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Resumen
Andiperla (Familia: Gripopterygidae) es un género de plecopteros patagdnicos que pasan
toda su ciclo de vida en los glaciares patagdnicos: las larvas viven en agua helada, a una

temperatura cercana a los 0°C y los adultos caminan sobre el hielo.

En este trabajo se analiza la respuesta genética de larvas de Andiperla en el Maximo
Térmico Critico (MTC). EI MTC es la temperatura a la cual los organismos pierden la coordinacion
de sus movimientos. Este valor se determiné con ensayos de aumento progresivo de la
temperatura del agua hasta que las larvas alcanzaron su MTC (alrededor de 22° C). De los
individuos en el MTC se extrajo ARN y se procedié a analizar la expresion génica diferencial
(DEG, del inglés Differentially Expressed Gen(s)) a partir de datos de RNAseq respecto a un

control, obtenido de un pool de larvas en su condicién natural de 4°C.

Las proteinas de shock térmico, heat shock protein (Hsp) y cold shock protein (Csp) son
encargadas de proteger a la célula en el estrés térmico. Como el MTC implica un estrés térmico,
en primer lugar identificamos las HSP y CSP codificadas en un transcriptoma de Andiperia
morenensis (11 Hsp y 2 Csp). Los experimentos de DEG en el MTC permitieron identificar
transcriptos que se expresan al alza (Hsp 83, Hsp 60 A, Hsp 70 cognate 5 y Hsp 68) y a la baja
(Hsp 75 mitocondrial (TRAP1), Hsp 70-4L, Csp E1 (CSDE1) y Csp CG9705). Eso indica que
algunos genes de shock térmico se activan con el incremento de la temperatura mientras que
otros, en particular las Csp, ya se encuentran expresados en los organismos en su ambiente

natural.

Por otro lado, se analizé la expresion diferencial de genes involucrados en otras
respuestas metabdlicas. Se encontré que en el MTC se activa la transcripcion de genes de
procesos degradativos de la JH lll: JH esterasa y JH epdxido hidrolasa |, y la del neuropeptido F
corto (sNPF), un inhibidor de la biosintesis de JH lll y de la farnesol deshidrogenasa, relacionada
con la biosintesis de JH lll. Sin embargo, el gen codificante de la enzima clave en la biosintesis,
la epoxidasa de metil farnesoato, se encuentra expresado a la baja. Esto sugiere que Andiperla

disminuiria la biosintesis de JH Il al alcanzar su MTC.
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Glosario y abreviaturas

3-UTR: (3-Untranslated Region), regién no traducida del extremo 3’ del ARNm.

aa: Aminoacidos.
AaSDR-1: Sinénimo de farnesol deshidrogenasa.
ADN: Acido desoxirribonucleico.

Andiperla: Hace referencia al género que actualmente abarca dos especies Andiperla

morenensis y Andiperla willinki.
Apterismo: Pérdida de las alas.
ARN: Acido Ribonucleico.

BD: Base de Datos.

BLAST: (Basic Local Alignment Search Tool), algoritmos utilizados para comparar secuencias
bioldgicas, como secuencias de nucledtidos o proteinas, con secuencias existentes en grandes

bases de datos.
Braquipterismo: Reduccién de las alas.
CA: Corpora allata, glandulas que forman parte del sistema neuroendocrino de los insectos.

Canalizacién: Tendencia de un organismo a producir un fenotipo “normal” a pesar de las

variaciones genéticas, también se lo menciona como robustez del desarrollo.
CC: Corpora cardiaca, glandulas enddécrinas que se conectan y trabajan con la corpora allata.

Cladograma: Diagrama ramificado que agrupa taxones segun su parecido, como por ejemplo,

segun secuencias de aminoacidos o nucleétidos.

Crioconitas: Pozones de agua que se forman en los glaciares producto de la deposicion de

sedimentos y restos organicos.
CSDE1: Cold shock domain-containing protein E1 {EC0O:0000305}.
Csp CG9705: Cold shock domain-containing protein CG9705.

CYP15A1: Sin6nimo de MFE.
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DEG: (Differentialy Expressed Gen’s), Genes Diferencialmente Expresados. Se comparan los

niveles de expresion de los transcriptos ante dos o mas condiciones.

Duplicaciones en tandem: copia de una secuencia de ADN que se encuentra préxima o cercana

a la original.

EdgeR: (Empirical analysis of Digital Gene Expression in R), Software utilizado para realizar la
DEG.

Farnesol deshidrogenasa: Enzima participe de la biosintesis de la JH.
Gen ID: Marcador del gen usado para identificar las secuencias ensambladas.

GO: (Gene Ontology), refiérase a una jerarquia sistematica de las funciones de genes segun su

secuencia y/o dominios.

Heatmap: Representacion esquematica, por medio de colores, de transcriptos o proteinas

expresadas diferencialmente.

Hsp 60 A: Heat shock protein 60 A.

Hsp 68: Heat shock protein 68.

Hsp 70 cognate 5: Heat shock 70 kDa protein cognate 5.

Hsp 70-4L: Heat shock 70 kDa protein.

Hsp 75 mitocondrial: Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial.
Hsp 83: Heat shock protein 83.

INAs: (/ce nucleating agents), agentes nucleadores de hielo, moléculas que facilitan la formacién

de hielo a temperaturas mas altas que la normal.
input: Datos de entrada para el analisis bioinformatico.
Isoforma: Transcriptos que difieren en longitud y secuencia, producto del empalme alternativo.

JH: (Juvenile hormone), Hormona juvenil. Permite mantener las formas juveniles de los insectos,

evitando el avance a la adultez.
JHE: JH esterasa, enzima degradativa de la JH.

JHEH: JH epdxido hidroxilasa, enzima degradativa de la JH.
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MFE: (Methyl farnesoato epoxidase), la epoxidasa de metil farnesoato es una enzima clave en

la ultima reaccion biosintética de la JH llI.

MSA: (Multiple Sequence Alignment). Alineamiento de secuencias multiples, métodos

bioinformaticos que se utilizan para comparar varias secuencias de aminoacidos o nucleétidos.

MTC: Maximo Térmico Critico, también es conocido como CTmax. Es la temperatura maxima en

la cual un insecto pierde la coordinacién de sus movimientos.
MVAP: Via del mevalonato, primera rama de la biosintesis de la JH.

NCBI: (National Center for Biotechnology Information), Base de datos con amplia informacion

sobre genes, proteinas y softwares bioinformaticos.
nt: nucledtidos

OREF finder: Buscador de open reading frame o “marcos de lectura abiertos”, permite reconocer

secuencias codificantes a partir de reads largos.

Ortélogos: Mismo gen pero en diferentes especies.

output: Resultados o datos obtenidos de un software bioinformatico.

Paralogos: Genes producidos por duplicacién génica.

Plecépteros: Insectos del Orden Plecoptera, donde se incluye el género Andiperla.

Proteinas de shock térmico: Proteinas que muestran una expresién diferencial ante el estés

por temperatura.

QuickGO: Buscador de términos GO.

RBPs: (RNA binding proteins), son proteinas de union a ARN.

reads: Fragmentos de ADN o ARN que se obtienen producto de la secuenciacion.
RNA-seq: Secuenciaciéon de ARN.

ROS: (Reactive oxygen species), especies reactivas de oxigeno.

SCP: (Supercooling point), punto de superenfriamiento, se refiere a la disminucion de la

temperatura de congelacion.

sNPF: (Short neuropeptide F), inhibidor de la biosintesis de la JH.
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Transcripto: Secuencia de ARN sintetizado a partir de una plantilla de ADN por el proceso de

transcripcion.

Transcriptoma: Conjunto completo de todas las secuencias de ARN obtenidas por un método

informatico de ensamblaje utilizando datos de RNA-seq.
TRAP1: Sinénimo de Hsp 75 mitocondrial.

UPR: (Unfolded protein response) respuesta a proteinas mal plegadas.
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Introduccion
Glaciares y su diversidad ambiental

Un glaciar es un cuerpo permanente de hielo y nieve, que se ha formado por la
acumulacion, compactacion y recristalizaciéon de la nieve acumulada en el invierno y que no logra
derretirse en el verano siguiente (Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable). Los glaciares
cubren alrededor del 10% de la superficie terrestre, pero retroceden rapidamente y muchos
desapareceran en pocas décadas (Cauvy-Fraunié & Dangles, 2019). En Argentina se ha
realizado un inventario exhaustivo de glaciares, habiéndose inventariado al afio 2017 un total de
15.482 glaciares representando 5.743 km? (Zalazar et al., 2017) . Dentro de estos, la region
Patagonia Sur tiene el 59,6% de la superficie con hielo del pais y el 15.6% del total de glaciares.
Dentro de esta zona se encuentran los glaciares de mayor superficie del pais: Upsala (786 km?),
Viedma (737 km?) y Perito Moreno (244 km?).

En la superficie de los glaciares abundan los agujeros de crioconita que se forman a partir
de una matriz de particulas minerales y material biolégico depositada por el viento y el agua de
deshielo, muy probablemente de origen local (Porazinska et al., 2004). La estructura de los
agujeros de crioconita asegura que los organismos que los habitan tengan acceso a agua liquida
durante toda la temporada de ablacion (Fountain & Walder, 1998; Hodson et al., 2008) y asegura
una densidad relativamente alta de diferentes formas de vida en comparacion con otras formas
de habitats supraglaciales (Edwards et al., 2011). Las crioconitas, a pesar de su pequefo
tamafno, podrian ser focos de biodiversidad para los invertebrados que habitan los ecosistemas
glaciares (Dastych, 2004; De Smet & Van Rompu, 1994; Mueller, 2001, n.d.; Porazinska et al.,
2004). Actualmente, los agujeros de crioconita se consideran microecosistemas extremos, en los
que la produccién primaria podria ser similar a la del suelo, y microorganismos como bacterias,
ciliados o algas habitan estos entornos (Anesio et al., 2009; Cameron et al., 2012; Hodson et al.,
2008; Mieczan et al., 2013; Mueller, 2001, n.d.; Tranter et al., 2004; Vincent et al., 2000).
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Figura 1. Las crioconitas del glaciar Perito
Moreno. En la corriente de agua sobre el glaciar
se observan los depdsitos de detritos en los que
se encuentran las larvas de Andiperla. Los
adultos suelen encontrarse en las inmediaciones
de la corriente de agua. En estos depdsitos, que
permanecen fluidos durante el invierno, es donde
viven la mayor parte del ciclo de vida. Asimismo,
se han encontrado exuvias que indican que las
mudas ocurren en el mismo lugar hasta el estadio
adulto. Fotos tomadas durante la expedicion
2018.

o
e .
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Es en esos detritos de los pozones (Figura 1) donde se han encontrado larvas de
Andiperia, junto con larvas de un quirondmido desconocido y al menos un colémbolo. Estos son
hasta el momento los Unicos animales de vida permanente en el glaciar. Estudios preliminares
indicarian que los quironémidos y los colémbolos constituirian parte de la dieta de las larvas de

Andiperla (Grimolizzi, Pérez, Rivera & Pessacq, resultados no publicados).

Artropodos y respuestas a bajas temperaturas

Dentro de las especies extremdfilas, aquellas que presentan adaptaciones a ambientes
frios son denominadas psicroéfilas. Al respecto, se han descrito algunos insectos que pueden
desarrollarse a bajas temperaturas e incluso estar asociados a matrices de hielo donde

completan todos los estados de su ciclo vital (Kohshima et al., 2002).

La temperatura es uno de los factores abiéticos mas importantes para la actividad y
distribucion geografica de los organismos. Afecta procesos bioldgicos en todos los niveles de
organizacion: interacciones moleculares y cinética bioquimica (Somero, 1995), morfologia
(Arrighi et al., 2013), comportamiento, ecologia (Huey & Berrigan, 2001), distribucién (Bale et al.,

2002) y evolucion (Rolandi, 2016). Las bajas temperaturas determinan la historia de la vida de
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los animales ectotérmicos, como los insectos (Doucet et al., 2009). Los insectos sobreviven a la
baja temperatura adoptando una de dos estrategias (Tabla 1): tolerancia a la congelacion o

evitacion de la congelacion (Bale et al., 2002).

Evitacion de la congelaciéon Tolerancia a la congelacion

@ Alta capacidad para el & Poca capacidad para el
sobreenfriamiento. sobreenfriamiento.

# La temperatura de sobreenfriamiento # La temperatura de sobreenfriamiento
suele ser menor que la temperatura es mayor que la temperatura letal.
letal.

@ Ausencia o enmascaramiento de @ Nucleadores de hielo presentes y
nucleadores de hielo. activos.

# Los polioles tienen funcion # Los polioles tienen funcidon de
anticongelante. crioproteccion.

# Las proteinas de histéresis térmica # Las proteinas de histéresis térmica
permiten estabilizar el punto de cumplen funcién anticongelante.
sobreenfriamiento.

@ |La formacion de hielo es letal @ Sobreviven al a formacién de hielo

extracelular.

Tabla 1. Tabla comparativa de las estrategias adaptativas al frio en Artrépodos (Tomado y

traducido de Block, 1990).

Para evitar la congelacién, los organismos utilizan mecanismos de comportamiento,
fisiolégicos y bioquimicos: la seleccidon de un lugar de hibernacién seco o tener una barrera fisica,
como una cuticula recubierta de cera, que proporcione proteccion contra el hielo externo (Duman,
2001). Los insectos que evitan la congelacion no pueden tolerar la formacién de hielo en sus
fluidos corporales. Por ello necesitan implementar estrategias para reducir la temperatura a la
que se congelan. El agua necesita agentes nucleadores de hielo (INAs) para solidificarse. En el
sobreenfriamiento el agua se enfria por debajo de su punto de congelacion sin pasar a estado
solido debido a la falta de una fuente de nucleacion. (Angell, 1982). En la fase inicial del
endurecimiento estacional por el frio, los INAs, como las particulas de comida, las particulas de
polvo y las bacterias del intestino o de los compartimentos intracelulares, tienen que ser
eliminados o inactivados. Ademas, los insectos acumulan y sintetizan crioprotectores como
polioles y azucares, que reducen la temperatura de congelacién del cuerpo (Sheikh et al.,

2017). El segundo mecanismo, la tolerancia a la congelacion, se refiere a la capacidad de
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algunas especies de insectos para sobrevivir cuando se forma hielo en sus tejidos: consiguen
evitar el dafo tisular controlando la extension de la formacion de hielo (Ramigv, 2000; Toxopeus
& Sinclair, 2018). A diferencia de los insectos que evitan la congelacion y que son capaces de
existir en condiciones de frio mediante el sobreenfriamiento, los organismos tolerantes a la
congelacion limitan el sobreenfriamiento e inician la congelacion de sus fluidos corporales a
temperaturas relativamente altas. Fisioldgicamente se consigue mediante la congelacion
inoculativa, la produccién de INAs, compuestos cristaloides o microorganismos (R. E. Lee &
Costanzo, 1998; Toxopeus & Sinclair, 2018). Los insectos tolerantes a la congelacion regulan la
produccion de INAs, lo que les permite controlar la formacion de cristales de hielo dentro de sus
cuerpos (R. E. Lee & Costanzo, 1998). Las proteinas nucleantes pueden ser producidas por el
insecto 0 por microorganismos que se han asociado a los tejidos. Una vez iniciada la congelacion,

el hielo se extendera por todo el cuerpo (R. E. Lee & Costanzo, 1998).

Las especies tolerantes a la congelacion suelen tener temperaturas de cristalizacion bajo
cero elevadas (sélo unos pocos grados por debajo de 0°C), y pueden resistir la formacién de
hielo en sus cuerpos. El hielo suele restringirse a los compartimentos extracelulares, y la
concentracién de hielo y la deshidratacion osmaética garantizan que el agua no se congele dentro
de las células (Ramlgv, 2000). Aunque muchos de los componentes bioquimicos que permiten
la tolerancia a la congelaciéon se comparten con la evitacion de la congelacién, sus funciones
fisiolégicas difieren considerablemente entre las estrategias. Entre las especies tolerantes a la
congelacion, la congelacioén se inicia mediante nucleadores de hielo en la hemolinfa o el intestino,
mientras que los polioles y azucares protegen las membranas y las proteinas contra las
transiciones de fase y controlan el tamano de la fraccién de hielo y el volumen celular minimo
resultante de la concentracién de congelacion y la deshidratacion osmoética que acompafian a la
congelacion (Ramlgv, 2000; Zachariassen, 1985) . Las proteinas anticongelantes suelen estar
presentes y actuan como inhibidores de la recristalizacion, impidiendo el crecimiento y la
redistribucion de los cristales de hielo una vez que se han formado (Duman, 2001). La tolerancia
a la congelacion es poco comun en artrépodos y otros invertebrados, y generalmente ocurre en

una sola etapa de vida de una especie (Block, 1990).

En muchos sistemas bioldgicos, y especialmente en los insectos, la norma es evitar la
congelacion por sobreenfriamiento, mas que tolerar una formacién limitada de hielo. Este es el

caso de los artropodos y otros invertebrados que han sido investigados (Semme et al., 1982).

Se describe también una tercera estrategia adaptativa al frio (Figura 2), en la que los

insectos reducen su punto de fusién manteniendo sus fluidos corporales en equilibrio de presion
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de vapor con el hielo circundante (crioproteccion) (Sinclair et al., 2003). Cuando los artropodos
con cuticulas permeables al agua estan rodeados de hielo ambiental, un gradiente de presion de
vapor extrae agua del cuerpo hacia el hielo circundante, permitiendo asi que el punto de fusién
del fluido corporal siga las temperaturas ambientales (Holmstrup et al., 2002). Los requisitos
previos para la deshidratacion crioprotectora son una cuticula permeable, una tolerancia extrema
a la deshidratacion y la capacidad de resistir la congelacion inoculativa. Entre las especies
antarticas, la deshidratacion crioprotectora se ha demostrado en el colémbolo Cryptopygus
antarcticus (Elnitsky, Benoit, et al., 2008; Elnitsky, Hayward, et al., 2008; Worland & Block, 2003)
y el jején Belgica antarctica (Elnitsky, Hayward, et al., 2008).

Algunos autores consideran que la deshidratacién crioprotectora es una tercera estrategia
para pasar el invierno (junto con la tolerancia a la congelacién y la evitacion de la congelacion),
ya que durante la deshidratacion crioprotectora los artrépodos no se congelan ni se sobreenfrian,

ya que su punto de fusion coincide con la temperatura ambiental (Teets & Denlinger, 2014).

ﬁ 1 Estrategias adaptativas alfrio [ 3
Evitacion de la congelacion lﬂ Tolerancia a lacongelacién Deshidratacién crioprotectora
g 13 !
A Nivel Sobreenfriamiento # No hay sobreenfriamiento Cuticulas permeables y
Anatémico/Comportamental pérdida de agua
JINA's # 4 INAs
Los fluidos corporales
# Lugarde hibernacion seco Polioles como # Polioles como tienen un punto de fusién
anticongelantes crioprotectores igual a la °T ambiente
# Cuticula concera
No toleran la formacién de # Formacion de hielo Tolerantes a la
& Activalocomocion hielo en sus fluidos extracelular deshidratacion
¥ Extensiéndel ciclo devida Las mas utilizada en % Deshidratacién celular No hay congelacién ni
insectos sobreenfriamiento
# Reduccién o Pérdida de % Poco comun en
las alas 1 Genes de lamuda artrépodos

# Melanismo

¢ Aumento de
pubescencia

® Reducciéon del tamano

corporal

® Carencia de diapausa

Figura 2. Resumen de las estrategias adaptativas al frio en artropodos.

El acotado rango de temperaturas en el que se desarrollan las especies de Andiperia, 0
a 4°C, no coincide con las estrategias usuales de tolerancia y evitacion al congelamiento, lo que

las hacen, nuevamente, un organismo particularmente atractivo para estudiar.
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En el afio 2000, se publico el borrador del genoma de Drosophila melanogaster (Adams
et al., 2000) y desde entonces ha sido el genoma del insecto de referencia. Debido a su larga
trayectoria en la investigacion genética, Drosophila siempre se ha utilizado como “insecto
modelo”. En cuanto a su utilidad en estudios ambientales, particularmente en lo que respecta a
la tolerancia al frio: es limitada ya que esta especie no es resistente al frio. EI coma por frio ocurre
a 7°C y la lesion por frio y detencion del desarrollo ocurren s6lo 2°C mas arriba, de 9 a 10°C
(Cohet et al.,, 1980; Hosler et al., 2000). A temperaturas inferiores a 5°C se produce una
mortalidad extensa (Czajka & Lee, 1990).

Recientemente, se ha estudiado el efecto de la muda sobre la capacidad de
superenfriamiento, o punto de superenfriamiento (SCP) en Collembola (Worland, 2005; Worland
et al., 2006). Se podria esperar que la muda descienda el SCP, porque en Collembola el intestino
medio y todo su contenido se eliminan durante este proceso (Thibaud, 1968) resultando en la
expulsion de potenciales nucleadores de hielo. Aunque esto todavia es tema de debate, estudios
de microarrays indican de manera similar una correlacién entre SCP bajos y muda. Los genes
que codifican las proteinas de la cuticula estan regulados positivamente en animales con bajo
SCP, lo que se interpreta como indicativo de que una proporcién significativa de la poblacion con

bajo SCP estaba experimentando muda (Pura¢ et al., 2008).

Los artropodos poiquilotermos, se adaptan a ambientes frios de diversas maneras que
incluyen la extension de la actividad locomotora a bajas temperaturas, la mejora de la tasa
metabdlica y el mantenimiento de un equilibrio energético positivo siempre que sea posible. Las
implicaciones ecoldgicas para muchos de estos animales son la extension del ciclo de vida y la

necesidad de que un individuo pase el invierno varias veces (Block, 1990).

La mera supervivencia en un ambiente frio no es suficiente, ya que los insectos tienen
que crecer, desarrollarse a través de varias etapas de la vida y reproducirse durante periodos de
verano, a menudo cortos. Por lo tanto, los efectos de las bajas temperaturas pueden ser nocivos

y perjudiciales para los artrépodos (Block, 1990).

Los efectos de las bajas temperaturas sobre los insectos y otros artrépodos terrestres son
variados. Cuando la temperatura ambiente desciende hacia el extremo frio del rango térmico de
la especie, el metabolismo general individual se reduce y la actividad locomotora se restringe

cada vez mas hasta la aparicién del coma frio cuando cesa todo movimiento (Block, 1990).

En los insectos, las adaptaciones morfologicas al frio incluyen reduccion del tamafo

corporal, melanismo, aumento de la pubescencia y reduccién de las alas (braquipterismo) o
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pérdida (apterismo). Las adaptaciones de comportamiento consisten en evitar condiciones
ambientales extremas mediante la seleccion de habitat, la termorregulacion y los patrones de
actividad, mientras que las adaptaciones ecoldgicas incluyen la extension del ciclo de vida y el
univoltinismo en casos especiales. Las adaptaciones fisiolégicas son la elevacion de la tasa
metabdlica, la resistencia a la desecacion, la tolerancia al frio y el metabolismo anaerébico en

algunas especies (Block, 1990).

La mayoria de las especies polares probablemente utilizan pequefias mejoras en su
movilidad para mejorar significativamente sus actividades de busqueda y alimentaciéon a

temperaturas tan bajas, y asi obtener una ventaja considerable en términos biolégicos.

La elevacion del metabolismo en reposo es necesaria en especies que viven en
ambientes frios para evitar que descienda por debajo del nivel de mantenimiento, sin embargo,
su elevacioén por parte de tales poiquilotermos no ocurre, ya que desviaria energia del crecimiento
y la reproduccion y podria ser selectivamente desventajoso. El consumo de energia para el
metabolismo basal sera similar tanto en especies templadas como polares, en comparacion con
sus temperaturas ambientales normales. Por lo tanto, el desperdicio de energia no surgiria,
siempre que la ingesta de energia y el metabolismo sean similares en sus respectivas
temperaturas de habitat (Block, 1990).

En muchas especies de artrépodos articos se observa una extensiéon de la duracion del
ciclo de vida en muchas especies de artropodos articos. Se encuentran ejemplos extremos de
esto en un quirondmido que vive en charcas de la tundra del norte de Alaska, que tiene un ciclo
de vida de siete afnos (Butler, 1982), y en la polilla del artico, Gynaephora groenlandica, que

requiere hasta 14 anos para completar su ciclo de vida (Kukal & Kevan, 1987).

Junto con ciclos de vida largos, los artropodos articos y antarticos normalmente carecen
de diapausa y, en cambio, dependen de la quietud para soportar periodos desfavorables. Esto
permite a las especies aprovechar las estaciones de crecimiento extremadamente cortas e

impredecibles (Convey, 1996).

