp74, Hsp83, Hsp90; Spodoptera

frugiperda, Hsp90; y Chilo suppressalis, Hsp19.8, Hsp21.7 [11].
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De las familias Hsp clasificadas por diferentes pesos moleculares, Hsp70 y Hsp90 son las
mas estudiadas. Hsp40 es uno de los mas importantes cofactores en el funcionamiento de
Hsp70, por lo que constituye importancia similar a Hsp70 en cuanto a su estado de estudio.
De estas familias, solo Hsp70 tiene investigaciones emergentes de genes inducibles de
uno y varios exones en H. erato [61,62]. Tanto Hsp40, como Hsp90 son importantes para
la respuesta celular al estrés térmico y son actores claves en el mantenimiento de la

homeostasis celular [69,73].

1.1.6. Proteinas Hsp90

La familia de proteinas Hsp90, también llamada HtpG por su homélogo en bacterias, son
proteinas de choque térmico de 90 kDa de peso molecular y son clasificadas como
chaperonas moleculares de alta abundancia en el citosol que tienen como funcion
principal el ser un regulador homeostatico en la célula en situaciones de estrés térmico
[73]. Juega un papel esencial en varios procesos bioldgicos como el control del ciclo
celular, la supervivencia celular y las vias de sefializacion de hormonas, entre otros [73].
Hsp90 es una proteina fundamental en el correcto proceso de maduracién y activacion de
proteinas celulares y complejos proteicos [74]. De manera secundaria es participe de

etapas tardias de plegamiento de proteinas, mantenimiento estructural, y la transduccion

de sefnales [73,75].

Hsp90 ha sido estudiada en organismos del orden Lepiddptera destacando; Bombyx mori
y S. frugiperda, donde se ha reportado que la expresidn de esta proteina esta controlada
por un solo gen, contrastando con lo evidenciado en vertebrados [76]. Asi mismo, en Cydia
pomonella, se evidencié que Hsp90 es expresada por un gen del mismo nombre y es
inducible ante condiciones de temperatura elevada y la expresién génica relativa del
ARNmM tiene una correlacion positiva en los tratamientos expuestos a temperaturas
superiores a 32 °C [77]. Por otra parte, en un andlisis de la expresion génica relativa,
usando larvas de S. exigua se demostr6 un nivel de expresion génica mayor en los
tratamientos con calor entre 43 a 45 °C con respecto al tratamiento sometido a
condiciones de temperatura ambiental [78]. Todos estos estudios convergen en subrayar

la importancia del ARNm de Hsp90 en la tolerancia térmica y plasticidad [79].



1.1.7. Proteinas Hsp40

Las proteinas de la familia Hsp40, también llamadas DnaJ por su homadlogo en Escherichia
coli, son proteinas de choque térmico de 40kDa de peso molecular altamente conservadas
evolutivamente [69,80]. Estan involucradas en la traduccion, plegamiento, despliegue,
traslocacion y degradacion de proteinas. El mecanismo principal de accion se basa en el
estimulo de la actividad ATPasa de las chaperonas Hsp70. Esto se debe a que la hidrolisis
del ATP estimula al cambio conformacional de Hsp70 desde un estado “abierto” con altas
tasas de asociacion y disociacion por sustratos especificos, a un estado “cerrado” con tasas
bajas de intercambio [70,81]. DnaJ posee un ndcleo hidrofébico que le permite prevenir la
agregacion de proteinas, ademas que tiene la capacidad de unirse a péptidos que
consisten en L- y D-aminoacidos, permitiéndole escanear las superficies hidrofébicas de
las proteinas y desencadenar el anclaje de Hsp70 con los parches hidrofébicos [80,82].

Hsp40 presenta varios estudios en organismos del orden Lepidoptera de los cuéles
podemos destacar: Chilo supresalis, donde se llegé a evidenciar que en condiciones de
baja temperatura se activa la red de genes Hsp/co-chaperonas, siendo Hsp40 parte
fundamental de este complejo [83]. Por otro lado, en Glyphodes pyloalis se realizé un
andlisis del transcriptoma en respuesta a condiciones de temperatura elevada
demostrando que los genes de la familia Hsp40 analizados presentaban una
sobreexpresion génica con respecto al tratamiento dentro del rango tolerable de
temperatura del organismo [84]. Asimismo, en B. mori, se analiz6 la expresion génica de
Hsp40 en huevos inducidos a diapausa, teniendo como resultados que la sobreexpresiéon
de este gen coincidia con los resultados de Hsp70, corroborando la accién de Hsp40 como

co-chaperona [85].

1.2. Planteamiento del Problema

El calentamiento global esta representado una amenaza creciente para los organismos
vivos tropicales debido a los cambios en las condiciones ambientales [7,86]. Dentro de los
ordenes de insectos afectados por estos cambios estan los Lepiddptera, los cuales
presentan una alta sensibilidad a los cambios de temperatura debido a que son ectotermos
[7,10,11]. Por ejemplo, Costa y colaboradores (2020) descubrieron que el cambio climatico
ha causado una disminucion de en la abundancia y riqueza de hormigas (Hymenoptera:
Formicidae) [2]. Como resultado, la diversidad del orden Lepid6ptera también podria verse
amenazada si las especies de este grupo no son capaces a adaptarse a los cambios de

temperatura.



En el orden Lepiddptera hay pocas investigaciones sobre el gen Hsp40 [83-85]. Para el
género Heliconius, aun falta esclarecer los mecanismos genéticos involucrados en su
expresion [11], y se desconoce el rol de los genes Hsp en la adaptacion a diferentes
temperaturas [52,87].

En los estudios referentes a mecanismos de adaptacion es importante evidenciar las
diferencias especificas entre los sexos de una misma especie [88]. Asi, por ejemplo, se ha
encontrado diferencias en los niveles de Hsp ligado al sexo en Scathophaga stercoraria
(Diptera: Muscoidea), donde las hembras adultas presentaron una mayor expresion de Hsp
que los machos [66]. De igual manera, estudiar las diferentes secciones morfoldgicas de
los insectos, conocidas como tagmas, nos podria brindar un entendimiento de como se
distribuye la expresién de genes de proteinas de choque térmico a lo largo del cuerpo de
las mariposas [89]. Considerando esta informacion, el estudio de los genes inducibles de
estas dos familias de proteinas (Hsp40 y Hsp90) es un importante aporte para ampliar la
informacion disponible y por ende, mejorar el entendimiento sobre los mecanismos

genéticos que poseen las mariposas para enfrentarse a condiciones de estrés térmico.

1.3. Justificacion de la investigacion

La disminucion en la diversidad de Lepidoptera afectaria directamente al rol que este grupo
cumple en los ecosistemas tropicales y evidenciaria un deterioro en la salud del mismo
[12,90,91]. En el ambiente tienen gran importancia, debido a que los organismos que
forman parte de este orden estan envueltos en procesos de polinizacion, siendo incluso
elementos claves en procesos de coevolucién y diversificacion de plantas gimnospermas
[92]. De igual manera, Lepid6ptera representa una parte importante de las cadenas tréficas
en relacion a su biomasa, siendo alimento de otros insectos, aves, reptiles y mamiferos
tanto de ecosistemas conservados como ambientes urbanos [93]. La pérdida de diversidad
de especies podria disminuir si éstas fueran capaces de adaptarse al cambio de
temperatura, experimentando cambios fenotipicos, morfoldgicos, fisiologicos o de
comportamiento [6]. Por esta razon, es esencial realizar estudios con los cuales se pueda
comprender los mecanismos moleculares que permiten a las especies adaptarse a los
cambios ambientales [94]. Esto cobra mayor relevancia contextualizando que la especie
de estudio de este trabajo, H. e. lativitta, habita los bosques de la Amazonia Ecuatoriana,
un ecosistema muy diverso que esta expuesto a una alta vulnerabilidad por los efectos del

calentamiento global [29,42,95].



El género Heliconius es usado como organismos modelos y son de utilidad para el
desarrollo de investigaciones emergentes y los genes homologos de otros grupos de
insectos pueden proporcionar informacién valiosa sobre su funcion en este género [96].
Entonces, entender y cuantificar las respuestas moleculares de los organismos ante el
cambio de temperatura se vuelve fundamental para: i) tener una base, sobre la cual se
pueda trabajar en la conservacion de las especies; v, ii) desarrollar predicciones precisas
sobre las respuestas biologicas para guiar a una proteccion efectiva frente al cambio
climatico [7,94].

Los estudios que ayudan en la cimentacion de bases para modelos predictivos en biologia
proporcionan un medio para que se puedan proyectar en las especies. El andlisis de varios
factores, que apoyen a la creacion de modelos predictivos multifactoriales, como el sexo
de los individuos, tagma de la muestra e incluir una diversificacion de genes ayuda a
entender las complejidades involucradas en los cambios de mecanismos biolégicos, por lo
gue el desarrollo de estudios como el propuesto en el presente documento como evidencia
de las afectaciones del cambio climético en la biodiversidad e insumo para la toma de
decisiones orientadas a la basqueda de alternativas para la conservacion de especies. [94]

1.4. Preguntas de investigacion

¢ Como varia la expresion de Hsp40 y Hsp90 en relacion con el sexo, tagmas y frente al

estrés térmico?

1.5. Hipétesis
El nivel de expresion de los genes Hsp40 y Hsp90 sera mayor en todas las tagmas de
individuos machos y hembras de H. e. lativitta sometidas a situaciones de estrés térmico,
comparado con individuos expuestos a condiciones de temperatura ambiental.

1.6. Objetivos de lainvestigacion

1.6.1. General

Identificar el efecto del sexo, tagma y estrés térmico sobre la expresién de genes inducibles

Hsp90 y Hsp40 en H. e. lativitta



1.6.2. Especificos

Medir la expresion de los genes inducibles de Hsp90 y Hsp40 en H. e. lativitta
sometidos a tratamiento de estrés térmico de frio y calor.

Comparar la expresion de Hsp90 y Hsp40 entre individuos machos y hembras
de H. e. lativitta sometidos a estrés térmico.

Comparar la expresion de Hsp90 y Hsp40 entre cabeza, térax y abdomen de

individuos de H. e. lativitta sometidos a estrés térmico.



2. CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1. Area de estudio

La colecta de realiz6 en el cantdn Tena, ubicado en la provincia de Napo, provincia
amazobnica del Ecuador. Tena en promedio posee una temperatura de 25 °C y una
pluviosidad mayor a 4,000 mm al afio [97]. Los tres sitios de colecta se encuentran
aproximadamente a 650 m s.n.m. Los tres sitios de muestreo comprenden senderos de las
areas adyacentes a la Reserva Biologica Colonso Chalupas (Figura No. 1), abarcando un
rango altitudinal comprendido entre 625 a 675 m s.n.m.
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Figura No. 1. Mapa del area de estudio. Los indicadores muestran los tres sitios de
recoleccion de especimenes salvajes de H. e. Lativitta.
Realizado por: Ojeda, Angel, 2023. QGis®
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2.2. Colecta de muestras de H. e. lativitta

2.2.1. Recoleccién de especimenes

Para la recoleccion de ejemplares de H. e. lativitta se usé redes entomoldgicas aéreas de
30 centimetros de diametro, capturando especimenes en estado salvaje. Se usé pinzas
entomoldgicas para manipularlas tras la captura, sujetandolas con las alas cerradas y se
las almacend en sobres de papel encerado debidamente etiquetado, conjuntamente con
una torunda de algodén hiumeda para alivianar la presion del sobre y mantener condiciones
de humedad adecuadas para la mariposa [98]. Todos los sobres fueron almacenados en
un lugar fresco, seco y alejado de la incidencia directa del sol. Las mariposas colectadas
fueron identificadas por comparacion usando guias de identificacion con lo que se descarto
a los individuos de grupos morfolégicamente similares como: Heliconius aoedes, Heliconius
xanthocles, Heliconius timaretta y H. melpémene, entre otros [45]. Finalmente, los
individuos fueron sexados visualmente por identificacion de dimorfismos sexuales,
registrados y etiquetados en la zona discal del ala derecha, luego fueron criados en
cautiverio [99].

2.2.2. Cuidado de especimenes salvajes

El dia en el que son capturadas, las mariposas recolectadas presentan altos niveles de
estrés [100], por lo que se debe precautelar su integridad, alimentandolas y brindandoles
un sitio confortable. Todos los individuos recolectados fueron alimentados con la ayuda de
una pinza de punta fina para sostenerlos con las alas cerradas y, suministrandoles una a
una, gotas de una solucion de azlcar y polen en la probdscide enrollada, utilizando una
pipeta Pasteur. Este proceso se repitid6 hasta que cada mariposa se muestre satisfecha
[101]. Una vez alimentadas, las mariposas se colocaron en jaulas portatiles oscuras, con
toallas de papel humedecidas en la pared superior, para asi, inducir el estado de reposo
logrando relajarlas y aumentando el indice de supervivencia en cautiverio. Los

especimenes permanecieron en la jaula por uno o dos dias bajo constante supervision.

Una vez concluida la etapa de adaptacion, los individuos fueron trasladados a jaulas en el
insectario cientifico de la Universidad Regional Amazénica Ikiam, donde se les adiestré
para comer por si solas de comederos hechos de recipientes de plastico y pajillas cortadas,
este proceso se llevo a cabo sujetando a la mariposa y alimentandola cerca del comedero,
para que relacione el color brillante del comedero con su alimento. Su alimentacion

consistié en una solucién de azucar y polen, misma que se renovo cada dia para evitar su
11



fermentacion, precautelando la integridad de los individuos. Para brindar un ambiente mas
confortable y complementar la alimentacion de los especimenes se dispuso flores naturales
de Lantana camara y Stachytarpheta jamaicensis dentro de cada jaula del insectario [102—
104].

2.2.3. Apareamiento y desove

Para lograr el proceso de apareamiento, se dispuso en la misma jaula individuos en pareja
(hembra y macho), considerando aquellos que exhibieron caracteristicas saludables. Se
colocé al interior, especimenes de Passiflora punctata, la misma que actué como planta
hospedera, donde las mariposas depositaron sus huevos [55,105,106]. Haciendo uso del
codigo previamente otorgado se monitore6 diariamente a la hembra, se llevo registro del
progreso de su desove [107,108].

2.2.4. Recoleccién de huevos e incubacién

Los huevos encontrados en la planta hospedera fueron recolectados con la ayuda de
pinzas entomoldgicas de punta fina con delicadeza dado la fragilidad que presentan [109].
Se colocaron los huevos en pequefios envases de plastico (Figura No. 2A) y fueron
incubados en una habitacion con temperatura luz y humedad controladas durante un
promedio de cinco dias [110]. Los huevos en los que se observo eclosion (etapa larvaria),
se depositaron en vasos plastico-cerrados con tapas llenas de agujeros tales como se
muestran en la Figura No. 2B. Finalmente, dentro de este vaso se colocO un recipiente
plastico mas pequenio lleno de agua, como soporte e hidratacion de un brote de P. punctata

que actué como fuente de alimento de los individuos [111,112].
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Figura No. 2. Sistema de crianza de H. e. lativitta. A. Incubacién de huevos. B. Alimentacion
de larvas con brotes de P. punctata. C. Crianza de pupas. D. H. e. lativitta
adulta.

Realizado por: Ojeda, Angel, 2023. BioRender®.

Las orugas fueron monitoreadas diariamente hasta observar el cumplimiento del proceso
de metamorfosis, en un promedio de 28 dias, pasando del estadio larvario, pupa, y
finalmente la mariposa adulta (Figura No. 2C y 2D) [101], se identificd el sexo, y fueron
codificadas en la zona discal del ala derecha. Luego de esto, se realizaron cuidados

durante dos semanas con alimentacion a base de néctar hecho con azucar y polen [113].

2.3. Pruebas de estrés térmico

Se emplearon diferentes condiciones de temperatura buscando variar la expresion génica
de los genes inducibles Hsp40 y Hsp90, en funcion de la cantidad de ARNm [66,76,85,114].
Se seleccionaron un total de 18 mariposas, constituidas por 9 hembras y 9 machos, con la
finalidad de realizar las pruebas de estrés térmico con tres organismos por cada
combinacion de tratamiento de temperatura y sexo. Como se muestra en la Figura No. 3,
las pruebas de estrés térmico: i) temperatura alta de 40 °C que ha demostrado que induce
un choque térmico al cabo de varios minutos de exposicion. ii) una temperatura de control
a 25 °C, simulando las condiciones de temperatura promedio de su habitat neotropical y iii)
una temperatura baja a 4 °C, que imita ecosistemas de pie de paramo, habiendo ensayos

donde se demuestra que se induce shock térmico a dicha temperatura [77,78,85].
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Figura No. 3. Tratamientos de temperatura con individuos H. e. lativitta. A. Temperatura
alta usando un bafio maria a 40 °C. B. Temperatura control usando un bafio
maria a 25 °C. C. Temperatura baja usando un congelador a 4 °C.

Realizado por: Ojeda, Angel, 2023. BioRender®.

Como podemos ver en la Figura No. 3Ay 3B, los ensayos de temperaturas alta y de control
(40 y 25 °C) se realizaron utilizando un bafio maria WB10 (PoliScience®), colocando uno
a uno los individuos, con la ayuda de un contenedor plastico. Por otra parte en la Figura
No. 3C se tiene el ensayo usado para las temperaturas bajas (4 °C) se utilizé un recipiente
con agua dentro de una nevera horizontal AlaskaH200B2 (MABE), donde se colocaron los
recipientes plasticos que contienen a los individuos. Las mariposas estuvieron sometidas
a estrés térmico por un lapso de 60 minutos, tiempo en el cual se espera inducir la actividad
de los genes de proteinas de shock térmico en los tratamientos con frio y calor [114,115].
Concluido el ensayo, los individuos fueron sacrificados y almacenados sin alas en ARN
Later (Invitrogen®) de forma que este cubra completamente el cuerpo del individuo, para

preservar los tejidos en los procesos posteriores de extraccion de ARN.

2.4. Sintesis de unalibreria de ARN total

Se extrajo ARN total de las 18 mariposas almacenadas en RNA Later (Invitrogen®). El
proceso se llevd a cabo usando el Kit de extraccion SV Total Isolation System (Promega®).
Se separd cada individuo en tagmas: cabeza, térax y abdomen. Cada tagma se pesé en
un microtubo de 2 mL y se le afiadio cierto volumen de tampdn de lisis dependiendo de su
peso (<30mg: 175 pL; >30mg: 1 ml). El tejido fue homogenizado a temperatura ambiente
mediante vortex. Para ambos casos 175 uL del lisado fueron transferidos a un nuevo
microtubo debidamente etiquetado, al cual se afiadieron 350 uL de tampon de precipitacion
y se mezcld por inversion. Se incubd a 70 °C durante 3 minutos en el bafio maria WB10
(PoliScience®). Luego, se centrifugd a 13,000 g durante 10 minutos para separar la
impureza del tejido. Se recuperé el sobrenadante en un tubo nuevo debidamente
etiguetado, se afiadieron 200 yL de etanol al 95% y se mezclé por pipeteo.
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Toda la mezcla se transfirié a una columna de purificacion, e inmediatamente se centrifugo
a 13,000 g durante 1 minuto. Se vaci6 el tubo colector, se afiadieron 600 uL de solucion
de lavado y se centrifugé a 13,000 g por 1 minuto. Después de esto se realizé un paso de
digestién de ADN gendmico, usando una combinacién de 40 pL de Yellow Core Buffer, 5
ML de 0.09M MgCl. y 5 uL de enzima DNasa | mezclada gentilmente por pipeteo. Se incubé
en la columna durante 15 minutos a temperatura ambiente y se detuvo la accion de la
enzima afnadiendo 200 uL de DNase Stop Solution. A continuacion, se centrifugd a 13,000
g durante 1 minuto para luego realizar dos lavados, el primero usando 600 pL de solucion
de lavado y centrifugacién a 13,000 g por 1 minuto, y el segundo afiadiendo 250 pL de la
misma solucién, con centrifugado a 13,000 g por 2 minutos. EI ARN fue eluido en un
microtubo nuevo, usando 100 yL de agua libre de nucleasas y se centrifugé a 13,000 g por
1 minuto. EI ARN total se cuantific6 usando 1 pL de cada muestra, con ayuda de un
espectrometro Nanodrop ND-ONEC-W (Thermo Scientific™) y se almacené a -80 °C.

2.5. Sintesis de una libreria de ADN complementario (ADNCc)

A partir del ARN total, se sintetiz6 una libreria de ADNc usando el kit de transcripcion
reversa GoScript® (Promega™). Como primer paso se realizd una mezcla de 2.5 uL de
agua libre de nucleasas, 2 uL de ARN total y 0.5 pL de cebadores Oligo dT. Para evidenciar
posible contaminacion con ADN gendmico, se utilizé un control negativo donde se
reemplaz6 el ARN total por agua libre de nucleasas. Usando el termociclador Proflex™
PCR Systems (Applied Biosystems™), se incub6 a 70°C durante 5 minutos, seguido de 4

°C por un tiempo indefinido.

Seguido a esto, se prepard la mezcla de la reaccidon de transcripcion reversa con un
volumen final de 20 pL utilizando: 6.5 uL de agua libre de nucleasas, 4 pL del tampdn de
reaccion GoScript 5x, 2 yL de MgCl, 25 mM, 1 uL de mezcla de nucleétidos 10 mM, 0.5 pL
de Inhibidor de ribonucleasas 20 U, 1 uL de la enzima transcriptasa reversa y 5 yL del ARN
preparado en el paso anterior. Se realiz la sintesis aplicando una temperatura de 25 °C
por 5 minutos, seguido de 42 °C por una hora y finalmente 70 °C por 5 minutos, usando el

termociclador Proflex PCR Systems (Applied Biosystems™).

