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RESUMEN

La osmobiosis es un tipo de criptobiosis inducido por la pérdida de agua debido a
altas concentraciones de sales en el medio. En células de mamiferos se conoce que
la subfamilia de los canales TRPV como TRP4, participa en la transduccién de
seflales en respuesta a estimulos mecanicos y osmoticos. Asi mismo, en
organismos filogenéticamente cercanos a los tardigrados, estan presentes
proteinas ortélogas a TRP4 como OSM-9 y OCR-2 (Caenorhabditis elegans) y 1AV
y NAN (Drosophila melanogaster). No obstante, se desconoce el mecanismo por el
cual los tardigrados perciben los cambios osméticos en el ambiente y que los hace
prepararse para entrar en osmobiosis. Por otra parte, tras la secuenciacion del
genoma del tardigrado Hypsibius dujardini y el establecimiento de técnicas como el
silenciamiento génico mediante ARN interferente lo ha vuelto un modelo emergente
que ofrece muchas ventajas para diferentes areas de estudio. Por ello, de acuerdo
a lo reportado en D. melanogaster y C. elegans, se exploré si H. dujardini presenta
el canal ortdlogo NAN y si de éste depende la percepcion de los cambios en la
osmolaridad en un ambiente hiperosmoético previo a su ingreso en el tonel
criptobiético. Mediante un analisis filogenético empleando el método heuristico de
maxima parsimonia, se determiné que TRP gamma de H. dujardini es la proteina
mas cercana a NAN. Se disefiaron cebadores especificos para amplificar un
producto de 439 pb con la finalidad de generar ARN interferente para el
silenciamiento génico. Asi mismo, se determiné que la exposicion a 0.1 M NacCl
induce el tonel criptobiodtico en un 85% de las muestras (n=60). Por microinyeccion,
se inyectdé ARN de cadena doble y se evalu6é el comportamiento de induccién al
tonel mostrando que en adultos tratados, no hay diferencias en cuanto a la induccion
del tonel comparado con el control pero si en la progenie de adultos silenciados
(n=60, p>0.05, t-student, dos colas). Por otra parte, se trataron 120 individuos con
dos farmacos bloqueadores de TRPy y se desafiaron a individuos adultos a

condiciones hiperosmoticas. Se observdo que hubo una diferencia significativa
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durante el bioensayo (P = 0.003, prueba de rangos de signos de Wilcoxon) entre los
individuos tratados y controles, sugiriendo que la actividad de TRPy esta implicada

en la induccién del tonel por osmobiosis.

Palabras clave: Osmobiosis, Hypsibius exemplaris, TRPY, tardigrados.



ABSTRACT

Osmobiosis is a cryptobiotic state induced by the loss water in a high salt
concentration medium. A prompt response of the organism to osmotic stress is
important for their survival. In mammal cells is known that subfamily of TRPV
channels like TRP4 is involved in transduction pathway in response to mechanic and
osmotic stimuli. Likewise, organisms phylogenetic related to tardigrades, presents
orthologous TRP4 proteins like OSM-9 and OCR-2 in Caenorhabditis elegans and
IAV and NAN in Drosophila melanogaster. However, the mechanism that allow the
tardigrades sense the osmotic changes in the environment and prepares to enter in
tun remains unknown. On the other hand, after the genome sequencing of Hypsibius
dujardini and the standardization of techniques like gene silencing through RNA
interference (RNAI) makes H. dujardini an emergent model which offer a lot of
vantages to different study fields. Thus, according with the studies in D.
melanogaster and C. elegans, | explore if H. dujardini have and orthologous of NAN
and if it depends the perception of the osmotic changes in hyperosmotic environment
and the tun formation. Through a phylogenetic analyses with maximum parsimony,
we determinate that H. dujardini TRP gamma (TRPYy) is the closest protein to NAN.
A set of primers were designed in order to amplify a product of 439 bp and RNA. for
gene silencing was generated. In the same way, It was found that exposition at NaCl
0.1 M induced a cryptobiotic tun in the 85% of the samples (n=60). Microinjected
ARN(dSs in order to generated RNAI in the tardigrades and we evaluated the behavior
of tun formation, the data shows that there’s not significant difference with the adults
microinjected with the control but the progenie of silence adult shows differences in
all the times of observation in comparison with the control (p<0.05, t-student, two
coil). Moreover, treated 120 adults with two pharm block of TRPy and challenge with
hyperosmotic conditions to evaluate the tun formation. Observed that have a

differences in the essay in adults treated with the TRPy block (p= 0.003, Wilcoxon



ranks sum test) in comparison with control (DMSO 0.001%) suggest that the activity

of TRPy is necessary to induced the tun state during osmobiosis.

Key words: Osmobiosis, H. dujardini, TRPY, tardigrades.
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1. INTRODUCCION

Los tardigrados u “osos de agua” son animales acuaticos y semi-terrestres
pertenecientes al clado Ecdyzosoa, en el cual también pertenecen onicoforos,
artropodos y nematodos (Martin-Duran et al. , 2015), son conocidos generalmente
por la gran resistencia que poseen ante ambientes adversos como temperaturas
extremas que van desde los -272°C hasta los 150°C (Weronika y tukasz, 2016);
alta y bajas presiones (280 hPa a 7 500 MPa). Asi mismo, se han encontrado en
suelo Artico, en la Antartida, en mar profundo a 24,690 m en el Océano indico y en
las laderas de las montafias mas altas (Nelson, 2002). De las especies encontradas
en el suelo artico, se conoce que pueden sobrevivir hasta seis afios a -80°C. Para
resistir a condiciones adversas, el organismo presenta una estrategia denominada
criptobiosis el cual involucra un cambio a nivel fisioldgico, anatdomico y molecular
denominado tonel. La induccion de dicho estado se da por diferentes estimulos
ambientales, como congelamiento, desecacién, bajos niveles de oxigeno y cambios
en la osmolaridad. Ademas, el tonel es reversible, cuando las condiciones vuelven
a ser Optimas, sus funciones metabdlicas se restauran y el organismo vuelve a ser
activo. Se ha reportado experimentalmente que durante el tonel, los individuos
sobreviven a altas dosis de radiaciéon y a la presencia de quimicos como el sulfuro
de hidrégeno, dioxido de carbono y hasta diez minutos en etanol (Weronika y
tukasz, 2016). Muchos estudios han contribuido al entendimiento del cambio de las
estructuras anatémicas en la formacion del tonel (Czernekova et al. 2017), a las
moléculas que participan en la resistencia a la deshidratacion (Boothby et al. 2018),
en las diferencias transcriptomicas en tardigrados hidratados y en tonel (Yoshida et
al. 2017) pero pocos estudios indagan sobre que moléculas participan en la

deteccién de cambios ambientales que inducen el tonel criptobidtico.
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Por otra parte, a partir del aflo 2007 el modelo de estudio emergente para
tardigrados fue Hypsibius dujardini (Gabriel et al. 2007) quienes destacaron su facil
mantenimiento y manipulacion en el laboratorio. En el 2015 que su genoma fue
secuenciado (Boothby et al. 2015). Durante esta época, el campo de investigacion
se ha amplié ya que al ser un organismo cercano a nematodos y artropodos, se han
adaptado técnicas descritas para estos organismos como el silenciamiento génico
mediante ARN interferente, técnicas de localizacion por hibridacion in situ e
inmunotincion de embriones (Gabriel et al. , 2007; Tenlen et al. , 2013).
Recientemente, se secuencié el genoma de Ramazzottius varieornatus un
eutardigrado que es de las especies de tardigrados mas resistentes a muchos tipos
de estrés (Hashimoto et al. , 2016). Por lo que ha sido posible hacer estudios de
transcriptomica comparativa durante la anhidrobiosis entre las dos especies
secuenciadas (Yoshida et al. , 2017). Sin embargo, de los tipos de induccion al tonel
registrados en tardigrados, poco se conoce acerca de la osmobiosis, un tipo de
criptobiosis inducido por cambios en la osmolaridad externos y asi como de sus
mecanismos de deteccion previos para protegerse contra dicho estrés. Por otra
parte, en mamiferos e invertebrados se ha documentado que las proteinas TRPV
desempefian un papel importante en la percepcién de los cambios osmaéticos
externos. Tal es el caso de TRPV4 en células de mamiferos, OSM-9 y OCR-2 en C.
elegans y IAV y NAN en D. melanogaster, que se expresan en neuronas periféricas
o en cilios sensoriales, segun sea el organismo y de las cuales, la expresién de
estas es indispensable para una adecuada funcion perceptora a la
hiperosmolaridad. Por otro lado, a nivel de estructuras anatémicas del sistema
nervioso central, los tardigrados se encuentran agrupados con los onicoforos y
artropodos por lo que en este trabajo, se exploré si H. dujardini presenta una
proteina ortdloga a Nan de D. melanogaster y adicionalmente se investigo el papel
de dicha proteina ante desafios hiperosmoticos. También se establecio el registro
del tonel osmotico con NaCl 0.1 M, las condiciones Optimas para la experimentacion
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con este modelo de estudio y la identificacion de la cepa de Carolina Biological

Supply Company, Burlington como Hypsibius exemplaris.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Tardigrados

Los tardigrados son metazoos microscépicos que comprenden al filo Tardigrada que
miden aproximadamente 50 ym a 1200 ym de longitud. Requieren del agua para
permanecer en su estado activo, donde se alimentan y reproducen (Mgbjerg et al. ,
2018). Presentan simetria bilateral y cuatro pares de patas lobopodas. Asi mismo,
son animales segmentados y cuyo cuerpo esta cubierto de un integumento
altamente permeable, compuesto de quitina y una capa subyacente de epidermis
que secreta la cuticula (Beltran-Pardo et al. , 2013; Mgbjerg et al. , 2018). Durante
la deshidratacién, se ha visto la alta permeabilidad del tegumento al reducir el
volumen corporal en el ingreso al tonel en poco tiempo, de la misma forma que
en la exposiciébn a soluciones hipo e hiperosméticas donde sufren cambios

drasticos corporales (Mgbjerg et al. , 2018).