Aparte de los prolongados estilos de vida, hay un par de otras caracteristicas notables de
los artrépodos polares. Si bien las especies mas representativas provienen de taxones apteros
(es decir, acaros y colémbolos), de las tres especies de quirondmidos del continente, dos (B.
antarctica y E. murphyi) son secundariamente braquipteros (Convey & Block, 1996). El
braquipterismo es una adaptacién comun en regiones aisladas y azotadas por el viento, y sirve

para evitar la dispersién accidental en ambientes desfavorables y para conservar el calor al
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reducir la relacion superficie-volumen. Dado que los factores estresantes ambientales se
consideran la principal presién selectiva en la Antartida, se cree que existe poca competencia
inter e intraespecifica por los recursos (Hogg et al., 2006). La mayoria de los artrépodos
antarticos son herbivoros y detritivoros generalistas (Davis, 1981) y prosperan con fuentes de

nutrientes esporadicas e inconsistentes. (Teets & Denlinger, 2014).

Las temperaturas extremas también pueden proporcionar una proteccién natural contra
las invasiones de competidores o depredadores (Isaak et al., 2015). Por lo tanto, es probable que
la temperatura dé forma tanto a la evolucion de la fisiologia de los insectos acuaticos como a las

redes locales de interacciones biéticas (Shah et al., 2020).

Para comprender la relacion entre la temperatura y la tolerancia ectotérmica, los enfoques
basados en rasgos (p. €j., medir la tolerancia térmica superior) pueden resultar informativos. Sin
embargo, centrarse en los rasgos fisioldgicos a nivel de todo el organismo puede pasar por alto
otros aspectos clave del potencial de respuesta de una especie, lo que quizas limite las
predicciones de si las especies pueden evolucionar en respuesta a regimenes térmicos
cambiantes (Chown et al., 2010) o tolerarlos in situ a través de la plasticidad. Por lo tanto, existe
la necesidad de conectar rasgos desde el nivel celular al organismo y considerar los hallazgos

de manera integral (Hotaling et al., 2019).
Plecopteros y Andiperla

Los plecopteros son insectos acuaticos, que siguen un modelo generalizado y poseen
distribucion cosmopolita (Zwick, 2000). El orden es monofilético de acuerdo con analisis
filogenéticos morfologicos y moleculares (McCulloch et al., 2016; Zwick, 2000). Las larvas viven
en ambientes l6ticos libres de polucion y unas pocas son terrestres o semiterrestres. Aunque son
frecuentemente herbivoras, pueden alimentarse de otros insectos. Los adultos se alimentan de
polen, liquenes y otros items de reducido tamafio, o no se alimentan en lo absoluto (Tierno de
Figueroa & Fochetti, 2001). En América del Sur, estos aspectos de la biologia de Plecoptera casi
no han sido estudiados, y nuestro conocimiento se restringe a pocos taxones (e.g. Klapopteryx
kuscheli (lllies J. , 1960), Notoperla (Enderlein, 1909), Diamphipnopsis virescentipennis
(Blanchard & Gay, 1851) y algunos aspectos de su biologia alimentaria, ecologia y reproduccion
(Albarifio, 2001; Albarino & Balseiro, 1998; Albarifio & Villanueva, 2006; De Figueroa et al., 2006;
Epele & Miserendino, 2011; Omad et al., 2015).

La lista de especies de plecopteros para la regién neotropical, incluyendo sur de Argentina

y Chile (Pessacq et al., 2019) incluye 596 nombres validos; en nuestro pais se conocen 73
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especies en 36 géneros y seis familias, siendo la mas diversa Gripopterygidae, con 28 géneros
y 31 especies, de las cuales 28 son endémicas de la Patagonia (Pessacq et al., 2019, 2020).
Dentro de la familia Gripopterygidae se encuentra el género Andiperla, descripto en 1956 por J.
Aubert, en base a ejemplares aparentemente coleccionados por Emiliano Huerta en el glaciar
Upsala durante las primeras expediciones del Instituto Nacional del Hielo Patagénico. Durante
décadas, nuestro conocimiento de la unica especie conocida, Andiperla willinki (Aubert, 1956),
se limité a la descripcidn original, inclusién en claves (lllies J. , 1964), listas de especies (Pessacq
& Miserendino, 2008) y revisiones sobre su distribucion (Lanfranco, 1982; Vera, Zuniga-Reinoso,
& Mufioz-Escobar, 2012), sin informacion taxondmica o biolégica. En 2019 se describe a
Andiperla morenensis, sobre la base de material obtenido en el glaciar Perito Moreno entre 2015
y 2018 (Pessacq & Rivera-Pomar, 2019). Asimismo, se documentaron datos de su biologia y
comportamiento desconocidos hasta el momento (Pessacq & Grimmolizzi, resultados no
publicados), que incluyen insectos en la dieta tanto de larvas como de adultos, algo inédito para
Gripopterygidae. La disponibilidad de alimento en los glaciares es baja: restos vegetales (hojas
de Nothofagus) e insectos voladores que caen al glaciar. Andiperla es un insecto criofilico
estenotérmico y sus procesos fisioldgicos ocurren en agua liquida cerca del punto de

congelacion, lo que lo hace un atrayente sistema de estudio.

Las larvas de plecopteros del hemisferio Norte, del suborden Arctoperiaria, viven en
aguas frias mientras que los adultos, que viven fuera del agua, soportan naturalmente durante el
verano temperaturas del aire mayores. Eso es algo esperable también con especies del suborden
Antarctoperlaria, con la excepcion de adultos y larvas de las especies del género Andiperla, que

permanecen en el agua sobre los glaciares o sobre el hielo durante toda su vida.

Hasta la fecha, el género Andiperia tiene dos especies: Andiperla willinki y Andiperla
morenensis (Figura 3) ambas endémicas de los glaciares patagonicos. Se pueden distinguir
facilmente de otros gripopterigidos patagénicos por su tamafo relativamente grande, condicion
aptera, grandes ojos compuestos (cabeza mas ancha que el protorax) y falta de ocelos. A.
morenensis se puede distinguir de A. willinki por el margen posterior del tergo X extendido en un

I6bulo agudo dirigido posteriormente (Tabla 2) (Pessacq & Rivera-Pomar, 2019).
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Andiperla morenensis Andiperla willinki

Dorsal del segmento X con un Iébulo El tergum X posee un lébulo agudo
agudo dirigido posteriormente dirigido ventralmente.
(dorsalmente).

Tabla 2. Comparacién entre especimenes machos de A. morenensis y A. willinki en el
segmento abdominal X (Tomado de Pessacq & Rivera-Pomar, 2019).

Figura 3. Especimen adulto macho de A. morenensis
(Pessacq & Rivera-Pomar, 2019).

Andiperla tiene un rango de tolerancia a la temperatura entre los -0,5 a 17 °C, con un
optimo posible entre 0,2 y 2°C, extrapolado de las temperaturas a las cuales han sido

coleccionadas las larvas (Pessacq & Rivera-Pomar, resultados no publicados).

Por otra parte, no existen antecedentes sobre su fisiologia, pero el hecho de mantener
una actividad metabdlica regular en hielo supone la capacidad de sintetizar enzimas adaptadas
al frio (Siddiqui & Cavicchioli, 2006).
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Durante mucho tiempo se ha supuesto que los insectos acuaticos que viven en habitats
cronicamente frios estan adaptados al frio y, por tanto, no toleran el calentamiento (Giersch et
al., 2017) . Esta suposicion rara vez, o nunca, se ha visto respaldada por mediciones directas
(Hotaling et al., 2020).

Para insectos que viven a bajas temperaturas el mecanismo de supervivencia a mayores
temperaturas es crucial dado el calentamiento global que sufre el planeta Tierra. El trabajo mas
reciente de Hotaling y col. (2020) demuestra que varias especies de plecépteros del hemisferio
norte (géneros Lednia y Zapada, suborden Arctoperla, Familia Nemouridae) tienen la capacidad
de tolerar a corto plazo temperaturas mas altas que las normales en sus habitats y concluyen
que los insectos que viven en regiones elevadas y frias son capaces de sobrellevar aumentos de
temperatura breves sin inconvenientes y que las distribuciones en regiones de ambientes mas

extremos es un mecanismo ventajoso contra competidores y predadores.

Limite de tolerancia a la temperatura: Maximo Térmico Critico

La temperatura del agua es un importante impulsor abiético de los ecosistemas acuaticos.
Influye en muchos aspectos de la existencia de un organismo, incluido su crecimiento,
alimentacion y tasas metabdlicas; apareamiento; fecundidad; comportamiento y, en ultima
instancia, la supervivencia. Todos los organismos tienen un rango de temperatura 6ptimo dentro
del cual sobreviven y pueden prosperar. La determinacién de los limites térmicos superiores
proporciona informacion sobre la sensibilidad relativa de los organismos a las temperaturas
elevadas (H. F. Dallas & Rivers-Moore, 2012).

Las especies ectotérmicas tienden a exhibir respuestas estereotipadas de rendimiento a
la temperatura, donde el rendimiento aumenta desde un umbral de temperatura inferior hasta un
optimo térmico, en el que el rendimiento es mayor, antes de disminuir bruscamente hasta que se
alcanza el umbral superior (Angilletta, 2009). La diferencia entre medidas de tolerancia al calor
(como el limite térmico letal o el maximo térmico critico, MTC, que define la pérdida de
movimiento coordinado) y la temperatura ambiental se denominan en términos generales
"tolerancia al calentamiento" y se han utilizado ampliamente para evaluar la vulnerabilidad de los
insectos (y artrépodos estrechamente relacionados) al cambio climatico global. (Diamond &
Yilmaz, 2018).

El Maximo Térmico Critico (MTC) es la temperatura a la que se alcanza un punto final de
comportamiento no letal predeterminado en el laboratorio después de un aumento experimental

de temperatura. Para los invertebrados acuaticos, este criterio de valoracion suele implicar una
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pérdida de equilibrio o de agarre al sustrato (H. F. Dallas & Rivers-Moore, 2012). Se comprobd
que los maximos térmicos de los taxones de corrientes de gran altura pueden exceder las

temperaturas maximas del agua (Shah et al., 2017).

Los limites térmicos superiores generalmente se determinan experimentalmente dentro
de un ambiente de laboratorio controlado y a menudo se basan en métodos letales dinamicos,
no letales o estaticos (Lutterschmidt & Hutchison, 1997). El método dinamico implica cambiar la
temperatura a un ritmo constante hasta que se alcanza un punto final subletal predefinido, que
se utiliza para estimar la letalidad. Un método dinamico comunmente utilizado es el método
térmico critico (CTM), que se utiliza para determinar un punto final térmico critico, expresado

como maximos térmicos criticos (CTmax o MTC) o minimos térmicos criticos (CTmin).

Ernst et al. (1984) recomendaron que la velocidad de calentamiento debe ser lo
suficientemente lenta como para permitir que la temperatura central del animal de prueba siga
de cerca la temperatura ambiente, y al mismo tiempo lo suficientemente rapida como para que

el estado de aclimatacion del animal no cambie durante el ensayo (Ernst et al., 1984).

El método térmico critico ha demostrado ser un método eficaz para determinar la
tolerancia térmica relativa de los macroinvertebrados acuaticos. Ha facilitado la identificacion de
posibles bioindicadores de alteracion térmica, que son térmicamente sensibles y
experimentalmente adecuados. Los grupos mas sensibles térmicamente son Amphipoda,
Plecoptera, Trichoptera y Ephemeroptera (Figura 4). Por lo tanto, estos taxones deberian
constituir el foco de futuros estudios destinados a identificar bioindicadores de alteracion térmica
(H. F. Dallas & Rivers-Moore, 2012).
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Figura 4. Mediana del MTC para distintos grupos de macroinvertebrados.
(Traducido de H. F. Dallas & Rivers-Moore, 2012).

En el hemisferio norte se han realizado varios estudios relacionados con las tolerancias
térmicas de los insectos acuaticos (Brittain, 1991; Elliot, 1987; Hogg et al., 1995; Huryn, 1996; A.
V. Nebeker & Lemke, 1968; A. V. Nebeker, 1971; A. V Nebeker, 1971; Ward & Stanford, 1982;
Wellborn & Robinson, 1996), mientras que se han realizado menos estudios en el hemisferio sur
(Campbell, 1986; Hotaling et al., 2020; McKie et al., 2004 ), con escasez de estudios en Sudafrica
(H. Dallas, 2008; H. F. Dallas & Ketley, 2011). Los estudios han incluido efectos letales y

subletales, y a partir de cada uno se han generado diferentes criterios de temperatura.

En Plecopteros del hemisferio norte, se observé que las larvas que habitan en sitios mas

frios exhibieron MTC mas bajos en comparacion las de sitios mas calidos (Hotaling et al., 2020).

Un estudio preliminar en Plecopteros de la Patagonia Argentina llevado a cabo en el
CIEMEP (Grimolizzi, Rivera-Pomar y Pessacq, no publicado) muestra que las especies de los
géneros Klapopteryx (Austroperlidae) y Notoperla (Gripopterygidae) tienen un MTC del orden de
25-30°C, mientras que las larvas del género Andiperia (Gripopterygidae) tienen un rango menor
(17-20°C; Tabla 3). Como referencia comparativa, Klapopteryx kuscheli es un plecoptero muy
ubicuo en los cuerpos de agua patagénicos, desde el nivel del mar a mas de 1800 msnm mientras
que el género Nofoperla, si bien posee una amplia distribucion, es mas raro en los muestreos y
tiene preferencia por cuerpos de agua de mayor altitud y menor temperatura, esto se ve reflejado

en un MTC menor de éste ultimo. (P. Pessacq, observaciones no publicadas).
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Primer individuo | Ultimo individuo MTC
en llegar al MTC | en llegar al MTC
Andiperia spp
Exp 2 17.24 22.35 20.28
. Exp1 27.67 31.14 30.35
Klapopteryx Kuscheli
Exp 2 29.9 32 30.74
Exp1 19.86 22.65 21.27
Exp 2 21.41 28.18 25.52
. Exp3 18.14 27.32 24.79
Notoperla magnaspina
Exp4 20.55 27.11 25.34
Exp 35 19.6 28.48 24.64
Exp 6 27.93 29.9 28.84

Tabla 3. Resultados preliminares de maximo térmico critico (MTC). Los valores se expresan en
°C.

Los insectos cuando alcanzan su MTC no son capaces de reorientarse ni enderezarse
por sus propios medios si son puestos con su parte ventral hacia arriba, perdiendo capacidad
motora. Al pasarlos a su temperatura éptima, recobran su capacidad motora normal (Hotaling et
al., 2020).

El panorama biogeografico muestra una mayor vulnerabilidad en los insectos tropicales.
Este patrén parece estar impulsado por especies de latitudes bajas que exhiben amplitudes
estrechas de tolerancia térmica (el rango entre la tolerancia al frio y al calor), lo que las coloca
muy cerca de su Optimo térmico y de su tolerancia al calor en relacion con el medio ambiente
(Hoffmann et al., 2013).

La disminucién de la latitud generalmente se asocia con un aumento de la temperatura
ambiental media y una menor variabilidad de la temperatura y, como consecuencia, se puede
esperar que aumente la tolerancia media al calor mientras que se puede esperar que disminuya

la plasticidad en la tolerancia al calor (Diamond & Yilmaz, 2018).

Las especies de latitudes mas altas son generalmente menos vulnerables al cambio
climatico porque tienen rangos mas amplios de tolerancia térmica y estan mucho mas lejos de

su 6ptimo térmico y de su tolerancia térmica superior (Diamond & Yilmaz, 2018).

En las crioconitas de los glaciares tenemos una situacion parecida a la de las latitudes

bajas en cuanto a rangos estrechos de temperaturas, con la particularidad de ser temperaturas
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frias entre los 0 a 4°C. Por lo que es de esperarse que Andiperla muestre una mayor tolerancia

al frio, y a su vez, una menor adaptacion y tolerancia al calor.

Hay diversas demostraciones de que la aclimatacion puede alterar tanto la resistencia al
calor como la resistencia al frio en una variedad de insectos (Chown & Nicolson, 2008; Chown &
Terblanche, 2006; Denlinger & Lee Jr., 1998; Denlinger & Yocum, 2020). La aclimatacion del
desarrollo que depende de la temperatura a la que se mantuvieron las etapas podria transmitirse
al adulto y, por tanto, quedar fijado en el desarrollo (es decir, canalizado) (Maynard Smith, 1957).
Krebs y Loeschcke (1995) han informado que el ‘condicionamiento’ de las pupas de Drosophila
buzzatii a 38°C causé un arrastre de mayor resistencia en el adulto, presumiblemente debido a
que las heat shock proteins (Hsp) producidas persistieron después de retirarlas del tratamiento

a alta temperatura (Krebs & Loeschcke, 1995).
Proteinas de shock térmico

Las proteinas de choque térmico (Hsp) se expresan en la mayoria de los organismos en
respuesta a una amplia gama de condiciones ambientales estresantes (Feder & Hofmann, 1999)
y se consideran un mecanismo celular protector. Estos genes son una familia de proteinas
altamente conservadas, que actian como chaperonas para estabilizar y plegar proteinas
desnaturalizadas, previniendo la formacion de agregados citotéxicos (Hartl, 1996; Parsell &
Lindquist, 1993a; Semme, 1999). Se comprende bien el papel de las Hsp en la proteccion de los

insectos contra el calor y el estrés por desecacion (Goto et al., 1998; Goto & Kimura, 1998).

Se han identificado numerosas familias de Hsp, cuya denominacion esta relacionada con
su peso molecular en Daltons. Por ejemplo, los miembros de la familia mas estudiados son las
proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70), que comprenden isoformas tanto constitutivas
como inducibles por estrés. Su popularidad en los estudios moleculares se debe en gran medida
a que estos genes estan altamente conservados a nivel molecular y, por lo tanto, son
relativamente faciles de clonar y evaluar en diferentes especies, incluso cuando hay datos

limitados o nulos sobre el genoma disponible para esa especie (Clark & Worland, 2008).

La activacion clasica de los genes HSP70 inducibles es en respuesta a temperaturas
ambientales elevadas y la expresion esta estrechamente regulada por el factor de transcripcion
de choque térmico (HSF1) (Morimoto, 1998). Sin embargo, el calor no es el unico activador, ya
que la anoxia, el hambre y la desecacion también se identifican como inductores (Parsell &
Lindquist, 1993; Salvucci et al., 2000). De hecho, se ha sugerido que las temperaturas de inicio

(Ton) y de induccion maxima (Tmax) de la expresion génica de las Hsp son indicadores utiles de
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la tolerancia térmica (Tomanek & Somero, 1999) y pueden utilizarse para ayudar a definir los
limites de distribucion geografica, como se ha demostrado en el caso de dos especies de de

moscas del género Liriomyza (Huang & Kang, 2007).

Las Hsp se inducen en respuesta al shock de frio en la mayoria de los insectos estudiados
hasta la fecha, aunque el numero de especies en las que existe evidencia experimental
documentada es limitado (B. Chen et al., 2005; Nunamaker et al., 1996; Rinehart et al., 2007;
Rinehart, Hayward, et al., 2006; Rinehart & Denlinger, 2000; Yocum, 2001). La excepcién a esta
regla general parece ser Drosophila, donde los estudios de HSP70 y su gen regulador asociado,
el factor de transcripcién de choque térmico (HSF-1), muestran cambios insignificantes en los
niveles de expresion, ya sea en la resistencia al estrés por frio o en el endurecimiento rapido en
frio (Kelty & Lee, 2001; Muhlig Nielsen et al., 2005). Otros estudios realizados en células S2R+
adaptadas al frio de Drosophila melanogaster indican que el estrés ya sea por altas o bajas

temperaturas, genera una sobreexpresion de las HSP (Bai et al., 2021) .

La produccion constitutiva de HSP70 es una caracteristica conocida de las especies
marinas polares como una supuesta adaptacién a la vida en el frio y los consiguientes problemas

de plegamiento de proteinas a bajas temperaturas (Clark et al., 2008; Place et al., 2004).

El mecanismo celular en el shock por frio lo proporciona el trabajo de Rinehart et al.
(2006). Sus estudios sobre el mosquito antartico no volador Belgica antarctica muestran una
regulacion positiva continua de las Hsp (Hsp70, Hsp90 y smHsp) en las larvas, pero no en las
etapas adultas, y estas ultimas muestran los patrones de activacion clasicos en respuesta a
temperaturas altas y bajas. Se ha sugerido que la razén detras de estas diferencias especificas
de etapa en la expresién génica esta relacionada con la estabilidad térmica de nicho. Las etapas
larvarias duran hasta 2 afios por debajo de las rocas, el suelo y la vegetacion, experimentando
un rango de temperatura de no mas de 4°C. Por el contrario, los adultos viven sélo un par de
semanas en el verano austral y pueden estar expuestos a temperaturas muy fluctuantes entre 0
y 22°C. Por lo tanto, los adultos necesitan proteccion tanto contra las altas como contra las bajas
temperaturas y el mecanismo inducible es claramente la forma mas eficiente desde el punto de
vista energético de lograrlo. Por el contrario, las larvas, con su régimen de temperatura estable
y restringido, se encuentran en una situacion similar a la de los organismos marinos antarticos y
en este caso, la expresidén constitutiva puede verse como una adaptacién comun al ambiente
antartico, con un fuerte requisito para facilitar el plegamiento adecuado de proteinas a bajas
temperaturas (Clark et al., 2008; Place et al., 2004; Rinehart, Robich, et al., 2006).
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Esta claramente demostrado que la expresion de Hsp inducida por la exposicion al estrés
por calor y frio va acompafada de un aumento en la resistencia al calor o al frio extremos (Feder
& Hofmann, 1999; Rinehart, Hayward, et al., 2006; Sejerkilde et al., 2003; Yocum et al., 1991).
Esta relacion esta ahora bien establecida con respecto al estrés por calor, pero se comprende

menos en relacion con el estrés por frio (Sinclair & Roberts, 2005).

Es necesario recordar que miembros de varias familias de Hsp, que difieren en tamano
molecular (Hsp10s, Hsp20s, Hsp60s, Hsp70s, Hsp90s y Hsp100s), pueden expresarse en
diversas células de un insecto. Estas diferentes familias pueden tener diferentes distribuciones
subcelulares, celulares y tisulares. Algunos miembros de estas familias no son inducibles por el
estrés, otras tienen expresion regulada positivamente mientras se encuentran en condiciones de
estrés, mientras que otras solo son inducidas después de la aplicacion de un estrés (Feder, 2010;
Hightower, 1991). Como se indicé anteriormente, la regulacion positiva de Hsp inducida por el
estrés (en insectos, los estudios se han centrado principalmente en Hsp70) se correlaciona con
un aumento en la tolerancia al estrés aplicado. Esto fue demostrado por Welte et al. (1993) con
D. melanogaster, larvas genéticamente modificadas para poseer copias adicionales de los genes
Hsp70. Estas larvas expresaron niveles mas altos de Hsp70 después del estrés por calor y

mostraron una mayor supervivencia a una temperatura letal (Welte et al., 1993).

Lednia, un plecoptero como Andiperla, mostré una expresion diferencial positiva en las
proteinas HSP70B2 y HSP70A1 durante la exposicion a altas temperaturas. Con funciones bien
establecidas como protectores celulares, prevencion de la desnaturalizacion de proteinas, unién
de proteinas aberrantes y muchas otras medidas inducidas por el estrés (King & Macrae, 2015).
La aparicion de la expresion constitutiva de muchas otras HSP en Lednia, asi como la
incapacidad de las larvas para sobrevivir a un recinto helado indicaria que el frio puede seguir
siendo un factor de estrés en plecopteros (Hotaling et al., 2020). Se han observado patrones
similares de expresién constitutiva de Hsp en otras especies tolerantes al frio. Por ejemplo, las
larvas de especies del orden Tricoptera (Ebner et al., 2019), peces polares (Buckley et al., 2004)
y el pasto antartico (Reyes et al, 2003) expresan constitutivamente diversas Hsp,

presumiblemente para acompafiar a proteinas a baja temperatura.

Transcriptomica y Expresion Génica Diferencial

Al momento de la escritura de este manuscrito existen muy pocos estudios sobre la
expresion génica diferencial (DEG, del inglés Differentialy Expressed Gen(s)) en respuesta al

shock térmico en estenotermos obligados, temperaturas que serian templadas y/o éptimas para
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gran parte de los insectos. La mayoria de los estudios de DEG se han realizado en insectos de
climas templados en respuesta a altas temperaturas, quizas por su implicancia en la respuesta
al cambio climatico y al aumento anual de la temperatura (Hotaling et al., 2020; Zhao & Jones,
2012). En otros casos se deben al uso de terapias hipertérmicas para tratar algunos tipos de

canceres (L. Wang et al., 2021).