El ADNc fue cuantificado aplicando 2 uL de cada muestra en el espectrofotémetro de micro
volimenes Nanodrop™ ND-ONEC-W (Thermo Scientific™), se estandariz6 la libreria de
ADNCc a una concentracion de 20 ng/uL y un volumen de 50 uL, adicionando un volumen

de ADNc y agua libre de nucleasas correspondientes y se almacené a -20 °C.
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2.6. Seleccion, disefio y validacion de primers de genes candidatos.

2.6.1. Busqueda de genes candidatos en bases de datos

A partir del genoma referencial de B. mori (Lepiddptera: Bombycidae) se seleccionaron
genes de la familia Hsp40 (DnaJ) y Hsp90. Estos genes preliminares se usaron como punto
de partida para identificar los genes en H. e. lativitta, debido a que el genoma de este
organismo no se encuentra anotado. Se creé una base de datos con las secuencias
obtenidas usando la herramienta de busqueda Nucleotide del National Center of
Biotecnology information (NCBI). Se emple6 el algoritmo Basic Local Alignment Search
TooL (BLAST) y se someti6é a cada una de las secuencias anteriores una busqueda de
coincidencias en el organismo H. e. lativitta disponible en The Lepidopteran Genome
database (LepBase) [116], con esta informacion se establecié nueva base de datos de
secuencias codificantes (CDS) de genes candidatos.

2.6.2. Disefio de primers de PCR

Se utilizé el software Geneious Prime (Dotmatics®) y, partiendo de las CDS que se
obtuvieron en el paso anterior, se disefiaron primers de PCR en tiempo real tomando en
cuenta los parametros recomendados: longitud 18 a 30 pares de bases, tamafio de
producto entre 80 a 130 pares de bases, temperatura de melting (T;,,) entre 55y 60 °C, una
diferencia de T,,, de 2 °C entre cadenas, de uno a tres nucleétidos C o G en las cinco bases
de la cola 3’, contenido de CG entre 40 a 60 % con un 6ptimo de 50 % [117-119].
Finalmente se utilizé la herramienta Primer-BLAST para identificar y descartar amplificacion

de regiones intrénicas o de ADN gendmico.

2.6.3. Estandarizacion de perfiles térmicos de primers

Para la estandarizacion de la amplificacion de los genes de interés de este estudio, se usé
Kit de Platinum® Taqg DNA Polymerase (Invitrogen™). Las reacciones tuvieron un volumen
final de 10 pL, como material genético se usé un pool de ADNc de H. e. lativitta las
cantidades y concentraciones de los reactivos que se utilizaron se muestran en la Tabla
No. 1.
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Tabla No. 1. Cantidades y concentraciones de los reactivos para PCR

Concentracioén Volumen Concentracion

Componente o

inicial 1Rxn (ML) final en 10 pL
Agua libre de nucleasas - 4.6 -
Buffer 10 X 1 1X
dNTP mix 2.5 yM/dNTP 1 0.25 uM/dNTP
Primer forward 10 uM 0.5 0.5 uM
Primer reverse 10 uM 0.5 0.5 uM
MgCl, 50nM 0.3 1.5nM
ADN polimerasa Taq

200U 0.1 2U
Platinum™
Templado de ADN - 2 <500ng
Total - 10 -

Realizado por: Ojeda, Angel, 2023.

Se establecieron las temperaturas de annealing experimentales a partir de un ensayo
comprendido en dos fases, en la primera fase se usaron varias temperaturas con 2 °C de
diferencia y, en dependencia del resultado, una segunda fase, utilizando un gradiente de
temperatura de 0.5 °C de diferencia dentro del rango de temperaturas que presentd

mejores bandas en el gel de electroforesis de la primera fase.

Con ayuda del termociclador Proflex PCR Systems (Applied Biosystems™) para la primera
fase se sometié la reaccion a una temperatura inicial de 95 °C por 5 minutos seguido de 35
ciclos de PCR, constituidos por: una temperatura de 95 °C por 30 segundos, un gradiente
de temperaturas de annealing de 52, 54, 56, 58, 60 y 62 °C por 30 segundos. seguidos por
72 °C por 45 segundos. Culminados los 35 ciclos, se aplicé una temperatura final de 72 °C
por 5 minutos. Para la segunda fase se realiz6 una nueva PCR con los mismos ciclos de
termociclado exceptuando la temperatura de annealing, la cual fue variando cada 0.5 °C
considerando como rango las temperaturas e las que se observo las mejores bandas
mediante electroforesis en la primera fase (Ej. 57, 57.5, 58, 58.5 59, 59.5 °C)

Todos los amplicones fueron visualizados por electroforesis horizontal. Se utilizaron

camaras de electroforesis Owl™ EasyCast™ B1 (Thermo Scientific™) para elaborar geles
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de agarosa al 2% y posteriormente cargar en cada pocillo 3 yL de tampdn de carga
BlueJuice™ (Thermofisher™) en concentracién 2X, con 4 uL de amplicones previamente
mezclado por pipeteo sobre Parafilm. En un pocillo se cargaron 4 pL de estandar de peso
molecular 100-1500 pb DNA Ladder (Promega™), mezclada con tampén de carga Orange
Loading Dye 6X (Promega™) en proporcion 1:4 respectivamente. Se establecio
condiciones de la camara de electroforesis de 400 mAmp y 100V por un lapso de 45
minutos. El gel fue tefido utilizando una bandeja recubierta de aluminio donde se colocé el
gel conjuntamente con 70 mL de TBE 1X en combinacién con 7 uL de tinte de acidos
nucléicos Diamond™ dye (Promega™). Se us6 un agitador orbital Orbit LS (Labnet™) para
someter a la bandeja a agitacion de 80 rpm durante 40 minutos. Por dltimo, se usé el
fotodocumentador Enduro™ GDS touch 1302 (Labnet™) para revelar los resultados del

gel.

2.7. Cuantificacion de la expresién génica

2.7.1. Extraccién de ADN gendémico de H. e. lativitta.

Utilizando individuos salvajes de H. e. lativitta se extrajo ADN gendmico (ADNg) siguiendo
el protocolo del kit DNeasy® Blood & Tissue (QIAGEN™). Se secciond el térax de la
mariposa en 3 partes, cada una fue cortada finamente y macerada en un tubo Eppendorf
de 2 mL debidamente etiquetado, conjuntamente con 270 uL de tampodn de lisis de tejidos
ATL y 30 pL de proteinasa K, utilizando un pistilo para tubos de microcentrifuga,
seguidamente se incubd por 3 horas a 56 °C en el bafio maria WB10 (PoliScience®)
agitandolas cada 15 minutos con la ayuda de un vortex. Se continué con la incubacion
durante toda la noche a 37 °C y 60 rpm usando la incubadora con agitacion SHKA4000
(Termo Scientific®).

Finalizada la incubacién, se centrifugé las muestras a 14,000 rpm por 10 minutos, se tomd
¥ del sobrenadante (Aprox. 500 pL) en un nuevo tubo de microcentrifuga etiquetado. El ¥4
restante se volvié a centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos para retirar el sobrante, se
descarto el tubo con el sélido restante. Se adicionaron 300 uL de tampoén de lisis AL y se
mezclara por agitacion. Se transfirié la mitad de la mezcla previa a una columna de
microcentrifuga y se centrifug6é a 8000 rpm por 1 minuto, se descarto el fluido resultante
conjuntamente con el tubo de recoleccién, y se repitio el proceso con el volumen restante

de mezcla.
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Se coloco la columna de centrifuga en un nuevo tubo de recoleccién y se agregaron 500
ML de tampdn de lavado AW1, se centrifug6 a 8,000 rpm por un minuto y se descart6 el
fluido junto con el tubo colector. Se colocé la columna en un nuevo tubo de recoleccién y
se agregaron 500 pL de tampon de lavado AW2 y se centrifugd a 14,000 rpm por 3 minutos
para descartar el fluido junto con el tubo colector. Se transfirié la columna a un nuevo tubo
de microcentrifuga etiquetado y se eluyd el ADN afiadiendo 200 pL de tampodn de elusion
AE en la columna, se dej6é en incubacién por un minuto a temperatura ambiente y se

centrifugd a 8 000 rpm por un minuto.

La calidad y cantidad del ADNg se determind usando el espectrometro Nanodrop ND-

ONEC-W (Thermo Scientific™), y finalmente, las muestras se almacenaron a -20 °C.

2.7.2. Validacién de primers para PCR en tiempo real

2.7.2.1.  Curvas de calibracion de primers

Para construir las curvas de calibracion se utilizaron diluciones seriadas de ADNg a
razones de 1:1, 1:3, 1:9, 1:27 y 1:81 partiendo de una concentracién inicial de 30 ng/uL,
continuando con 10, 3.33, 1.11 y 0.37 ng/uL respectivamente. Las reacciones de cada
concentracion se realizaron por triplicado. Se utilizé un volumen final de reaccién de 10 pL,
usando 5 yL de SYBR™ Green PCR Master Mix (Termo Fisher™), 1.5 uL de agua libre de
nucleasas, 0.5 yL de primer forward y 0.5 yL de primer reverse a una concentracion 6 uM,

a dicha mezcla se adicionaron 2.5 yL de ADNg en sus respectivas concentraciones.

Se utilizé el termociclador en tiempo real CFX96 Touch (BIO-RAD™) para someter a la
reaccién a una temperatura inicial de 50 °C por 2 minutos, seguido de 95 °C por 2 minutos,
luego 40 ciclos que comprendieron: 15 segundos a 95 °C, 15 segundos en la temperatura
de annealing estandarizada para cada primer (Ver seccién 2.6.3), 72 °C por 1 minuto y
finalmente se establecié una lectura de la fluorescencia de las reacciones. Usando el
programa R versién 4.2.2 (R Core Team, 2022) se graficaron los valores de ciclo de umbral
(Cy) resultantes, en relacion con el logaritmo de la concentracion. Para cada primer se

determin6 una linea de tendencia, ecuacion de la recta y valor de R?.
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2.7.2.2.  Célculo de eficiencias de amplificacion de primers

El valor de eficiencia de amplificacion de cada primer se calculé en base a la pendiente (m)
de las ecuaciones de la recta obtenidas en las curvas estandar de la seccién 2.7.2, usando

como base en la siguiente férmula:

-1
E =105 —1) 100 [120]

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

Ct/log (concentracion Z—“Z).