Habitan en ambientes marinos, de agua dulce, ambientes terrestres y acuaticos
efimeros (Gabriel et al. , 2007; Guidetti et al. , 2011; Rizzo et al. , 2010). Los
tardigrados terrestres anidan cominmente musgos, liquenes y hojarasca (Neuman,
2006; Rizzo et al. , 2010). En estos ambientes, se exponen a periodos de

desecacion que varian en frecuencia y longitud (Czernekova y Jonsson, 2016).

Su alimentacion consiste en fluidos de plantas o de células animales pero por lo
general, las especies semi-terrestres se alimentan de bacterias, microalgas y de
otros pequefios invertebrados como rotiferos, nematodos y especies pequefias de

tardigrados ( Brusca et al. , 2016).

Los tardigrados se dividen en dos grupos, eutardigrados y heterotardigrados. Los
heterotardigrados a su vez, se subdividen en Echiniscoidea, que pueden habitar
ecosistemas marinos hasta semiterrestres y Arthrotardigrada, que habitan en

ambientes marinos. Mientras que los eutardigrados, se dividen en Apochela y
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Parachela, estos son por lo general semiterrestres aunque también pueden
encontrarse algunos ejemplares en ambientes marinos (Mgbjerg et al. , 2018). Las
principales diferencias en la clasificacion entre eutardigrados y heterotardigrados
comprenden diferencias en los apéndices de la cabeza, la naturaleza de las garras
en los lob6podos telescopicos, la ausencia de los tubulos de Malphigian en
heterotardigrados y la colocacion de la apertura de la génada en el recto (Brusca et
al. , 2016; Mgbjerg et al. , 2018). A pesar de eso, los tardigrados en general son
caracteristicos por su capacidad de resistir a temperaturas extremas que van desde
los -272°C hasta los 150°C (Weronika y Lukasz, 2016). También se han encontrado
ejemplares en el Artico a la Antartida, en aguas marinas profundas (24.690 m en el
Océano indico) y en las laderas de las montafias mas altas (Nelson, 2002a). De las
especies encontradas en el suelo artico, se conoce que pueden sobrevivir hasta
seis afios a -80°C. Ademas del rango de temperaturas también pueden resistir a
alta y bajas presiones (280 hPa a 7 500 MPa), y en condiciones experimentales,
resisten y sobreviven a altas dosis de radiacion, quimicos como el sulfuro de
hidrogeno, diéxido de carbono y hasta diez minutos en etanol (Weronika y tukasz,
2016).

Tienen una cavidad hemocélica que se encarga de la circulacion y la respiracion.
Su reproduccion puede ser sexual o por partenogénesis (Nelson, 2002b). En la
cuticula recién mudada o exuvia, las hembras liberan de 3 a 5 huevos (Figura 1).
Los embriones se desarrollan en el exuvia y eclosionan aproximadamente a los 4
dias (Gabriel et al. , 2007). El phylum Tardigrada pertenece al taxon Panarthropoda,
un clado de Ecdysozoa que se caracteriza por cambiar de muda conforme al

crecimiento del organismo (Gabriel et al. , 2007; Nelson, 2002b).
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Figura 1. Hembra de H. dujardini y huevos depositados en la exuvia.

En términos de lo que se conoce sobre su ciclo de vida, existen mas estudios en

eutardigrados, especificamente, en especies partenogénicas que han sido

cultivadas en laboratorio. Se estima que desde la eclosibn a la muerte, los

tardigrados viven de 3 a 30 meses y puede ser extendido por los estados de latencia
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que lleguen a presentar (Nelson, 2002b). En general, el ciclo de vida no esta
determinado por etapas o estadios, consiste principalmente en el nacimiento por
eclosion de los huevos depositados en la exuvia y por las mudas de cuticula que
determinan el crecimiento y la madurez sexual, en donde los adultos partenogénicos
depositan sus huevos en cada muda de cuticula (Altiero et al. , 2018) (Figura 2).

o B

L
N >

o)
#\. e o)
Muda 3 . #
= L i i N ( > x J S L™
Jasgnil X § Adulto $ )
= 1y (sexualmente & Y

Nacimiento . , maduro)

& » <« ‘\)5
\ { \\ O /7
ﬂ O

.l .~ ,/ ' ‘:‘é | - \"' -
d) Adulto R Muda adulto
Huevos J ‘
t =

v

Adulto

Figura 2. Etapas del ciclo de vida de los tardigrados. Los huevos de tardigrado son depositados en
la exuvia, donde se desarrollan hasta su eclosién. Mediante la muda de la cuticula, los tardigrados
crecen y maduran sexualmente hasta que son adultos. Las hembras que se reproducen por
partenogénesis en condiciones de laboratorio, depositan sus huevos en la cuticula a mudar. Figura
modificada de Altiero et al. 2018.

Los tardigrados presentan un sistema nervioso central que esta conformado por un
cerebro lobulado dorsal, un ganglio subesofagico y una cadena nerviosa ventral con
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cuatro ganglios bilobados (Rizzo et al. , 2010). En cada I6bulo se proyectan ganglios
lobopodales que a su vez, proyectan nervios especificos de patas (Gross y Mayer,
2015).

Los heterotardigrados son caracteristicos por presentar estructuras organizadas
denominadas cirrios y clavas, que son apéndices presentes en la cabeza y que
contienen quimiorreceptores. En eutardigrados, estos 6rganos sensoriales cefalicos
estan reducidos y presentan regiones sensoriales compuestas de papilas y campos
sensoriales orales y laterales. En Macrobiotus hufelandi, hay evidencia de células
sensoriales con caracteristicas de quimiorreceptores y mecanoreceptores en
campos sensoriales cefalicos. Adicionalmente, se ha visto la presencia de cilios en
cirrios, clavas, campos y papilas sensoriales en eutardigrados, por lo que se
propone que los cilios son caracteristicos de los 6rganos sensoriales de tardigrados
(Mgbjerg et al. , 2018).

2.1.1 Criptobiosis

De la misma forma que ocurre en rotiferos, los tardigrados tienen la habilidad de
ingresar en un estado ametabolico, denominado criptobiosis (Figura 3). Este estado
involucra un cambio anatémico, bioquimico y fisiolégico que es inducido por
condiciones externas desfavorables para el organismo como el congelamiento
(criobiosis), desecacién (anhidrobiosis), bajos niveles de oxigeno (anoxibiosis) e
incremento en la salinidad (osmobiosis) (Figura 4) (Nelson, 2002a). Durante este
estado, no pueden crecer ni reproducirse y su capacidad de resistir a altas dosis de
radiacion idnica, desecacién completa, pesticidas, al vacio del espacio y a la
presencia de quimicos, incrementa (Arakawa et al. , 2016; Beltran et al. , 2013;
Horikawa y Higashi, 2004; Clegg, 2001).
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Figura 3. Tonel criptobiético inducido por estrés hiperosmético de H. dujardini.

Ademas de ese tipo de criptobiosis, existen otros tipos de latencia como el
enquistamiento, que es aquella morfologia asociada dada por la visualizacién de
una cuticula compacta y otra externa recubriéndola (Figura 4). Se conoce que este
estado es inducido por cambios enddgenos y su induccién no depende de una sefial
ambiental para su finalizaciébn y la ciclomorfosis, que son aquellos cambios
morfologicos estacionales dependientes de factores abidticos, presente solamente
en tardigrados marinos (Bertolani et al. , 2004; Halberg et al. , 2009).

La formacion del tonel implica la contraccion del cuerpo de manera anterior —
posterior para reducir la superficie y con ello, la evaporacion de los fluidos
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corporales durante la desecacion. En un estudio con el eutardigrado Richtersius
coronifer, se observo que uno de los 6rganos que sufren este reacomodo durante
la anhidrobiosis, es el bulbo faringeo. También se observo la presencia de una
cuticula doble, donde la cuticula vieja se mantiene. Ademas, determinaron que la
proporcion de proteina es menor en comparacion a las reservas lipidicas y de
polisacaridos en las células de almacenamiento. Asi mismo, la falta de vesiculas
lisas y recubiertas y el lumen més estrecho en el reticulo endopldsmico rugoso

refleja la inactividad metabdlica durante la desecacién (Czernekova et al. , 2017).

El tonel criptobiético puede inducirse de forma recurrente y en cualquier etapa de

su ciclo de vida, desde el huevo hasta el adulto (Czernekova y Jonsson, 2016).

Se conoce que en la induccién del tonel criptobidtico, comienzan a sintetizarse
diversos bioprotectantes esenciales para evitar la desnaturalizacion, agregacion,
fusion y fragmentacion de las biomoléculas durante el estrés al que esté siendo
desafiado. Boothby y colaboradores (2017), registraron que, en la anhidrobiosis,
para que la correcta sintesis de bioprotectantes se dé de manera adecuada,
requiere de un tiempo de preacondicionamiento. Durante esta etapa, el organismo
transcribe y traduce moléculas entre las que se encuentran las proteinas con un
dominio intrinseco desordenado (PID). En especies que requieren de un
preacondicionamiento extenso como H. dujardini y P. richtersi, las PID estan sobre
reguladas en la desecacién mientras que aquellas especies como Milnesium
tardigradum, no requieren de extensos tiempos prolongados de
preacondicionamiento, las PID no responden a la desecacion. La resistencia se
atribuye a la vitrificacion de las proteinas CAHS (proteinas citoplasmaticas
abundantes y solubles en calor) durante la desecacion al proteger a las
biomoléculas al capturarlas dentro de poros en una matriz para protegerlas (Boothby
et al. , 2017a). Otras proteinas importantes que son empleadas para la resistencia

durante el tonel, son las proteinas abundantes de la embriogénesis tardia o LEA por
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sus siglas en inglés (Late Embryogenesis Abundant) las cuales se han asociado
sobre todo a estrés hidrico. Estas previenen la agregacion proteica formando una
barrera fisica entre proteinas vecinas parcialmente desplegadas para evitar el

contacto con otras protel'nas.
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Figura 4. Latencia en tardigrados. Dependiendo el estimulo ambiental, los tardigrados pueden entrar
en criptobiosis (Anoxibiosis, criobiosis, anhidrobiosis y osmobiosis). Si el estimulo es endégeno, los
tardigrados ingresan en un estado de latencia denominado enquistamiento. La criptobiosis puede
ser revertida cuando las condiciones ambientales son idoneas y el organismo vuelve a ser activo.