La secuenciacion de ARN (RNA-Seq) es un abordaje que utiliza la tecnologia de los
métodos de secuenciacion de nueva generacion (NGS, del inglés Next generation sequencing)
para estudiar el transcriptoma, ademas de proveer informacién sobre los niveles de expresion de
los transcriptos analizados (Singh et al., 2012). Algunos de los usos mas comunes de esta técnica
son el estudio de splicing alternativo, la identificacién de nuevos genes y/o variantes, deteccion
de microorganismos, y la DEG (Han et al., 2015). El andlisis de DEG permite estudiar de manera
cuantitativa aquellos genes que tengan niveles de expresion significativamente distintos entre
dos o mas condiciones (McDermaid et al., 2019). Esta comparacion puede estar asignada, por

ejemplo, entre tratamientos de larvas de Andiperla a distintas temperaturas.

El analisis cuantitativo o comparativo de distintos transcriptomas requiere la generacion
de un borrador de genoma o bien una linea de base dada por un transcriptoma normalizado, en
el que estén representados si no todos, la mayor cantidad posible de transcriptos. En este sentido
se encuentra en expansion el numero de insectos cuyo genoma o transcriptoma se conoce y se
ha avanzado en iniciativas para ampliar nuestro conocimiento del tema. El estudio de
transcriptomas, que representan aquellos genes expresados en un determinado momento y
condicion, ha resultado un método muy eficaz para poder analizar genomas de insectos que aun
no han sido completamente secuenciados y reflejan con bastante precisién relaciones
filogenéticas y adaptativas (Behura, 2015; Cannon & Kocot, 2016; Gerstein et al., 2014; Johnson,
2019; Misof et al., 2014).

Analizar la DEG en especies del género Andiperla, ya sea en respuesta al frio como al
aumento de la temperatura, permitira conocer mas acerca de los mecanismos moleculares de

adaptacion de este insecto.
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Hipotesis
Andiperla presenta variacion en los niveles de expresion de las proteinas de shock
térmico (Hsp) cuando alcanza su maximo térmico critico (MTC)

Objetivo General

Examinar de forma cuantitativa y funcional la expresién de transcriptos codificantes de

proteinas de shock térmico en larvas de Andiperla.
Objetivos especificos

e Identificar los transcriptos codificantes de proteinas de shock térmico (Hsp) en el
transcriptoma de Andiperla morenensis.

e Determinar la expresion génica diferencial (DEG) de Hsp en Andiperla cuando alcanza
su MTC.

e Realizar una descripcion de las Hsp que hayan mostrado una expresion diferencial.

Palabras claves: Andiperla, Maximo Térmico Critico, Heat shock proteins, Expresion Génica

Diferencial.
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Materiales y Métodos

Busqueda de transcriptos codificantes de proteinas de shock térmico (Hsp) en el

transcriptoma de referencia

La busqueda de Hsp se realiz6é a partir de un transcriptoma sin normalizar obtenido de
una mezcla representativa de los diversos estadios del desarrollo de Andiperla obtenidas a
temperatura natural u 6ptima de ~ 4°C. Las lecturas se ensamblaron de novo con el software
TRINITY (Grabherr et al., 2011). Este transcriptoma consta de 987.700 transcriptos y 127.498
genes codificantes de proteinas derivados de 65 mil millones de bases secuenciadas (Baricalla

et al., 2022, resultados no publicados).

Para las anotaciones de proteinas se utilizé el software Trinotate que realiza una
busqueda por BLAST contra la base de datos curada Swiss-Prot, detectando homologia de
proteinas con los transcriptos codificantes ensamblados por Trinity, las regiones codificantes de
los transcriptos son predichas a través de TransDecoder (Bryant et al., 2017). Adicionalmente
Trinotate utiliza la HMMER (Grabherr et al., 2011) para la identificaciéon de dominios proteicos.
Finalmente se integran estos datos y se infieren los términos ontoldgicos asociados a las

proteinas identificadas por homologia.

Con nuestro output obtenido en Trinotate se realizé una busqueda por similitud de
nombre, filtrando por “heat shock” en la columna asignada como BLASTX, también se probé con
hacer una busqueda de Cold shock proteins (Csp), proteinas menos estudiadas que la Hsp que
cumplen una funcién similar como chaperonas, con la particularidad que son de pequefno tamafo
y también pueden cumplir la funcién de unién a acidos nucleicos, estas proteinas muestran una
expresion incrementada a bajas temperaturas (Giuliodori et al., 2010). Se seleccionaron Hsp y
Csp (Tabla 5) teniendo en cuenta la cobertura, el porcentaje de identidad con insectos (>60%),
y mejor e-value. Se priorizd cobertura sobre porcentaje de identidad. Con ORF finder
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/), procedimos a buscar el ORF mas largo para cada
transcripto, se verifico la identidad de éstos por BLASTP en Swiss-Prot. De esta manera
obtuvimos las secuencias nucleotidicas y las secuencias aminoacidicas de dichas proteinas, de
las cuales seleccionamos aquellas que tengan un alto porcentaje de identidad con insectos

(>80%) y un porcentaje de cobertura aproximado del 100% (Anexo I).
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Comparacion de secuencias y filogenia

El criterio para la seleccidon y comparacion con proteinas de otras especies se baso en la
filogenia descripta por Misof y colaboradores (2014) en dénde se establecen taxones de insectos
cercanos a Plecopteros, y también en trabajos anteriores realizados en Andiperila (Coletta, 2022
y Ferreyros, 2023) (Tabla 4, especies seleccionadas), en donde se describe una relacién
filogenética mas cercana de Andiperla con Zootermopsis nevadensis, Cryptotermes secundus
(Infraorden: Isoptera; Orden: Blattodea) y con Gryllus bimaculatus (Orden: Orthoptera). La
busqueda de secuencias de aminoacidos se realizé mediante similitud de secuencia en la base
de datos (BD) de UniProt, en caso de no encontrar resultados significativos, se procedi6 a realizar
una busqueda en todas las secuencias de proteinas no redundantes (nr) en NCBI. Para
plecopteros, Orden que no se encuentra anotado en la BD de Uniprot, se realizé la busqueda de
las proteinas en los genomas disponibles en NCBI (Anexo Il) Para realizar la busqueda en los
genomas se utilizé la herramienta Miniprot align de Galaxy (Afgan et al., 2022), obteniendo como
output la secuencia traducida de proteinas de las distintas especies de plecépteros que hayan
hecho match con las Hsp y Csp de Andiperia. Este enfoque es conveniente cuando se dispone
de especies estrechamente relacionadas (H. Li, 2023), como en este caso, especies del Orden

Plecoptera.
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Orden

Especie

Plecoptera

Andiperla morenensis

Nemoura dubitans

Leuctra nigra

Brachyptera risi

Brachyptera putata

Isoperla grammatica

Nemurella pictetii

Protonemura montana

Orthoptera

Schistocerca serialis

Gryllus bimaculatus

Blattodea

Blattella germanica

Diptera

Drosophila melanogaster

Aedes aegypti

Lepidoptera

Bombyx mori

Manduca sexta

Coleoptera

Tribolium castaneum

Isoptera

Zootermopsis nevadensis

Cryptotermes secundus

Hemiptera

Rhodnius prolixus

Nilaparvata lugens

Himenoptera

Apis mellifera

Nasonia vitripennis

Tabla 4. Especies de insectos seleccionados para
reconstruir la filogenia de Andiperla.

Para cada proteina identificada en Andiperla con sus respectivos ortélogos de la lista
(Anexo lll), se realiz6 un alineamiento multiple de secuencias (MSA) del tipo progresivo iterativo

utilizando el algoritmo MUSCLE con el software MEGA 11 v.11.0.13 (Keklik, 2023). Se tuvo en

cuenta que las proteinas tengan una misma longitud aproximada.

Una vez realizados los alineamientos multiples de secuencias (MSA) para cada proteina,

se llevdé a cabo el analisis filogenético correspondiente. Para ello, se empledé el método
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estadistico Neighbor Joining (Keklik, 2023) junto con el método Bootstrap como prueba de

soporte filogenético, utilizando mil réplicas.

Analisis de todas las proteinas en conjunto

Por ultimo, se realizé un MSA de todas las proteinas identificadas, es decir tanto HSP y
CSP en conjunto, utilizando el algoritmo MUSCLE con el software MEGA 11 v.11.0.13 (Keklik,
2023) y se realiz6 un analisis filogenético de Maxima Verosimilitud con el método Bootstrap como

test de filogenia, estableciéndose mil replicas.

Medicion del MTC

La medida del MTC se realizé siguiendo el protocolo de Hotaling et al. (2020), para ello
se emplearon larvas de Andiperla recolectadas en el Glaciar Perito Moreno, Provincia de Santa
Cruz — Argentina. El ensayo fue realizado por los Drs. Pablo Pessacq, Rolando Rivera-Pomar y
la Lic. Luciana Grimolizzi, del Centro de Investigacion Esquel de Montana y Estepa Patagénica
(CIEMEP-CONICET-UNPSJB) en una camara de incubacién programable. Las larvas se
mantuvieron en tanques de plastico que contenian 2 litros de agua original de la zona de captura,
y fueron mantenidas en ayuna durante 15 dias a una temperatura entre 4-5° C y con aireacién
por medio de burbujeadores. Esto con la finalidad de lograr una fisiologia homogénea en las
larvas. A partir de ese momento y partiendo de 5°C comenzaron los incrementos de temperatura
del aire de 5°C cada 15 minutos, registrando la temperatura del agua de manera continua con
data loggers Hobo Pendant modelo Mx220 (Tabla 14). Se registré la movilidad de las larvas de
manera continua usando una camara web sostenida sobre el recipiente del experimento y, cada
15 minutos, se verifico la pérdida de capacidad motora y llegada al MTC moviendo las larvas con
una pinza y registrando el momento en que los insectos pierden la capacidad de darse vuelta y
ponerse “al derecho”. Cuando una larva alcanza su MTC se transfiere a agua helada para

recobrar su motilidad o se preserva en RNAlater (Ambion).
RNA-seq

Se extrajo el ARN de 5 larvas que alcanzaron su MTC y que fueron conservadas en
RNAlater, tanto la preservacion como la extraccion se realizé de forma separada, obteniéndose
5 muestras en total. Para la extraccion del ARN total se utilizdé el reactivo comercial TRIZOL

(Chomczynski & Mackey, 1995) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Se diseccion6 cada larva para exponer los tejidos blandos y luego se homogeneiz6 en

400 microlitros de TRIZOL en un tubo eppendorf de 1,5 ml usando una mano de mortero de
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plastico descartable. El homogenato se centrifugé a maxima velocidad en una microcentrifuga
tipo eppendorf por 5 minutos para remover los trozos de cuticula (que no se disuelve en trizol) y
el sobrenadante se pas6 a un nuevo tubo eppendorf. Se agregaron 60 microlitros de cloroformo,
se agitd en vortex por 10 segundos y se centrifugd a maxima velocidad en una microfuga tipo
eppendorf por 15 minutos a temperatura ambiente. Separadas las fases, se transfirié la fase
acuosa (superior) a un nuevo tubo y se precipitdé el ARN con 0,8 volumenes de isopropanol
incubando a temperatura ambiente por 5 minutos y posteriormente por centrifugacion a maxima
velocidad por 10 minutos. El precipitado (ARN total) se lavdé con etanol al 70% y se seco
brevemente al aire. Este precipitado se disolvid6 en agua libre de RNasas y se midi6d la
concentracién por espectrofotometria. Para asegurar una suficiente profundidad de
secuenciacion se disminuyd la masa de rRNA por degradacién selectiva de rRNA por RNAsa H
usando oligonucleétidos especificos para los rRNA 28S y 18S (Fauver et al., 2019). Luego se
procedié a sintetizar cDNA correspondiente a cantidades equimoleculares de RNA total con
ribosomal con el Maxima cDNA Kit (Thermo Scientific). Las genotecas para secuenciacion se
sintetizaron usando NEBNext® Ultra™ Il DNA Library Prep Kit (New England Biolabs, EEUU).
Las libraries fueron secuenciadas por un equipo lllumina NovaSeq 6000 (Max Planck Institute for

Molecular Genetics, Berlin, Alemania).
Pipeline Bioinformatico

El procesamiento y analisis de datos provenientes de RNA-Seq se efectio mediante las

herramientas disponibles en el servidor de Galaxy (https://usegalaxy.org/) (Afgan et al., 2022).

i. Control de Calidad: FastQC y MultiQC

Los archivos crudos fueron analizados y revisados utilizando FastQC v0.73 (Andrews,
2010), que permite determinar la cantidad y calidad de secuencias existentes, el porcentaje de
contenido CG, secuencias duplicadas, presencia de adaptadores, entre otras funciones. Se
obtuvo un informe para cada una de las 5 muestras. Se utilizé MultiQC v1.11 para crear un unico
informe a partir de los resultados de FastQC de todas las muestras permitiendo asi observar de

forma rapida las tendencias globales y sesgos (Ewels et al., 2016).
ii. Remocion de Adaptadores con Trim Galore!

Con Trim Galore! V0.6.7 se removieron las reads de mala calidad: Q-score de 20, reads
demasiadas cortas (<25 nucleétidos) y potenciales adaptadores utilizados en la secuenciacion

por el equipo NovaSeq 6000 de lllumina (Krueger, 2015).
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iii. Control de Calidad: FastQC y MultiQC

Se volvié a evaluar la calidad de las reads con FastQC v0.73 (Andrews, 2010) y MultiQC
v1.11 (Ewels et al., 2016), el procedimiento fue el mismo que el del primer analisis de calidad,

pero con datos ya procesados en Trim Galore! (Krueger, 2015).
iv.  Cuantificacién de reads: Align reads and estimate abundance

Se realizo la cuantificacion de transcriptos en el MTC y en la temperatura control a partir
de archivos procesados con Trim Galore! utilizando el transcriptoma obtenido a 4° C como
referencia para el mapeo. El control de 4° C se obtuvo a partir del mismo set de datos del cual
se origind el transcriptoma de referencia. Se utilizé la herramienta Align reads and estimate
abundance v2.15.1, esta herramienta se utiliza para estimar la abundancia de transcriptos a partir
de un transcriptoma ensamblado con Trinity (Grabherr et al., 2011), se utilizé el método Salmon
para cuantificar la abundancia de transcriptos a partir de reads obtenidos por RNA-seq, este
método permite corregir el sesgo del contenido de GC de fragmentos, lo que mejora
sustancialmente la precisién de la estimacién de abundancia y la sensibilidad para los posteriores

analisis de expresion diferencial (Patro et al., 2017).
v. Expresiéon Génica Diferencial: EdgeR con genes codificantes de proteinas

A partir de las matrices de transcriptos cuantificados para el MTC y para el control,
obtenidas de Align reads and estimate abundance v2.15.1, se procedié a hacer un filtrado para
genes codificantes de proteinas, de esta manera, pudimos contar con set de datos manejables y
mas faciles de interpretar para nuestro objetivo de interés. Las matrices quedaron resumidas
mediante el marcador del gen (Gen ID) y el numero de reads cuantificados para cada gen
codificante de proteinas que pasaron a ser el input a correr en EdgeR v3.36.0 (Liu et al., 2015;
Robinson Mark et al., 2010).

Los grupos a comparar para la DEG en EdgeR consistieron en Grupo 1 “Temperatura
control (TC)” constituido por datos de RNA-seq provenientes de un pool de larvas a temperatura
de ~ 4 °C y Grupo 2 “Maximo Térmico (MT)” formado por 3 muestras, cada una formada por una
larva que alcanzé su MTC a ~ 22°C. Los valores a comparar fueron MT-TC, es decir, cambios
de expresion al alza o la baja en el MTC respecto al control. Se filtraron todos los transcriptos
con recuentos muy bajos teniendo en cuenta el método del recuento por millon (CPM) que filtra

teniendo en cuenta la diferencia de tamafio de las libraries entre las muestras, se configurd en
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un minimo CPM de 1 para una muestra minima de 1. El valor minimo para el log2 Fold Change
fue de 1, siendo de interés aquellos transcriptos que se expresen como minimo el doble o la
mitad de veces comparado con el control. Se usé como valor umbral, un p-value < 0,01
(Benjamini & Hochberg, 1995), indicando que los genes por debajo de este umbral muestras una
expresion diferencial estadisticamente significativa. Cémo método de normalizacion se escogié
la media recortada de valores M (TMM) sugerida por los autores de EdgeR. El método de
normalizacién permite corregir las diferencias en la profundidad de secuenciacion entre las
muestras, y considera la expresion relativa de genes teniendo en cuenta el ARN total de cada
muestra (Robinson & Oshlack, 2010).

vi. Visualizacién con heatmap2

Los resultados obtenidos en EdgeR se visualizaron con la herramienta heatmap2
(heatmap.2: Enhanced Heat Map. https://cran.r-project.org/web/packages/gplots/) utilizando
como input la tabla de transcriptos cuantificados y normalizados de todas las muestras. Se les
asigno identidad a los mismos utilizando la formula BUSCARV en Excel 2016 y usando como
referencia los nombres asignados por BLASTX en el archivo de Trinotate que contiene el
transcriptoma con sus respectivas anotaciones. Al obtener una cantidad de 6951 genes
expresados diferencialmente se procedié a hacer un filtrado de los mismos para que sea posible
visualizarlos en un heat-map (Batut et al., 2018, 2022; Hiltemann et al., 2023). Para DEG de Hsp
y Csp, genes de interés en este trabajo, se filtrd de la tabla aquellos identificados como tales

dentro del Phylum Insecta segun la anotacion de Trinotate.

Busqueda de transcriptos codificantes de enzimas del metabolismo de la hormona juvenil
(JH)

Se realizé una busqueda de términos GO relacionados al metabolismo de la hormona
juvenil (JH, del inglés juvenile hormone) a través de Ila plataforma QuickGO
(https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/annotations). Luego se procedio a buscar esos términos (tabla
18) en el output de EdgeR que contiene los genes diferencialmente expresados en el MTC
comparado con el control y que se obtuvo en el paso anterior. Se seleccionaron aquellas enzimas

participes tanto de la biosintesis como de la degradacién de la JH.

Los pasos para la visualizacion en heat-map fueron los mismos que para la visualizacion

de las Hsp y Csp.
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Resultados

Identificacion de Hsp y Csp

Transcriptos identificados

En el transcriptoma obtenido en condiciones naturales pudimos encontrar por similitud
de nombres un total de 11 proteinas heat shock (hsp) y 2 proteinas cold shock (csp) (Tabla 5).
De los mismos se procedio a realizar la busqueda de la isoforma mas larga y que contenga el
marco de lectura completo, con los codones de inicio y stop, para ello se utilizé ORF finder

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder). Se conservaron 6 proteinas hsp y las 2 proteinas csp

(Tabla 5, en negrita), dado que de éstas pudimos recuperar la secuencia aminoacidica (Anexo

I) completa y con un porcentaje de identidad mayor al 80% con insectos.
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Transcript_ID

Protein name

% ID

TRINITY_DN1054_c9_g1_i4

Cold shock domain-containing protein CG9705

65,1% Drosophila

TRINITY_DN969_c18_g2_i1

Cold shock domain-containing protein E1
{EC0:0000305}

66,1% Zootermopsis
nevadensis

TRINITY_DN6266_c1_g1_i3

Heat shock 70 kDa protein 12A

54,9% Coptotermes formosanus

TRINITY_DN2192_c0_g5 i

Heat shock protein 70 B2

88,8% Anopheles

TRINITY_DN20453_c0_g1_i28

Heat shock protein 60A

81,5% Drosophila

TRINITY_DN1104_c0_g1_i1

Heat shock protein 83

86,2% Bombyx

TRINITY_DN2192_c0_g6_i1

Heat shock protein 68

77,6% Drosophila

TRINITY_DN1383_c0_g1_i10

Heat shock 70 kDa protein cognate 5

82,1% Drosophila

TRINITY_DN42412_c0_g1_i1

Heat shock 70 kDa protein cognate 4

92,7% Manduca

TRINITY_DN1372_c0_g1_i4

Heat shock 70 kDa protein 4L

63,4% Cryptotermes
secundus

TRINITY_DN142092_c0_g3_i3

Heat shock 70 kDa protein 14

65,8% Zootermopsis
nevadensis

TRINITY_DN3789_c0_g1_i2

Heat shock 70 kDa protein cognate 2

88,1% Zootermopsis
nevadensis

TRINITY_DN12990_c1_g2_i9

Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial

73,31% Cryptotermes
secundus

Tabla 5. Transcriptos anotados con Trinotate e identificados utilizando la BD de Swiss-Prot (En
negrita se indican aquellos que se pudo recuperar la secuencia aminoacidica completa y con

alto valor de ID para insectos).

Comparacion de secuencias y relaciones filogenéticas

Se observa en los analisis individuales de proteinas Hsp y Csp, que Andiperla forma un

grupo monofilético con los demas Plecopteros (Figuras 5, 6, 7, 8, 10, 11 y 12), a excepcion de

Hsp 70-4L, (Figura 9) en dénde se agrupa junto a Plecéptera, Ortoptera (Schistocerca serialis
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cubense y Gryllus bimaculatus), Isoptera (Cryptotermes secundus y Zootermopsis nevadensis),

Hemiptera (Rhodnius prolixus) como un unico gran Clado.

Para Hsp 68 y Hsp 75 mitocondrial pudimos observar una cierta cercania taxonémica de
Andiperla con Brachyptera risi y Brachyptera putata (Figuras 7 y 8, respectivamente) y también
para Hsp 75 mitocondrial y Csp CG9705, una cercania de Andiperla con Isoperla grammatica

(Figuras 8 y 11, respectivamente), todas especies del Orden Plecoptera.

Con respectos a los demas taxones de insectos analizados, pudimos observar una
congruencia filogenética entre los arboles de proteinas con las clasificaciones de especies
actualmente reportados (Cranston & Gullan, 2009; Foottit & Adler, 2009; Misof et al., 2014) salvo
algunas excepciones como ser Hsp 60A, en dénde Schistocerca serialis no se agrupa a Gryllus
bimaculatus, sino con especies del Orden Hemiptera. En Hsp 75 mitocondrial, Zootermopsis
nevadensis se agrupa con Hemiptera. Y, por ultimo, Nilaparvata lugens no se agrupa con
Rhodnius prolixus, ambos pertenecientes al mismo Orden, para las proteinas Hsp 70 cognate 5,
Hsp 83 y CSDE1. Con estos analisis de filogenia realizados, no se pretende establecer tiempos
de divergencia entre las proteinas, ni las relaciones evolutivas que puedan subyacer entre
Andiperla y los demas organismos, sino que se pretende realizar una aproximacion a las
relaciones evolutivas y similitud de secuencia entre las proteinas de Andiperia y las de sus
respectivos ortdlogos, siempre teniendo en cuenta que la filogenia de una proteina aislada no

representa la filogenia del organismo en estudio.
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En el alineamiento de las Hsp y Csp con el genoma de los plecopteros estudiados,

pudimos detectar algunas duplicaciones para Hsp 68, de tal manera que en la Figura 7,

observamos 3 copias para Nemoura dubitans, 4 copias para Leutra nigra y 2 copias para Isoperia
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grammatica. Para N. dubitans 2 de 3 copias son iguales, en L. nigra 2 copias son iguales y se
diferencian de las otras 2 copias que constituyen otro grupo de iguales, por ultimo, en el caso de
I. grammatica, ambas copias son iguales. Podria entonces inferirse una duplicacién sostenida

que da lugar a paralogos de secuencia proteica idéntica.

En el genoma de N. dubitans detectamos que las 3 duplicaciones se encuentran en el
mismo cromosoma (Figura 13). En el caso de L. nigra también observamos que las 4
duplicaciones se encuentran en el mismo cromosoma, (Figura 14). Por ultimo, para /.

grammatica, ambas duplicaciones se encuentran en cromosomas diferentes (Figura 15).

Cabe recalcar que las duplicaciones que se observan en las Figuras 13 y 14 fueron
nombradas segun el orden que se encuentra en su cromosoma, para el caso de /. grammatica

las copias 1y 2, son las que figuran en los cromosomas 6 y 1, respectivamente (Figura 15).

Para N. dubitans las copias 2 y 3 son similares y se encuentran consecutivas en el
cromosoma 1 (Figura 13). Se observa el mismo patrén en L. nigra, dénde las copias 1y 2 son
similares y se encuentran de forma consecutiva, mientras que las copias 3 y 4 también arrojaron
similitud y se encuentran préximas entre si, pero alejadas de 1 y 2 en el mismo cromosoma 5
(Figura 14). En el caso de I. grammatica, ambas copias son similares, pero se encuentran en

cromosomas diferentes (Figura 15).