2.7.2.3. Curvas de melting

Se elaboraron curvas de melting para documentar la dinamica de interaccion de los primers
para PCR en tiempo real. Se us6 como punto de partida la amplificacion realizada en la
seccioén 2.7.2.1, sometiendo a la reaccién a un gradiente de temperatura de 65 a 95 °C con
un incremento de 0.5 °C cada minuto, seguido de una lectura de la fluorescencia de la
placa.

2.7.3. PCR en tiempo real de genes dianay endégenos

Partiendo de la libreria de ADNCc, se llevé a cabo una PCR en tiempo real con reacciones
en triplicado de volumen final de 10 uL (Tabla No. 2). La reaccion se llevara a cabo en
placas de 96 pocillos MicroAmp™ (ApliedBiosistems™) usando el termociclador en tiempo
real CFX96 Touch (BIO-RAD™) con un perfil térmico que comprende una temperatura
inicial de 50 °C por 2 minutos, seguido de 95 °C por dos minutos, después se efectuaron
40 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 15 segundos en la temperatura de annealing
estandarizada para cada primer, 72 °C por un minuto y para finalizar, una lectura de la
placa por cada final de ciclo. Se recopil6 las graficas y valores de C;para su procesamiento,
obtenidos mediante el software CFX Maestro (BIO-RAD™).
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Tabla No. 2. Cantidades y concentraciones de los reactivos para PCR en tiempo real

Concentracion Volimen Concentracion
Componente ... .
inicial 1Rxn (uL) final en 10 pL

Agua libre de nucleasas - 2.5 -
SYBR™ Green PCR Master Mix 2X 5 1X
Primer forward 6 UM 0.5 0.3 uM
Primer reverse 6 uM 0.5 0.3 uM
Templado de ADNc 20 ng/uL 1.5 30 ng
Total - 10 -

Realizado por: Ojeda, Angel, 2023.

2.8. Andlisis de datos de PCR en tiempo real

Los datos requirieron un primer tratamiento en donde, se promedié los valores en triplicado

de C: por cada muestra, asi como sus desviaciones estandar por muestra.
2.8.1. Cuantificacién de expresion génica absoluta
A partir de las ecuaciones que se obtuvieron de las curvas estandar (Seccién 2.7.2.1) se

determiné la cantidad en gramos de la seccién del gen amplificado, por cada primer

seleccionado. Se usard la siguiente formula:

cr-b
x=10-m [121]

Donde x es la cantidad de amplicon medido en gramos, Ct es el ciclo de umbral (del inglés

treshhold line), b es la interseccion de la recta con el eje Y y m es la pendiente de la recta

medida en Ct/log (concentraciénZ—i).
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Seguidamente, se usaron los valores obtenidos de la cantidad de amplicon para calcular el

namero de copias de ADN por pL

Copias de ADN/uL — T’;‘% [121]

copias de ADN

Donde L es la constante de Avogadro siendo igual a: 6.022 x 1023 ( ) x esla

mol
cantidad del amplicon medida en gramos, TA es el tamafio de amplicén medido en pares

660 g/mol)

de basesy PB es el peso molecular promedio de un par de bases, que esigual a ( b

2.8.2. Andlisis de varianza del gen endbégeno

Con los datos de expresion génica absoluta, apoyados en el software R versién 4.2.2 (R
Core Team, 2022) y usando las librerias readxl (version 1.4.1), rstatix (versién 0.7.2),
ggplot2 (version 3.4.0) y ggpubr (versiéon 0.5.0), se procedio a analizar la normalidad de los
datos usando una prueba de Shapiro Wilk. Se evalud la igualdad de las varianzas a partir
de una prueba de Levene. Se compar6 las distribuciones de probabilidad mediante un
trazado de sus cuantiles uno contra el otro en una grafica Q-Q. Finalmente, para efectuar

un analisis de varianza se usé un analisis de varianza de ANOVA factorial.
2.8.3. Cuantificacién de expresiéon génica relativa
Se us6 el método de doble delta de Livak para encontrar los valores de expresion génica

relativa [122]. Se comenzé obteniendo la resta de los ciclos de umbral de los genes de
interés (DnaJ-1 y DnaJ-5) y del gen de referencia (GAPDH).

ACT = CT(Gen de interés) ~ CT(Gen referecial) [122]'

Se promedié los AC; del gen de referencia, seguidamente, se resto el valor de AC; de los
tratamientos sometidos a estrés térmico con calor y frio de los AC; de los tratamientos

control que se promediaron.

AACT = ACT(estrés térmico) ~ ACT(control) [122]-
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Finalmente, se cuantificé la expresion génica relativa EGR mediante la ecuacion:

EGR = 2724 [122].

Se grafico los resultados obtenidos a partir del software R Studio® (R Project™) haciendo
uso de la libreria ggplot2.

2.8.4. Andlisis de varianza de la expresion génica relativa

Con la ayuda del software R versién 4.2.2 (R Core Team, 2022) y usando las librerias
readxl (version 1.4.1), rstatix (versién 0.7.2), ggplot2 (version 3.4.0) y ggpubr (version
0.5.0), se emplearon modelos lineales generalizados (GLMs del inglés Generalized Lineal
Models) para relacionar los valores de expresidén génica relativa de cada gen objetivo con
los factores y covariables mediante una funcién de enlace. Se realiz6 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 de la expresion génica relativa mediante

modelos lineales generalizados.
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3. CAPITULO lll: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1. Genes seleccionados

La busqueda de genes candidatos en el genoma de H. e. lativitta obtuvo en total 20
secuencias de genes candidatos 19 de las cuales pertenecian a la familia DnaJ (Hsp40),
comprendiendo homdlogos del 1 al 19, y 1 secuencia de la familia Hsp90. Tras analizar las
secuencias mediante BLAST (Tabla No. 3), se encontraron coincidencias significativas en
3 secuencias de H. e. lativitta, DnaJ (Hsp40) Homodlogo 1 (DnaJ-1), DnaJ (Hsp40)
Homologo 5 (DnaJ-5) y Hsp90.

Tabla No. 3. Resultado de BLAST (Lepbase) de genes candidatos en H. e. lativitta

Gen Puntuacién  Valor-E Similitudes Longitud (pb) LepBase ID
DnaJ-1 902.971 (1000) 0 936/1227 (76.28%) 1215 HEL_003067-RA
DnaJ-5 856.083 (948) 0 825/1059 (77.90%) 1056 HEL_006641-RA
Hsp90 695.583 (770) 0 604/751 (80.43%) 1170 HEL_005376-RA

Realizado por: Ojeda, Angel, 2023.

Los resultados del BLAST mostraron un solo hit como respuesta, valores de E iguales a
cero, y un porcentaje de similitud superior al 76%. El gen DnaJ-1 anotado en Lepbase bajo
el cédigo HEL_003067-RA, se ubica en el cromosoma 1, posee 2 exones que componen
un transcripto de 1215 pb de longitud y derivan en 404 residuos. DnaJ-5 anotado en
Lepbase como HEL_005376-RA, esta ubicado en el cromosoma 10, estd compuesto de 2
exones, un transcripto de 1056 pb, y una traduccién de 351 residuos. Hsp90 esta anotado
en Lepbase bajo el identificador HEL_005376-RA, esta alojado en el cromosoma 18, posee

2 exones, su transcrito tiene 1170 pb y 389 residuos de longitud de traduccion.

3.2. Primers de genes de interés

Se sintetizaron tres pares de primers de qPCR para cada uno de los genes de interés
(DnaJ-1 DnaJ-5 y Hsp90). A continuacién, se muestran los primers que fueron sometidos
al proceso de estandarizacion de perfil térmico (Tabla No. 4). Los primers fueron disefiados
con una longitud de 20 pares de bases, una temperatura de melting teérica de 60 °C, un

porcentaje de citocinas — guaninas entre 50 a 55 %, un tamafio de amplicon de entre 86 a
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129 pares de bases y finalmente, temperaturas de annealing experimentales que van entre
58 a 61.5 °C. Los geles de agarosa al 2% de las dos fases de estandarizacién y un ejemplo

de obtencion de dichas temperaturas de annealing se muestran en el Anexo B.

Tabla No. 4. Lista de primers de genes de interés sintetizados y sometidos a estandarizacion
de perfil térmico.

Long Tm CG TatE TA

Primer Direccioén Secuencia ' - 3' s .

(pb)  (°C) (%) (°C) (pb)

F1 DnaJ-1 Forward CCGGACAAAAATCCAGCAGC 20 60 55
58.0 129

R1 DnaJ-1 Reverse TTGCCCACCCTCTTGTAAGC 20 60 55

F2 DnaJ-1 Forward TCTGACGACTTGTTTGGCCA 20 60 50
61.5 86

R2 DnaJ-1 Reverse TCTTCACCTCTTGCGTGTCG 20 60 55

F1 DnaJ-5 Forward AATCCGCTGGTGCTGAAGAA 20 60 50
61.0 125

R1 DnalJ-5 Reverse TCCCATTCCACCCTTCAAGC 20 60 55

F1 Hsp90 Forward ATCAAAGCTCGACAGTGGCA 20 60 50
58.0 112

R1 Hsp90 Reverse AACCAAGTCGGCCTTTGTCA 20 60 50

Long: Longitud del primer, Tm: Temperatura de melting teérica, CG: Proporcién Citocinas-
Guaninas, TaE: Temperatura de annealing experimental, TA: Tamarfo del amplicén.
Realizado por: Ojeda, Angel, 2023.

3.3. Primers de genes de referencia

Adicionalmente fueron sintetizados primers de genes referenciales (Tabla No. 5), mismos
que fueron tomados de estudios donde se usaron como base para ensayos de gPCR. Estos
fueron: GAPDH o gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa [61], RPL3 o proteina ribosomal
L3 [123] y S3A o proteina ribosomal S3A [123]. Los primers presentaron una longitud de
entre 20 a 24 pares de bases, temperatura de melting de entre 55 a 60 °C, temperatura de
annealing experimental de entre 57.5 a 61 °C y un tamafio de amplicén de 95 a 102 pares
de bases. En el caso de los primers referenciales de RPL3 y S3A, fueron sometidos a
estandarizacion de perfil térmico. Con respecto a GAPDH, se tenia disponibilidad de la
temperatura de annealing experimental bajo condiciones similares para la reaccion de PCR
[61].
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Tabla No. 5. Lista de primers de genes de referencia sintetizados y estandarizado el perfil

térmico
. . L, C oo Long Tm CG TaE TA
Primer Direccién Secuenciab' -3 o o

(pb) (°C) (%) (°C) (pb)

F2 GAPDH Forward CCCGTAGCCAATGTGTCAGT 20 55 60
58.0 102

R2 GAPDH Reverse TGGTCCATTTGCAGCTTCCT 20 50 59.9

F1 RPL3 Forward GGGTTGTTGTATGGGACCTAAG 22 58 50
575 95

R1 RPL3 Reverse TCAGATTGATCTTCTCAAGAGCTG 24 58 41.7

F1 S3A Forward ATGCTGAGAGGTCTTTCCGC 20 60 55
61 132

R1 S3A Reverse GCGTCTGCCATTTCTTGACC 20 60 55

Long: Longitud del primer, Tm: Temperatura de melting teérica, CG: Proporcién Citocinas-

Guaninas, TaE: Temperatura de annealing experimental, TA: Tamafio del amplicén.
Realizado por: Ojeda, Angel, 2023.