Figura modificada de Tom Dunne (https://www.americanscientist.org/article/tardigrades).

2.2 0Osmobiosis

Un estudio de Mobjerg et al. (2016), desafio a eutardigrados y heterotardigrados a
condiciones hipertonicas con diferentes solutos, demostrando que la exposicion
gradual a NaCl favorecio la resistencia a esta solucion. Asi mismo, concluyeron que
tardigrados limno-terrestres pueden sobrevivir a concentraciones elevadas de sal

cuando sintetizan a tiempo las moléculas requeridas para proteger sus tejidos de
26



las perturbaciones de este choque osmoético. Asi mismo, observaron que
Ramazzottius oberhaeuseri ingres6 en osmobiosis en respuesta al elevado

contenido osmaotico externo (Heidemann et al. , 2016).

2.2.1 Hypsibius dujardini

Hypsibius dujardini fue el primer modelo eutardigrado establecido con su genoma
secuenciado. A pesar de ser un anhidrobionte débil, es un excelente modelo de
estudio de comparacién de respuestas fisiologicas asi como de estudios de
desarrollo embrionario (Gabriel et al. , 2007). Es de facil manipulacion y
mantenimiento en laboratorio y presenta cortos tiempos generacionales que van
de los 13 a 14 dias (Boothby et al. , 2015). Ademas, las estructuras morfolégicas
embrionarias y adultas son facilmente distinguidas debido a la transparencia de
su cuerpo, lo que lo vuelve un organismo adecuado para estudios de biologia del
desarrollo y de viabilidad para los estudios genéticos mediante la tecnologia del
ARN interferente (Arakawa et al. , 2016). Actualmente se cuenta también con el
genoma del eutardigrado R. varieornatus lo cual adiciona informacion

comparativa entre estas dos especies de tardigrados.

2.3 Osmosensacion y osmorregulacion

La habilidad de detectar y responder ante diferentes estimulos ambientales, son
claves para la supervivencia de los organismos (Garrity et al. , 2010; Montell, 2008).
Por ello, los animales presentan una amplia variedad de sistemas sensoriales para
luz, temperatura, tacto, saborizante, olor y dolor, aunado a la capacidad de codificar

la informacion para cambiar comportamientos especificos con el fin de mantener su
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homeostasis, regular la reproduccion y el crecimiento (Filingeri, 2015).
Especificamente, en cambios en la osmolaridad, muchos organismos son sensibles
a la estimulacion osmotica y son los canales idnicos quienes mide la tension

membranal (Darby et al. , 2016).

2.3.1 Osmosensacion en mamiferos

La presion osmotica es percibida mediante la regulacion por retroalimentacion de
neuronas en los érganos circunventriculares, como el érgano vasculoso de la lamina
terminal (OVLT) y el 6rgano subfornical (OSF). Estas se proyectan a neuronas
magnocelulares en el nucleo paraventricular del hipotalamo. Estas neuronas son
osmosensibles al excitarse por un estimulo hipertonico y sintetizan la hormona
vasopresina o antidiurética (HAD) que es secretada a la sangre y que induce el
comportamiento de beber (Bourque, 2008; Liedtke y Friedman, 2003). Las neuronas
en el OVLT expresan a las proteinas TRPV1 y TRPV4. En células transfectadas,
TRPV2 y TRPV4 forman canales catidnicos que pueden ser activados por
hiposmolaridad. Ratones mutantes de TRPV1 han mostrado que esta proteina es
necesaria para la induccién de la hipotonicidad inducida por la liberacién de ATP en
células uroteliales (Bourgue, 2008). Mientras que TRPV4 in vitro es bloqueado por
el estrés osmético, y responde a estimulos hipotonicos. Asi mismo, se determiné
gue TRPV4 forma parte de un complejo multimérico por el que puede estar anclado
al citoesqueleto y que en mutantes de TRPV4, que carece de repeticiones de
ankirina, responda aunque en menor manera en comparacion con el control (Liedtke
et al. , 2000).

En otro estudio, se determin6 que TRPV4 actla como un sensor osmotico por
pequefios cambios en la presién osmaética en un modelo in vivo con ratones
mutantes de esta proteina. Ademas, se observd que los mutantes segregaban

menos HAD cuando estaban siendo desafiados con una solucion hiperténica y
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mostraron tener una regulaciéon osmatica alterada. También, en conjunto con otro
estudio, se determiné que TRPV4 rescato el fenotipo de nematodos mutantes para
osm-9, proteina involucrada en la deteccion de ambientes hiperténicos. Por lo que
sugieren que TRPV4 responde a estimulos hipertonicos y esta respuesta puede
estar determinada por la composicion lipidica de la membrana plasmatica (Liedtke

y Friedman, 2003) contrario a lo que se habia reportado anteriormente.
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Figura 5. Diversos estimulos que activan al canal TRPV4 mediante proteinas Quinasas STK-1
(Quinasa-1 serina/treonina), PKA (proteina quinasa A dependiente de AMP ciclico), PKC (Proteina
quinasa C) y Src (proteinas de la familia Src). El canal TRPV4 esta representado en color azul. Figura
modificada de (Darby et al. , 2016).

En otros estudios con cultivos celulares, se demostré que diversas fosforilaciones
en sitios claves en la regiéon N y C-terminal, sensibilizan a las células que expresan

al canal TRPV4 ante condiciones hipoténicas e hiperténicas. En particular, las

29



fosforilaciones mediante las proteinas PKC en serinas 162, 189, treonina 175y la
fosforilacion de PKA en la serina 824 (Figura 5) (Darby et al. , 2016).

2.3.2 Osmosensacion en levaduras
En otros organismos, como la levadura Saccharomyces cerevisae, los cambios en

la osmolaridad ambiental son detectados por un sistema de dos componentes
SLN1-YPD1-SSK1 y por los sensores SHO1, MSB y SInl (Solomon et al. , 2004).
El sensor SInl, localizado en la membrana plasmatica, controla a la via SInl. Este
sensor SInl es inactivado ante un choque hiperosmotico, desencadenando la via
SInl que activara a la proteina Hogl para mantener a la célula preparada ante el
estimulo hiperténico (Hohmann, 2009). La via glicerol de alta osmolaridad (HOG,
por sus siglas en inglés, High Osmolarity Glycerol), esta relacionada con la via de
las Proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK, por sus siglas en inglés,
Mitogen Activated Protein Kinase) que es la responsable de coordinar la adaptacion
ante el incremento de la osmolaridad en el medio para evitar la deshidratacion
celular. La proteina Hogl es fosforilada inmediatamente tras el choque
hiperosmético por las fosfotirosina fosfatasas PtP2 y PtP3 y la fosfotreonina
fosfatasa Ptcl. La activacion de Hogl conlleva a su importaciéon al niacleo para
incidir en genes blanco como Gdpl y a la activacion de moléculas blanco en el
citoplasma necesarias para la osmoadaptacion (Figura 6). Parte importante de esta
via, es el control de la acumulacion del glicerol, que es fundamental para la
osmorregulacion y el balance redox. El glicerol reemplaza el agua y protege a las
biomoléculas, ademés, aumenta el potencial hidrico intracelular. Por lo que, la
acumulacion de glicerol en la célula esta mediada por la activacion de esta via
(Hohmann, 2009). Los sensores de los cambios osmaticos estan dados por las vias

SInly Shol que convergen en la proteina Pbs2, una MAPKK.
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Figura 6. llustracién de la via Hogl y la via por medio de dos componentes principales en
Saccharomyces cerevisae que detectan los cambios en la osmolaridad ambiental. Figura modificada
de (Hohmann, 2009; Posas et al. 1996).

2.3.3 Osmosensacion en invertebrados

En Caernohabditis elegans, la osmosensacion depende de la funcion de los érganos
osmosensoriales amfidos y fasmidos y de las neuronas sensoriales ASH en la
cabeza (Figura 7) (Chalfie, 2009). Estas neuronas al ser estimuladas, median el
comportamiento de evasion al sentir un toque, una solucion hipoténica y a los olores
que repelen. En nematodos mutantes de osm-9 y ocr-2 hay una perdida en la
capacidad de toque de nariz, evasion de odorantes y especificamente, a ambientes
hiperosmoéticos. No obstante, al expresar TRPV4 en mutantes de osm-9, el fenotipo
de toque de nariz y aversion a la hiperosmolaridad, se restauré, sugiriendo que las
proteinas TRPV dirigen el comportamiento mecanosensorial y osmatico en las
neuronas ASH (Liedtke et al. , 2003) comprobando su funcion ortdloga y la
conservacion de la funcién de manera filogenética. OSM-9 transduce las sefiales de
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los diferentes estimulos y se expresa en neuronas ciliadas, mientras que OCR-2 es

necesaria para su localizacién y funcion en la trasduccion (Kim et al. , 2003).

Por otra parte, de acuerdo al estudio de Solomon et al. , (2004), la proteina OSR-1
integra respuestas de deteccion a ambientes hiperosméticos y adapta respuestas
gue promueven la supervivencia en C. elegans mediante la ruta p38 MAPK. En un
50% de las mutantes de osr-1, los nematodos mantuvieron su volumen corporal y
la motilidad, distinto a lo que se observa con el fenotipo de resistencia al choque
hiperosmotico. A diferencia de las mutantes osm-9, no se ve alterada la funcion de

las neuronas ASH y difieren también de la evasion osmoética defectuosa.