Nemoura dubitans genome assembly, chromosome: 1

GenBank: OV121074.1
GenBank FASTA

Link To This View | Feedback

a EM 101 151 P2l 251 BT, = 401 4511 50 M 55 iy 60 1M 651 75,624,400

—(-'—ﬂrlzlm'nl.lv Find: ¥ <ZIE> G, @, s = A Tools ~ ﬂ Tracks ~ #. Download = 2 7 -

‘ 390219 |y [te 1 151 i5p 68 |25 1 LR Hise 68| |48 1 [45 11 [5a 1 [EX hisp s8:L [gs 1 | 75624 4mg
I

1 [ 1 |18 1 Ji5n 20 1 [es |28 1 |25 11 |48 1 |45 1 |5@ 1 |55 11 |58 1 |gs 1 | 75624404
0V121074.1: 1..76M (75,624,406 nt) q ﬂ Tracks shown: 1/2

Figura 13. Representacion grafica del cromosoma 1 de Nemoura dubitans con la
ubicacion de las tres duplicaciones (En orden: Copia 1, 2 y 3) de Hsp 68 (Visualizacion de los
resultados de la busqueda por BLAST mediante NCBI genoma viewer).
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Leuctra nigra genome assembly, chromosome: 5

GenBank: OW203766.1
GenBank FASTA

Link To This View | Feedback
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OW203766.1: 18M..18M (38,338 nt) " ¥ Tracks shown: 12

Leuctra nigra genome assembly, chromosome: 5

GenBank: OW203766.1
GenBank FASTA
Link To This View | Feedback
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Figura 14. Representacién grafica del cromosoma 5 de Leuctra nigra. En la imagen de
arriba se observa la ubicacién de dos duplicaciones (Copia 1y 2) que se encuentra proximas y
en la imagen de abajo se observan otras dos duplicaciones (Copia 3 y 4) que también se
encuentra préoximas entre si (Visualizacién de los resultados de la busqueda por BLAST
mediante NCBI genoma viewer).

Isoperla grammatica genome assembly, chromosome: 6

GenBank: OX246742.1
GenBank FASTA

Link To This View | Feedback

4 |5M o 5™ 20 FEL |30 M [35 M 40 M |
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Isoperla grammatica genome assembly, chromosome: 1

GenBank: OX246737 1
GenBank FASTA
Link To This View | Feedback
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Figura 15. Representacion grafica del cromosoma 6 (arriba) y del cromosoma 1 (abajo) de
Isoperla grammatica. En la imagen de arriba se observa la copia 1 de Hsp 68, ubicada en el
cromosoma 6. En la imagen de abajo se observa la copia 2, ubicada en el cromosoma 1
(Visualizacion de los resultados de la busqueda por BLAST mediante NCBI genoma viewer).
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En el analisis filogenético de todas las proteinas en conjunto, pudimos corroborar la
identidad de cada una y verificar que se tratan de proteinas diferentes (Figura 16). Se realiz6 un
analisis de los términos GO anotados en Uniprot para cada proteina y una busqueda de funcion

de los mismos en la base de datos de QuickGO.
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Figura 16. Analisis filogenético completo de proteinas heat shock y cold shock encontradas en
el transcriptoma de Andiperia.
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Descripcion de proteinas de shock térmico: Hsp y Csp

Hsp 68

ID Término Categoria Funcién

G0:0005737 cytoplasm cC Forma parte del contenido de estructuras subcelulares ubicadas en
el citoplasma

G0:0005634 nucleus cC Forma parte de componentes del ntcleo.

G0:0005524 ATP binding MF Unién al ATP, adenosina 5'-trifosfato, coenzima y regulador
enzimatico de importancia universal.

G0:0016887 ATP hydrolysis activity MF La hidrolisis del ATP se utiliza en algunas reacciones como fuente
de energia

G0:0140662 ATP-dependent protein folding chaperone MF Se une a una proteina 0 a un complejo proteico para contribuir al
proceso de plegamiento de la proteina, impulsado por la hidrélisis
de ATP.

G0:0031072 heat shock protein binding MF Unién a una proteina de choque térmico.

G0:0044183 protein folding chaperone MF Se une a una proteina o a un complejo proteico para ayudar al
proceso de plegamiento de la proteina.

G0:0051085 chaperone  cofactor-dependent  protein | BP Proceso de ayuda al correcto ensamblaje postraduccional no

refolding covalente de las proteinas, que depende de cofactores proteicos
adicionales.

G0:0008340 determination of adult lifespan BP Las vias que regulan la duracion de la fase adulta del ciclo vital de
un animal.

G0:0042026 protein refolding BP Proceso llevado a cabo por una célula que restaura la actividad
biolégica de una proteina desplegada o mal plegada, utilizando
proteinas auxiliares como las chaperonas.

G0:0042594 response to starvation BP Cualquier proceso que provoque un cambio de estado o de actividad
de una célula o de un organismo como consecuencia de un estimulo
de inanicién, de privacion de alimento.

Tabla 6. Términos GO encontrados para Hsp 68. CC: cellular component, MF: molecular
function, BP: biological process.

Hsp 68 es una heat shock perteneciente a la familia de Hsp 70 que cumple la funcion de
plegar correctamente las proteinas recién sintetizadas (Colinet et al., 2010; Morrow & Tanguay,
2003). En Drosophila melanogaster se observa un incremento hasta de 22 veces de Hsp 68,
luego de 2 h de recuperacién a 25° C después de un tratamiento de frio a 0° C. Otros estudios
confirman que Hsp 68 se induce por estrés térmico (Bettencourt et al., 2008; Palter et al., 1986;
Sarensen et al., 2005).También se reporté que algunas especies templadas de Drosophila, el
ARNmM de Hsp70 se acumulaba después de que las moscas volvieran a 23 °C tras un tratamiento
de frio (Goto & Kimura, 1998). Tanto Hsp 70 como Hsp 68 son dos miembros de una pequeina
familia de genes relacionados, de los cuales solo algunos son inducidos por el choque térmico,
mientras que los otros, los cognados de la Hsp 70, se transcriben a temperaturas normales (Craig
et al., 1983). Se considera que Hsp 68 en D. melanogaster tiene funciones protectoras similares
a las de Hsp70 (L. J. Wang et al., 2014).

Los ARNm de Hsp 68 y 70 estan presentes en niveles muy bajos en la mayoria de las
etapas y en una concentracién ligeramente mayor en las pupas de D. melanogaster (Mason et
al., 1984).
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Hsp 68, es un gen importante para el endurecimiento térmico. En moscas adultas, se

observo que la concentracion de Hsp 68 aumentaba durante 6 horas después de la recuperacion

de un choque térmico de 1 hora a 37° C (Palter et al., 1986).

Hsp 83

ID

Término

Categoria

Funcion

G0:0034663

endoplasmic reticulum chaperone complex

cc

Complejo proteico situado en el reticulo endoplasmico y compuesto
por proteinas chaperonas, como BiP,

G0:0101031

protein folding chaperone complex

cc

Complejo proteico necesario para el plegamiento o desplegamiento
no covalente, la maduracion, la estabilizacion o el ensamblaje o
desensamblaje de estructuras macromoleculares. Suele estar
activo durante la traduccion o inmediatamente después de su
finalizacién. Muchos complejos de chaperonas contienen proteinas
de choque térmico.

G0:0140662

ATP-dependent protein folding chaperone

MF

Se une a una proteina 0 a un complejo proteico para contribuir al
proceso de plegamiento de la proteina, impulsado por la hidrélisis
de ATP.

G0:0051082

unfolded protein binding

MF

Unién a una proteina desplegada

G0:0034605

cellular response to heat

BP

Cualquier proceso que provoque un cambio de estado o de actividad
de una célula (en términos de movimiento, secrecion, produccion de
enzimas, expresion de genes, etc.) como consecuencia de un
estimulo térmico, un estimulo de temperatura superior a la
temperatura éptima para ese organismo.

G0:0009631

cold acclimation

BP

Cualquier proceso que aumente la tolerancia a la congelacion de un
organismo en respuesta a temperaturas bajas no congelantes.

G0:0048477

oogenesis

BP

Proceso completo de formacion y maduracién de un évulo o gameto
femenino a partir de una célula germinal femenina primordial

G0:0019094

pole plasm mRNA localization

BP

Cualquier proceso en el que el ARNm se transporta o se mantiene
en el polo plasmatico del ovocito

G0:0002052

positive regulation of neuroblast proliferation

BP

Cualquier proceso que active o aumente la tasa de proliferacion de
neuroblastos

G0:0043248

proteasome assembly

BP

La agregacion, organizacion y uniéon de un complejo proteasoma
maduro y activo

G0:0006457

protein folding

BP

Proceso de contribucion al ensamblaje covalente y no covalente de
polipéptidos de cadena simple o complejos de multisubunidades en
la estructura terciaria correcta

G0:0050821

protein stabilization

BP

Cualquier proceso implicado en el mantenimiento de la estructura e
integridad de una proteina y en la prevencion de su degradacién o
agregacion

G0:0045187

regulation of circadian sleep/wake cycle,

sleep

BP

Cualquier proceso que modula la frecuencia, el ritmo o la extension
del suefio; un estado facilmente reversible de reduccion de la
conciencia y la actividad metabdlica que se produce periédicamente
en muchos animales

G0:0009408

response to heat

BP

Cualquier proceso que provogue un cambio de estado o de actividad
de una célula o de un organismo (en términos de movimiento,
secrecion, produccion de enzimas, expresion de genes, etc.) como
consecuencia de un estimulo térmico, un estimulo de temperatura
superior a la temperatura 6ptima para ese organismo.

G0:0070922

RISC complex assembly

BP

Proceso en el que un ARN pequefio monocatenario se incorpora al
complejo de silenciamiento iniciado por ARN (RISC) formando un
complejo complementario de apareamiento de bases que media el
silenciamiento génico por ARN pequefio.

Tabla 7. Términos GO encontrados para Hsp 83. CC: cellular component, MF: molecular
function, BP: biological process.

Hsp 83 es una chaperona molecular que promueve la maduracion, el mantenimiento

estructural y la regulacion adecuada de proteinas dianas especificas implicadas, por ejemplo, en

el control del ciclo celular y la transduccion de sefiales. Sufre un ciclo funcional vinculado a su

actividad ATPasa. Este ciclo probablemente induce cambios conformacionales en las proteinas

dianas, provocando asi su activacion. Interactiua dinamicamente con varias co-chaperonas que

modulan su reconocimiento de sustrato, su ciclo ATPasa y su funciéon chaperona. Junto con Hop

y piwi, interviene en la canalizacién, también conocida como robustez del desarrollo,
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probablemente a través del silenciamiento epigenético de variantes genéticas existentes y la
supresion de nuevas variaciones genéticas inducidas por transposones (Figura 17). Se requiere
para la biogénesis de piARN facilitando la carga de piARN en proteinas PIWI (Gangaraju et al.,
2011; Olivieri et al., 2012).

Supresion epigenética de

/ variaciones genéticas ocultas \
v

\\‘ Silenciamiento de J

transposones

Figura 17. Participacion de Hsp 83 en la canalizacion
(Tomado y traducido de Gangaraju et al., 2011)

Hsp 83 se encuentra casi exclusivamente en el citoplasma (Arrigo et al., 1980; Storti et
al., 1980) y esta muy conservada a lo largo de la evolucion (Kelley & Schlesinger, 1982). Una
gran region de aproximadamente 80 pb centrada alrededor del punto de iniciacion de la
transcripcién del gen hsp83 comparte so6lo un 31% de homologia con la region correspondiente
del gen hsp70, mientras que los genes hsp22, hsp23, hsp26 y hsp27 comparten
aproximadamente un 54% de homologia con hsp70 en esta regién. La menor homologia del gen
hsp83 es coherente con la naturaleza desviada de este gen de choque térmico (Hackett & Lis,
1983).

La exposicién de células de Drosophila a temperaturas varios grados por encima de la
temperatura normal de crecimiento (23°C) induce un cambio rapido y drastico en la expresion
génica. La mayoria de los genes activos a 23°C se reprimen, mientras que un conjunto especifico
de genes de choque térmico se activa tanto a nivel transcripcional como traduccionalmente
(Ashburner & Bonner, 1979). Uno de estos genes inducidos, es el que codifica la proteina heat
shock, Hsp 83. (Hackett & Lis, 1983).

En polilas como Sesamia nonagrioides, el gen SnoHsp83 se expresa de forma
constitutiva en larvas sin diapausa y se induce 15 veces por el calor. También se encontré que
SnoHsp83 podria estar implicado en el proceso de desarrollo que tiene lugar entre dos mudas
(Gkouvitsas et al., 2009). El estrés por frio también afecta a la expresion de SnoHsp83. En larvas

no diapsicas, no hubo induccién de la expresion del gen SnoHsp83 cuando se aislo el ARN de
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las larvas inmediatamente después del estrés por frio. La induccion solo fue aparente tras la
recuperacion durante 1 h a 25 °C, cuando las larvas fueron tratadas durante 1 ha -5° C, 0 ° C,
5° C. (Gkouvitsas et al., 2009).

La regulacion al alza de Hsp 83 en la diapausa profunda encontrada en S. nonagrioides
es consistente con los patrones encontrados en el barrenador del tallo del arroz, Chilo
suppressalis, y en el gusano de la cebolla, Delia antiqua (B. Chen et al., 2005; Sonoda et al.,
2006).

SnoHsp83 y SnoHsc70 (Sesamia nonagrioides Heat shock cognate 70) podrian ser

necesarios para la actividad de la ecdisona (Gkouvitsas et al., 2009).

En hormigas del desierto, Cataglyphis sp., adaptadas a temperaturas hasta de 50 °C, la
sintesis de Hsp 83 alcanza su maximo a 37° C e incluso continta sintetizando a temperaturas
superiores a 40° C (Gehring & Wehner, 1995).

En D. melanogaster se observa un incremento de 3,4 veces de Hsp 83 durante la

recuperacion a 25 °C luego de la recuperacién por estrés de frio (Colinet et al., 2010).
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Hsp 60 A

ID

Término

Categoria

Funcién

G0:0005743

mitochondrial inner membrane

CcC

La bicapa lipidica interna de la envoltura mitocondrial

G0:0005759

mitochondrial matrix

cc

Material gelatinoso, de estructura muy fina, que se encuentra en
el espacio matriz o lumen de una mitocondria.

G0:0140662

ATP-dependent protein folding chaperone

MF

Se une a una proteina o a un complejo proteico para contribuir
al proceso de plegamiento de la proteina, impulsado por la
hidrolisis de ATP.

G0:0051087

protein-folding chaperone binding

MF

Unién a una proteina chaperona, una clase de proteinas que se
unen a polipéptidos nacientes o desplegados y garantizan su
correcto plegamiento o transporte.

G0:0034605

cellular response to heat

BP

Cualquier proceso que provogque un cambio de estado o de
actividad de una célula (en términos de movimiento, secrecion,
produccién de enzimas, expresién de genes, etc.) como
consecuencia de un estimulo térmico, un estimulo de
temperatura superior a la temperatura optima para ese
organismo.

G0:0034514

mitochondrial unfolded protein response

BP

Serie de sefiales moleculares generadas como consecuencia de
la presencia de proteinas no plegadas en la matriz mitocondrial;
da lugar a la regulacion transcripcional de genes nucleares que
codifican proteinas de estrés mitocondrial.

G0:0007005

mitochondrion organization

BP

Proceso que se lleva a cabo a nivel celular y que tiene como
resultado el ensamblaje, la disposicion de las partes
constituyentes o el desensamblaje de una mitocondria; incluye
la morfogénesis y distribucién mitocondrial y la replicacion del
genoma mitocondrial, asi como la sintesis de nuevos
componentes mitocondriales.

G0:0006457

protein folding

BP

Proceso de ayuda al ensamblaje covalente y no covalente de
polipéptidos de cadena simple o complejos de multisubunidades
en la estructura terciaria correcta.

G0:0045041

protein import
intermembrane space

into

mitochondrial

BP

La importacion de proteinas en el espacio entre las membranas
mitocondriales interna y externa.

G0:0042026

protein refolding

BP

Proceso llevado a cabo por una célula que restaura la actividad
bioldgica de una proteina desplegada o mal plegada, utilizando
proteinas auxiliares como las chaperonas.

Tabla 8. Términos GO encontrados para Hsp 60 A. CC: cellular component, MF: molecular

function, BP: biological process.

Hsp 60, que tiene un papel incierto como proteina de estrés en los insectos, se regula
positivamente de forma significativa en el caso de la mosca azul australiana, Lucilia cuprina por
exposicion al calor (Sharma et al., 2006). Sin embargo, ni el choque térmico ni el choque por frio

inducen la expresion de Hsp 60 en Drosophila (Colinet et al., 2010).

Hsp 60 previene el mal plegamiento y favorece el correcto plegamiento y ensamblaje de
polipéptidos desplegados generados en condiciones de estrés. La familia de genes hsp 60,
chaperonas moleculares, ha sido objeto de estudio en numerosos sistemas debido a su
importante papel en el plegamiento de proteinas desnaturalizadas en el desarrollo, como también

durante el tratamiento de choque térmico. (Kozlova et al., 1997).

Las proteinas Hsp 60 se encuentran en el citosol de las bacterias, en el compartimento
de la matriz de las mitocondrias y en el compartimento estromal de los cloroplastos (Cheng et
al., 1990; Horwich & Willison, 1993). Estas proteinas son necesarias a temperaturas normales.
Se ha propuesto que Hsp 60 cataliza el plegamiento de las proteinas, pero mas concretamente
modula el plegamiento correcto de las proteinas (Ishii et al., 1994; Martin et al., 1991; Weissman
et al., 1994).
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La Hsp 60 mitocondrial modula el plegamiento de un gran numero de proteinas
codificadas en el nucleo tras la translocacion mitocondrial. Se han caracterizado varias proteinas
cuyas funciones son necesarias para el ensamblaje de complejos proteicos especificos en la
membrana interna mitocondrial (Langer & Neupert, 1994). También se ha demostrado que es
necesaria para su propio ensamblaje, asi como para el ensamblaje de algunas proteinas
codificadas por las mitocondrias. Como muchas otras Hsp, la Hsp 60 desempefa un papel en la
respuesta al choque térmico al facilitar aparentemente el correcto plegamiento de un gran
numero de proteinas mitocondriales preexistentes tras ser desnaturalizadas por tratamiento
térmico (Mendoza et al., 1991; Parsell & Lindquist, 1993).

En el nematodo Hidradenitis elegans, EI STP-60a (Hsp 60 A) podria mejorar la funcion
mitocondrial de los nematodos de dieta normal, aumentando la actividad de los complejos | y Il
de la cadena respiratoria mitocondrial, regulando la expresién de los genes de la cadena
respiratoria mitocondrial (mev-1, clk-1, isp-1) e induciendo la reaccidon mitocondrial de proteinas
no plegadas. Ademas, la STP-60a activo el sistema de autofagia de los nematodos en forma de
dependencia de la insulina y de la via mitocondrial, reguld la expresién de genes relacionados
con la autofagia (unc-51, lgg-1, bec-1, vps-34), aumenté el nivel de autofagia y, en ultima

instancia, prolongé la vida util de los nematodos de dieta normal (Weihong, 2024).
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Hsp 75 mitocondrial

ID

Término

Categoria

Funcién

G0:0005743

mitochondrial inner membrane

CcC

La bicapa lipidica interna de la envoltura mitocondrial, es decir,
la que mira hacia el lumen.

G0:0005759

mitochondrial matrix

cc

Material gelatinoso, de estructura muy fina, que se encuentra en
la matriz mitocondrial. Contiene las enzimas del ciclo de los
acidos tricarboxilicos y, en algunos organismos, las enzimas
relacionadas con la oxidacion de los acidos grasos.

G0:0140662

ATP-dependent protein folding chaperone

MF

Se une a una proteina o a un complejo proteico para contribuir
al proceso de plegamiento de la proteina, impulsado por la
hidrélisis de ATP.

G0:0003723

RNA binding

MF

Unién a una molécula de ARN o a una porcién de la misma.

G0:0051082

unfolded protein binding

MF

Unién a una proteina desplegada

G0:0034605

cellular response to heat

BP

Cualquier proceso que provoque un cambio de estado o de
actividad de una célula (en términos de movimiento, secrecion,
produccién de enzimas, expresién de genes, etc.) como
consecuencia de un estimulo térmico, un estimulo de
temperatura superior a la temperatura optima para ese
organismo.

G0:0034514

mitochondrial unfolded protein response

BP

Serie de sefiales moleculares generadas como consecuencia de
la presencia de proteinas no plegadas en la matriz mitocondrial;
da lugar a la regulacion transcripcional de genes nucleares que
codifican proteinas de estrés mitocondrial.

G0:1902884

positive regulation of response to oxidative
stress

BP

Cualquier proceso que active o aumente la frecuencia, la tasa o
el alcance de la respuesta al estrés oxidativo.

G0:0006457

protein folding

BP

Proceso de ayuda al ensamblaje covalente y no covalente de
polipéptidos de cadena simple o complejos de multisubunidades
en la estructura terciaria correcta.

G0:0009408

response to heat

BP

Cualquier proceso que provogue un cambio de estado o de
actividad de una célula o de un organismo (en términos de
movimiento, secrecion, produccién de enzimas, expresion de
genes, etc.) como consecuencia de un estimulo térmico, un
estimulo de temperatura superior a la temperatura 6ptima para
ese organismo.

Tabla 9. Términos GO encontrados para Hsp 75 mitocondrial. CC: cellular component, MF:

molecular function, BP: biological process.

Se sabe que la chaperona mitocondrial, proteina 1 asociada al receptor del TNF (TRAP1)
o también heat shock protein 75 kDa, mitochondrial preserva el potencial de la membrana
mitocondrial e impide la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS), protegiendo asi a

las células del estrés del RE y del estrés oxidativo.(Kokott-Vuong et al., 2021a)

En un ensayo con adultos de D. melanogaster la produccién post-hipoxia de ROS y la
activacion de la respuesta a proteinas no plegadas (UPR) fue significativamente mayor en las
moscas deficientes en Trap1 en comparaciéon con las moscas control, demostrando asi que
TRAP1 esta crucialmente implicada en la regulacion post-hipoxia del estrés mitocondrial/ER y en
la activacion de la UPR. (Kokott-Vuong et al., 2021). Otros trabajos también demostraron que
TRAP1 esta implicada en la proteccion de las células frente al estrés del RE (Felts et al., 2000;
Sisinni et al., 2014).

Los niveles mas bajos de abundancia de expresion de TRAP1 se correlacionaron
positivamente con un elevado deterioro mitocondrial y muerte celular (Song et al., 1995) a causa
de una elevada produccion de ROS y una mayor actividad metabdlica, asi como una regulacién

al alza de los marcadores UPR y SOD, Catalasa y Hsp 70. (Kokott-Vuong et al., 2021). También
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se observé una menor esperanza de vida de las moscas deficientes en Trap1 y una mayor
sensibilidad al estrés térmico, al pesticida paraquat y a los venenos mitocondriales rotenona y
antimicina (Costa et al., 2013). TRAP1 transmite sus propiedades antiapoptéticas a través de
una disminucion de la produccion de ROS, tal y como se observé en un modelo de isquemia
miocardica, a través de su capacidad para reducir el estrés del RE (Kang et al., 2007; Y. Wang
et al., 2015).

La regulacion al alza de TRAP1 en humanos facilita el crecimiento y la progresiéon de
muchos canceres al promover el metabolismo glucolitico y antagonizar la transicion de
permeabilidad mitocondrial que precede a multiples vias de muerte celular. La atenuacién de
TRAP1 induce la apoptosis en modelos celulares de cancer, lo que identifica a TRAP1 como una

posible diana terapéutica en el cancer. (Wengert et al., 2022).

Heat shock 70 kDa protein 4L

ID Término Categoria Funcion

G0:0140662

ATP-dependent protein folding chaperone

MF

Se une a una proteina o a un complejo proteico para contribuir
al proceso de plegamiento de la proteina, impulsado por la
hidrélisis de ATP.

G0:0031249

denatured protein binding

MF

Las proteinas desnaturalizadas estaban antes en sus
conformaciones funcionales correctas, pero se han plegado
incorrectamente y a menudo forman agregados.

G0:0034605

cellular response to heat

BP

Cualquier proceso que provogue un cambio de estado o de
actividad de una célula (en términos de movimiento, secrecion,
produccion de enzimas, expresién de genes, etc.) como
consecuencia de un estimulo térmico, un estimulo de
temperatura superior a la temperatura O&ptima para ese
organismo.

G0:0051131

chaperone-mediated protein complex
assembly

BP

La agregacion, disposicion y union de un conjunto de
componentes para formar un complejo proteico, mediada por
moléculas chaperonas que no forman parte del complejo
acabado.

G0:0006457

protein folding

BP

Proceso de ayuda al ensamblaje covalente y no covalente de
polipéptidos de cadena simple o complejos de multisubunidades
en la estructura terciaria correcta.

Tabla 10. Términos GO encontrados para Hsp 70-4L. CC: cellular component, MF: molecular
function, BP: biological process.