Para la validacién de los primers para su uso en qPCR se us6 el perfil térmico previamente

estandarizado para realizar tanto, una curva de calibracién para cada primer (Figura No. 4)

como una curva de melting de los productos de amplificacién (Anexo C). Los primers que

presentaron resultados propicios (GAPDH, DnaJ-1, DnaJ-5, Hsp90) se presentan en la

Figura No. 4. De las curvas de calibracion se puede destacar la obtencién de valores de R?

mayores a 0.95, eficiencias de amplificacion de entre 97.16 a 101.60 %.
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Figura No. 4.  Curvas de calibracién de los primers A. GAPDH, B. DnaJ-1 C. DnaJ-5 D. Hsp90
Realizado por:  Ojeda, Angel, 2023. R Project.

Finalmente, los productos de amplificacion, usados para la elaboraciéon de las curvas de
calibracion, fueron sometidos a un gradiente de temperaturas para obtener una curva de
melting para cada uno de los genes utilizados. Se obtuvieron curvas de melting con las
condiciones idéneas (un unico pico) para los primers GAPDH, DnaJ-1, DnaJ-5 y Hsp90
(Anexo C).

3.4. Validacion de GAPDH como gen de referencia

Con los valores de C: del gen referencial se procedié a realizar un ANOVA de tres vias
(Tagma, Sexo y Tratamiento) para validar al GAPDH como gen de referencia para este
estudio. Como se puede observar en la Figura No. 5, el C; para cada uno de los factores
son aparentemente los mismos debido a que el promedio y sus barras de error coinciden
entre los rangos de valores.
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FiguraNo. 5. Valor Ct del gen de referencia GAPDH con los factores Tagma, Sexo y
Tratamiento.
Realizado por: Ojeda, Angel, 2023. R Project.

La prueba de Shapiro — Wilk con un p = 0.426 y el test Levene con p = 0.885 indican que
se cumplen los supuestos de normalidad y homogeneidad que requiere el ANOVA. Al
aplicar esta técnica de tres vias, se establece que existe una variabilidad en el valor C;
debido al factor tratamiento y tagma, asi como su combinacion: tratamiento — tagma. En el
primer caso, se tuvo una significancia del 5% (p < 0.05), mientras que en el segundo y
tercero del 1% (p < 0.01) (Tabla No. 6). Al hacer un ANOVA de dos vias con los factores:
Tratamiento y Sexo, por su parte, no existe variabilidad en los datos, lo que se sugiere que
el gen GAPDH puede ser utilizado como referencia si es que no se considera el factor
tagma en el analisis. Para el primer ANOVA, no se tuvo que recurrir a una transformacion
en los datos. Mientras que en el segundo ANOVA si, puesto que se aplicé el logaritmo al
valor C:. La prueba de Shapiro — Wilk resulté en un p = 0.0616 y el test Levene tuvo un p =
0.229.
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Tabla No. 6. Resultados del andlisis de varianza para el gen de referencia GAPDH

Factor GL SumC MediaC F Pr(F) Significancia

ANOVA de tres vias en relaciéon con sus tres factores de estudio:

tratamiento, sexo y tagma.

Tratamiento 2 13.07 6.53 5.192 0.01044 *
Sexo 1 0.84 0.84 0.67 0.41828 NS
Tagma 2 139.34 69.67 55.367 1.04E-11 il
Tratamiento:Sexo 2 1.89 0.94 0.75 0.47956 NS
Tratamiento:Tagma 4 23.98 5.99 4.764 0.00345 **
Sexo:Tagma 2 3.64 1.82 1.445 0.24913 NS
Tratamiento:Sexo:Tagma 4 441 1.1 0.876 0.4881 NS

ANOVA dos vias en relacién con sus dos factores de estudio: tratamiento y sexo

Tratamiento 2 0.0283 0.014132 1.622 0.208 NS
Sexo 1 0.0014 0.001361 0.156 0.694 NS
Tratamiento:Sexo 2 0.0283 0.014132 1.622 0.208 NS

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, NS: no significativo.

Realizado por: Ojeda, Angel, 2023.

3.5. Expresion génica absoluta

En el Anexo E se encuentra la cuantificacion absoluta (EGA) del gen GAPDH, la misma
que evidencia el nimero de copias de ADN (NC) del mismo gen. En dicha grafica se
ratifican los resultados del andlisis de varianza del gen de referencia, donde los
tratamientos y el sexo presentan un comportamiento de estabilidad entre los factores. Sin
embargo, cuando se compara los resultados entre las diferentes tagmas, se puede
observar diferencias marcadas, en especifico, el torax, tiene valores de EGA superiores a

los factores de cabeza y abdomen.
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3.6. Expresion génica relativa

La expresion geénica relativa (ERG) de los genes de interés se encuentran distribuidos en
la Figura No. 6. Se puede subrayar que tanto los genes DnaJ-1 y DnaJ-5 presentan
sobreexpresion en el tratamiento frio, de hasta 4 y 30 en comparacién con el control,
mientras que Hsp90 presentd sobreexpresion superior en el tratamiento de calor de hasta
14 veces mas que el control, la expresion en el tratamiento de frio también fue superior al
control con hasta 5 veces mas expresion. Al analizar los valores entre las distintas tagmas,
en los tres genes de interés se pueden observar valores en el térax inferiores a los tagmas

abdomen y cabeza.
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3.7. Variacion en la expresion relativa de DnaJ-1, DnaJ-5y Hsp90

Luego de hacer el respectivo célculo de los valores de expresion relativa de los genes
DnaJ-1, DnaJ-5 y Hsp90 El uso de Modelos Lineales Generalizados (GLMs del inglés
Generalized Linear Models) permiti6 modelar la relacién entre las variables predictoras
(tratamiento y tagma) y la variable respuesta (expresion relativa de los genes) de manera
no lineal y con distribuciones de error que no necesariamente se ajusten a una distribuciéon
normal. Los GLMs permitieron incorporar factores categéricos como el tagma y el
tratamiento, asi como controlar los posibles efectos de confusion como el sexo. El analisis
mediante GLMs permite una mayor precision en la estimacion de los efectos de los factores

en la expresion relativa de los genes y una mejor interpretacion de los resultados.

Como se puede observar en la Tabla No. 7, para los tres casos, el factor tratamiento y
tagma influyen en el valor ERG con una significancia estadistica del 99%. La variable tagma
de Hsp90 presentd un p = 4.86x10°°, mientras que el tratamiento tuvo un valor de 9.48x10-
5. En el caso del gen DnaJ-5 y DnaJ-1, los valores de p en tagma son: 1.46x10° y 6.74x10"
’, mientras que para los tratamientos fueron: 5.1x107y 4.4x10*; respectivamente. Para
este Ultimo gen, se aplicd una transformacion de raiz cuadrada para que se cumpla el
supuesto de normalidad. La comprobacién de los supuestos de distribucion de Gauss y
homogeneidad se pueden verificar en la Tabla No. 8, donde todas las probabilidades son
mayores a la significancia estadistica de 0.05. Todos estos resultados se pueden observar
graficamente en la Figura No. 6, donde el tratamiento calor y frio, asi como tagma abdomen

y cabeza difieren con el control.
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Tabla No. 7. Significancia estadistica del efecto de los factores en la expresion relativa
de los genes DnaJ-1, DnaJ-5 y Hsp90

Gen Factor GL F Pr(F): Significancia

Dnal-1 Tagma 2 19.387 6.74x107 *kk
Sexo 1 0.707 0.404 NS

Tratamiento 2 9.117 4.4x10*4 Hkk

DnaJ-5 Tagma 2 32.030 1.46x10° i
Sexo 1 0.465 0.498 NS

Tratamiento 2 19.891 5.1x107 ok

Hsp90 Tagma 2 29.284 4.86x10° i
Sexo 1 0.454 0.504 NS

Tratamiento 2 11.305 9.48x10° i

P < 0.01: ™, P <0.001: ™, P < 0.0001: ***, GL: grados de libertad, F: estadistica F,
Pr(F): valor de p asociado con la estadistica F, NS: no significativo.
Realizado por: Ojeda, Angel, 2023.

Tabla No. 8. Valores de probabilidad de la Prueba Levene y Shapiro Wilk de los genes
DnaJ-1, DnaJ-5y Hsp90

Gen Transformacién Test Estadistico P - Value
Levene 0.84 0.636
DnaJ-1 Raiz Cuadrada
Shapiro — Wilk 0.98 0.465
Levene 1.20 0.315
DnaJ-5 NA
Shapiro — Wilk 0.97 0.148
Levene 1.45 0.171
Hsp90 NA
Shapiro — Wilk 0.97 0.155

Realizado por: Ojeda, Angel, 2023.
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4. CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1. Estudios de expresion génica

Los estudios de cuantificacién de la expresion génica utilizan la técnica de transcripcién
reversa cuantitativa (RT-qgPCR) que hoy en dia es considerada como estandar de precision,
sensibilidad y rapidez [124]. Hellemans et al. (2008) recomienda que, para hacer un uso
correcto de la técnica es indispensable considerar los siguientes parametros: i) el disefio
experimental, mismo que debe permitir una evaluacion cuidadosa de la cantidad de
muestras biolégicas necesarias para obtener resultados congruentes y estadisticamente
significativos; ii) la extraccion de la muestra y andlisis de calidad, que se centra en la
necesidad de &cidos nucleicos de alta calidad, adicionalmente, contar con muestras de
ARN libres de ADN gendmico; iii) el disefio del ensayo, que recaen en la especificidad de
los primers; y, por ultimo, vi) la validacion del gen de referencia para normalizacién de los
datos. [124,125]

4.1.1. Disefio experimental

Se disefié un experimento con triplicados biolégicos, utilizando tres mariposas para cada
combinacién de sexo y tratamiento, resultando en un total de 18 mariposas. Esta eleccion
de tamafio demuestra esta en linea con las recomendaciones de Shakeel et al. (2017)
quienes sugieren reducir el nimero de variables que puedan influir en la dispersion de los
datos, como las condiciones ambientales, el fotoperiodo, la edad y la variabilidad genética
de los organismos. Ademas, una mayor cantidad de individuos podria nos ser beneficiosa

para reducir el error de medicién de manera significativa [126].