En el modelo de estudio, Drosophila melanogaster, esta presente la proteina
Nanchung (Nan) la cual que mantiene los dominios principales de la familia de los
canales TRPV. Nan tiene un 37% de similitud a la proteina OCR-4 y en menor
porcentaje con otras proteinas OCR y OSM-9 de C. elegans (Kim et al. , 2003).
Aunque en otros estudios se determiné que Nan participa en la percepcién de la
humedad durante la higrosensacion (Liu et al. , 2007), se ha observado que Nan
participa en numerosas cascadas en respuesta a distintos estimulos como la
audicion, percepcion de la temperatura y deteccion en cambios en la osmolaridad
(Gong et al. , 2004; Liu et al. , 2007). Especificamente en cambios osmaticos, Kim
y colaboradores (2003), sugirieron que células de ovario de hamster que expresaron
NAN puede formar un canal catidnico que es activado por bajo condiciones hipo-
osmolares. Asi mismo, se determiné en embriones de D. melanogaster que esta
proteina se expresa Unicamente en Organos cordotonales (Figura 7). Adultos
mutantes de Nan tuvieron defectos en la funcion del érgano cordotonal, ademas de
tener movimientos descoordinados y una respuesta lenta en el comportamiento de
escalamiento en comparacion a adultos control. Sin embargo, Nan no actla por si

sola. Para el comportamiento de higrosensacion, interactta con el canal water witch
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mientras que para la audicion y deteccion de cambios en la osmolaridad, interactia

con la proteina IAV asi como para su colocacion en neuronas cordotonales.

A Caenorhabditis elegans B Drosophila melanogaster

Figura 7. Representacién de las células mecanoreceptoras de nematodos y mosca de fruta. A) En
C. elegans, las neuronas receptoras del toque y las neuronas ciliadas ASH en el amfido de la “nariz”
del nematodo estan representadas en color rojo y verde, respectivamente. B) De lado izquierdo, se
encuentra el érgano cordotonal y las neuronas sensoriales estan representadas en rojo. Figura
modificada de (Chalfie, 2009).

2.4 Desarrollo en el sistema nervioso de Panartréopodos

El taxdn Panarthropoda, esta conformado por tardigrados, onicéforos y artrépodos.
Estudios recientes han apoyado la estrecha relacion entre tardigrados y artrépodos,

ya que ambos, tienen un patron metamérico Unico que consiste en una cabeza y
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cuatro segmentos en el que se incluyen las patas. Asi mismo, se sugiere que la
diferenciacion segmentaria de éstos, se da por mecanismos de desarrollo
compartidos (Smith y Jockusch, 2014). Otro patron revelado del desarrollo del
cerebro, apoya esta la hipotesis de que los tardigrados son un grupo cercano a
artrépodos, ya que las estructuras de los ganglios segmentarios cerebrales y el par
de cordones nerviosos, son estructuras homologas (Figura 8) (Gross y Mayer,
2015). Ademaés, estudios filogenéticos basados en la similitud del gen ribosomal
28S, apoya el parentesco Ecdyzosoa (clado en el que se encuentran los tardigrados

y onicéforos) con artropodos (Mallatt et al. , 2004).
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Figura 8. Desarrollo del sistema nervioso del clado Ecdyzosoa. Distribucion anatomica de las
caracteristicas del sistema nervioso central del clado Ecdyzosoa en el que integra las caracteristicas

semejantes por grupos cercanos. Figura modificada de Martin-Duran et al. , (2015).
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Por ello, de acuerdo al marcado parentesco a nivel de las principales estructuras
del sistema nervioso entre tardigrados y artrépodos y al no existir informacién
acerca de los mecanismos de deteccidén de los cambios osmoticos en el ambiente
en tardigrados, se empled como modelo de estudio a H. dujardini, y se explor6é con
base en la disponibilidad de su genoma, si se encuentra presente una proteina
ortéloga a NAN que esté implicada en la deteccién de cambios osmaticos y si de la
funcion de esta proteina depende que los tardigrados adultos ingresen en el tonel

criptobidtico inducido por hiperosmolaridad.
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3. HIPOTESIS

El canal TRP ortdlogo a NANCHUNG detecta cambios en la osmolaridad y permite

el ingreso al estado de tonel en Hypsibius dujardini.
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4. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la funcion fenotipica del canal ortélogo TRP nanchung durante la

osmobiosis en el tardigrado Hypsibius dujardini.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia del canal ortdlogo a nanchung en Hypsibius

dujardini.

2. Establecer la funcion del canal TRP en el comportamiento de osmobiosis y

su morfologia asociada en tardigrados de tipo silvestre y silenciados.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Andlisis bioinforméatico

Con base en las secuencia proteica del canal TRP nanchung de Drosophila
melanogaster (NP_001261833.1 y NP_648696.2), se realizé un alineamiento por
homologia en el genoma de Hypsibius dujardini (Acceso: MTYJ01000000)
empleando la base de datos del centro nacional de informacion biotecnoldgica

(NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se seleccionaron las secuencias con mas del

27% de identidad. Las secuencias fueron alineadas en el programa MUSCLE de
MEGA 7.0.26. Se generé un analisis filogenético con el software de maxima
parsimonia utilizando el programa PAUP 4.0a y mediante una busqueda heuristica:
se corrieron 1, 000, 000 de réplicas a través de una adicién secuencial. Se determiné
el &rbol consenso estricto y se determinaron los valores de soporte (10,000 réplicas)
reteniendo los grupos que presentaban una frecuencia superior al 50%. Para
explorar los principales dominios de accion de las proteinas, se utilizé el programa

InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/). La probabilidad de sitios predictivos

serina, treonina y tirosina se realizé con el software NetPhos 2.0 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos-2.0/).

6.2 Cultivo y mantenimiento de tardigrados

Los tardigrados fueron obtenidos del centro Carolina Biological Supply Company,
Burlington, Carolina del Norte (etiqueta: 13-3960). De acuerdo al protocolo
modificado por (McNuff, 2007), los tardigrados se mantuvieron en agua de
manantial a temperatura ambiente en un periodo de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad. Como fuente de alimento se adicion6 concentrado de microalgas del
género Chlorella sp, las cuales se mantuvieron en agua destilada estéril adicionada

con 3 esferas de fertilizante oscuro y transparente en fotoperiodos de luz: oscuridad
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12:12 a temperatura ambiente. Para la observacion de los cultivos de tardigrados,
cada semana se tomaron 5 ml de cultivo Chalkley y se observaron en un
microscopio estereoscopico de diseccion.

6.3 Extraccion de ARN y preparacion de ADN complementario

La extraccion de ARN se realizé empleando el protocolo modificado de (Boothby et
al. , 2017b). Se emplearon 200 tardigrados resuspendidos en 100 ul de TRIzol en
un tubo de centrifuga de 1.5 ml. Los tubos con la muestra se sumergieron en
nitrégeno liquido y se maceraron con un pistilo plastico. El proceso se repitio cinco
veces. Después, el pistilo se lavé con 100 ul de Trizol en el tubo con la muestra
macerada. Se agregd 100 pl de cloroformo y se homogenizé por 20 segundos
suavemente. La muestra se incubd a temperatura ambiente por 3 minutos y fue
centrifugada a 10,000 rpm por 18 minutos a 4°C. Se recupero el sobrenadante y se
coloco en un nuevo tubo de centrifuga. Se agregd un volumen de etanol absoluto y
se centrifug6 a 7,500 rpm por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se descarté y se
dej6é secar a temperatura ambiente por 15 minutos. Finalmente, se agreg6 35 ul de
agua grado biologia molecular para resuspender la pastilla. El ARN se almacené a
-80°C. La concentracién y calidad del ARN se cuantificd por espectrofotometria de
luz UV midiendo la absorbancia en una relacion 260 y 280 nm en un NanoDrop
modelo 2000c marca Thermo Scientific. La sintesis de la cadena complementaria
se realiz6 con Random Hexamers (Invitrogen) como primer y con el kit SuperScript
[I® Reverse Transcriptase (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracion y calidad del cDNA se cuantifico por espectrofotometria de luz UV

NanoDrop modelo 2000c marca Thermo Scientific (Tenlen et al. , 2013).

6.4 Extraccion de ADN

Para liberar la cuticula, se colocaron diez y cien tardigrados, por separado,

resuspendidos con el minimo de agua en tubos de centrifuga de 1.5 ml. Los tubos
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fueron sumergidos en nitrégeno liquido, se removieron y se aplasto el contenido con
un pistilo de plastico. La sumersioén con nitrdgeno liquido y el aplastamiento se
repitidé por cuatro veces para destruir la cuticula de los tardigrados. Posteriormente,
la extraccion y purificacion del ADN genomico se realiz6 con el protocolo para
insectos sugerido en el kit DNAeasy Blood and Tissue (QIAGEN). Al final de la
purificacion, el ADN se eluyé dos veces con el buffer AE. Se cuantificd la
concentracion y calidad del ADN en el espectrofotdmetro de luz UV y se corroboré

la integridad en un gel de agarosa al 1%.

6.5 Amplificacién del marcador citocromo oxidasa | (COl)

Se utilizaron los oligonucle6tidos propuestos por Folmer et al. (1994) para obtener
un fragmento de 658 pb a partir de ADN gendémico. Se emplearon las siguientes
condiciones en un termociclador BIORAD: un primer ciclo a 95°C por 3 minutos,
seguidos de un bloque a 35 veces de 94°C por 30 segundos, después de 46.9°C
por 40 segundos y otra de 72°C por un minuto. Finalmente, un paso de extension a
72°C por diez minutos. Se corroboro el amplicon de 658 pb en un gel de agarosa al

1%. Las muestras se enviaron a secuenciar a Macrogen Korea.

6.6 Amplificacién y clonacién de la secuencia ortéloga a nhanchung en H. dujardini

Se disefiaron cebadores especificos en ambos sentidos para el canal TRPy de H.
exemplaris (Cuadro 1). Las condiciones de amplificacion para el canal TRPy fueron
de un primer ciclo a 94°C por tres minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, un
gradiente de 68°C a 58°C por 40 segundos, 72°C por un minuto y un tiempo de
extension a 72°C por diez minutos. Se estandarizo la temperatura de alineamiento
a 58°C por 35 ciclos para los primers de TRPy y 57.6° para beta tubulina. Los
productos de PCR se clonaron en el vector pCR 4-TOPO vector (Invitrogen K4575-
01) (Figura 9), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se transformaron colonias

bacterianas de Escherichia coli DH5-a (Invitrogen) con el vector. Se realizé un PCR
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de colonia con los cebadores del canal para corroborar la insercion del fragmento
en cada colonia seleccionada. Las colonias fueron crecidas en medio Luria-Bertani
suplementado con ampicilina como marcador de seleccién (100 mg/ml) por 18 horas
a 37°C en agitacion a 200 rpm. Se extrajo el ADN de plasmido utilizando el método
por lisis alcalina SDS. ElI ADN fue resuspendido en agua libre de nucleasas y
almacenado a -20°C. Asi mismo, para corroborar la identidad del producto

insertado, los plasmidos fueron secuenciados en Macrogen Korea.