La historia evolutiva de esta familia multigénica no se conoce bien. Sin embargo, en
algunos casos (como los genes similares al GRP78-1) las similitudes son mayores entre genes
de especies diferentes que entre genes del mismo organismo, lo que indica eventos tempranos
de duplicacion génica y mantenimiento de la familia multigénica a lo largo del tiempo. Se han
identificado varias hsp 70 y proteinas relacionadas presentes en diferentes compartimentos
celulares y asociadas a una amplia variedad de procesos celulares. En D. melanogaster la familia
HSP70 incluye 5-6 copias de HSP70 y una copia del gen HSP68 inducible por calor. (Lindquist,
1988). Todas las hsp 70 y proteinas relacionadas unen ATP con alta afinidad (Chappell et al.,
1986). Los analisis genéticos, que solo se han llevado a cabo en E. coli y eucariotas inferiores,

muestran que la hsp 70 y los genes relacionados son esenciales para el crecimiento a altas
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temperaturas o a todas las temperaturas, lo que indica un papel critico en la fisiologia celular

normal para las proteinas codificadas. (Lindquist, 1988)

La Heat shock 70 kDa protein 4L o también HSPA4L es un miembro de la familia de
proteinas de choque térmico (HSP110) que desempefia muchas funciones, como chaperonas
moleculares que se sintetizan en condiciones de estrés para ayudar en el plegamiento,

ensamblaje y transporte de proteinas (Held et al., 2006, 2011; Kalmar & Greensmith, 2009).

En mamiferos se ha demostrado que la HSPA4L es necesaria para la espermatogénesis
normal y que se produce en condiciones de estrés ambiental y patolégicas o en determinadas
condiciones fisioldégicas para proteger a las células de los dafos (Held et al., 2006, 2011). La
proteina HSPA4L esta altamente expresada en diferentes células espermatogénicas y parece
desempenar un papel en la osmotolerancia, la fertilidad masculina y la motilidad de los

espermatozoides (Held et al., 2006; Urena et al., 2022)

En el rindn, la proteina se limita a los segmentos corticales de los tubulos distales (Held
et al., 2006). Los analisis de expresién de Hspa4l en los testiculos, la linea celular del conducto
colector medular interno (MIMCD3) y los rifiones de un ratdn con restriccion de agua revelaron
un aumento de la expresién de Hspa4l por NaCl hiperosmético o choque térmico (X. Chen et al.,
2015; Held et al., 2006). Por lo tanto, Hspa4l es un gen inducido por estrés hiperosmatico y

térmico.

La deficiencia de Hspa4l no perjudica el desarrollo hasta la edad adulta, pero causa una
mayor incidencia de infertilidad masculina caracterizada por reducciones del niumero y la

motilidad de los espermatozoides (Held et al., 2006).

La HSPA4 también fomenta la capacidad de angiogénesis in vitro de las células
endoteliales de los vasos, lo que concuerda con el escenario in vivo de las complicaciones del
espectro de la placenta acreta (PAS) (S. C. Li et al., 2022).

La HSPA4 esta asociada a la metastasis tumoral (Wu et al., 2011; Zhong et al., 2011),

una actividad biolégica para la que suele potenciarse la angiogénesis (S. C. Li et al., 2022).
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Heat shock 70 kDa protein cognate 5

ID

Término

Categoria

Funcién

G0:0005759

mitochondrial matrix

cc

Material gelatinoso, de estructura muy fina, que se encuentra en
el espacio matriz o lumen de una mitocondria. Contiene las
enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos y, en algunos
organismos, las enzimas relacionadas con la oxidacion de los
acidos grasos.

G0:0001405

PAM complex, Tim23 associated import
motor

cc

Complejo proteico situado en el lado de la matriz de la
membrana interna mitocondrial y asociado al complejo
translocasa de membrana interna de importaciéon mitocondrial
TIM23 actividad motora ATPasa para impulsar la importacion de
proteinas a la matriz mitocondrial.

G0:0140662

ATP-dependent protein folding chaperone

MF

Se une a una proteina o a un complejo proteico para contribuir
al proceso de plegamiento de la proteina, impulsado por la
hidrolisis de ATP.

G0:0031072

heat shock protein binding

MF

Unién a una proteina de choque térmico, una proteina
sintetizada o activada en respuesta a un choque térmico.

G0:0008566

mitochondrial protein-transporting ATPase
activity

MF

Permite la transferencia de un soluto o solutos de un lado a otro
de una membrana segun la reaccién: ATP + H20 = ADP +
fosfato; impulsa el transporte de proteinas a la mitocondria a
través del complejo translocasa de la membrana interna
mitocondrial.

G0:0044183

protein folding chaperone

MF

Se une a una proteina o a un complejo proteico para ayudar al
proceso de plegamiento de la proteina.

G0:0051082

unfolded protein binding

MF

Unién a una proteina desplegada.

G0:0051085

chaperone  cofactor-dependent  protein
refolding

BP

Proceso de asistencia al correcto ensamblaje postraduccional no
covalente de las proteinas, que depende de cofactores proteicos
adicionales.

G0:0007005

mitochondrion organization

BP

Proceso que se lleva a cabo a nivel celular y que tiene como
resultado el ensamblaje, la ordenacion de las partes
constituyentes o el desensamblaje de una mitocondria; incluye
la morfogénesis y distribucion mitocondrial y la replicacion del
genoma mitocondrial, asi como la sintesis de nuevos
componentes mitocondriales.

G0:0030150

protein import into mitochondrial matrix

BP

La importacién de proteinas a través de las membranas
mitocondriales externa e interna hacia la matriz. Las proteinas
no plegadas entran en la matriz mitocondrial con una proteina
chaperona; la informacién necesaria para dirigir la proteina
precursora del citosol a la matriz mitocondrial esta contenida en
su secuencia N-terminal de orientacion a la matriz. La
translocacion de los precursores a la matriz se produce en los
raros lugares en los que las membranas externa e interna estan
préximas.

G0:0042026

protein refolding

BP

Proceso llevado a cabo por una célula que restaura la actividad
biolégica de una proteina desplegada o mal plegada, utilizando
proteinas auxiliares como las chaperonas.

Tabla 11. Términos GO encontrados para Heat shock 70 kDa protein cognate 5. CC: cellular

component, MF: molecular function, BP: biological process.

Un estudio realizado en el molusco, Litopenaeus vannamei, revelé que LvHSC70-5 (Heat

shock 70 kDa protein cognate 5) se localiza en la mitocondria y que es fuertemente inducido por

el virus de las manchas blancas (WSSV). Aparte de la infeccion por WSSV, la activacion de la

respuesta a proteinas no plegadas (UPR) y el estrés térmico también podrian aumentar la

regulacion de LvHSC70-5. La UPR también se activa en camarones infectados por WSSV, lo

que sugiere un papel de LvHSC70-5 en la infeccién por WSSV. (Yuan et al., 2017). Dado que

LvHSC70-5 es una chaperona proteica, podria desempenar funciones esenciales relacionadas
con la UPR durante la infeccion por WSSV (Y. H. Chen et al., 2012; Xu et al., 2014).

Como miembro de la familia HSP70, HSC70-5 / S70P se localiza en las mitocondrias y

confiere tolerancia térmica mediante la prevencion de la agregacion de proteinas, manteniendo

la morfologia mitocondrial y la homeostasis celular (Banerjee & Chinthapalli, 2014).
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El aumento de la mitofagia se identifica como una caracteristica patolégica temprana
causada por el knockdown de Hsc70-5 antes de la aparicion de defectos de locomocion. La
pérdida de mitocondrias genera agotamiento del ATP celular (Zhu et al., 2013).También se
demostré que Hsc70-5 rescata la letalidad pupal y los defectos de locomocion larvaria (Zhu et
al., 2021).

En Drosophila, La disfuncién mitocondrial por la baja expresion de hsc70-5 conduce a la
protedlisis de Opa1-like y por lo tanto induce la fragmentacién y degradacién mitocondrial
(Banerjee & Chinthapalli, 2014). Hsc70-5, al igual que la Mortalina de los mamiferos, actua en
las vias de sefalizacion responsables del mantenimiento de la morfologia mitocondrial y de la
respuesta al estrés mitocondrial. La regulacion de la morfologia mitocondrial es un determinante

crucial de la homeostasis celular. (Banerjee & Chinthapalli, 2014).

Los invertebrados acuaticos dependen principalmente de las HSP70, como se observa
en el genoma de Crassostrea gigas, que codifica para mas de 88 HSP70 (en comparacion con
las 17 en los seres humanos), que participan en la proteccion celular contra el calor u otros

estreses (J. Wang et al., 2012).

En el gusano de la seda HSC70-1, HSC70-4 y HSC70-5 mostraron expresiones
ligeramente inducidas en el cuerpo graso y/o el intestino medio bajo estrés térmico. En la glandula
de la seda, HSC70-5 se expresa al alza bajo condiciones de altas temperaturas (Fang et al.,
2021).

Cold shock domain-containing protein CG9705

ID Término Categoria Funciéon

G0:0005737

cytoplasm

CcC

El contenido de una célula excluyendo la membrana plasmatica
y el nicleo, pero incluyendo otras estructuras subcelulares.

G0:0003730 mRNA 3'-UTR binding MF Unidn a una region no traducida 3' de una molécula de ARNm.

G0:0048813 dendrite morphogenesis BP Proceso en el que se generan y organizan las estructuras
anatoémicas de una dendrita.

G0:0043488 regulation of mMRNA stability BP Cualquier proceso que modula la propension de las moléculas

de ARNm a la degradacion. Incluye procesos que tanto
estabilizan como desestabilizan ARNm.

Tabla 12. Términos GO encontrados para Cold shock domain-containing protein CG9705. CC:
cellular component, MF: molecular function, BP: biological process.

La funcién de Csp-CG9705 no esta del todo esclarecida en insectos, pero se sabe que

tienen rol importante en la formacion y la organizacién de las neuronas en Drosophila (lyer et al.,

2013).

El homdlogo en humanos, Calcium-regulated heat-stable protein 1 (CARHSP1) se une al

ARNmM y regula la estabilidad del ARNm diana. Se une al ADN monocatenario in vitro. (Wong et
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al., 2005). CARHSP1 ha sido identificada como un miembro de la familia de proteinas de dominio
cold shock (CSD), que participa en la regulacion de la traduccion ribosomal, la degradacién del

ARNmM y la tasa de terminacion de la transcripcién (J. A. Lindquist et al., 2014; Jiang, et al., 2025).

Cold shock domain-containing protein E1

ID Término Categoria Funcién

GO0:0005737 cytoplasm cC El contenido de una célula excluyendo la membrana plasmatica
y el nucleo, pero incluyendo otras estructuras subcelulares.

G0:0003723 RNA binding MF Unién a una molécula de ARN o a una porcién de la misma.

Tabla 13. Términos GO encontrados para Cold shock domain-containing protein E1. CC:
cellular component, MF: molecular function, BP: biological process.

Las proteinas que contienen cold shock domain (CSD) pertenecen a la familia de
proteinas de union a ARN (RBPs, del inglés RNA binding proteins) mas evolutivamente
conservada que se conoce entre bacterias, plantas y animales. Estas RBPs se localiza
principalmente en el citoplasma, donde interactia con distintos complejos implicados en la

regulacion de la estabilidad y/o traduccion del ARNm (Mihailovich et al., 2010).

La RBP, cold shock domain-containing protein E1 (CSDE1), regula post-
transcripcionalmente numerosos ARNm mediante diferentes mecanismos que dependen de su
interaccion con otras proteinas, el transcripto diana y la region dentro del transcripto donde
CSDE1 se une principalmente en un proceso dinamico asociado con el tipo y estadio celular
especifico (Ju Lee et al., 2017) . Ademas, CSDE1 puede modular la traduccién de sus dianas a
diferentes niveles (es decir, iniciacién, elongacion o terminacion) actuando como activador o
inhibidor de una fase de traduccion especifica para distintos ARNm (Mitchell et al., 2001; Wurth
etal., 2016). La complejidad de esta regulacion subyace en la capacidad de CSDE1 para modular
el mismo proceso biolégico de forma opuesta dependiendo del tipo y estadio celular (Dormoy-
Raclet et al., 2005; Elatmani et al., 2011; Horos et al., 2012).

CSDE1 esta altamente expresada en células stem embrionarias humanas (hESCs) para
mantener su estado indiferenciado y prevenir el destino neuronal por defecto. En particular, la
pérdida de CSDE1 acelera la diferenciacion neuronal y potencia la neurogénesis. En ratones es
esencial para el desarrollo embrionario, ya que la alteracién de CSDE1 provoca defectos en la
formacion del tubo neural y la placenta que conducen a la letalidad a mediados de la gestacion.
(Saltel et al., 2017).

Se demostré que CSDE1 modula post-transcripcionalmente componentes centrales de
multiples nodos reguladores de la identidad de las células madre embrionarias, el compromiso

neuroectodérmico y la neurogénesis. Entre estos factores neuronales claves, CSDE1 se une a
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los ARNm de la proteina 7 de union a acidos grasos (FABP7) y de la vimentina (VIM), asi como
a los transcritos implicados en el desarrollo de la proyeccién neuronal, regulando su estabilidad
y traduccién. CSDE1 es un regulador post-transcripcional central de la identidad y neurogénesis
de las hESC.(Ju Lee et al., 2017).

Maximo Térmico Critico (MTC)

En la tabla 14 y la Figura 18 se observa un aumento progresivo de la temperatura del
agua, alcanzandose la maxima temperatura a las 5 horas de iniciado el experimento. Andiperla
alcanza su MTC a los ~ 22°C (Tabla 15), en dénde se detecté la pérdida de la capacidad de

darse vuelta y ponerse “al derecho”.
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Tiempo Temperatura en ° C
13:30:00 6,05
13:35:00 6,17
13:40:00 5,96
13:45:00 6,52
13:50:00 6,86
13:55:00 7,50
14:00:00 8,32
14:05:00 8,32
14:10:00 8,92
14:15:00 9,05
14:20:00 9,44
14:25:00 9,91
14:30:00 9,95
14:35:00 10,34
14:40:00 10,42
14:45:00 10,64
14:50:00 10,98
14:55:00 11,71
15:00:00 11,71
15:05:00 11,97
15:10:00 12,31
15:15:00 12,31
15:20:00 12,70
15:25:00 12,74
15:30:00 12,91
15:35:00 12,95
15:40:00 13,04
15:45:00 13,25
15:50:00 13,30
15:55:00 12,82
16:00:00 13,17
16:05:00 14,20
16:10:00 14,15
16:15:00 14,33
16:20:00 14,54
16:25:00 14,80
16:30:00 14,84
16:35:00 15,10
Tabla 14

Tiempo Temperaturaen®°C
16:40:00 15,48
16:45:00 15,61
16:50:00 15,91
16:55:00 16,26
17:00:00 17,07
17:05:00 17,20
17:10:00 17,59
17:15:00 18,19
17:20:00 18,66
17:25:00 19,09
17:30:00 19,65
17:35:00 19,86
17:40:00 20,16
17:45:00 20,59
17:50:00 20,80
17:55:00 20,85
18:00:00 21,23
18:05:00 21,32
18:10:00 21,96
18:15:00 22,52
18:20:00 23,16
18:25:00 23,59
18:30:00 23,76
18:35:00 23,94
18:40:00 23,98

. Incrementos de temperatura del agua cada 5 minutos.
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Medicion del MTC

25,00 -
24,00
23,00
22,00
21,00
20,00
19,00
18,00
17,00
16,00
15,00
14,00
13,00
12,00
11,00
10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5'00 rTrrrrT17TT

Temperatura (°C)

14:15 ]

14:55 ]

15:05

15:15 ]
15:25 ]
15:35
15:45
15:55 ]
16:05

16:15 ]
16:25

16:35
16:45

16:55

17:05 ]

17:15 ]

17:25 ]

17:35

17:45

17:55 ]

18:05

18:15

13:25
13:35
13:45
13:55 ]
14:05
14:25
14:35
14:45 |
18:25 ]
18:35 ]

Hora

Figura 18. Medicion del MTC en Andiperia, el mismo se alcanza a partir de los 22° C.

MTC1 20° C
MTC2 21°C . .
Figura 19. Larvas de Andiperla en la cuba
programable.
MTC3 22°C
MTC4 22°C
MTC5 22°C

Tabla 15. MTC registrados en
larvas de Andiperia.
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Expresiéon Génica Diferencial (DEG) con EdgeR

En la Figura 20, se observa que los grupos MT1, 2, y 3 comparten un perfil de expresion
geénica similar, diferenciandose del tratamiento control (4° C). Con respectos a los transcriptos
expresados diferencialmente, se encontré que son mas los genes expresados a la baja (Figura

21), siendo en total 3979 genes expresados a la baja y 2972 expresados al alza (Tabla 16).

MDS Plot: Temperatura

MTZ2

10

0.5

s MTL

Leading logFC dim 2 (7%4)
]

-0.5

-1.0

MT3

T T
=2 0 2 4

Leading logFC dim 1 (89%)

Figura 20. Grafico de escalado multidimensional para los genes de Andiperla evaluados
mediante RNAseq con el paquete de R EdgeR.
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Figura 21. Genes expresados al alza (en rojo) y los genes expresados a la baja (en azul).

Alza

Sin Cambios

Baja

MT-C

2972

9657

3979

Tabla 16. Resumen arrojado por EdgeR que indica la cantidad de genes expresados

diferencialmente.

DEG de proteinas de shock térmico: Hspy Csp

En el MTC los transcriptos que se expresan al alza son: Hsp 83, Hsp 60 A, Hsp 70 cognate
5 y Hsp 68. Mientras que se expresan a la baja: Hsp 75 mitocondrial (TRAP1), Hsp 70-4L, Csp
E1 (CSDE1) y Csp CG9705 (Figura 22).

En el MTC, Hsp 83, Hsp 60 A se expresan 9 veces mas, Hsp 70 cognate 5 y Hsp 68 se
expresan 7 y 4 veces mas, respectivamente, comparado con la temperatura control (~4°C) de
Andiperla (Tabla 17).

Hsp 70-4L, Hsp 75 mitochondrial , CSDE1 y Csp CG9705 se expresan 32, 13, 8 y 4 veces

menos, respectivamente, en el MTC comparando con la temperatura control (Tabla 17).
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Tipo

#gene_id Proteina logFC PValue FDR
TRINITY DN12990 c¢1 g2 |  TRAP1 Hsp75 mt | Heatshock | 3 67669836 | 5,26E-05 | 0,00028892
TRINITY_DN1372_c0_g1 Hspadl_Hsp70_4L Heat shock | g 93898124 | 5,05E-07 | 1,33E-05
TRINITY_DN969_c18_g2 CSDE1_CspE1 Cold shock | 3 02531683 | 4,67E-05 | 0,00026423
TRINITY DN1054 ¢9 g1 | Y9705 CspCG9705 | COdShock | 4 84583574 | 0,00017492 | 0,00074836
TRINITY DN1104 c0 g1 HSP83 Heat shock RSYSSSRePM | ooE.06 | 2,18E-05
TRINITY_DN20453 c0_g1 CHB0A_Hsp60A Heat shock [ESPPYYRYPPE , 15E06 | 3.01E-05
TRINITY_DN1383_c0_g1 HSP7E Hsp70_cs | Heatshock IPERVISPEN - 45E.05 | 0,00016304
TRINITY_DN2192 c0 g6 HSP68 bl 2,04540179 \ 0,00686486 | 0,01482788

Tabla 17. Proteinas heat shock y cold shock expresadas diferencialmente en el MTC respecto

al control.

A

<C

\‘\’K

W

N\

il |

TRAP1_Hsp75_mt

Hspadl_Hsp70_4L

CSDE1_CspE1

Y9705_CspCG9705

HSP83

CHB0A_Hsp60A

HSP7E_Hsp70_c5

HSP68

Figura 22. Heatmap en dénde se representan las proteinas heat shock y cold shock
expresadas diferencialmente en el MTC.
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Busqueda y DEG de transcriptos que contengan términos GO relacionados a la Hormona

Juvenil

Como vimos en las Hsp una notable respuesta al desarrollo y diferenciacion celular,
quisimos ver qué pasaba con la hormona juvenil (JH 111) y de esta manera verificar si en Andiperia

realmente hay sefales de transicion de estadios hacia la adultez.

Las hormonas juveniles (JH, del inglés Juvenile hormone), son hormonas
sesquiterpenoides Unicas que regulan el desarrollo embrionario, reprimen la metamorfosis e
inducen la sintesis de vitelogenina y la produccién de feromonas en la mayoria de las especies
de insectos (Nijhout, 1994). Hasta la fecha, se han caracterizado completamente seis formas de
JH desde un punto de vista quimico y fisiolégico. Las JH | y Il se identificaron en lepiddpteros por
primera vez, y la JH lll es la JH mas extendida en insectos. (Bellés et al., 2005). Los JHs son
moléculas lipofilicas producidas y liberadas comunmente en la hemolinfa por la corpora allata

(CA), que son un par de glandulas endocrinas conectadas al cerebro (Tobe & Stay, 1985).

La CA, son glandulas endocrinas situadas en las regiones posteriores de la cabeza del
insecto (Gilbert et al., 2000; Tobe & Stay, 1985). La presencia o ausencia de JH en momentos
precisos del ciclo vital de los insectos es esencial para su funcién. Los niveles de JH estan
regulados en ultima instancia por dos procesos bioquimicos: La biosintesis de JH y la
degradacion de JH (Gilbert et al., 2000).

Cualquier interrupcién del valor hormonal o de los mecanismos relacionados con la JH lli
dara lugar a un desarrollo, crecimiento y reproduccion anormales de los insectos (Smagghe et
al.,, 2012). Con la ausencia de JH lll en la fase larvaria, se producira una metamorfosis
incontrolada o prematura en los insectos (Konopova & Jindra, 2007) que los incapacitara para

reproducirse y morir (Cusson et al., 2013).

Mediante QuickGO se buscaron los términos GO vinculados a la JH Ill. Luego se realizd
una busqueda de los mismos en los transcriptos diferencialmente expresados, obteniendo como

resultado la tabla 18.
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ID Termino Categoria Funcién

Las reacciones y vias quimicas que dan lugar a la
formaciéon de hormonas juveniles, los tres derivados
sesquiterpenoides que funcionan para mantener el
estado larvario de los insectos en el momento de la
muday que pueden ser necesarios para otros procesos,

G0:0006718 | juvenile hormone biosynthetic process BP por ejemplo: la oogénesis.

Las reacciones y vias quimicas que dan lugar a la
G0:0006719 | juvenile hormone catabolic process BP descomposicién de las hormonas juveniles.

Las reacciones quimicas y las vias que implican a las
G0:0006716 | juvenile hormone metabolic process BP hormonas juveniles.

Una carboxilesterasa que hidroliza el enlace éster de la
G0:0004453 | juvenile-hormone esterase activity MF hormona juvenil.

Accion caracteristica de la hormona ecdisiostatica, una
G0:0016087 | ecdysiostatic hormone activity MF hormona peptidica que inhibe la secrecién de ecdisona.

Una hormona peptidica que segrega el cerebro y que,
al unirse a un receptor, actia sobre la glandula
protoracica para estimular la liberacién de ecdisona en
G0:0018445 | prothoracicotrophic hormone activity MF los insectos.

Cualquier proceso que detenga, impida o reduzca la
frecuencia, el ritmo o el alcance de las reacciones y vias

negative regulation of juvenile hormone quimicas que dan lugar a la formacién de la hormona
G0:0045968 | biosynthetic process BP juvenil.
Cualquier proceso que active o aumente la frecuencia,
positive  regulation of juvenile hormone el ritmo o el alcance de las reacciones y vias quimicas
G0:0045969 | biosynthetic process BP que dan lugar a la formacién de la hormona juvenil.

Cualquier proceso que detenga, impida o reduzca la
frecuencia, el ritmo o el alcance de las reacciones y vias
negative regulation of juvenile hormone catabolic quimicas que dan lugar a la degradacion de la hormona
G0:0045970 | process BP juvenil.

Cualquier proceso que active o aumente la frecuencia,
el ritmo o el alcance de la liberacién regulada de la

G0:0045973 | positive regulation of juvenile hormone secretion BP hormona juvenil.
Cualquier proceso que active o aumente la frecuencia,
positive regulation of juvenile hormone catabolic el ritmo o el alcance de las reacciones y vias quimicas
G0:0045971 process BP que dan lugar a la degradacién de la hormona juvenil.

Cualquier proceso que detenga, impida o reduzca la
frecuencia, el ritmo o el alcance de la liberacion

G0:0045972 | negative regulation of juvenile hormone secretion | BP regulada de la hormona juvenil.
G0:0045443 | juvenile hormone secretion BP La liberacién regulada de hormonas juveniles.

Catalisis de la hidrdlisis del epéxido de una hormona
G0:0008096 | juvenile hormone epoxide hydrolase activity MF juvenil al diol correspondiente.