4.1.2. Extraccion de la muestra

El paso crucial para obtener el material de partida fue la extraccion del ARN, necesario
para posteriormente sintetizar ADN complementario al ARN mensajero para asi amplificar
y cuantificar el nivel de expresion de los genes que producen las proteinas objeto de
estudio. La extraccién de ARN se realizd exitosamente obteniéndose una libreria de 54
muestras, en diferentes combinaciones de tratamiento térmico, sexo y tagma, que luego se
uso para sintetizar ADN complementario. El ensayo de calidad del material sintetizado a
partir de la reaccion de trascripcion inversa, omitiendo el uso de la enzima RT, revelé por

PCR convencional, la ausencia de contaminacion con ADN gendémico [127].
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Los pasos de extraccion de acidos nucleicos fueron seguidos por una cuantificacién de la
concentracion y calidad del material, haciendo uso de los indices de absorbancia. Los
valores ideales de absorbancia para ARN en 260/230 son generalmente entre 1.8y 2.2, lo
que indica que las muestras estan libres de contaminacién por proteinas. Para la
absorbancia a 260/280 los valores ideales se encuentran tipicamente entre 2.0y 2.2, lo

que indica que la amuestra esta libre de contaminacion por compuestos organicos.

La pureza obtenida de las muestras de ARN esta en el rango de 1.8 para la absorbancia
de 260/230lo que indica una cantidad aceptable de contaminacién organica, en el caso de
que los valores sean menores a 1.6, puede indicar una contaminacion significativa con
dicho compuesto. En cuanto a la absorbancia 260/280 se obtuvo un rango entre 2.1,
indicando una alta pureza de ARN, conteniendo poco o ningln contaminante proteico
(Anexo A). Es importante tener en cuenta que estos valores son solo una guia y que la
interpretacion correcta de los valores de absorbancia depende del tipo de muestra y del
método de extraccion utilizado. Ademas, es recomendable analizar la calidad del ARN
utilizando otras técnicas, por lo que se complemento este paso con una PCR, para obtener
una evaluacion mas completa de la pureza del ARN, donde se obtuvieron en bandas Unicas
y bien definidas [128]

4.1.3. Disefio del ensayo

Dentro del disefio del ensayo, un paso crucial es el disefio de primers puesto que conlleva
a la seleccién de regiones especificas de los genes de interés que seran utilizados en la
reaccion de gPCR [119]. Varios autores concuerdan que, en los primers reside la mayor
responsabilidad de éxito en los ensayos de gPCR. Realizar ensayos de validacion es el
paso esencial para asegurar que los resultados sean precisos, sensibles y comparables
[119,123,126]. Como primera instancia, se debe estandarizar los primers por PCR

convencional para después someterlos a una validacion en gPCR [120].

La validacion de primers por PCR convencional se basa en la optimizacion de los
parametros de temperatura y concentraciones de reactivos con el fin de obtener un
amplicén de calidad [129]. Se puede observar en el Anexo B el disefio de estandariza la
estandarizacion de la temperatura de annealing experimental de 6 pares de primers, donde
todos los geles de electroforesis presentan una Unica banda correspondiente al tamafio de
amplicén esperado (No hay coincidencia con regiones inespecificas dentro del material

genético de H e. lativitta). Dicha estandarizacion se realiz6 en dos etapas para aumentar
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la precision de los resultados. La primera etapa contemplé un rango de temperatura con
pasos de 2 °C, y la segunda etapa, dentro del rango 6ptimo del paso anterior, en pasos de
0.5 °C.

Una vez se ha encontrado la temperatura de annealing experimental, el siguiente paso
contempla la validacion de primers por gPCR, mediante una curva estandar, seguido por
un paso final de curva de melting [129]. La curva de estandar es utilizada para crear una
regresion lineal entre un gradiente de concentraciones de ADN, y el C; resultante, con el
fin de calcular la concentracion de una muestra de interés a partir de su C; [120]. A partir
de las curvas estandar, se obtuvieron eficiencias de amplificacion entre un rango de 97.16
a 101.60% coincidiendo con las recomendaciones que se halla en bibliografia,
estableciendo los valores 6ptimos en un rango de 95 al 105% [129,130].

Por ultimo, la curva de melting, se aplica como un paso final a la amplificacién por gPCR,
donde se aplica un gradiente de temperatura a los amplicones que tienen incorporados un
fluoréforo, logrando construir un perfil de emision de fluorescencia en dependencia de la
temperatura. En base al andlisis de las curvas de melting o el pico de melting (gréfica
obtenida obteniendo la derivada de la curva de melting) se puede llegar a discernir primers
que tengan defectos de amplificacion, ya sea el que los primers formen estructuras
secundarias, o inespecificidad hacia regiones del genoma [119]. La técnica de analisis
mediante curvas de melting es ampliamente usada por su sensibilidad, al punto de lograr
reconocer mutaciones en un solo nucleétido, y asi reconocer por ejemplo variantes de
SARS-CoV-2 [131].

4.1.4. Validacién del gen de referencia

La seleccion de un gen de referencia es imprescindible para la normalizacién de los datos
de gPCR, sin embargo, no existe un gen de referencia universal, al contrario, la estabilidad
de estos genes varia en dependencia de la especie, tejido analizado, etapas de desarrollo,
tipo de estrés inducido, fotoperiodo, entre otros factores [126]. Es imperativo optar por
genes de referencia en dependencia del tipo de disefio experimental y tratamientos
propuestos con el fin de garantizar la calidad y la consistencia de las muestras y las
reacciones. Esto asegura que los resultados sean veraces, comparables, precisos y

reproducibles.
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El uso de un gen de referencia permite normalizar las concentraciones de los genes
objetivo (Hsp40 y Hsp90) para corregir posibles variaciones en la cantidad de ARN total
entre muestras. Esto asegura que los resultados sean comparables entre muestras y
experimentos, ademas gque permite evaluar la calidad y la consistencia de las muestras y
las reacciones qPCR. Si los niveles de un gen de referencia se mantienen constantes, se

puede asumir que la calidad de la muestra y la reaccién son adecuadas [132].

El gen GAPDH es uno de los mas usados en diferentes estudios de expresion genética ya
que ha presentado estabilidad en una amplia gama de ensayos, siendo utilizado en casi el
90% de las publicaciones en revistas de alto factor de impacto [133]. En relacion con
estudios de expresion génica en insectos, se ha evidenciado que GAPDH, es un gen con
una expresion regular en ensayos de alteracion de temperatura en Spodoptera litura [134].

En el presente estudio, se utiliz6 GAPDH como gen de referencia para la normalizacion de
datos, este gen present6 diferencias significativas entre los C; provenientes de diferentes
tagmas F(2, 34) = 55.367, p = 1.04E-11, n? = 0.765, esto indica que hay una diferencia
significativa entre los grupos definidos por el factor tagma en relacién a dicho gen. El valor
de n?sugiere que el 76.5% de la variacion total en los datos se debe a las diferencias entre
los grupos definidos por el factor tagma. Esto se dede a que GAPDH (Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa) es un gen mitocondrial, que da origen a una enzima del mismo
nombre, que es de gran importancia en el metabolismo energético y la produccién de ATP
y piruvato, aprovechandose de la glucdélisis en el citoplasma [135]. La relacién que existe
entre este gen y la demanda energética de los distintos tejidos es una de las razones por

las que se explica este nivel de diferencias.

La utilizacion de un ANOVA multifactorial de dos vias para el gen de referencia GAPDH
denot6 que excluyendo el factor tagma, se evidenciaba estabilidad entre los factores de

tratamiento y sexo previa a la utilizacién de una transformacion de datos (Log (Cy) ).

4.2. Expresion génica relativa

La cuantificacion de la EGR busca analizar cambios en la expresion génica de una muestra
objetivo, en relacion con una muestra control [129] En este sentido, los resultados nos
daran una idea de cuantas veces mas, o cuantas veces menos se estaran expresando los
genes de interés (DnaJ-1, DnaJ-5 y Hsp90) en relaciéon a la medida en la que se exprese
el gen de referencia (GAPDH), para asi comparar los tratamientos que han sido sometidos

a estrés térmico, con los criados en temperatura ambiental que cumplen el rol de control.
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Estos resultados seran analizados posteriormente con la ayuda de GLMs para estimar los
efectos de distintos factores sobre la EGR. El analisis de estas proteinas de choque térmico
en H. e. lativitta, es importante debido a que son mariposas que viven en ambientes con
temperaturas variables, como montafias y bosques amazonicos, en estos ambientes las
temperaturas pueden subir y bajar drasticamente. Las proteinas de choque térmico pueden
ayudar a las células de la mariposa a sobrellevar las consecuencias del estrés térmico,

tanto en su etapa adulta, como en sus diferentes etapas de desarrollo [136].

4.2.1. Expresidn génica entre tratamientos de temperatura

En el presente estudio las mariposas fueron estresadas térmicamente a temperaturas
conocidas a las cudles las mariposas sufren entrés térmico y entran en un estado de
“‘desmayo” también llamado Knock down. Mientras dure este estado, los mecanismos
celulares de mitigacion de los efectos del estrés térmico, se encuentran activos [137]. Las
mariposas fueron sometidas a un periodo de estrés de 1 hora, por lo que los resultados
reflejan los efectos a corto plazo que tiene el estrés térmico sobre H. e. lativitta. Se sugiere
que la exposicion a largo plazo de mariposas a condiciones de estrés térmico podria
fomentar la plasticidad genotipica, haciendo que una vez la mariposa se haya aclimatado
a las nuevas condiciones, sus niveles de expresién de Hsps se normalicen, ademas

confiriéndole cierta resistencia a este tipo de eventos [138].

El factor de tratamiento con temperatura tuvo un efecto significativo en la EGR de los genes
acorde a los resultados de los GLMs, obteniendo valores de p = 4.4x10-4, 5.1x10-7 y
9.48x10-5 para DnaJ-1, DnaJ-5 y Hsp90, respectivamente, todos con valores de p

altamente significativos (p < 0.001).