LacZq inftiation codon
M{3 Reverse priming she | T3 priming she
f 1 | T
201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

et Patl  Pmel EcoR| EeaRI  Notl
261 GACTAGTCCT ha reec corTEIMIEIARGEEE GRATTCRCEE
CTGATCAGGA CGTCCAAATT TGCTTAAGCG GGAANMLAL TEEITTCCCG CTTAAGCGCC

T7 priming she M13 Forward (-20) priming site
CCGCTAAATT cmu'roﬂccc TATAGTGAGT GS'I'ATI'ACAA lTG‘\lCTGGOC

n

Comments for pCR™4Blunt-TOPO®
3956 nucleotides

lac promaoter region: bases 2-216
CAP binding site: bases 95-132
RNA polymerase binding site: bases 133-178
Lac repressor binding site: bases 179-199

Start of transcription: base 179

M13 Reverse priming site: bases 205-221

LacZa-ccdB gene fusion: bases 217-810

Figura 9. Mapa del plasmido PCR4 blunt-TOPO TA Cloning de Invitrogen.
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6.7 Silenciamiento génico por ARN de interferencia

A partir del ADN de plasmido, se alineé el ADN molde con una amplificacion PCR
con cebadores etiquetados con el promotor minimo de la ARN polimerasa T7 en el
extremo 5’ de cada primer y se hizo la amplificacion bajo las siguientes condiciones:
95°C por tres minutos, 35 ciclos a 94°C por un minuto, 57.6°C por 40 segundos,
72°C por un minuto y 72°C por diez minutos. El producto se corroboroé el fragmento
en un gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio (1.2 pl). Con base en el
producto amplificado y asegurando que el amplicon tuviera una concentracion
cercana a 1 ug/ul, se realizé la transcripcion in vitro, alineamiento y el tratamiento
con nucleasas del fragmento del canal TRPy con el kit MEGAscript® RNAi (Thermo
Fisher). Para la transcripcion, se incub6 16 horas a 37°C. La purificacion del ARN
de doble cadena se realizd con el protocolo de D. Zamore y Li (2012) donde,
después del tratamiento con nucleasas se separ6 la fase acuosa y organica de la
reaccion, con un volumen de fenol:cloroformo (1:1, v/v) y se precipité el ARNcd con
1/10 volumen de acetato de sodio 3 M (pH 5.2) y 2.5 volimenes de etanol. El ARNcd
se resuspendié la pastilla en agua libre de nucleasas y se cuantificG por
espectometria de luz UV y se analizé en un gel de agarosa al 1% con bromuro de
etidio. EI ARNdc se almacené a -20°C.
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Cuadro 1. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién por reaccién de la polimerasa de los

genes COIl, TRPy, beta tubulina, actina y adiciéon del promotor de la ARN polimerasa T7 para las

mismas secuencias blanco.

Nombre Secuencia Tamafio Fuente

HC02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 658 | Folmer etal. 1994
LC01490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 658 | Folmer etal. 1994
TRPPF TGCAGATCTCACTCGGTCG 431 | Este estudio
TRPPR AGCGAACTTCCACTCGCTG 431 | Este estudio
btubF CCAACTGAACGCCGATCTCCGCAAG 535 | Tenlen et al. 2013
btubR GGTACTCCGAGATGAGATCG 535 | Tenlen et al. 2013
FiTg TAATACGACTCACTATAGGGAGATGCAGATCTCACTCGGTCG 465 | Este estudio

RiTg TAATACGACTCACTATAGGGAGAAGCGAACTTCCACTCGCTG 465 | Este estudio

Fibt TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAACTGAACGCCGATCTCCGCAAG 569 | Este estudio

Ribt TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGTACTCCGAGATGAGATCG 569 | Este estudio
Hd-act-1 GTTTCGCGTAATCCCTCAGAAC 640 | Tenlen et al. 2013
(Fact)

Hd-act-1 AGCGTTGTGACGAAGCTGTA 640 | Tenlen et al. 2013
(Ract)

FacT7 TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTTTCGCGTAATCCCTCAGAAC 744 | Este estudio
RacT7 TAATACGACTCACTATAGGGAGAAGCGTTGTGACGAAGCTGTA 744 | Este estudio

6.8 Microinyeccion

El didmetro de la punta de los capilares de vidrio con filamento (GD-1.2,

NARISHIGE) que se adaptaron a los tardigrados, fue generado con el Puller PC-10

(NARISHIGE) con dos programas a 65°C y a 96°C y dos bloques de carga. La punta

del capilar fue cortada con tijeras estériles y se sumergié en rojo fenol (1:100) y en

el dcARN (de , por sus siglas en inglés double strain, cadena doble) de TRPy. El

capilar fue montado en un micromanipulador PC-100 (NARISHIGE) adaptado en un

microscopio invertido (TRITECH, Research).

Para asegurar si la microinyeccion no es un procedimiento letal para los organismos,

se inyect6 una solucion de fenol rojo diluido a 1:100 en agua de manantial para

observar la internalizacion del contenido en la gonada o intestino del organismo y
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su letalidad. Para anestesiar a los animales, se agregd levamisol (Sigma-Aldrich)
disuelto en el agua de manantial a una concentracion final de 5 mM. Los tardigrados
se colocaron de manera vertical en contraposicion de un cubreobjetos y mediante
presion del capilar con la solucion a inyectar y nitrégeno, se transfirié el ARNi (1
Mg/ul) en el tardigrado. Por hinchazén en la gbnada o en el intestino, se corroboré
la microinyeccién. Los tardigrados inyectados se transfirieron a una placa de petri
con agua de manantial y alimento a temperatura ambiente hasta su recuperacién
por 24 horas. Después del tiempo de recuperacion, los individuos inyectados fueron
sometidos a un ensayo de estrés hiperosmatico con NaCl a 0.1 M para evaluar su

respuesta.

6.9 Tratamiento con bloqueadores del canal TRPy

Se emplearon los farmacos inhibidores del canal TRPy descritos para D.
melanogaster y P. americana, 8-Bromoadenosine 3',5'-monofosfato ciclico (8-br-
cAMP) a una concentracion de 20 nM y 2-Aminoetoxidifenil borato (2-APB) a una
concentracion final de 1 uM. Se expusieron seis grupos de doce individuos adultos
por 5 horas a temperatura ambiente. Como control, se expusieron individuos al
vehiculo (DMSO 0.001%). Después del tiempo de exposicion, los individuos fueron

desafiados a un ensayo de hiperosmolaridad para evaluar su respuesta.

6.10 Induccién de tonel criptobidtico mediante estrés salino

Grupos de diez individuos fueron sometidos a diferentes concentraciones de cloruro
de sodio (NaCl). De manera inicial, se emple6 0.1 M, 0.2 M, 0.25 M, 0.3 My 0.5 M
y se cuantificé el numero de individuos que lograron ingresar al tonel criptobiotico a
diferentes tiempos (15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 120 min, 180 min, 240 min y
300 min). Posteriormente, se selecciond la molaridad que indujo el tonel criptobiético
y se continud la busqueda de la concentracion exacta minima para el ensayo de
osmolaridad con las concentraciones 0.05 M, 0.06 M, 0.07 M, 0.08 M, 0.09 M, 0.1
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M, 0.2 M, por 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 120 min y 180 min. En este trabajo se
consideré tonel criptobiético cuando el organismo presentd contraccion parcial o

total de los lobdépodos.

6.11 Ensayo de hiperosmolaridad

Por triplicado, doce tardigrados fueron transferidos a placas de Petri (35 mm) con 3
ml agua de manantial y sin alimento por 24 horas. Después del ayuno, los
tardigrados fueron transferidos a placas con solucién de NaCl 0.1 M y se observé
por dos horas el cambio en la morfologia de los individuos. Se registré el nimero de
individuos capaces de ingresar al tonel asi como de aquellos que no lograron

ingresar.

6.12 Pruebas estadisticas

Las pruebas se analizaron en el software R Studio 3. 4. 0. Se realizé una pruebas
de normalidad de Shapiro para determinar si lo datos tenian una distribucién
paramétrica o no paramétrica. Posteriormente, para los datos normales se hizo una
prueba de homocedasticidad de Levene y posteriormente, pruebas de hipotesis
para muestras independientes con una prueba de t student de dos colas para un
nivel de significancia menor a 0.05. Para datos no paramétricos, se hizo una prueba
de rangos con signo de Wilcoxon bajo la hipétesis nula de que la distribucion de los
grupos a analizar (individuos que ingresaron al tonel contra los que no lograron

ingresar al tonel) son iguales con un nivel de significancia menor a 0.05.

45



7. RESULTADOS

7.1 Identificacion de Hypsibius

Con los oligonucledtidos de Folmer et al. (1994), se obtuvo un producto de 658 pb
(Figura 10). Debido a la poca intensidad de los productos revelados en el gel de
agarosa 1%, se hizo un PCR anidado para incrementar la concentracion y la
intensidad del amplicon revelado en el gel. Los productos se secuenciaron en
ambas direcciones en Macrogen Korea y los resultados del electroferograma se
visualizaron con BioEdit 7.2.6. La edicién de la secuencia se hizo con base en la
calidad de las lecturas para cada nucleétido y se eliminaron los extremos de la
secuencia resultante. Se hizo un alineamiento en la base de datos de NCBI y se
determind el género Hypsibius. Para determinar la especie de la cepa con la que se
realizaron los experimentos, se utilizaron como secuencias de referencia a H.
convergens (No. Acceso FJ435798), H. dujardini (No. Acceso MG818723), H.
exemplaris (No. Acceso MG818724), H. klebelsbergi (No. Acceso KT901831),
Borealibius zetlandicus (No. Acceso FJ184601), Montacuta spitzbergensis (No.
Acceso KX347535) empleadas en el estudio de Gasiorek et al. , (2018).