Todo proceso que modula la frecuencia, el ritmo o el
alcance de las reacciones y vias quimicas que dan lugar

G0:0045952 | regulation of juvenile hormone catabolic process BP a la degradacién de la hormona juvenil.
G0:0005500 | juvenile hormone binding MF Unién a una hormona juvenil.
Cualquier proceso que modula la frecuencia, el ritmo o
regulation of juvenile hormone biosynthetic el alcance de las reacciones y vias quimicas que dan
GO0:0007557 | process BP lugar a la formacién de la hormona juvenil.

Tabla 18. Términos GO encontrados para hormona juvenil. BP: biological process, MF:
molecular function.

Se detectd la expresion al alza de dos enzimas degradativas de la JH Ill, como ser JH
esterasa y JH epdxido hidrolasa |, que se expresan aproximadamente unas 18 y 14 veces mas,
respectivamente, en el MTC respecto a la condicién normal. También se encontré una expresion
al alza, aumentada 12 veces en el MTC, del neuropeptido F corto (sNPF, del inglés short

Neuropetitde F), clave en la inhibicion de la biosintesis de la JH Il (Tabla 19).

Con respecto a la expresion diferencial de enzimas que participan en la biosintesis de la
JH 1, se encontré que la Methyl farnesoate epoxidase, participe de la ultima etapa de la

sintesis de la JH Ill, se encuentra expresada a la baja unas 20 en el MTC, en cambio, farnesol
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deshidrogenasa se encuentra expresada al alza unas 8 veces mas en el MTC (Tabla 19; Figura
23).

#gene_id Proteina PValue FDR

TRINITY_DN7295 c0_g1 | Juvenile hormone esterase 4,21617889 ‘ 7,51E-08 5,24E-06
TRINITY _DN1797 c0_g1 | Juvenile hormone epoxide hydrolase 1 3,78526054 2,30E-07 8,54E-06
TRINITY _DN7259 c0 g1 | Short neuropeptide F 3,56770602 ‘ 0,00775567 | 0,01649247
TRINITY_DN3243 c0 g2 | Farnesol dehydrogenase 2,93605816 ‘ 0,00013032 | 0,0005959
TRINITY _DN236_cO0 g4 | Methyl farnesoate epoxidase -4,35193279 ‘ 1,52E-07 7,18E-06

Tabla 19. Proteinas que actuan en el metabolismo de la hormona juvenil y que se encuentran
expresadas diferencialmente en el MTC respecto al control.

I 1

T T T T T
-1 -0.5 0 0.5 1

Juvenilehormone
esterease

Juvenilehormone
epoxide hydrolase1

Shortneuropeptide F

Farnesol
dehydrogenase

Methyl farnesoate
epoxidase

A 1 >

W W W

Figura 23. Heatmap en donde se representan las proteinas que actuan en el metabolismo
de la hormona juvenil y que se encuentran expresadas diferencialmente en el MTC
respecto a la temperatura control.

Via biosintética y degradativa de la JH Ill en insectos

La JH se sintetiza a través de la via del mevalonato (MVAP) (Lombard & Moreira, 2011).

En la CA la MVAP se ramifica en la sintesis de JH (Bellés et al., 2005). La via biosintética de la
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JH Ill en insectos implica 13 reacciones enzimaticas discretas y se divide convencionalmente en
pasos tempranos (MVAP) y tardios (rama JH) (Noriega, 2014). La via biosintética de la hormona

juvenil Il esta bien conservada en los insectos (Figura 24) (Bellés et al., 2005; Noriega, 2014).

La MVAP es una ruta metabdlica ramificada basada en la polimerizacion reductora del
acetil-CoA, que da lugar a una gran diversidad de compuestos isoprenoides. Entre los productos
finales de la via se encuentran también mensajeros hormonales, como las citoquininas y las
fitoalexinas en las plantas, las hormonas esteroideas en los mamiferos (Cane, 1999) y las

secreciones defensivas, las feromonas y la JH en los insectos (Seybold & Tittiger, 2003).

En la via sintética de la JH cada producto representa el sustrato para la siguiente enzima
corriente abajo. Las enzimas estan conectadas por grupos de metabolitos que les son comunes;
por ejemplo, Farnesol (FOL) es el producto de la actividad farnesil pirofosfatasa (FPPasa) y el

sustrato de la farnesol deshidrogenasa (Figura 24) (Noriega, 2014).

MVA pathway
Acetyl-CoA
Acetoacetyl-CoA thiolase
Acetoacetyl-CoA
HMG-CoA synthase
HMG-CoA
l HMG-CoA reductase
Mevalonate
Mevalonate kinase
Mevalonate-5P
Phosphomevalonate kinase
Mevalonate-5PP
Diphosphomevalonate decarboxylase
Isopentenyl-PP<— Dimethylallyl-PP
| IPP isomerase
‘]’ FPP synthase
Geranyl-PP
FPP synthase
Farnesyl-PP

JH branch

Farnesyl-PP
Farnesyl pyrophosphatase
Farnesol
Farnesol dehydrogenase
Farnesal
\L Farnesal dehydrogenase
Farnesoic acid
\L Juvenile hormone acid methyltransferase
Methyl farnesoate
Methyl farnesoate epoxidase
Juvenile hormone I11

Figura 24. Via metabdlica de la hormona juvenil en insectos (Tomado de Noriega, 2014)

Los primeros pasos en la via biosintética de la JH Il de los insectos incluyen la via del
mevalonato a partir de acetil-CoA hasta farnesil pirofosfato (Farnesyl-PP), una via conservada
tanto en vertebrados como en invertebrados (Marchal et al., 2011). La farnesil pirofosfato sintasa

cataliza la sintesis de farnesil pirofosfato (Castillo-Gracia & Couillaud, 1999). En los pasos
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tardios, el farnesol es sintetizado por la farnesil pirofosfatasa, (Nah et al., 2001) y luego oxidado
por la farnesol deshidrogenasa para producir farnesal (Inoue et al., 1984; Mayoral et al., 2009).
Posteriormente, el farnesal es oxidado muy probablemente por la farnesal deshidrogenasa para
formar acido farneséico (Bede et al., 1998). Los dos ultimos pasos de la via biosintética del JH
Il dependen del orden particular del insecto. En los lepidopteros, una P450 monooxigenasa
convierte el acido farnesbico en acido JH, que posteriormente es metilado por la O-
metiltransferasa del acido JH para formar JH Il (Shinoda & Itoyama, 2003). Sin embargo, en los
insectos ortépteros y dictidpteros, la reaccion de metilacion va precedida de una reaccion de

epoxidacion (Marchal et al., 2011).

La desaparicion de JH de la hemolinfa es esencial para iniciar la metamorfosis de los
insectos (Hiruma, 2003; Riddiford, 1996). La concentracion de JH en la hemolinfa esta regulada
no sélo por su sintesis sino por la degradacion, secuestro o secrecion. (Goodman & Cusson,
2011).

La degradacion de JH es catalizada principalmente por una de dos enzimas: JH esterasa
(JHE) o JH epoxido hidrolasa (JHEH) (Gilbert et al., 2000; Kort & Granger, 1981). La JHE se
libera del cuerpo graso para actuar en la hemolinfa y otros tejidos, y se considera la via primaria
de inactivacion de la JH, mientras que la actividad de la JHEH es secundaria y esta ligada

exclusivamente a los tejidos (Tobe & Stay, 1985).

En el ultimo estadio larvario, las larvas se preparan para la metamorfosis pupal, que se
caracteriza por el compromiso larvario-pupal de varios tejidos, como las células epidérmicas
(Muramatsu et al.,, 2008; Riddiford, 1985, 1996). Este evento es el primer paso para la
metamorfosis pupal y la eliminacion de la JH en la hemolinfa es indispensable para este proceso.
De hecho, el cese de la sintesis de JH por la CA es una de las contribuciones mas importantes
(Kaneko & Hiruma, 2014).

En Bombyx, short neuropeptide F (sNPF) inhibe la sintesis de JH. (Noriega, 2014). La
sNPF sintetizada por el corpora cardiaca (CC) es uno de los factores clave para generar la
supresion especifica del estadio de la sintesis de JH durante el desarrollo larvario. Ademas, sNPF
es un factor critico para apagar la sintesis de JH en el estadio de 5° instar para asegurar el inicio

de la metamorfosis pupal. (Kaneko & Hiruma, 2014).

En presencia de sNPF, los niveles de expresiéon de HMGR y MevK, participantes en la
primera etapa de la biosintesis de la JH, se redujeron significativamente (Kaneko & Hiruma,
2014).
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Las moscas hembra y macho deficientes en sNPF muestran una mejora del suefio con
un aumento duracion de las sesiones de suefio. La pérdida de funcién de sNPF eleva el suefio.
(W. Chen et al., 2013). Se ha descubierto que la sNPF regula la alimentacién y aumenta el
tamano corporal (K. S. Lee et al., 2004, 2008) regula el estrés osmaético y metabdlico (Kahsai,
Kapan, et al., 2010), la locomocion (Kahsai, Martin, et al., 2010) y la busqueda de alimento (Root
et al., 2011). Aparte de Drosophila, en otros insectos, como Schistocerca gregaria y Bombyx
mori, se ha informado de que la sNPF participa en la regulacion del comportamiento alimentario
(Dillen et al., 2013; Nagata et al., 2012).

Como se menciond anteriormente, la inactivacion de JH es necesaria para que se
complete la metamorfosis. La degradacién de la JH es llevada a cabo una enzima especifica, la
JH esterasa (JHE), capaz de hidrolizar la JH unida o no a la proteina portadora (Sanburg et al.,
1975). Asi, la JHE desempefia un papel importante en la metamorfosis, permitiendo la
reprogramacién del genoma larvario y del sistema genético (Rauschenbach et al., 1987). Se
demostrd que existe correlacion en el aumento de la actividad de la JHE con la disminucion de
los valores de JH, y la capacidad de la JHE para eliminar la JH de los tejidos de los insectos
(Hammock, 1985).

La drastica disminucion del contenido de JH en las prepupas y pupas tempranas de
Drosophila hydei (Klages, 1981) concuerda con el considerable aumento de la actividad JHE en
la hemolinfa de D. hydei en estos estadios (Klages & Emmerich, 1979) en la hemolinfa y tejidos

de Drosophila virilis (Rauschenbach et al., 1987).

La enzima terpénica JH epoxido hidrolasa (JHEH) regula la maduracion de los insectos,
la reproduccioén, el comportamiento, la coloracion, la diapausa, entre otras (Goodman & Cusson,
2011). El titulo de JH esta regulado no solo por su biosintesis, sino también por su metabolismo
y posiblemente por su secuestro. La JHEH parece muy especifico para las hormonas juveniles
(Morisseau, 2013). La JHEH genera el correspondiente diol JH, que puede conjugarse
rapidamente para su excrecion y no puede reconvertirse en JH bioldgicamente activa. (Booth &
Boyland, 1949)

La farnesol deshidrogenasa (AaSDR-1) oxida el farnesol en farnesal, un precursor de la
JH en la CA. El primer estudio sobre la oxidacion del farnesol se realizd utilizando
homogeneizados de CA de la hembra adulta de la polilla esfinge, Manduca sexta, informando
que el farnesol se convertia secuencialmente en farnesal y acido farnesoico por las

deshidrogenasas farnesol y farnesal (Mayoral et al., 2009). Los niveles de ARNm de AaSDR-1
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aumentan durante el primer dia tras la emergencia del adulto, este aumento inicial en la sintesis
de JH es esencial para la maduracion reproductiva de la hembra indicando que la ecdisis del

adulto ha finalizado y que deben comenzar los procesos reproductivos (Klowden, 1997).

La cucaracha Diploptera punctata produce el citocromo P450, CYP15A1, o también
Methyl farnesoate epoxidase. La CYP15A1 metaboliza farnesoato de metilo a JH lll. (Helvig et
al., 2004).

Experimentos de RT-PCR muestran que el gen CYP15A1 se expresa selectivamente en
la CA de D. punctata en el momento de maxima produccion de JH por las glandulas. CYP15A1
cataliza el ultimo paso en la biosintesis de JH, una reaccion de epoxidacién altamente
estereoselectiva (Helvig et al., 2004). Se destaca la correlacion de la expresion de Methyl
farnesoate epoxidase y los niveles de JH en la hemolinfa durante el ciclo vital de la abeja sin

aguijon, Melipona scutellaris (Cardoso-Junior et al., 2017).
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Conclusién y discusién

En este trabajo realizamos la caracterizacion de proteinas HSP mediante la identificacion
por homologia de secuencia, 6 de las 11 identificadas incialmente fueron corroboradas como
homologas a HSP de especies de insectos (%ID >90). Las proteinas seleccionadas fueron: Heat
shock protein 60A (Hsp 60 A), Heat shock protein 83 (Hsp 83), Heat shock protein 68 (Hsp 68),
Heat shock 70 kDa protein cognate 5 (Hsp 70 cognate 5), Heat shock protein 75 kDa, mitocondrial
(Hsp 75 mitocondrial), Heat shock 70 kDa protein 4L (Hsp 70-4L).

Para las Csp pudimos obtener la secuencia aminoacidica completa y un alto porcentaje
de identidad con insectos para: Cold shock domain-containing protein CG9705 (Csp CG9705),
Cold shock domain-containing protein E1 {EC0O:0000305}, (CSDE1).

Tanto para las Hsp y Csp seleccionadas, pudimos corroborar que se tratan de proteinas
diferentes y que la asignacion de identidad es correcta. Las Hsp tienen dominios muy
conservados, pero de longitud y funcién variable lo que puede llevar a generar confusién en la
identificacion de las mismas. (Chappell et al., 1986; Clark & Worland, 2008).

Si queremos determinar la estructura intrénica y exoénica correcta de los transcritos
obtenidos y a su vez verificar la identidad con mayor fiabilidad, debemos realizar el mapeo con
el genoma de Andiperia, el cual, por el momento se encuentra en proceso de ensamblaje

(Baricalla, Timmermann, Jackle y Rivera-Pomar, resultados no publicados).

Los analisis filogenéticos resultan congruentes con resultados previos de otras familias
proteicas como factores de transcripcion (Coletta, 2022) o canales de sodio (Ferreyros, 2023) en
donde las proteinas analizadas de Andiperla muestran relaciones filogenéticas cercanas a
termitas como Zootermopsis nevadensis 'y Cryptotermes secundus (Isoptera); y también a Gryllus
bimaculatus (Orthoptera). Las proteinas HSP y CSP no resultan utiles para establecer filogenia
dado que existe variacion evolutiva marcada debida a las duplicaciones aqui reportadas
(paralogos) y muestran alta similitud de secuencia entre las diversas HSP funcionalmente
disimiles (ortélogos) (S. Lindquist & Craig, 1988).

En la busqueda de ortélogos de Hsp 68 en otros plecépteros mediante mapeo gendmico,
pudimos encontrar duplicaciones génicas (paralogos) en Leuctra nigra, Nemoura dubitans e
Isoperla grammatica, con 4, 3 y 2 copias de Hsp 68, respectivamente. Detectamos que habia
una coincidencia entre el parecido de las duplicaciones y la cercania en el cromosoma. Para L.

nigra las 4 duplicaciones se encuentran en el cromosoma 5, las copias 1 y 2 son similares y
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cercanas entre si, mientras que 3 y 4 son similares y cercanas entre si, pero diferentes a las
copias 1 y 2 que estan alejadas por 12 millones de pb. En el caso de N. dubitans las 3
duplicaciones se localizan en el cromosoma 1, en dénde las copias 2 y 3 son similares y
consecutivas, pero se encuentran alejadas de la copia 1 por unos 15 millones de pb, a su vez la
copia 1 es diferente a 2 y 3. Por ultimo en [. grammatica las dos copias de Hsp 68 arrojaron
similitud pero se encuentran en distintos cromosomas, 6 y 1. Estos resultados indican que Hsp
68 se encuentra en multiples copias en algunos plecdpteros, y algunas de estas pueden haber
tenido su origen por duplicaciones en tandem, dada su similitud y cercania (Audemard et al.,
2012). Nos queda por explorar si en Andiperla se encuentran estas duplicaciones de Hsp 68, y
analizar en mayor profundidad su estructura génica, para ello a futuro se realizara el mapeo
genomico con los datos de secuenciacion del genoma. Dada la funcion descripta para Hsp 68,
esta podria jugar un rol importante en la tolerancia al calor (Palter et al., 1986) y en la transicion
a la fase adulta (Mason et al., 1984), pudiendo ser una proteina importante en el desarrollo de

plecopteros.

Determinar el maximo térmico critico (MTC) proporciona informacion sobre la sensibilidad
relativa a las altas temperaturas (H. F. Dallas & Rivers-Moore, 2012) en especies que habitan los
glaciares. Con respecto al MTC de Andiperia, se encontré que las larvas quedan inmovilizadas
cuando se alcanza una temperatura del agua de ~ 22°C, concordante con lo establecido por el
grupo de trabajo en numerosas repeticiones (Grimolizzi y Pessacq, no publicado). En plecopteros
hay una correlacién entre los habitats con menores temperaturas acompafnado de una menor
tolerancia al calor o MTC (Hotaling et al., 2020). En el caso de Andiperia, posee un MTC mas
bajo que otros plecépteros Patagonicos como Klapopteryx kuscheliy Notoperla magnaspina, esto
podria deberse a que Andiperla pasa todo su ciclo de vida en una matriz de hielo con una
temperatura estable que ronda entre 0 y 4° C todo el afio, mientras que K. kucheli y N.
magnaspina habitan distintos cuerpos de agua con mayores temperaturas en ciertas épocas del

ano (P. Pessacq, observaciones no publicadas).

Nuestros resultados de DEG indican que diversas Hsp y Csp se expresan
diferencialmente en el MTC. El transcripto codificante de Hsp 83 se expresa unas 9 veces mas,
esta proteina tiene una importancia en la proliferacién y maduracion de los neuroblastos, ademas
esta implicada en la transicion de fase en el desarrollo, siendo necesaria para la actividad de la
Ecdisona (Gkouvitsas et al., 2009). Hsp 83 contribuye a un proceso conocido como robustez del

desarrollo, el cual consiste en supresiones epigéneticas de variaciones a nivel genético que
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hayan surgido por condiciones de estrés, permitiendo asi la continuidad del desarrollo (Gangaraju
et al., 2011; Olivieri et al., 2012).

Hsp 68, se expresa 4 veces mas en el MTC y podria estar implicada en la transicién a la
vida adulta. En otro trabajo se demostré que su expresion aumenta en la transicién a pupa
(Mason et al., 1984). Esta proteina juega un rol importante en el endurecimiento térmico (Palter

et al., 1986), indicando una posible respuesta de tolerancia al calor en Andiperia.

Otras Hsp expresadas al alza en el MTC, son las proteinas mitocondriales Hsp 60 A y
Hsp 70 cognate 5, las cuales se expresaron unas 9y 7 veces mas, respectivamente. Hsp 60 A,
fue descripta como una proteina participe de la importacién y translocacion de proteinas a la
matriz mitocondrial (Langer & Neupert, 1994), siendo importante el aumento de su expresién
para mejorar el funcionamiento de la cadena respiratoria, mejorando asi, la funciéon mitocondrial
(Weihong, 2024). Hsp 70 cognate 5, también permite la translocacién mitocondrial y permite
mantener la morfologia de las mitocondrias garantizando la homeostasis celular (Banerjee &
Chinthapalli, 2014). Tanto, Hsp 60 A, Hsp 70 cognate 5, Hsp 83, Hsp 68, son proteinas inducidas

por el calor.

Entre las Hsp expresadas a la baja en el MTC, encontramos a Hsp 70-4L y Hsp 75
mitocondrial, las cuales se expresan 32 y 13 veces menos, respectivamente, en comparacion
con el control. Hsp 704-L esta poco descripta en insectos, algunos estudios en mamiferos indican
que juega un papel importante en la espermatogénesis, la osmotolerancia y también fomentaria
la angiogénesis (Held et al., 2006, 2011; Urena et al., 2022). Hsp 75 mitocondrial o TRAP1, es
una proteina mitocondrial que responde al estrés oxidativo previniendo la formacion de ROS. La
baja expresiéon de TRAP1 esta relacionado con el deterioro mitocondrial, una mayor produccion
de ROS y mayor respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) (Kokott-Vuong et al., 2021; Song et
al., 1995).

El mantenimiento de la morfologia mitocondrial es importante para la locomocién, por lo
tanto, la inmovilidad de Andiperla en el MTC podria deberse a varios factores, entre ellos la
pérdida de la actividad mitocondrial, ocasionada por el estrés térmico, que generaria una

deficiencia energética y de ATP (Zhu et al., 2013).

CSDE1 y Csp CG9705 se expresan 8 y 4 veces menos, respectivamente, en el MTC que
en las muestras control. Las Csp se caracterizan por ser proteinas con una activa expresion en
el frio (Giuliodori et al., 2010), lo cual, coincide con nuestros resultados, indicando que el shock

térmico disminuye su expresion. Entre las funciones descriptas para estas Csp, se encontré que
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juegan un papel importante en mantener la estabilidad del ARNm y regular su traduccion. Por
ejemplo, Csp CG9705 se une a los extremos 3-UTR del ARNm permitiendo su estabilizacion y
regulando asi la traduccién (J. A. Lindquist et al., 2014; Wong et al., 2005). Ademas, Csp CG9705
regula la formacion y organizacién neuronal (lyer et al., 2013).. CSDE1 permite mantener el
estado indiferenciado de las células stem embrionarias en mamiferos, cuando la expresion de la
misma disminuye se produce la diferenciacion neuronal y se potencia la neurogénesis (Ju Lee et
al., 2017; Saltel et al., 2017)

Como vimos para Hsp 83 y Hsp 68, supusimos que el estrés por temperatura genera
sefales de avances en el desarrollo de Andiperla. Para obtener mas sustento de ello, analizamos
la expresion de transcriptos relacionados con la biosintesis y la degradacion de la hormona
juvenil (JH 1. La JH Il es una hormona que permite mantener a las larvas de insectos en su
estado juvenil, evitando asi la metamorfosis, desarrollo pupal y avance a la adultez (Nijhout,
1994).

Encontramos que proteinas como JH esterasa (JHE) y JH epdxido hidrolasa | (JHEH) se
expresan unas 18 y 14 veces mas en el MTC, respectivamente. Ambas proteinas juegan un papel
importante en la degradacion de la JH Il y se demostré en otros trabajos que hay una correlacion
entre el aumento de las mismas y la disminucién de la produccion de JH Il (Hammock & Roe,
1985; Klages, 1981; Klages & Emmerich, 1979; Morisseau, 2013). También observamos que el
neuropéptido corto F (sSNPF) se expresa unas 12 veces mas en el MTC, este péptido inhibe la
sintesis de la JH IlI, siendo su rol protagénico en las primeras etapas de la biosintesis de la JH

Il o ruta del melanovato (Kaneko & Hiruma, 2014).

Con respecto a las enzimas participes en la biosintesis de la JH lll, encontramos que la
methyl famesoato epoxidasa (MFE) se expresa unas 2 veces menos en el MTC. Esta enzima
forma parte del ultimo paso de la formacion de la JH 1ll, metabolizando farnesoato de metilo a JH
Il (Helvig et al., 2004), otros trabajos demostraron la correlacién entre los niveles de la MFE y la
JH IlI (Cardoso-Junior et al., 2017). También detectamos una subida en la expresiéon de Farnesol
deshidrogenasa en el MTC, aumentando su expresion unas 8 veces. Esta enzima oxida el

farnesol a farnesal, un precursor de la JH Il (Mayoral et al., 2009).

Basandonos en nuestros resultados, Andiperla recibe senales de avance en su desarrollo
aumentando el metabolismo degradativo (JHE, JHEH y sNPF) de la JH Il y disminuyendo su
biosintesis (MFE), esto puede deberse a las condiciones de estrés por calor que funcionarian

como un disparador de supervivencia, priorizando la madurez para cumplir con su ciclo vital. Si
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bien, la expresion de farnesol deshidrogenasa aumenta, esta enzima no es especifica de la
biosintesis de la JH (Klowden, 1997), a su vez, la acumulacién de farnesol puede resultar toxico
para las células (Voziyan et al., 1995; Wiseman et al., 2007), por lo que su oxidacion seria

importante para el mantenimiento de la homeostasis celular (Klowden, 1997).

Para darle mayor sustento a nuestros resultados, proponemos repetir los ensayos de
MTC y mediante el método de cromatografia liquida de alta resolucion acoplado a un detector
fluorescente (HPLC-FD, del inglés high performance liquid chromatography coupled to a
fluorescent detector) medir los niveles proteicos de la JH, sus precursores y enzimas del
metabolismo de la JH (Rivera-Perez et al.,, 2012, 2014) en hemolinfa y corpora allata

diseccionada de larvas de Andiperla a temperatura normal (~ 4 °C) y en el MTC (~ 22 °C).