Los valores de EGR de los genes DnaJ-1 y DnaJ-5 (Hsp40) resultaron ser en promedio
mayor en condiciones de estrés a 4 °C, comparado con el tratamiento frio y el control. Tales
resultados son acordes al ensayo de estrés térmico en Drosophila melanogaster, donde se
evidenci6 aumento de la expresién génica en estos tratamientos [115]. Un estudio en
Lymnaea stagnalis expone que existe un pico de expresion de Hsp40, el mismo que ocurre
al cabo de 60 minutos tras haber comenzado el evento de estrés, pasado este tiempo, la
sobre expresion comienza a decaer hasta llegar alrededor de las 8 horas donde se revierte
el efecto hasta niveles basales de expresion génica [139]. Este pico de expresién evidencia
expresion de proteinas Hsp40, con resultados similares a los obtenidos en esta

investigacion.
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El gen Hsp90 presentd niveles marcados de expresion en las situaciones de estrés a 40
°C. y un poco mas sutiles ante estrés a 4°C. Estos resultados son comparables con el
estudio de Zhai en 2010, donde se evidencio sobreexpresién de Hsp90 en los diferentes
estadios larvarios de Spodoptera exigua (Lepidéptera: Noctuidae), que habian sido
sometidos a temperaturas correspondientes a 43 y 45 °C [140]. Una investigacién similar
en Cydia pomonella (Lepidéptera: Tortricidae) probo la susceptibilidad de las larvas a altas
temperaturas (32-44 °C por 5, 10, 30, 60, 120 y 180 minutos), encontrando niveles de
expresion superiores a aquellas criadas en condiciones ambientales, en particular, el mayor
pico de expresion génica sucedio a en el tratamiento a 35 °C por una duracion de 3 horas.
Ademas, se concluyé la susceptibilidad que tienen las larvas al estrés térmico, ya que, en
temperaturas superiores a 45 °C, existié una mortalidad de la totalidad de especimenes de
larvas de instares 1-4 [141].

4.2.2. Expresion génica entre sexos

El factor sexo no tuvo un efecto significativo en la expresion relativa de los tres genes
acorde al analisis con GLMs, con valores de p de 0.0404, 0.498 y 0.504 para DnaJ-1, DnaJ-
5y Hsp90, respectivamente.

La expresién génica de proteinas de choque térmico comparada entre mariposas hembras
y machos resultd no tener diferencias significativas, se puede teorizar que es debido a que
ambos géneros comparten similares desafios y estresores ambientales. Las mariposas,
tanto hembras como machos estdn expuestas a cambios bruscos en la temperatura,
especialmente durante la metamorfosis, y en diferentes ambientes. La expresion génica de
proteinas de choque térmico puede ser regulada por diferentes factores ambientales y
fisiol6gicos, como la edad, las condiciones ambientales, y otros factores que pueden ser

una constante en ambos géneros [57,142]

4.2.3. Expresién génica entre tagmas
Los resultados de GLMs muestran que el factor tagma tuvo la mayor influencia en la
variabilidad de la expresioén relativa de los tres genes, con p = 6.74x10-7, 1.46x10-9 y

4.86x10-9 para DnaJ-1, DnaJ-5 y Hsp90, respectivamente, representando una significancia
alta (p < 0.001).
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La expresidn génica entre tagmas presentd un patron marcado, donde el abdomen tuvo la
mayor expresion génica en todos los genes, seguido por la cabeza, y finalmente el térax,
mismo que presentd en la mayoria de los casos infrarregulacion. El abdomen de las
mariposas es la zona mas expuesta a cambios bruscos de temperatura en relacion con las
demas partes del cuerpo, adicionalmente, almacenan en su interior los 6rganos vitales
esenciales para la digestion, ademas del aparato reproductivo, por lo que pueden ser
especialmente vulnerables al estrés térmico [143]. Por lo tanto, es posible que las
mariposas tropicales hayan evolucionado para tener un mayor nivel de expresion génica
de proteinas de choque térmico en el abdomen, priorizando la proteccién de sus 6rganos
internos manteniendo su funcionamiento en condiciones ambientales extremas. En cuanto
la expresion de los genes en estudio en la cabeza, la mayor produccion de estas proteinas
podria estar causado por una adaptacion evolutiva que permite a la mariposa proteger los
organos sensoriales, tales como los ojos, érganos olfatorios, antenas y cerebro [144,145].
El estrés térmico en el tejido de la cabeza podria tener consecuencias en las actividades

diarias como el vuelo y la alimentacion.

La menor expresion de Hsps en el térax de la mariposa puede darse debido a que es un
tejido que no esta directamente expuesto al calor como otros tejidos, estan protegidos por
las alas y las patas, y en el caso de otros Lepiddpteros, suelen estar protegidos por
pequefias velocidades que permiten el intercambio de temperatura con el ambiente
[143,145,146]. Otra posibilidad es que las mariposas tienen otros mecanismos de
proteccion contra el estrés térmico en el tejido del térax, Por ejemplo, el ajustar la posicién
de sus alas para controlar la cantidad de luz solar que reciben, lo que puede ayudar a
mantener su temperatura corporal en niveles seguros [145]. Si la mariposa posee otros
mecanismos de proteccidn contra el estrés térmico en el tejido del térax, y es posible que

no necesite sobreexpresar las Hsps.

4.3. Expresién de genes Hsp40 y Hsp90 en otros estudios

Las Hsps tienen un papel crucial en el mantenimiento de la integridad celular y en la
respuesta celular al estrés. Actian como proteinas chaperonas y protegen la estructura
correcta de otras proteinas evitando su agregacion o desaturacion. También pueden
reparar proteinas dafiadas y prevenir su degradacion, contribuyendo asi a la proteccion
celular [147,148]. Las Hsps ayudan a proteger la integridad celular evitando la acumulacion
de proteinas dafiadas y regulando la activacion de las respuestas celulares al estrés.
Ademas, pueden regular la respuesta inmunoldgica para proteger al organismo contra
infecciones y lesiones. Las Hsps también tienen un papel en la regulacion de la apoptosis,
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protegiendo las células contra la muerte celular prematura y regulando el crecimiento y la

division celular [72].

Los insectos presentan una tolerancia al estrés térmico limitada, por lo que las Hsps se
comportan como un mecanismo de Ultima linea para preservar al organismo. Las Hsps
pueden ser expresadas en un menor 0 mayor grado dependiendo de la especie. El analisis
transcripcional realizado en S. frugiperda muestra que la induccién del gen hsp90 solo

ocurre 14°C por encima de las condiciones fisiolégicas de crecimiento (42°C) [76,85].

En D. melanogaster se realizé un ensayo donde se estresaron con temperaturas bajas
hasta inducir un coma, lo que result6 en la expresion de varios miembros de la familia Hsps,
dentro de ellos Hsp40 [115], dichos resultados coinciden con aquellos obtenidos en esta
investigacion, donde se evidencio sobreexpresion en condiciones de estrés a 4 °C para los
dos homdlogos de Hsp40 (DnaJ-1 y DnaJ-5). En el mismo organismo, se efectué una
investigacion donde se encontrdé que DnaJ-1 esté infrarregulado en eventos de infecciéon
parasitaria con Spiroplasma poulsonii [149]. Por otra parte, en una investigacion donde el
objetivo fue analizar el ADNc de DnaJ-5 revel6 una mayor expresion génica en huevos de
B. mori a los cudles se les indujo una diapausa (estado fisiol6gico de inactividad), que
coincidian con los datos de expresion génica de Hsp70 [85].

4.4. Hsps y evolucion

La familia de chaperonas Hsp son una familia de proteinas altamente conservada, incluso
con procesos complejos de evolucion y especiacion. Estas proteinas mantienen su
funcionalidad intacta incluso tras mutaciones aleatorias, siguen cumpliendo una funcion
similar dentro de las diferentes ramificaciones [65,75]. Al analizar organismos de la familia
Lepiddptera, se puede homologar la funcion de dichas proteinas en los demas 6rdenes de
insectos, asi marcando una linea de tendencia del comportamiento de adaptacion mediante

mecanismos genéticos. [150]

Las Hsps son proteinas que estan presentes en todos los organismos y que desempefian
un papel crucial en la respuesta celular al estrés térmico. Las Hsps se activan cuando la
temperatura corporal tiende a ser extrema, y suponen situaciones estresantes como
infecciones, lesiones, radiacion y otros tipos de estrés ambiental [151]. La evolucién de las
Hsps ha sido importante para la supervivencia de los organismos. Se ha demostrado que
las Hsps han evolucionado para proteger las células y los organismos ante situaciones

estresantes, lo que les permite sobrevivir y adaptarse a cambios ambientales. Por ejemplo,
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algunas especies de peces y anfibios que viven en ambientes con temperaturas extremas
han desarrollado Hsps especificas que les permiten adaptarse a estas condiciones

adversas [152].

Se ha demostrado que las Hsps también juegan un papel importante en la evolucién de los
seres vivos. Algunos estudios han sugerido que las Hsps han evolucionado para proteger
las células de los dafos causados por la mutacion y la recombinacién génica, lo que les
permite adaptarse a huevos ambientes y sobrevivir. Las Hsps poseen un mecanismo para
enmascarar mutaciones, cuando se sintetiza una proteina no funcional debido a una
mutacién por cambios en aminoacidos, las Hsps pueden brindar funcionalidad a esta
proteina gracias a un plegamiento correcto [150]. Esto provoca un almacenamiento de
mutaciones que no llegan a derivar en un fenotipo alterado. Sin embargo, cuando el
organismo estd sometido a condiciones de estrés, la funcion de las Hsps cambia y ya no
se encargan de manera primaria a dar estructura tridimensional a proteinas sintetizadas de
novo, sino que, ahora se encargan de volver a plegar proteinas que han sufrido dafios a
consecuencia del estrés térmico [115]. El cambio de prioridad de accién de las Hsps puede
ocasionar la expresion fenotipica de mutaciones, asi se demostrd en algunos estudios en
Drosophila melanogaster, donde las moscas que fueron criadas en condiciones de estrés
térmico presentaron alteracion en su conformaciéon morfolégica, ademas que estas

mutaciones prevalecian transgeneracionalmente [153-155].

4.5. Hsp90 en la medicina

Hsp90 esta implicado en procesos de sefializacion de células cancerigenas, estos estudios
indican que estas chaperonas mantienen la homeostasis en ambientes de células
cancerigenas. Varias proteinas oncogénicas responsables de la transformacién de células
a su forma cancerosa son clientes de la proteina Hsp90. El poner como objetivo a Hsp90
con inhibidores quimicos deberia degradar las proteinas oncogénicas, y entonces servir
como un agente anticancerigeno Gtil [156]. Por otro lado, también se ha planteado que un
desbalance entre la chaperona Hsp90 y sus co-chaperonas, podria ser responsable del
plegamiento irregular de proteinas en neuronas, por lo que se plantea que en
enfermedades como Alzheimer, Parkinson, Huntington y adenopatias, el atacar a los
factores que desbalancean la funcién de Hsp90 podrian ser terapias prometedoras
[157,158] .
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4.6. Investigaciones futuras

Las proteinas chaperonas DnaK (Hsp70), DnaJ (Hsp40), y GrpE (Hsp24) conforman un
complejo que interactia con los péptidos alfa-hélice (en proteinas representan las
estructuras secundarias mas frecuentes) conformando una parte importante en procesos
de plegamiento de proteinas adicionalmente a la renaturalizacion proteica tras los efectos
del estrés. No existen estudios donde se haya probado Hsp24 ante el estrés térmico, por
lo que, enfocar los futuros estudios en GrpE, para conocer el comportamiento de su
expresion génica como mecanismo de adaptacion a condiciones de estrés, es de suma
importancia para conocer el funcionamiento de la totalidad del complejo de chaperonas en
H. e. lativitta [159].
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CONCLUSIONES

La termotolerancia y la presencia de Hsp forman un papel fundamental en la supervivencia
de los insectos. En el caso de H. e. lativitta se observé que los objetos de estudio generaron
mayor cantidad de Hsps90 en condiciones de temperaturas bajas mientras que en
condiciones de calor se generan mayoritariamente DnaJ-1 y DnaJ-5, lo que nos permite
decir que estos insectos podrian adaptarse a cambios bruscos de temperatura en especial

las hembras pues han presentado mayor expresion de los diferentes genes en tagmas.