£o0 --J

500

400
300
200
100
1 kb pb A partir de ADN Anidado

Figura 10. Amplicon del gen citocromo oxidasa | (COI) de Hypsibius dujardini en un gel de agarosa
1%. Se empled el método directo de amplificacion por PCR punto final con ADN y el PCR anidado

con la finalidad de incrementar la concentracion del producto.
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De acuerdo al arbol consenso del andlisis mediante el método heuristico, se
agruparon las secuencias de COI de H. dujardini y H. convergens en un mismo
grupo mientras que las secuencias correspondientes a COI de la cepa de estudio,
se agruparon con H. exemplaris (Figura 11). Lo cual difiere de la especie registrada
del centro de Carolina Biological Supply. Por lo que a partir de este hallazgo, se
empleara H. exemplaris en lugar de H. dujardini a excepcion de cuando se haga

referencia al genoma base del estudio.

B. zetlandicus FJ184601

H. dujardini MG818723

H. convergens FJ435798

H. klebelsbergi KT901831

H. exemplaris MG818724

NR1

CR1

M. spitzbergensis KX347535

0.1

Figura 11. Cladograma de las secuencias de citocromo oxidasa | (COIl) de la familia Hypsibiidae y

de las muestras de la cepa de trabajo. Método busqueda heuristica por Maxima parsimonia. 100 =
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valor de Boostrab, el cual indica la probabilidad de que las secuencias agrupadas pertenezcan al
mismo clado. La secuencia M_spitsbergensis_KX347535 fungié como secuencia externa. NR1 y

CR1 corresponden a las secuencias de la cepa de trabajo.

7.2 ldentificacion de la proteina ortéloga de nanchung (NAN) de Drosophila

melanogaster en el genoma de Hypsibius dujardini.

Se realizé una busqueda de secuencias similares con el algoritmo de alineamiento
de Altschul et al. , (1990), mediante la herramienta de busqueda de alineacion local
bésica (BLAST, por sus siglas en inglés) empleando la secuencia de aminoacidos
del canal Nan de Drosophila melanogaster en el genoma del tardigrado Hypsibius
dujardini. Se obtuvieron un total de 16 proteinas resultantes, de las cuales, se
consideraron para este estudio aquellas que tenian mas del 27% de identidad y un
valor maximo superior de 39. Las secuencias resultantes fueron alineadas en el
genoma de D. melanogaster con la finalidad de corroborar que corresponden a la
misma familia de proteinas. Asi mismo, las secuencias se agruparon en distintos
clados empleando el Método de busqueda heuristica por Maxima parsimonia. Como
se observa en la Figura 12, las secuencias se agruparon en siete clados distintos,
el primero corresponde a la proteina TRP-V4 la cual fue utilizado como el grupo
externo, seguido de ankirina 2, TRP-A, mecanoreceptores tipo C, Ankirina tipo 3,
secuencias tipo ankirina 3 y tipo L-asparaginasa, TRP-gamma y uno grupo donde
se agrupan las dos isoformas de Nanchung y sus ortélogos en nematodos, OCR 1
a 4. De las secuencias empleadas de H. exemplaris para el analisis, se selecciond
al clado proximo al que contiene a la proteina Nanchung, el cual fue el clado

agrupado con la proteina TRP gamma.
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TRPV4 Hs
Ankyrin2 isoformG Dm
Ankyrin2 isoformM Dm
Ankyrin2 isoformP Dm
Ankyrin2 isoformQ Dm
Ankirin2 |soformAA
Ankirin2 IsoformU 1
Ankyrin2 IsoformU Dm
80 Ankyrin2 isoformA Dm
Ankyrin2 isoformU Dm
Ankyrin2 isoformAA 2
Ankyrin2 isoformE Dm
——————— TRPA1Hd
100 o TrpA1 IsoformG Dm

100 TrpA1 isoformH Dm
TrpA1 Isoforml Dm
TrpA1 IsoformK
100 L TrpA1 IsoformJ Dm
TRPA1Hd 2
TRPA1 Hd3
mechanocreceptorC isoformD Dm
mechanoreceptorC isoformD Dm 2
mechanoreceptorC isoformG Dm 2
mechanoreceptor potential C isoformD
mechanoreceptor potential C isoformG
mechanoreceptorC isoformE Dm
mechanoreceptorC isoformF Dm
mechanoreceptorC isoformG Dm
mechanoreceptorC isoformH Dm
mechanoreceptorC isoformE Dm 2
mechanoreceptorC isoformF Dm 2
mechanoreceptorC isoformH Dm 2
mechanoreceptor potential C isoformE
mechancreceptor potential C isoformF
mechanoreceptor potential C isoformH

100 Ankirin3 Hd
100 — L Ankyrin1 Hd
L
100
100 Put Ankirin3 Hd
Put Ankyrin3 Hd
w0 ——— TRPgamma Hd
100 Trpgamma IsoformA Dm
Trpgamma IsoformB Dm
Trpgamma IsoformD Dm
100 TRPgamma Like Dm
— LikeTRPgamma IsoformA Dm
100 NanchungA Dm

00 NanchungB Dm
OCR4 Ce

100 OCR2 ACe
&E OCR1A Ce
OCR3 Ce

Figura 12. Cladograma de la secuencias proteicas resultantes de nan en el genoma de Hypsibius
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dujardini. Método busqueda heuristica por Maxima parsimonia. 100 = valor de Boostrab. Probabilidad
de acuerdo a dicho valor de que las secuencias agrupadas pertenezcan al mismo clado. En rojo se
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representa la secuencia ortdloga de H. exemplaris seleccionada y en café se marcan las dos
isoformas de nan. Hs: Homo sapiens, Dm: Drosophila melanogaster, Hd: Hypsibius dujardini (ahora

referida como H. exemplaris), Ce: Caenorhabdithis elegans.

Con base en la secuencia TRP gamma Hd (OWAb53372.1), se hizo un analisis
exploratorio de los principales dominios de accién de la proteina y se compararon
con los descritos para nanchung de acuerdo a la base de datos InterPRO (EMBL-
EBI) (Figura 13). La secuencia de TRP gamma (TRPy), en comparacion a
NANCHUNG, es més grande en cuanto a longitud de aminoé&cidos. Al clasificar sus
principales dominios, se observo que contienen el dominio de la superfamilia TRP,
sin embargo tiene un dominio extra denominado DUF1509 que no se encuentra en
NANCHUNG. Este dominio DUF1509, forma parte de la familia (Domain unknown
function; por sus siglas en inglés) que como lo indica su hombre, se desconoce su
funcion. Asi mismo, comprende del amino&cido 962 al 1109. Sin embargo, comparte
cinco dominios principales de accién como las repeticiones de ankirina y el dominio
de transporte idnico. También, presenta un dominio adicional del receptor potencial

transitorio de iones el cual no se encuentra presente en NAN.
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A) TRPy

1 250 So00 750 1000 1118
' ' ' | ' ' ' ' | ' ' ' ' | ' | ' ' ‘
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Dominio que contiene repeticiones de la superfamilia de ankirinas
Dominio de receptor de potencial transitorio de iones
- Dominio de transporte ionico >
= ————|
e e
Dominio que contiene a la superfamilia de repeticiones de ankirina
Repeticiones de ankirina InterPRO, EMBL-EBI
1 250 So00 750 833
' ' | ' ' ' ' | ' ' ' ' |
h trp H

Repeticiones de ankirina

Dominio que contiene repeticiones de la superfamilia de ankirinas

Dominio de transEone ionico
O >

Dominio que contiene a la superfamilia de repeticiones de ankirina

InterPRO, EMBL-EBI

Figura 13. Andlisis de principales dominios de accion de TRPy y NAN. NANCHUNG es una proteina
de 834 aminoacidos que contiene cinco principales dominios representados en diferentes colores.

En contraste, TRP gamma es una proteina mas grande con 1118 aminoacidos.

Otro dominio que presenta TRPy en H. exemplaris y que esta ausente en Nan, es
el dominio de receptor de potencial transitorio de iones, indicado en color morado
en la Figura 13. Este dominio es caracteristico de proteinas TRPC. Mientras que en
proteinas de la familia TRPV, como Nan, este dominio esta ausente. Por lo que con
base en los dominios tipicos, TRPy pertenece a una familia diferente a la que se
especulaba. Por lo que, se obtuvieron las secuencias de TRPy de dos organismos
filogenéticamente emparentados, D. melanogaster y Periplaneta americana. Se hizo
un alineamiento de la secuencia de aminoéacidos y de acuerdo a la identificacion de
residuos y dominios de Wicher et al. 2006, se identificaron las repeticiones de

ankirina, los seis segmentos transmembranales y el dominio de bobina en espiral
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(Figura 14). Con ello, se confirma que TRPy de H. exemplaris es una proteina

estructuralmente diferente a Nan.
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Figura 14. Alineamiento de la secuencia TRPy de H. exemplaris (hnTRPy), Periplaneta americana

(PTRPY) y D. melanogaster (dTRPY) basado en el alineamiento de (Wicher et al.

, 2006). Las

repeticiones tipo Ankirina estan subrayadas y en negritas, el dominio de bobina en espiral (coiled-

coil) se encuentra subrayado en color gris, las regiones transmembranales estan subrayadas en

color rojo y presentan el simbolo *

*”_Los sitios subrayados en amarillo representan sitios serina, en

negritas y naranja, los sitios treonina, en negritas y azul se muestran los sitios tirosina.
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7.3 Generacion de ARNi del canal TRPy

Se disefiaron oligonucleotidos que amplifican un producto de 439 pb del gen TRPy.
Que en la proteina, corresponde al dominio de transporte iénico que abarca de la
posicion 587 hasta 619 de la secuencia de aminoacidos de TRPy (OWA53372.1).
Se extrajo el ARN total de 200 individuos adultos que previamente se encontraban
ayuno de 24 horas. La cantidad de individuos y el método de liberacién de
componentes celulares con aplastamiento con nitrdgeno liquido y trizol descrito por
Goldstein et al. (2017) en conjunto con la purificacion realizada con el protocolo de
Tenlen et al. (2013), fueron los adecuados para una mayor concentracion y pureza

de la muestra (Cuadro 2).