Las proteinas de shock térmico pueden representar indicadores de estrés por altas
temperaturas y sugerir cambios fisiolégicos, como ser el desarrollo y la diferenciacion celular. La
conservacion de la biodiversidad presente en los glaciares va a depender de los cambios en las

redes tréficas y de cdmo los organismos responden a las altas temperaturas.

Nuestros resultados abren un amplio campo de preguntas y curiosidades acerca de la
biologia de Andiperla y como estos insectos responden al estrés térmico. La particularidad de
este plecéptero es que pasa todo su ciclo de vida hasta llegar al estadio adulto en agua helada,
resultando interesante conocer como puede verse afectado con el cambio climatico y el
consecuente retroceso de los glaciares, cuales son los mecanismos moleculares implicados, y
su vez, que diferencias tiene con otros insectos, en especial plecépteros, de climas templados y

calidos.
Perspectivas futuras

Determinar los niveles de la JH y sus precursores en condiciones normales y en el

maximo térmico critico, y explorar los efectos fisioldégicos a temperaturas inferiores al MTC.
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ANEXO

Anexo I: Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de las hsp y csp.

Heat shock protein 60A

ATGCATCGACTTCCAACCGTGTTTAGGTCCAACGCCCTGCGCCAGATCTGCCAAACTAGATTCTACGCTAAAGATGTCCGGTTTGG
TCCCGAAGTCCGCGCTCTTATGTTGCAAGGAGTAGACATTTTAGCTGATGCCGTTGCAGTTACAATGGGACCCAAGGGTCGCAAC
GTTATACTAGAGCAGTCTTGGGGCAGCCCAAAGATCACAAAAGATGGTGTGACGGTGGCAAAAGGCGTGGAATTGAAGGACCGGT
TCCAGAACATTGGTGCAAGACTTGTGCAAGATGTTGCCAACAACACCAACGAAGAAGCTGGAGACGGGACCACTACTGCCACCGT
CTTGGCGCGTGCCATTGCCAAGGAGGGATTTGAAAAAATCAGCAAAGGAGCCAATCCAATTGAGATTCGTAGAGGTGTCATGATG
GCTGTGGATTCAATAAAGGCAAACTTGAAACTGCAGTCTCGTCCTGTAACGACTCCTGAGGAAATTGCGCAAGTGGCCACAATTTC
TGCCAACGGTGACGCTGGCATCGGCGCGTTGATCTCCGAGGCAATGAAACGAGTCGGCAAAGAGGGCGTCATCACTGTGAAGGA
CGGAAAGACGCTTGTCGACGAGTTGGAAGTCATCGAAGGAATGAAGTTTGACCGCGGCTACATTTCTCCGTATTTCATCAACAGTA
CTAAGGGTGCCAAGGTGGAGTACCAGGATGCCTTGGTTCTGCTGAGTGAGAAGAAGATCTCCACGGTGCAGTCCATCATACCCGC
CCTGGAACTGGCCAACACTCAGCGCAAACCACTCGTGATCATTGCCGAGGACGTCGACAGCGAGGCACTCACTACTCTTGTAGTC
AACAGGTTGAAGATCGGCCTGCAGGTGGTGGCAGTGAAGGCGCCAGGGTTCGGCGACAACCGCAAGGCGACATTGCACGACATG
GCGATTGCGACCGGCGGCATCGTGTTCGGCGATGAGGGCAACCTGGTGAAGATCGAGGATGTGCAAGCGTCCGACTTGGGCCAA
ATCGGCGAAATCATCATCACCAAGGACGACACACTCTTGCTCAAGGGCAAGGGCAAGAAGGCCGACATTGACCGGCGAGCAGAC
CAACTGCGCGACCAGATCCAAGACACCACATCCGAGTACGAGAAGGAGAAGCTGCAGGAGCGACTGGCTCGCCTGGCGTCGGGT
GTCGCTGTGCTCAAAGTGGGCGGATCTAGTGAGGTGGAGGTGAACGAGAAGAAGGACCGCGTGAACGACGCTCTGAACGCGACA
CGCGCCGCCGTGGAGGAGGGCATCGTGGCCGGTGGCGGCACCGCGCTGCTGCGCTGCATCCCGGCGCTCGCCGAACTGCGGG
CGGCCAACTCGGACCAAGAGAACGGCATCTCGATCGTGCGCAAGGCGCTGCGCATGCCGTGCATGCAGATCGCCAAGAACGCCG
GCGTGGACGCGTCCATTGTCGTCTCCAAGGTCGAGGAGGGCGAGGCCGACTGGGGGTACGACGCGATGAACAACGAGTTTGTCA
ACATGTTCGAGAAGGGAATTATTGACCCCACCAAGGTGGTTCGGACGGCACTGACCGACGCGGCGGGCGTGGCATCTCTCCTGA
CGACAGCCGAGGCGGTGGTGACGGAGATCCCCAAGGAGGAGGGAGGCGGCCCACCTGGCATGGGCGGTATGGGTGGAATGGG
CGGTATGGGGGGCATGGGAGGCATGATGTAG

MHRLPTVFRSNALRQICQTRFYAKDVRFGPEVRALMLQGVDILADAVAVTMGPKGRNVILEQSWGSPKITKDGVTVAKGVELKDRFQNI
GARLVQDVANNTNEEAGDGTTTATVLARAIAKEGFEKISKGANPIEIRRGVMMAVDSIKANLKLQSRPVTTPEEIAQVATISANGDAGIGALI
SEAMKRVGKEGVITVKDGKTLVDELEVIEGMKFDRGYISPYFINSTKGAKVEYQDALVLLSEKKISTVQSIIPALELANTQRKPLVIIAEDVDS
EALTTLVVNRLKIGLQVVAVKAPGFGDNRKATLHDMAIATGGIVFGDEGNLVKIEDVQASDLGQIGEINITKDDTLLLKGKGKKADIDRRADQ
LRDQIQDTTSEYEKEKLQERLARLASGVAVLKVGGSSEVEVNEKKDRVNDALNATRAAVEEGIVAGGGTALLRCIPALAELRAANSDQEN
GISIVRKALRMPCMQIAKNAGVDASIVVSKVEEGEADWGYDAMNNEFVNMFEKGIIDPTKVVRTALTDAAGVASLLTTAEAVVTEIPKEEG
GGPPGMGGMGGMGGMGGMGGMM
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Heat shock protein 83

ATGCCAGAAGAAATGGAGACTGGGGAGCTGGAAACCTTCGCCTTCCAGGCTGAAATCGCACAGTTGATGTCCCTGATCATCAACA
CATTCTATTCGAACAAAGAAATCTTCTTGCGAGAATTGATCTCGAATTCGTCCGATGCTCTGGACAAGATTCGCTACGAGTCCCTGA
CCGACCCGTCGAAGCTGGAGTCTGGGAAGGAGCTGTTCATCAAGATCATCCCGAACAAGAATGACCGCACGCTGACCCTCATCGA
CACCGGCATTGGCATGACCAAGGCCGATCTTGTCAACAACCTCGGTACGATTGCCAAGTCCGGCACCAAGGCGTTCATGGAGGCT
CTGCAGGCCGGCGCCGACATCTCCATGATCGGGCAGTTCGGTGTGGGCTTCTACTCCGCGTATCTGGTGGCCGACCGGGTGACC
GTCACGTCCAAGCACAACGACGATGAGCAGTACGTGTGGGAGTCCTCGGCGGGAGGTTCGTTCACCATCCGCACCGACAACTCA
GAGCCGATCCACCGAGGCACCAAGATCGTGCTGCACATGAAAGAGGACCAGGCAGAGTTTCTGGAGGAGCGCAAGGTCAAGGAG
GTGGTGAAGAAGCACTCTCAGTTCATTGGCTATCCCATCAAGCTGATGGTGGAGAAGGAGCGCGACAAGGAGCTCAGCGACGAC
GAGGCTGAAGAGGAGAAGAAGGAGGGCGAGGATGAAGAGGATAAGCCCAAGATCGAGGATGTTGGAGAGGATGAGGATGAGGA
CAAGGAAAAGGAGAAGAAGAAAAAGAAGACCATCAAGGAGAAGTACACCGAAGATGAAGAGCTGAACAAGACCAAGCCCATCTGG
ACGCGCAACCCCGACGACATCAGCCAAGAAGAGTACGGCGAGTTCTACAAGTCGCTGACCAACGACTGGGAGGACCATCTCGCC
GTCAAACACTTCTCTGTTGAGGGACAGCTCGAGTTCCGCGCGCTGCTCTTCGTGCCCCGTCGCGCGCCCTTCGACCTGTTTGAGA
ACAAGAAGCGGAAGAACAACATCAAGCTGTATGTGCGCCGCGTCTTCATTATGGACAACTGTGAGGACCTCATCCCAGAGTACCTG
AACTTCGTGAAGGGCGTCGTTGACAGCGAGGACCTGCCGCTGAACATCTCGCGCGAGATGCTCCAGCAGAACAAGATCTTGAAGG
TGATCCGCAAGAACCTGGTCAAGAAGTGCCTGGAGCTGTTCGAAGAGCTGGCCGAGGACAATGACAACTACAAGAAGTACTATGA
GCAGTTCAGCAAGAACCTGAAGCTGGGCATCCATGAGGACAGCGCCAACCGCAAGAAGATTGCCGACCTCCTTCGCTATTCGACG
TCGGTGTCCGGGGACGACATCACGTCTCTCAAGGAGTACCTTGCGCGCATGAAGGAGACCCAGAAGCACATCTACTACATCACTG
GCGAGAGCAAGGACCAGGTGTCAAACTCGTCCTTCGTGGAGCTCGTTAAGAAGCGGGGCTTCGAGGTGATCTACATGACTGAGCC
CATCGATGAGTACGTCGTGCAACAGCTGAAGGAGTATGAAGGCAAGCAGCTGGTGTCTGTCACGAAGGAGGGACTTGAGCTGCC
CGAGGAAGAAGATGAGAAGAAGAAGCGCGAGGAGGACAAGGCCAAGTTTGAGAACTTGTGCAAGGTGATGAAGGACATTCTAGAC
AAGAAAGTGGAGAAGGTGGTTGTGAGCAACCGTCTCGTGGAGTCTCCGTGCTGCATCGTAACATCGCAGTACGGCTGGACGGCC
AACATGGAGCGCATCATGAAGGCGCAGGCGTTGCGCGACACCTCCACCATGGGCTACATGGCGGCGAAGAAACACCTCGAGATC
AACCCTGACCACCCCGTGATGGAGACCCTCCGACAGAAGGCCGACGCGGACAAGCACGACAAGGCCGTCAAGGATCTGGTCATG
CTTCTGTTCGAGACCGCGCTGCTGTCATCAGGCTTTGCGCTCGAGGAGCCGCAGGTGCACGCGTCGCGCATCTACCGCATGATCA
AGCTGGGGCTGGGCATCGACGAGGAGGAGCCCACCGCGGCGGAAGAGGAGAAGGCTGACGTTGAGATGCCCCCGCTCGAGGG
TGACGGCGAGGACGCGTCGCGCATGGAGGAGGTCGACTAG

MPEEMETGELETFAFQAEIAQLMSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIRYESLTDPSKLESGKELFIKIIPNKNDRTLTLIDTGIGMTKADL
VNNLGTIAKSGTKAFMEALQAGADISMIGQFGVGFYSAYLVADRVTVTSKHNDDEQYVWESSAGGSFTIRTDNSEPIHRGTKIVLHMKED
QAEFLEERKVKEVVKKHSQFIGYPIKLMVEKERDKELSDDEAEEEKKEGEDEEDKPKIEDVGEDEDEDKEKEKKKKKTIKEKYTEDEELNK
TKPIWTRNPDDISQEEYGEFYKSLTNDWEDHLAVKHFSVEGQLEFRALLFVPRRAPFDLFENKKRKNNIKLYVRRVFIMDNCEDLIPEYLN
FVKGVVDSEDLPLNISREMLQQNKILKVIRKNLVKKCLELFEELAEDNDNYKKYYEQFSKNLKLGIHEDSANRKKIADLLRYSTSVSGDDIT
SLKEYLARMKETQKHIYYITGESKDQVSNSSFVELVKKRGFEVIYMTEPIDEYVVQQLKEYEGKQLVSVTKEGLELPEEEDEKKKREEDKA
KFENLCKVMKDILDKKVEKVVVSNRLVESPCCIVTSQYGWTANMERIMKAQALRDTSTMGYMAAKKHLEINPDHPVMETLRQKADADKH
DKAVKDLVMLLFETALLSSGFALEEPQVHASRIYRMIKLGLGIDEEEPTAAEEEKADVEMPPLEGDGEDASRMEEVD

Heat shock protein 68

ATGCCGACAGCTGCAATCGGAATCGACCTCGGCACGACCTACTCGTGTGTGGGCGTGTGGCAGATGGGAAAAGTGGAGATCATC
GCCAACGACCAAGGCAACCGCACGACGCCCAGCTATGTCGCCTTCAACGACACGGAGAGGCTCATCGGCGACGCCGCCAAGAAC
CAGGTCGCCATGAACCCGAAGAACACCGTGTTTGACGCCAAGCGCCTCATCGGGCGTCGGTTCGACGACCCCAAGATCCAGCAG
GACATGAAGCACTGGCCGTTCACAGTGGTCAACGTGGGCGAGAAGCCGAAAATCCAGGTGGAGTTCAAGGGGGAGACGAAGACG
TTCTCTCCCGAGGAGATCAGCTCGATGGTGTTGGTGAAGATGAAGGAGGTGGCCGAGGCGTTCCTCGGAGCCCCCGTGAAAGAC
GCCGTCGTCACGGTGCCGGCGTATTTCAACGATTCCCAGAGGCAAGCTACTAAGGACGCCGGTGCCATCGCTGGGATCAATGTGA

TCCGGATCATCAACGAGCCCACTGCCGCAGCCCTGGCGTACGGTCTCGACAAGAACCTCAAGGGCGAGAAGAACGTGCTGATCTT
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TGACCTGGGAGGCGGCACGTTCGACGTCTCCATCCTGGCCATCGACCAGGGCTCGCTGTTCGAGGTCAAGTCCACGGCCGGAGA
CACACACCTGGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTGGTGAGCCACTTTGTCGATGAGTTCAAGCGCAAATACCGCAAGGACCT
GTCCGGCAACCCTCGCTCGCTGCGGCGTCTGCGGACGGCGGCGGAACGCGCAAAGAGGACGCTCTCCTCGAGCACGGAGGCGT
CGCTCGAGATCGACGCCCTCTACGAGGGCGTCGACTTCTACACAAAGATCTCGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTCTGCGCTGACC
TGTTCCGCGGCACTCTGCAGCCCGTCGAGAAGGCGTTGTCCGACGCCAAGATGGACAAAGGCGTGATCGATGACGTGGTCCTCG
TCGGCGGCTCGACGCGTATCCCCAAGATCCAGAGCCTCCTGCAGAACTTCTTCGCCGGCAAGCCGCTGAACCTGTCCATCAATCC
AGACGAGGCGGTCGCGTACGGCGCCGCGGTCCAGGCTGCGATCATCAGCGGCGATACTAGCTCGCAAATCCAGGATGTACTCCT
TGTTGACGTCGCCCCACTGTCCCTTGGCATCGAGACTGCAGGCGGAGTCATGTCCAAGATCGTCGAGCGCAACTCCCGCATACCG
TGCAAGCAGTCGCAGACCTTCACCACGTACACCGACAACCAGCCGACCGTCACCATCCAAGTCTACGAGGGCGAGCGCGCCATG
ACCAAAGACAACAACCTCCTCGGCACCTTCGACCTCACGGGAATCCCGCCCGCGCCGCGTGGCGTCCCGAAGGTCGACGTCACG
TTCGACCTCGACGCCAACGGCATCCTCAACGTCACAGCGAAAGAGACCGGATCGGGCCACCAGAAGAACATCACGATCCGCAAC
GACAAGGGCCGCCTCTCGCAGGCCGAGATCGACCGCATGCTCGCCGAGGCCGAGAAGTACAAGGCCGCGGACGACGCCCAGCG
TGAACGCATCGTGGTTCGGAACAAACTCGAGGCGTACACGTTCAGCGTCAAACAGGCGGTGGAGGAGGCCGGGACCAAATTGGA
CGATGACCACAAGAAGAGGGCTCGCGAGGCTTGCGACGCCATGCTCAAGTGGCTCGACGCGAACCAGCTAGCCGGCAAGGAGG
AGCTGGAACATCAGCAGAAGGAACTGGAGAGATTGTGCAGCCCCATCATGTCGAAGATGTACCAGGGCCAATACCAAGGCCAATA
CCAAGGCCAAGGGGCCCCAACCGGAGGGACCTCGTGTGGGGGTCAAGCAACTCGGGGCCAGCAGAACGGCGGAGGCCCGGGA
CCCACCATCGAGGAAGTGGATTAG

MPTAAIGIDLGTTYSCVGVWQMGKVEIIANDQGNRTTPSYVAFNDTERLIGDAAKNQVAMNPKNTVFDAKRLIGRRFDDPKIQQDMKHW
PFTVVNVGEKPKIQVEFKGETKTFSPEEISSMVLVKMKEVAEAFLGAPVKDAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGAIAGINVIRIINEPTAAALA
YGLDKNLKGEKNVLIFDLGGGTFDVSILAIDQGSLFEVKSTAGDTHLGGEDFDNRLVSHFVDEFKRKYRKDLSGNPRSLRRLRTAAERAK
RTLSSSTEASLEIDALYEGVDFYTKISRARFEELCADLFRGTLQPVEKALSDAKMDKGVIDDVVLVGGSTRIPKIQSLLQNFFAGKPLNLSIN
PDEAVAYGAAVQAAIISGDTSSQIQDVLLVDVAPLSLGIETAGGVMSKIVERNSRIPCKQSQTFTTYTDNQPTVTIQVYEGERAMTKDNNLL
GTFDLTGIPPAPRGVPKVDVTFDLDANGILNVTAKETGSGHQKNITIRNDKGRLSQAEIDRMLAEAEKYKAADDAQRERIVVRNKLEAYTF
SVKQAVEEAGTKLDDDHKKRAREACDAMLKWLDANQLAGKEELEHQQKELERLCSPIMSKMYQGQYQGQYQGQGAPTGGTSCGGQA
TRGQQNGGGPGPTIEEVD
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Heat shock 70 kDa protein cognate 5

ATGCTTTCTGCTTCAAGAATATTTGGTCGACGAGCTTGCGAGTGTACGTCAGACATAACGCGAAATCAACAGTTCAGCACTTTATTG
AAAAAGACCTTTGCACCATCTTCATCCATTTATGATGGCCACATTAGACACAAATCGGAAGGTGTTAAAGGAGCCGTTATTGGCATT
GATCTTGGCACAACAAACTCGTGCGTCGCCGTCATGGAAGGAAAACAAGCCAAGGTCATAGAGAATGCCGAAGGATCGAGGACCA
CACCATCTGTCGTTGCGTTCACAAAAGATGGTGAGAGACTTGTCGGCATGCCAGCCAAGCGTCAAGCAGTCACAAATTCGGCCAA
CACATTTTATGCGACAAAACGACTCATTGGGAGGAAGTTTGAAGATGCTGAAGTTAAGAAAGACATGAAAACGGTGTCGTACAAGA
TCGTGCGCGCGTCCAACAGCGACGCGTGGGTGGAGAGCACCGACAAGAAGATGTTCTCGCCAAGCCAGATCGGCGCGTTCGTGC
TTATGAAGATGAAGGAGACGGCCGAGGCCTACCTGAACACGCCGGTGAAGAACGCCGTTGTCACCGTGCCGGCGTACTTCAACG
ACTCGCAGCGCCAGGCGACCAAGGACGCGGGTCAGATCGCCGGGCTCAATGTGCTGCGCGTCATCAACGAGCCGACCGCGGCT
GCGCTCGCGTATGGCATGGACAAGACCGAGGATCGAGTAATTGCTGTTTACGATCTGGGAGGTGGAACTTTCGACGTGTCCATTC
TTGAGATCCAGAAGGGAGTGTTTGAAGTGAAATCGACCAACGGCGATACATTCTTGGGTGGAGAGGACTTCGATAATGTTCTTGTC
AACTTCCTCGTGACTGAATTCAAGAAGGAGCAAGGAATCGACATCACCAAGGATCCCATGGCAATGCAGCGGCTGAAGGAGGCCG
CCGAGAAGGCCAAGGTTGAGCTCTCGTCGGCCCAACAGACCGACATCAACCTGCCGTACCTGACCATGGACGCTTCTGGACCCAA
GCATATGAATCTCAAGATGTCTCGCTCGAAGCTGGAGTCGCTGGTGGGCGATCTGATCAAGAAGACGATTGGGCCGTGCAACAAG
GCGCTGCAAGACGCTGAGTGCTCCAAGTCGGACATCGGCGAAGTGCTGCTGGTGGGCGGAATGACGCGCATGCCCAAGGTGCA
GTCTGTCGTCCAAGAGATCTTCGGCCGTCAGCCAAGTCGCGCGGTCAACCCCGACGAGGCGGTGGCGGTGGGCGCCGCLGTGL
AGGGAGGCGTGCTGGCTGGCGACGTGACCGACGTGCTCCTGCTGGACGTAACGCCGCTGTCGCTCGGCATCGAGACGCTGGGC
GGAGTGTTCACGCGCCTCATCACGCGCAACACGACCATCCCCACCAAGAAGTCGCAGGTGTTCTCCACGGCCGCCGACGGCCAG
ACGCAGGTGGAGATCAAGGTGCACCAGGGCGAGCGCGAGATGGCCAACGACAACAAGCAGCTGGGTCAGTTCACGCTGGTCGG
CGTCCCTCCTGCGCCGCGCGGCGTGCCGCAGATTGAGGTGACGTTCGACATCGACGCCAACGGTATCGTGCACGTGTCGGCGCG
CGACAAGGGCACCGGCAAGGAGCAGCAGATTGTGATCCAGTCGTCGGGCGGCCTGAGCAAGGACGAGATCGAGAACATGGTGC
GCAACGCAGAGACGTTCGCGGCGCAGGACAAGGTGAAGCGAGACCGAGTCGAGGCCATCAACCAGGCCGAGAGCATCGTTCAG
GACACCGAGTCCAAGATGACCGAGTTCAAGGAGCAGCTGCCGCAAGAGGAGTGCGACAAGCTGAGGGAGCAGATGGTGCTGGTG
CGAGACGCGCTGGCCAAGAAGGACGACATCGACCCCGAGGAGATCCGCAAGCTGACCAGCACGCTGCAGCAGGCGTCGCTCAA
GCTGTTCGAGATGGCATACAAGAAGATGGCTGCCGAGCGGGAGAGCAATTCCGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCTCAGATGCGCC
GCCTTCCGGTGATGCCGAGACGAAGGAGAAAGAGGAGAAGAAGAACTGA

MLSASRIFGRRACECTSDITRNQQFSTLLKKTFAPSSSIYDGHIRHKSEGVKGAVIGIDLGTTNSCVAVMEGKQAKVIENAEGSRTTPSVV
AFTKDGERLVGMPAKRQAVTNSANTFYATKRLIGRKFEDAEVKKDMKTVSYKIVRASNSDAWVESTDKKMFSPSQIGAFVLMKMKETAE
AYLNTPVKNAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGQIAGLNVLRVINEPTAAALAYGMDKTEDRVIAVYDLGGGTFDVSILEIQKGVFEVKSTNGD
TFLGGEDFDNVLVNFLVTEFKKEQGIDITKDPMAMQRLKEAAEKAKVELSSAQQTDINLPYLTMDASGPKHMNLKMSRSKLESLVGDLIK
KTIGPCNKALQDAECSKSDIGEVLLVGGMTRMPKVQSVVQEIFGRQPSRAVNPDEAVAVGAAVQGGVLAGDVTDVLLLDVTPLSLGIETL
GGVFTRLITRNTTIPTKKSQVFSTAADGQTQVEIKVHQGEREMANDNKQLGQFTLVGVPPAPRGVPQIEVTFDIDANGIVHVSARDKGTG
KEQQIVIQSSGGLSKDEIENMVRNAETFAAQDKVKRDRVEAINQAESIVQDTESKMTEFKEQLPQEECDKLREQMVLVRDALAKKDDIDP
EEIRKLTSTLQQASLKLFEMAYKKMAAERESNSGSSSSSSSDAPPSGDAETKEKEEKKN
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Heat shock 70 kDa protein 4L