La investigacién de la expresion génica de Hsp40 y Hsp90 en mariposas tiene una
importancia ecoldgica significativa ya que estas proteinas estan involucradas en la
respuesta al estrés térmico, que es un factor clave para la supervivencia y distribucion de
las especies en un mundo en constante cambio climatico. La capacidad de las mariposas
para regular su respuesta al estrés térmico y mantener la integridad de sus proteinas es
fundamental para su supervivencia y éxito reproductivo. La investigacion de la expresion
génica de Hsp40 y Hsp90 en mariposas puede proporcionar informacion importante sobre
la adaptacion y plasticidad térmica de estas especies, lo que es esencial para predecir y

comprender cémo las mariposas pueden responder a los cambios climaticos a largo plazo.

En conclusion, la investigacion de la expresion génica de Hsp40 y Hsp90 en respuesta al
estrés térmico en H. e. lativitta ha proporcionado informacién valiosa sobre la capacidad de
estas mariposas para regular su respuesta al estrés térmico y mantener la integridad de
sus proteinas. Los resultados indican que la expresibn de ambos genes aumenta en
respuesta al estrés térmico, lo que sugiere que son proteinas clave en la respuesta de las
mariposas al estrés. Ademas, se encontré que la expresion de Hsp90 fue mas sensible al
aumento de temperatura en comparacion con Hsp40, lo que indica que puede jugar un
papel mas importante en la proteccion de las células y la supervivencia en condiciones de
estrés térmico extremo, como las oleadas de calor que son cada vez mas frecuentes. Por
otro lado, los valores de EGA superiores de Hsp40 en condiciones de temperatura baja
podria ser un factor evolutivo para la adaptacion a ambientes de Amazonia alta y pie de

paramo, que son parte del habitad de H. e. lativitta.

Estos hallazgos son importantes porque proporcionan informacion sobre la capacidad de
las mariposas para adaptarse a los cambios ambientales, especialmente en el contexto del
cambio climatico. El conocimiento de coémo las mariposas regulan su respuesta al estrés

térmico puede ser utilizado para desarrollar estrategias de conservacion efectivas para
44



estas especies y ayudar a predecir como responderan a los cambios ambientales en el
futuro. Ademas, esta investigacién también tiene implicaciones mas amplias en la
comprension de los mecanismos de respuesta al estrés térmico en otros organismos y

puede ayudar a informar la investigacion sobre la adaptacion y la plasticidad térmica en
una amplia gama de especies.
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RECOMENDACIONES

Sin duda resulta recomendable realizar estudios y ensayos con otras especies de insectos
con objetivo de estudiar diferentes proteinas térmicas que pueden encontrarse en ellos.
Asimismo, se podrian establecer estudios que determinen la supervivencia de la especie
luego de someterles a condiciones extremas de temperatura. Con base en los hallazgos
de la investigacion de la expresiéon génica de Hsp40 y Hsp90 en respuesta al estrés térmico
en H. e. lativitta, se pueden hacer algunas recomendaciones para investigaciones futuras.
En primer lugar, seria beneficioso investigar como la expresion de estos genes varia en
diferentes etapas del desarrollo de las mariposas, ya que esto podria proporcionar
informacion sobre cémo se desarrolla la capacidad de las mariposas para responder al
estrés térmico. Ademas, seria importante estudiar cémo la expresion de estos genes varia
en diferentes poblaciones de mariposas, especialmente aquellas que se encuentran en

ambientes con diferentes temperaturas.

Otra recomendacion es investigar como otros factores ambientales, ademéas de la
temperatura, afectan la expresién de Hsp40 y Hsp90 en H. e. lativitta. Por ejemplo, se
podria investigar como la exposicién a la luz solar intensa, la falta de agua y la presencia
de otros estresores ambientales afectan la expresién de estos genes. Esto podria
proporcionar informacion valiosa sobre cémo las mariposas integran mdltiples factores

ambientales en su respuesta al estrés.

Por ultimo, seria beneficioso investigar como la expresion de estos genes afecta la
capacidad de las mariposas para tolerar y adaptarse a condiciones de estrés térmico a
largo plazo. Para ello, se podrian realizar estudios de seguimiento de la sobrevivencia y
reproduccion de las mariposas expuestas a diferentes temperaturas, asi como estudios de
su capacidad para migrar a ambientes mas adecuados en respuesta al cambio climatico.
En general, estas recomendaciones podrian ayudar a mejorar la comprension de los
mecanismos de respuesta al estrés térmico en H. e. lativitta y otras especies similares, y
tener implicaciones importantes en la conservacion de las especies y la adaptacion al

cambio climético.
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ANEXOS

Cuantificacion de concentraciones de ARN

Anexo A. Tabla de concentraciones de ARN total extraido
Muestra ID Tagma Tratamiento Sexo Con (ng/ul)  A260/280 A260/230
1 01.H Cabeza Frio Hembra 273.7 2.04 1.8
2 01.T Térax Frio Hembra 338.7 2.14 1.78
3 01.A Abdomen Frio Hembra 256.9 2.04 1.82
4 02.H Cabeza Frio Hembra 323.1 2.03 1.76
5 02.T Térax Frio Hembra 506.5 221 1.77
6 02.A Abdomen Frio Hembra 209 1.22 1.45
7 03.H Cabeza Frio Hembra 534.9 2.01 1.66
8 03.T Térax Frio Hembra 101.1 212 1.83
9 03.A Abdomen Frio Hembra 167.8 1.78 1.82
10 04.H Cabeza Control Hembra 37.3 1.93 1.17
11 04.T Térax Control Hembra 161.9 2.17 2.02
12 04.A Abdomen Control Hembra 313 1.99 1.64
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 Abdomen Control Hembra 419.5 2.15 1.81
16 06.H Cabeza Control Hembra 81.7 1.95 0.87
17 06.T Térax Control Hembra 221 1.92 1.88
18 06.A Abdomen Control Hembra 146.6 1.92 1.87
19 08.H Cabeza Frio Macho 252.8 1.92 2.1
20 08.T Torax Frio Macho 190.6 2.19 1.98
21 08.A Abdomen Frio Macho 93.3 2.08 1.55
22 09.H Cabeza Frio Macho 412.5 2.09 1.76
23 09.T Torax Frio Macho 325.6 2.21 2.24
24 09.A Abdomen Frio Macho 366.2 211 2.17
25 10.H Cabeza Frio Macho 84.9 1.97 1.72
26 10.T Torax Frio Macho 85.6 2.06 1.87

N
~

10.A Abdomen Frio Macho 122.6 1.98 1.78




Muestra ID Tagma  Tratamiento Sexo Con (ng/ul) A260/280  A260/230
28 12.H Cabeza Control Macho 306.1 2.08 1.99
29 12.T Térax Control Macho 689.1 221 1.91
30 12.A Abdomen Control Macho 142.6 1.59 1.61
31 13.H Cabeza Control Macho 518.9 211 1.88
32 13.T Térax Control Macho 476.9 2.25 1.97
33 13.A Abdomen Control Macho 251 2.13 1.65
34 14 H Cabeza Control Macho 510.5 2.03 2.08
35 14.T Térax Control Macho 335.1 2.24 1.85
36 14.A Abdomen Control Macho 743.4 2.19 2.01
37 17.H Cabeza Calor Hembra 437.4 2.13 1.89
38 17.T Térax Calor Hembra 240.7 2.23 2.06
39 17.A Abdomen Calor Hembra 235.2 212 221
40 18.H Cabeza Calor Hembra 263.2 2.09 1.72
41 18.T Torax Calor Hembra 254.8 221 1.88
42 18.A Abdomen Calor Hembra 506.1 2.05 2.22
43 19.H Cabeza Calor Hembra 104 2.2 1.19
44 19.T Térax Calor Hembra 67.6 2.18 1.88
45 19.A Abdomen Calor Hembra 371.9 2.19 1.69
46 23.H Cabeza Calor Macho 143.1 2.19 2.28
47 23.T Térax Calor Macho 145.4 2.23 1.87
48 23.A Abdomen Calor Macho 120.5 2.18 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 Abdomen Calor Macho 1003.8 2.15 2.26
52 25.H Cabeza Calor Macho 253.6 2.15 1.96
53 25.T Térax Calor Macho 517.4 2.24 1.83
54 25.A Abdomen Calor Macho 678.9 2.16 1.73

Realizado por: Ojeda, Angel, 2023.



Geles de electroforesis

Estandarizacién de temperaturas de annealing de primers
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Ejemplo de estandarizacion de perfil térmico, primer Hsp90 F1-R1.
Electroforesis con gel de agarosa de 2%. ADNc de H. e. lativitta. Tamafio de

amplicon esperado: 112 pb. Temperatura de annealing experimental obtenida:
58 °C.

Elaborado por: Ojeda, Angel. 2023.



Validacion de primers para PCR en tiempo real

Curvas de melting de primers

Amplification Melt Curve Melt Peak
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Anexo C. Curvas de PCR en tiempo real para validacién de los primers: 1. GAPDH, 2.

DnaJ-1, 3. DnaJ-5y 4. Hsp90. Elaborado con diluciones seriadas de ADNg de
H. e. lativitta (degradado verde), control negativo (negro). lzquierda: Curva de
amplificacion. Centro: Curva de melting. Derecha: Pico de melting.

Elaborado por: Ojeda, Angel. 2023. CFX Maestro.



Analisis de normalidad el gen de referencia
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Anexo D. Gréfico Q-Q de normalidad de para los valores C: del gen de referencia GAPDH.

Elaborado por: Ojeda, Angel. 2023. R Project.



Cuantificacion génica absoluta
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Anexo E. Expresion génica relativa (EGA) del gen de referencia GAPDH con los factores

tagma, sexo y tratamiento.
Elaborado por: Ojeda, Angel. 2023. R Project.




Andlisis de normalidad de la expresion génica relativa

Tratamiento: Calor (40 °C) Tratamiento: Control (25 °C) Tratamiento: Frio (5 °C)
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Anexo F. Gréfico Q-Q de normalidad de para el EGR de los genes de interés DnaJ-1,

DnaJ-5y Hsp90.
Elaborado por: Ojeda, Angel. 2023. R Project.
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