Cuadro 2. Concentracion y pureza de extracciones de ARN total empleando diferentes protocolos

de extraccién y purificacion. La extraccion Hd y Il se realizaron con 100 individuos. Las demas

extracciones se realizaron con 200 individuos.

Nombre Concentracion 260/280  260/230 Protocolo

dela ng/ul
muestra
Hd 23.5 1.88 1.1 | Boobthy et al. 2017 con N2y pistilo
Il 10.8 1.83 0.81 | Tenlen et al. , 2013 con esferas de vidrio
Alpha 1402.7 1.8 1.06 | Boobthy et al. 2017 y Direct-zol RNA miniprep
ARN | 1187.6 1.76 0.51 | Boobthy et al. 2017 y Tenlen et al. 2012
ARN I 1429 1.84 0.83 | Boobthy et al. 2017 y Tenlen et al. 2013
Sigma 459 1.96 0.98 | Boobthy et al. 2017 y Direct-zol RNA miniprep
Wt 30 1.62 0.78 | Boobthy et al. 2017 y Direct-zol RNA miniprep
Tun 30 1.66 0.78 | Boobthy et al. 2017 y Direct-zol RNA miniprep

Con el ARN, se sintetiz6 el ADN complementario utilizando oligonucleétidos
aleatorios (Random hexamers) como primer y el ADN sintetizado se empleé para la
amplificacion parcial del canal TRPy. Como secuencia control se utilizd B-tubulina 'y
actina. Los productos correspondieron al peso esperado y se clond en el vector

TOPO PCR4. De las colonias transformadas, se seleccionaron algunas para
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corroborar con un PCR de colonia, el tamafio del fragmento previamente amplificado
(Figura 15).

-

F2 F3 F4 F5

Figura 15. Amplicon de TRPy de colonias de E. coli DH5a en un gel de agarosa 1% en el cual se

corroboro la insercién del fragmento clonados.

Las colonias F2, F3, F4, F5 fueron recuperadas y crecidas en medio LB
suplementado con ampicilina (100 mg/ml) para la extraccion de plasmidos. Con
base en el ADN de plasmido, se realizé la estrategia de alineamiento de ADN blanco
sugerida en el manual del kit MEGAscript RNAiI (Thermo Fisher Scientific) que
consiste en la amplificacion del inserto con cebadores etiquetados en la region 5’

con el promotor de la ARN polimerasa T7 en ambas direcciones (Cuadro 1).

Se lineariz6 con las mismas condiciones de amplificacion mostradas para el canal
TRPy. Se corroboré el tamafio del amplicon en un gel de agarosa 1%, como se
muestra en la Figura 16. A partir de los amplicones, se prosiguié a realizar la

transcripcion in vitro.
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F2 F4 F5

Figura 16. Amplicon de TRPy a partir de ADN de plasmido para templado de transcripcion in vitro

en un gel de agarosa 1%.

Para la transcripcion, se utilizé como control de la reaccion el templado previsto en
el kit. EI ARNdc control resultante de la reaccion tiene un peso de 500 pb
aproximadamente. Para el templado de TRPY, la incubacion para la transcripcion se
dejé por 16 horas mientras que para el control fue por dos horas. Inmediatamente

después de la reaccion de transcripcion, se sugiere corroborar la integridad en un
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gel de agarosa al 1%, al hacerlo; se observa que la banda coincide con el peso

esperado (Figura 17, carril 3).

T e

1Kb Control F7 Control F2

Figura 17. Integridad del ARN de doble cadena después de la transcripcion a 37°C en un gel de
agarosa 1% resultante de la transcripcién in vitro. En el segundo carril se muestra el control de la

reaccion de transcripcion del kit. En el segundo carril, se muestra el ARN interferente del canal TRPY.
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Posteriormente, se alined y purificé el ARNcd. Para estos pasos se utilizaron dos
protocolos, el sugerido por el fabricante y del kit y o el otro por la purificaciéon del
manual (Sambrook, 2001). Esto con la finalidad de establecer una estrategia de
purificacion distinta en caso de que faltara algun reactivo en el kit de sintesis de
ARNI. De acuerdo a las purificaciones fueron reveladas en un gel de agarosa al 1%
(Figura 18) y cuantificadas por espectofotometria de luz UV, la concentraciéon y la
pureza fue adecuada con el segundo protocolo de purificacion y se empleé la

muestra del segundo protocolo (F7) para la microinyeccion.

1Kb Control kit F2 Control F7 RNAi Control F7
1:400 1:400

Figura 18. ARNcd para microinyectara purificado a través de dos protocolos. Las muestras F2 y F7
corresponden a ARNcd de TRPy. Los ultimos carriles son las muestras Control y F7 del segundo

protocolo de purificacién pero diluido 400 veces.
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7.4 Microinyeccion

Se seleccionaron diez individuos adultos para microinyectar por triplicado con rojo
fenol (1:100) y con el ARN de cadena doble para producir el ARN interferente del
canal TRP gamma (1.2 ug/ul). Los individuos fueron colocados en un soporte que a
su vez se colocé en la base de una caja de Petri de 35 mm que contiene dos
cubreobjetos fijos con agua y del cual, se empleoé el borde del portaobjetos colocado
arriba para colocar a los tardigrados en linea (Figura 19). La exposicion con
levamisol 5 mM disminuyé la locomocion de los individuos a los cinco minutos de
exposicion. De esta forma, se procedio a colocar el capilar generado y sumergirlo
en la solucion a inyectar por cinco minutos hasta que por capilaridad, se visualizo el
liquido en la punta. La punta del capilar fue roto con tijeras estériles ya que al ser
sumamente delgado, no se pudo romper en el cubreobjetos. Una vez montado el
capilar y el soporte, se manipulo la direccion del capilar hacia el mismo campo visual
en el que se observo a los tardigrados. En el objetivo 40 X, se localiz6 la gbnada o
intestino del individuo y se inyectd aproximadamente 1 ul de la solucion. Se dieron
dos pulsos de nitrdgeno por individuo. Se recuperaron los tardigrados y se
mantuvieron en agua de manantial suministrado con alimento toda la noche. El
procedimiento no fue letal ya que todos los tardigrados inyectados mantenian su

actividad motora u otro comportamiento diferente.

G
;

Figura 19. Caricatura de la estructura empleada para el soporte durante la microinyeccién.
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7.5 Ensayo de osmobiosis

Al probar distintas concentraciones de NaCl para determinar cuél concentracion no
representaba letal e inducia el tonel en H. exemplatis, se determiné que 0.1 M de

NaCl inducia el cambio morfolégico y ademas no maté a los ejemplares (Figura 20).

Figura 20. Morfologia de H. exemplaris ante condiciones hiperosmaéticas y sin exposicion a estrés
salino. Durante el estado osmobiético, los tardigrados permanecen inmaviles y contraidos de manera

parcial o total mientras que en condiciones Optimas, no presentan alteracion alguna.

Al hacer un seguimiento detallado del comportamiento de los tardigrados en la
exposicion a NaCl en esta concentracion, se evaluo el efecto en 60 ejemplares. Se
registré que a partir de la hora 3, los tardigrados recuperaron su morfologia al
extenderse pero se mantenian inmoviles. Este cambio se observé hasta las 24
horas (Figura 21). Asi mismo, desde los quince minutos de exposicion, los

individuos comienzan a mostrar cambios como movimientos retardados y la
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compactacion de sus extremidades. A los 30 minutos, el 70% de la poblacién ya se

encuentra en tonel.

20

Individuos en tonel
o ) )
H

B~

Horas

Figura 21. Ensayo de osmolaridad en H. exemplaris con NaCl al 0.1 M. Las barras indican la
desviacién estandar. El ensayo se hizo por triplicado (n=60). Se expuso a tardigrados adultos al
medio hiperténico para inducir el tonel. Se realizaron las observaciones a la hora 1, 2, 3y 24. Se

cuantificé el nimero de organismos en tonel.

7.6 Desafio a hiperosmolaridad en individuos tratados con bloqueadores del TRPYy

Con la finalidad de determinar la participacion de la proteina TRPy durante el
comportamiento de osmobiosis, se utilizaron los farmacos 8-br-cMP y 2-APB para
bloguear de manera especifica la actividad del canal TRPy. Por lo que se
suministraron los farmacos a la concentracién empleada en el trabajo de Wicher et
al. , (2006) con 200 nM de 8-br-cAMP y 10 uM de 2-APB y a partir de dicha
concentracion, se hizo una dilucién de la misma para evaluar el efecto letal en los
tardigrados. Se empleod la solucion de trabajo a una concentracion final de 20 nM

para 8-br-cAMP y 1 uM de 2-APB. La exposicion se hizo durante cinco horas. Ya
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gue después de ese tiempo, los organismos se inmovilizaban. Después de la
exposicion, fueron sometidos al ensayo de osmobiosis para evaluar su ingreso al
tonel. De acuerdo a los resultados, a partir de los 15 minutos se observd una
disminucién marcada en los individuos tratados comparados con el control ya que
aguellos tratados con el farmaco no lograron formar el tonel (Figura 22). En cambio,
se mantenian extendidos. La diferencia fue marcada para todos los minutos
evaluados de acuerdo con la prueba de rangos de signo de Wilcoxon en el que
P<0.05.

* * * *
8 B
Tratamiento
DMSO0 0.001%
2-APB (1 M) + 8-brcAMP (20 nM
4
0 B
15 30 45 60

Tiempo (minutos)

M edia de individuos en tonel

Figura 22. Ensayo de osmobiosis en tardigrados tratados con los bloqueadores del canal TRPy 8-
br-cAMP (20 nM) y 2-APB (1 uM) y con el control DMSO 0.001%. Las barras indican la desviacion
estandar. Ensayos por triplicado (n=120). La exposicién se hizo con NaCl 0.1 M. Los asteriscos

indican diferencias signicativas respecto al control. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon P<0.05.