ATGTCGATAATGGGGATAGATTTTGGTAACGAGTCTTGCTATATCGGTGTAGCGAGAGCGGGTGGTATTGAGACCATCGCAAATGA
CTACAGTTTGCGTGCAACTCCGTCTTGTGTGGCGTTCTGCACGAAGAACCGAATCTTAGGTGTTGCTGCCAAGAATCAGATGGTCT
CCAACATGAAGAATACTATTCACGGTTTCAAGCGGCTGTTGGGACGCAATTATAGTGACCCATTTGTCCAGAATGAGTTGAAATATT
TACCATATCAAGTTCAGAAAACTGATAAAGGTGGCATTGGAATTAAGGTGAACTATCTAAATGAGGAACACATCTTCTCCCCAGAGC
AAATAACGGGCATGCTTTTCACAAAACTGAAGGAGATCTCCGAGACTGCTATGAAGACGGTAGTGAATGACTGTGTTATTTCGGTC
CCTTCGTATTTCACCAATAACGAGCGCAAGGCTCTGCTTGATGCAGCTACCATCGCCGGATTAAATGTGTTGCGGCTGTTTAACGA
GACGACGTCGACGGCCCTGTCTTATGGTATCTACAAGCAAGATTTGCCACCACCCGAGGAAAAGCCACGTAATGTAGTGTTTGTCG
ACTGGGGTCATGCTACTCTGCAGGTGTATGCCTGTGCATTCCACAAAGGGAAGCTCAAGATGTTGGCTAGCGTGACTGACCCGTG
CCTGGGCGGGCGGGACATCGACGCCGAACTGGCCGAGCACTTTGCCAAGGACTTCTTGGTGCGATATCGCGTGGACGCTCGCAA
GAATCCGCGCGCTTGGATACGTCTCATCGCCGAAGTGGAGAAGCTCAAGAGAAACATGTCTGCCAACTCGACAAAGCTGCCATTG
AACATCGAGTGCTTCATGGAAGACAAGGATGTTCGCGGCGAGATGCAACGCTCCGAGATGGAGGCACTGTGCGAGGCGCTATTC
CGCCGGGTCGAGGTTACACTCAACCAGTGCTTGGAGGACTCCAAGCTGAAGTTGGACGAGATCTACGCGGTGGAGATGGTGGGC
GGCTCGAGCCGCGTGCCCTCGATCAAAGAGTTGATCCAGGAAGTATTCAAGAAGAGTCCGAGCACGACGCTGAATCAAGACGAG
GCTGTGGCACGCGGCACTGCGCTGCAATGTGCACAGCTGTCGCCAGCAATCCGAGTGCGCGACTTTGCCGTCACCGACGTACAG
AACTATGCAGTCAAGTTGGTGTGGGATTCCAGCATGGGGGATGACGGGGAAATGGAGGTGTTTCCACAGAATCAGGCTGTACCGT
TTTCTAAAATGTTGACGTTTTATCGAAAGGAAGCCTTTGTCATCAAAGCTTATTACCAGGGTAACATTCCATATCCAGATCAGTTCAT
TGGTCAGTTCATGATCAAGGACGTGAAGCCGTCTGTGGAGGGAGAGAGCCAGCGTGTGAAGGTGAAGGTGCGTGTCAATCTGCA
CGGCATTGTGCTCGTTTCGTCGGCAACGCTGGTGGAGAAAGTGGCGGCAGCCGACTTGGAGGACGAGAACGGAGACTCCAACAT
GGACACCGATCAAACGGCCGGACAGAATCAAACCGGCGGGGGGAGTCAGGACGAGCAACAAGGGGGCGGCAATGAGGACCAGG
AGGAGGGTGATGCACACCTCGCTGGAGGTGACAAGAAGGACAAAAAGAAGAAGCTCCATGTGAAGAGCACGGATCTGCCTGTCG
AGTCTGTCGTCGGCGGAAATGATGTCGCGCAAGTCGACCACTTCCACGAGCTGGAGTGCAAGATGATCTCCGAGGATCGCCAGG
AGAAGGAGAGAATCGACGCACGCAATGCACTTGAGGAGTACGTCTACGAGACGCGCGGCCAGCTCAACTCTGACGATCTGTCGG
CGTTCGTCACAAGCGATGTGCGTCAGACTATCACCTCCGAGCTGGACCAGACCGAGGCTTGGCTCTACGAGGAGGGTGCAGATT
GCGTGCGCAACGTCTACATAGACCGCCTCGCTCGCTTGCAGGGCGAGTGCGAGCCAATCAAGGACAGACGCAGAGAGTTCGAAG
AGCGTCCAAGCTCGCTACTGGAACTGAGCGCTGCCGTGCAACTGGCAAGGAAGGTGCTGGATCAGTATGCCAACAAGGACGAGC
GCTACTTGCATTTGACCAGTGGCGAAGTGGAGAAGGTGGCAACTGCGGTGGACGCTGCCCACGTGTGGCTGGAAGATGCGCGCC
GCGTGCTGGCTGCCACACCCAAGACACACAACGCGCCCGTCATCTGCGTCAAAGTGCGAGAGCAGAAACAGCAACTTGAAAATAC
TATTAATCCTATTATAAACAAACCGAAGCCTAAGGCAGAGGTCCCTCCGCCACCAAAGGAAGATCCACCTAAGAATGGGAACAGTG
ATGCGCCAAACCAATCGACCACTGCTGATGGACCCACACAAATGGATGTAGAGTGA

MSIMGIDFGNESCYIGVARAGGIETIANDYSLRATPSCVAFCTKNRILGVAAKNQMVSNMKNTIHGFKRLLGRNYSDPFVQNELKYLPYQV
QKTDKGGIGIKVNYLNEEHIFSPEQITGMLFTKLKEISETAMKTVVNDCVISVPSYFTNNERKALLDAATIAGLNVLRLFNETTSTALSYGIYK
QDLPPPEEKPRNVVFVDWGHATLQVYACAFHKGKLKMLASVTDPCLGGRDIDAELAEHFAKDFLVRYRVDARKNPRAWIRLIAEVEKLK
RNMSANSTKLPLNIECFMEDKDVRGEMQRSEMEALCEALFRRVEVTLNQCLEDSKLKLDEIYAVEMVGGSSRVPSIKELIQEVFKKSPST
TLNQDEAVARGTALQCAQLSPAIRVRDFAVTDVQNYAVKLVWDSSMGDDGEMEVFPQNQAVPFSKMLTFYRKEAFVIKAYYQGNIPYP
DQFIGQFMIKDVKPSVEGESQRVKVKVRVNLHGIVLVSSATLVEKVAAADLEDENGDSNMDTDQTAGQNQTGGGSQDEQQGGGNEDQ
EEGDAHLAGGDKKDKKKKLHVKSTDLPVESVVGGNDVAQVDHFHELECKMISEDRQEKERIDARNALEEYVYETRGQLNSDDLSAFVTS
DVRQTITSELDQTEAWLYEEGADCVRNVYIDRLARLQGECEPIKDRRREFEERPSSLLELSAAVQLARKVLDQYANKDERYLHLTSGEVE
KVATAVDAAHVWLEDARRVLAATPKTHNAPVICVKVREQKQQLENTINPIINKPKPKAEVPPPPKEDPPKNGNSDAPNQSTTADGPTQM
DVE
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Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial

ATGGCGGCCTCGTTTCGTCTACAACGTGCTCTGAAATTGGGAAATGTATTTTTTCGACGAACAGCTCAATTCTATCATCCAAAACTA
AATAATATTAATTTACAGAGAAGAGATCTATCAGCGTGCGGCCGCCTGCTGAGCAGCGTCAACTCGCAGAGCGCTGCAGATGCCG
ACTCCGAGTACCACTCTATTATCAAGGATGCAGAGAAAGCCACAGGTGCCAGCCAGAGCCACGAGTTCCAGGCAGAGACTCGGAT
GCTGCTGGATATTGTGGCCAAGTCCCTCTATTCGGACAAAGAGGTGTTTGTGCGCGAGCTGATCTCGAACGCCAGCGACGCGCTC
GAGAAGCAGCGCTACGTCAGCCTGACGTCAGGCACAGACGCGTCCGAGGCGACACCTGCGGCAGACTCGCCGCTGGAGATCCA
CATCGCCACGGACAAGCAGCACCGGATACTCACGATACAGGATACTGGAGTTGGGATGACCCAAGAAGAAATGATCTCGAATTTG
GGAACAATTGCACGATCTGGCTCTAAGGCATTCCTCGACCAGCTGAAAGAGAAGACGGGCGCGCATAGTGACTCGTCGTCGATCA
TTGGCCAGTTCGGCGTCGGCTTCTACTCGAGCTTCATGGTCGCCGACAAGGTGGAGGTGTACAGCAAGTCCAGCCAGGCGGCCG
GGCCCGGACACAAGTGGACTTCGGACGGGTCCGGTACCTACGAGATTCAAGAGGCCGAGGGCGTGCAGAACGGAACCAAAATTG
TCCTACATTTGAAACAAGATTGCCGGGAATTCGCTGATGAGGACTCGATTAATGGCATCATCAAGAAGTACAGCAACTTCGTGGGC
AGCCCGATCTTTGTGAACGGGCGGCGCGCGAACGTGATCCAGCCGCTGTGGCTGATGGACGCGAAGCAAGTGACCGCGGACAT
GCACAACGAGTTCTACCGCTTCGTCGGCAACTCGTTCGACAAGCCTCGCTTCACGCTGCACTACAACACAGACGCGCCGCTTACC
ATCCGAGCGCTGCTCTACTTCCCCGAGGGAAAGCCAGGTTTGTTCGAGATGAGCCGCGAAGTGGACGTGGGCGTGGCTCTGTAC
ACGCGGAAAGTGCTGATCAAGAGCAAGGCTGACAACATCCTGCCCAAGTGGCTGCGATTCGTCAAGGGTGTTGTTGACTCGGAAG
ACATACCGCTGAATCTGAGCAGGGAACTGCTTCAGAACAGCGTTCTCATCAGGAAGCTGCGCACGGTGTTGACGAATCGAGTTCT
CCGTTTCCTCCACGACAAATCCACCAAGGACACTGAGGAGTTCGACAAGTGGTACAAGGACTACGGACTCTTTCTGAAAGAGGGA
ATCGTCACGAGTGAAGAGCAGCATGAAAAGGAAGAGATCTCGAAGCTTCTCCGCTTCGAGTCGTCGCGCAGTGCGCCGAACGAAC
GAGTCAGCCTGCCGCTGTACTGCAGCCGACTCAAGGAAGGACAGAAACACATATTTTATCTTGCTTCTCCAAGTCGCGAGCTGGC
CGAGGCGTCGCCCTACTACGAGGCTCTCAAGCAGAAAGATGTGGAGATTCTGTTCTGCTTCGAGCCGTACGACGAGCTCGTGCTG
ATGCAGCTGCGGCAGTTCGACGACCGCCAGCTGATGTCCGTCGAGAAGGAGATGCGCCAAGACAAGGAACCCGAGAACCTGACT
GACCTCGGCAGCGACAGCCTGACGCGCAGCGAGCTGGAGACTCTGCTGCCGTGGGTGAAGCAGACTCTTGCGGGCAAGGCGCA
CACGGTCAGGGTGACCAACCGCCTGGAGACGCACCCGTGTGTGGTGACGATCGAGGAGATGGCCGCGGCGCGACACTTCATCC
GCACGCAGTCACACCAGCTGCCCGAGGAGAGCCGATACTCGCTGCTGCAGCCACAGTTCGAACTCAACCCCAGGCATCCGATTAT
TAAGAAACTTAGCAAATTGACCACAGCAAACCCAAAATTGGCTACATTAGTAACACAGCAGTTGTTCTCCAACTCGATGGTTTCGGC
TGGTTTAGTGGAAGATCCGAGGACTTTGGTGTCGAGTATGAACGAGCTCCTCACACTTGCTCTTGAAACGCACTGA

MAASFRLQRALKLGNVFFRRTAQFYHPKLNNINLQRRDLSACGRLLSSVNSQSAADADSEYHSIIKDAEKATGASQSHEFQAETRMLLDI
VAKSLYSDKEVFVRELISNASDALEKQRYVSLTSGTDASEATPAADSPLEIHIATDKQHRILTIQDTGVGMTQEEMISNLGTIARSGSKAFL
DQLKEKTGAHSDSSSIIGQFGVGFYSSFMVADKVEVYSKSSQAAGPGHKWTSDGSGTYEIQEAEGVQNGTKIVLHLKQDCREFADEDSI
NGIIKKYSNFVGSPIFVNGRRANVIQPLWLMDAKQVTADMHNEFYRFVGNSFDKPRFTLHYNTDAPLTIRALLYFPEGKPGLFEMSREVD
VGVALYTRKVLIKSKADNILPKWLRFVKGVVDSEDIPLNLSRELLQNSVLIRKLRTVLTNRVLRFLHDKSTKDTEEFDKWYKDYGLFLKEGI
VTSEEQHEKEEISKLLRFESSRSAPNERVSLPLYCSRLKEGQKHIFYLASPSRELAEASPYYEALKQKDVEILFCFEPYDELVLMQLRQFD
DRQLMSVEKEMRQDKEPENLTDLGSDSLTRSELETLLPWVKQTLAGKAHTVRVTNRLETHPCVVTIEEMAAARHFIRTQSHQLPEESRY
SLLQPQFELNPRHPIIKKLSKLTTANPKLATLVTQQLFSNSMVSAGLVEDPRTLVSSMNELLTLALETH
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Cold shock domain-containing protein CG9705

ATTGGTCAAATGAGAGTATGCAGACAAACGAAAGCGTTTTTGTGCAAATGGTTTACACCAAACCTACACCAAGTGGACAAACAAACA
ACGCAAGCGAGACTCGATGCTCCACGCATTGAGCACACAAATTTGCTGTCACTTACTTGCCAATAGGAAGTAAGTTAAGCTACTAG
CACAGGCAAGAGGGCTCGGTCGCTTCTTCAGGCGGAGTGATTTTAAACGATTCCTTGTCTATTGTTTGCAGTTCGAATCGAGATCG
ATTTGAATCCACCAAGTGCTGGGCAATGTCGGCAAACATTTCTTCGACTCCCTGGCCAGTCTTGCACGAGGTCTTGTAGGTGCCAC
TGATCAGATTGTGGCATTGTTCACAGAAATTCTCCATGTCACTCTCCGTAACTTGAGGTGTTTGGCCTTCTAGGTCAGCTTTGTTTC
CGCACAAGAAAATCTTAGCATTCTCTGCATATGTAACGATATCCAATAAGTGTTGCGACAGAACGTGAAATGAAGCTGCGTTATCCA
ACGAGAAGACTAGAATGGCTGCCTCGGCAAACTTGTAGTAACTAGATGTCACAGAAGCCACTCGTTCCATCCCACCAGTGTCCCAC
AGCTGCAGCCGTAGGTCTCGTCCAGTAACAGAGTACACTTTGTCGTAATGATCTAAACCTAGTGTCGATTGGCGATCTGTAGCAGT
TACAAAAGTGTCTGCTGTGAATCTTCGAAAGAGGGAGCTTTTACCCACACCAAATTCACCACACAAGATGACTTTTTGCTCCGGAAT
TTTTACGGATGCCATTTTGAAGATGCAACTTCTGTAAAGGTTGATCTTGAGCATTTATTGTAACCACATATTCAAAAGAAGAGCGCTA
GCCTACTAGAACTTTGAATTTCAATACATATTTACGTTGTGTTGTGATTACAGTCAACTCTAAAACAGTAAACAACTTTTAGGTTTCTA
ATTTCATGGAGTTAGATAGTAAGGTAAGGTTAGGACAATGGTAATGATTTGACAGCCCCAACCGCCGCCTGCAAGACTGGACTTCG
GCCGTAGTCTGTGTGTCTTTAGTGTTGCTCTCCACACTCAGTGGACCAAAGAGGCTGGTTTAGACCGACTGTACAATAACTCAAGC
TGGCAACGCTGGCGGACGGAACGCCCGAACAAGTAACAACCCATAAAAAGCGCTGCGTATGCGTATCTATCTGAGTCAGACTGCC
AGGTTACTCCAAGAGAATTAAAGGTTAAAA

MTDPLRIAVSNASLLSPDSPSSSGPGSPRLSIPSPIITRRNRTHSVSERALANPLEHGVVKSFCRNRGHGFITKEGKDIFVHISDIEGEYIPL
PGDEVSFRLCPIPPKYEKSQAVHVRIENFTPDVHKRWDCPSDENGC
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Cold shock domain-containing protein E1 {EC0:0000305}

ATGTCGGGGCGCATCCGGTACCGAGCGCCAGACCACTCGGAGGTGGAGGTGCCGTTCGGCGACAAGGACCAGCTGGGCGACTT
CACGCTCAAGCACGGTGACTGGGTGCAGTTCTGTGTGGCGACGGACCGGCGCGACCAGCTGCGCCGCGCGACGCGCATCACGC
TGCTCGAGGAGTCATTTGCCGTTTCGGGCGAGCGTCGCGAGCAGGGTGCCGTTGCCGCGCTCAAGGACGGCTTCGGCTTCGTGC
GCTGCGCGGAGCGCGATGCGCCTCGACTCTTCTTCCACTGCGCCGAGCTGCTGGACGCCGCCGCGGAGGGGCCGCGCGTTGAC
GACCACGTCGAGTTTACCGTCGTGCACGACCAGGCCGGATTCGCTGGCAGCCGACAGTCGGCGATACGCATCAAGAGGCTGCCG
CCGGGCACGGTCGTGTTCGAGACGCTCACCGAGCAGGGCGTGAGCGGCGTGGTGGCCAAGGAGGGTGTGCCCGGCAGCCAGC
GCAGCCCGTCGAAGAGCAGCAACGGAGCGCCGCCGCCAGACGTCGCCGGACTCATCAACTACCAGGCCTCGGGCGGAGCCAAG
AAGACCGTCTCGTTCTTCCCGAAGGACTGCGACCTCAAGAACATGCCGCGGATCGGCGACAAGGTGGAGTTCAACCTGTGCCAGC
TGCGGCGCAGCAAGGAGCTGATCGCGGTGGCGGTGACAGTTGCTGGCGGTGGCGCCAGCGGCAGTAGCGGCGGAGGGGGCAC
GAAGCCCACGTGCCGAGGCTTCATTGCCGCACTCAAGGACGGCTTCGGCTTCATCGAGGCCGACTCACACGACCGCGAGGTGTT
CTTCCACTTCAGCGCCGTCGACCCGAACTATACGCTCGAGCTCGGCTGCGAGGTCGAGTACCAGGTCGGCCGCGACGTGGGTGG
AGCCAAGGGTGGCGGCTGTGCGTCTGCCGAGACTGTGAAGCTGCTGCCGAAGGGCACGATCACCCAGGCGGAGGCGGGCGGA
GACTCGATGCGCGGGGAGGTGATGCGGCCGTTGCGTGGAGTCAACCCCGACCAGACGCAGTACGCGGGGCTGGTGCGGGCATG
CGTCGACGTCGAGGCGGCCGGTGCCGGGGGCGATGTGGATGATGAGGTGGCGGCGACCGCGGCGATCGCCAAGGGCAAGGAG
TACGAGTTCGGCATCACGGGGCTGGCCAACAAGCGAGAGCTGCTGCAGGTCGGCGACCCGGTCACGTTCCAGGTGGACGCCGA
CGGCCGGGCGGCCAACATCGTGGCCGTGCGGAAGAAGAGGCGCGCCATGGTCGACACCGTCAAAGGGCTGTTTGGGTTCCTGA
CGTACGAGGTGGACGAGGGCAAGAAGCTGTTCTTCCACATGTCGGAGGTGAAGGACGGCTCCGGTCTGCAGCCCGGCGACCAG
GTGGAGTTTGTGCCCGTGACGAACCAGCGCAACGGCAAGTCGTCGGCGTGCAACATCACCAAAGTCAGCGACGCGCCGCGCCAG
GAGCGGCCCGAGCGTCTGATCAGCCGACTGCGTACGATGTCGGTGGACGACGCTGGCCCGAAGCTGACAGTGGTACGTCAGCC
GCGCGGTCCCGACGGAACTCGAGGCTTCGCGGCCAGCGTACGACTACCGCGGACGCCCGGCTGCCTGGTCGAGTAG

MSGRIRYRAPDHSEVEVPFGDKDQLGDFTLKHGDWVQFCVATDRRDQLRRATRITLLEESFAVSGERREQGAVAALKDGFGFVRCAER
DAPRLFFHCAELLDAAAEGPRVDDHVEFTVVHDQAGFAGSRQSAIRIKRLPPGTVVFETLTEQGVSGVVAKEGVPGSQRSPSKSSNGAP
PPDVAGLINYQASGGAKKTVSFFPKDCDLKNMPRIGDKVEFNLCQLRRSKELIAVAVTVAGGGASGSSGGGGTKPTCRGFIAALKDGFG
FIEADSHDREVFFHFSAVDPNYTLELGCEVEYQVGRDVGGAKGGGCASAETVKLLPKGTITQAEAGGDSMRGEVMRPLRGVNPDQTQY
AGLVRACVDVEAAGAGGDVDDEVAATAAIAKGKEYEFGITGLANKRELLQVGDPVTFQVDADGRAANIVAVRKKRRAMVDTVKGLFGFL
TYEVDEGKKLFFHMSEVKDGSGLQPGDQVEFVPVTNQRNGKSSACNITKVSDAPRQERPERLISRLRTMSVDDAGPKLTVVRQPRGPD
GTRGFAASVRLPRTPGCLVE
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Anexo ll: Datos de los genomas de plecépteros.

Organismo Identificador del genoma Nombre del ensamble Largo del genoma (pb) Hemisferio
R P GCA_907164805.1 iBraPut3m.1 436497185 Norte
R Y GCA_964007535.1 ipBraRisi1.1 680162462 Norte
Nemurella pictetii GCA_921293315.2 ipPNemPict2.2 257036096 Norte
Protonemura montana GCA _947568835.1 ipProMont4. 1 258525094 Norte
e G GCA_921293005.1 ipNemDubi1.1 321001405 Norte
Isoperla grammatica GCA_945910005.1 iplsoGram3.1 874584190 Norte
LR T GCA_934045905.1 ipLeuNigr2.1 536280668 Norte

Anexo lll: Cédigos de acceso de las hsp y csp utilizadas para los alineamientos

multiples.

S. serialis G. bimaculatus B. germanica D. melanogaster A. aegypti B. mori M.sexta
TRAP1 XP_049937567 GLHO08792 PSN57500 A1Z6L9 Q17PR3 H9U397 A0A921Z9C7
Hsp 70-4L XP_049959325 GLH02084 PSN34539 MOMSL3 AOABIBTQ71 | AOABR1WHZO | A0A921ZK98
Hsp 83 XP_049942374 GLHO07833 PSN30086 P02828 AO0A1S4FUH2 Q9BLCS A0A921ZLB6
Hsp 60A XP_049944976 GLHO03684 PSN43817 002649 Q16PM9 AOABR2AFV9 | AOA921ZTS8
Hsp 70c5 XP_049939669 GLH09424 PSN32841 P29845 AOABI8UB52 16XKQO A0A922CTS6
Hsp 68 XP_049939435 GLG99747 PSN58403 097125 AOABIBUSBL3 F8UN42 A0A921ZJB4
CSDE1 XP_049960695 GLHO03657 PSN48449 MOND61 AOABIBTCP1 | AOABR1WPQ7 | A0OA922CTSH1
Csp CG9705 * GLH12857 PSN43571 Q9VVAOD Q16WES8 AOABR1WNZ1 | AOA921YS82
T. castenum Z. nevadensis C. secundus R. prolixus N. lugens A. mellifera N. vitripennis
TRAP1 AO0A139WAKS AOA067RL09 AOA2J7PFN7 R4FQH4 XP_039294807 | AOA7TM7RA97 | AOA7M7Q761
Hsp 70-4L D2A3E8 AOAO067R776 AOA2J7QEY4 T1HFC5 XP_039280226 | AOA7TM7GN12 | AOA7M7H156
Hsp 83 D6WMW9 AO0A067QP65 A0A2J7PU76 R4FMH8 XP_022202749 C1JYH6 AO0A7M7J988
Hsp 60A D6WKD1 AO0A067QVI3 A0A2J7QKN9 T11AB6 ANJ04669 AOA7M7R753 | AOA7TM7G1E7
Hsp 70c5 D6WA11 AO0A067QIW0 A0A2J7QQY0 T11AR5 XP_039282108 | AOCA7M6ULL9 AOA7M7LL53
Hsp 68 AO0A139WDJ1 AO0A067QTK9 A0A2J7PG88 T1HJT8 XP_022203279 | AOA7TM6BUCTY | AOA7M7G248
CSDE1 D6WHZ1 AOAO067RAWG AOA2J7QNT2 T1HMAO XP_039286517 AOA7M7IID1 AOA7M7QS03

Csp CG9705 D7EJZ2 AOA067RA16 AOA2J7R7H4 AOA905QWNO | XP_039275209 * *
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