7.7 Desafio a hiperosmolaridad en individuos silenciados

Después del tiempo de recuperacion de los tardigrados inyectados, estos fueron
sometidos a estrés hipertdnico con la finalidad de observar si el dSARN (ARN de
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cadena doble, por sus siglas en inglés double strain) a las 12 horas de ser
introducido en el organismo y mediante el procesamiento de éste en ARNi,
silenciaba de manera parcial el procesamiento de mensajeros del canal TRPy.
Como se observa en la Figura 23, los individuos en tonel parecian ser menores en
comparacion al control (rojo fenol). Sin embargo, el nimero de individuos en tonel

no difirié del control durante los distintos tiempos de medicion.

15 30 45 60
Tiempo (minutos)

84

Tratamiento
ARNi
Control

Media de individuos en tonel
s

0_

Figura 23. Ensayo de osmobiosis en individuos adultos después de 24 horas de ser silenciados
mediante microinyeccion. Las barras indican el error estandar, en columnas sin barra indica que el
error estandar = 0. Ensayos por triplicado (n=48). La exposicion se hizo con NaCl 0.1 M y como
control, se inyecto rojo fenol (1:100). Las mediciones se realizaron a los 15, 30, 45 y 60 minutos de

exposicion.

7.8 Respuesta al estrés osmatico de progenie silenciada

62



Para determinar si en la progenie en individuos inyectados con el ARNcd tenia un
efecto en la respuesta de induccién al tonel ante estrés hiperosmético, se
mantuvieron a los organismos adultos inyectados en agua de manantial
suministrado con alimento hasta que ovipositaron huevos en la exuvia. Los huevos
se transfirieron a un nuevo medio y se espero a su eclosion y crecimiento a adultos

para desafiarlos con NaCl 0.1M.

* * * *
Tratamiento
[ ] Arni
. Control

15 30 45 60
Tiempo (minutos)

B_

Media de individuos en tonel
P

Figura 24. Ensayo de induccién de osmobiosis con NaCl 0.1M en la progenie silenciada para TRPy de
H. exemplaris. El ensayo se hizo por triplicado (n=30) y los conteos se realizaron a diferentes tiempos
(15, 30, 45 y 60 minutos). Las barras indican el error estandar, en columnas sin barra indica que el error
estandar = 0. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas respecto al control para P<0.05 del

valor de P de una prueba de dos colas de t-student y valor de P de la prueba de rangos de Wilcoxon.

Durante los primeros minutos de la exposicion, se vio reflejado que los individuos
silenciados continuaron extendidos y con movimiento en los lobdpodos,
contrariamente a lo observado en los individuos no inyectados, en el cual habia se
inmovilizaron si continuaban extendidos o se iniciaba la compactacion corporal,

registrado como el tonel (Figura 24). A partir de los 30 minutos de exposicion,
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algunos individuos lograron formar el tonel, sin embargo, la respuesta aun difirié del
control (t-test, dos colas p<0.0001) y los individuos que no lograron formar el tonel,
continuaron extendidos e inmaviles, como se observé en el ensayo con la aplicaciéon
de los farmacos blogueadores para TRPy. Lo que sugiere que la disminucion de la
expresion de TRPy esta contribuyendo a que la mayoria de los individuos, no pueda

formar el tonel criptobidtico en exposicion a estrés salino.
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8. DISCUSION

8.1 Caracterizacion de los principales dominios de accion de TRPy en Hypsibius

Los canales TRP son proteinas implicadas en la deteccion de una amplia variedad
de estimulos externos y variaciones ambientales como sonido, quimicos, luz, toque
mecanico, temperatura y alteraciones en la osmolaridad. De hecho, Venkatachalam
y Montell (2007) los denominé como integradores de sefiales multiples. En general,
estos canales contienen seis pasos transmembranales, regiones amino y un
carboxi-terminal. Estas proteinas estan presentes tanto en mamiferos e
invertebrados como C. elegans y D. melanogaster. Los canales TRP se subdividen
en familias con base en los segmentos transmembranales y la region carboxi-
terminal en el sexto dominio transmembranal. En Drosophila, TRPy pertenece a la
subfamilia’ TRPC junto con TRPL y TRP. La proteina Nan pertenece a la
clasificacion TRPV. Por lo que, a pesar de ser secuencias cercanas, como lo mostré
el cladograma de probabilidades, TRPy no pertenece a la misma familia que Nan.
Por lo que al comparar la secuencia y observar los principales dominios de la
proteina de H. exemplaris con el de la proteina TRPy de la mosca de fruta D.
melanogaster, observd en los dominios correspondientes a superfamilias, ambas
tenian el dominio TRP. Sin embargo, el dominio DUF1509 sélo lo presenta H.
exemplaris. De acuerdo a la base de datos CDD, este dominio forma parte de la
familia de proteinas 07420, la cual esta constituida por varias proteinas virales no
caracterizadas similares a los alfa-herpes virus que causan la enfermedad de Marek
(Zheng et al. , 2016), sin embargo, este dominio es rico en sitios de fosforilacion en
serinas, lo cual puede sugerir que puede ser blanco de fosforilacion de otras
proteinas que participen distintas vias como la descrita durante la fotorecepcion
descrita en D. melanogaster.en la cual, a través de la recepcion de luz por una

rodopsina, se activan los receptores acoplados a proteinas G (GPCR, por sus siglas
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en inglés) que a su vez, emplean la actividad de la fosfolipasa PLC y activan a las
proteinas TRPL y TRP mediante fosforilacibn por un mecanismo desconocido
(Fowler y Montell, 2013).

Dado que TRPYy no pertenece a la familia de TRPV, se compar6é con TRPy de D.
melanogaster y de la cucaracha americana Periplaneta americana. La proteina en
H. exemplaris ademas de ser mas larga, contiene regiones extra que no presentan
Drosophila y Periplaneta como se demuestra en el trabajo de (Wicher et al. , 2006).
Aunque, en células transfectadas HEK que expresan TRPy de P. americana, se
mostro que la region C terminal parece tener un papel para la unién de AMP ciclico

y su modulacion (Wicher et al. , 2006).

8.2 Obtenicion de RNAcd de TRPy en H. exemplaris

La liberacién del material genético en tardigrados suele ser complicada debido a la
presencia de la cuticula compuesta principalmente por quitina. Por lo que la
complementacion de protocolos fue crucial para poder obtener el ARN. En este
caso, se utilizé el protocolo de Boothby (2018) en el que los tardigrados fueron
resuspendidos en TRIzol y el protocolo de Boothby et al. (2017) donde se maceraron
a los individuos congelados con nitrégeno liquido repetidas veces para que por la
accion mecanica, la ruptura de la cuticula fuera ideal para liberar el material celular.
El nimero de individuos también fue clave ya que cuando se probaron los protocolos
para diez, 90 y 200 individuos, la concentracion y la calidad incrementaron cuando
se utilizé la mayor cantidad posible de organismos. El uso de primers random
hexamers durante la retrotranscripcion también fue importante para obtener el ADN
complementario, posiblemente por su union a sitios inespecificos en el ARN
mensajero y ayudan a mejorar la sintesis de ADN complementario (ThermoFisher
Scientific, pagina web). Una vez amplificado el producto esperado, la sintesis del
ARNcd a partir del ADN de plasmido donde se clono el amplicon, funciono cuando

se dejo incubar la reaccién de transcripcion por mas tiempo a pesar de no ser un
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producto menor a 400 pb, como se sugiere en las indicaciones del kit. También, fue
sumamente importante la concentracion de producto antes de la reaccion de
transcripcion, que se sugiere hacerla a partir del templado a 1 pg/ ul (Tenlen et al.
2013) ya que hacerlo con menos de 500 ng, podria resultar en poca concentracion

de ARNCcd final y no ser apto para experimentos como la microinyeccion.

Por otra parte, de acuerdo a Tenlen et al. 2013, el fenol rojo 1:100 puede ser
utilizado como control para la microinyeccién y este a su vez, puede ser recuperado
del sitio de inyeccidn en las gonadas o intestino. Sin embargo, al inyectar el fenol
rojo a la concentracién sugerida, no se observé un cambio o en la coloracién al
ingresar al organismo y no fue posible recuperarlo. Se esperaba que al ser un
indicador de pH, el interior de las génadas o el intestino, presentara una transicion
de color rojo a amarillo, por el pH del ambiente del 6rgano, pero no se observé y no
pudo recuperarse el reactivo del interior del sitio de inyeccion. Sin embargo, la
inyeccién con fenol no fue letal para los individuos ni tampoco presentaron un

comportamiento atipico tras el procedimiento.

8.3 Induccién del tonel por hiperosmolaridad en H. exemplaris

Los tardigrados sobreviven y protegen sus tejidos internos de las variaciones
osmoéticas ambientales mediante la criptobiosis, que les permite sobrevivir en
distintos nichos ecoldgicos. La formacion del tonel implica la contraccion muscular
de manera antero-posterior en los tardigrados. Se conoce que tardigrados marinos
como Halobiotus crispae resiste condiciones hipertonicas mediante otra estrategia
denominada ciclomorfosis, la cual es dependiente de las estaciones del afo
(Halberg et al. , 2009). Sin embargo, en eutardigrados terrestres, el fendmeno de
osmobiosis sélo se habia reportado en Ramazzottius oberhaeuseri, el cual ingresa
en tonel a partir de 192 mOsm kg de NaCl y a la presencia de soluciones no iénicas
como el PEG. Sin embargo, R. oberhauseri suele ser mas sensible a la presencia

de sales debido a que los iones Na+ y CI- son los principales iones que se
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encuentran en fluidos de tardigrados y forman parte en procesos de la contraccion
muscular y de impulsos en células nerviosas (Heidemann et al. , 2016). En este
trabajo, H. exemplaris ingreso en tonel a la exposiciéon a 0.1 M de NaCl y tras la
recuperacion después de cinco horas, el organismo puede volver a su estado activo.
Sin embargo, se desconoce por qué a partir de las tres horas de exposicion, los
tardigrados contindan inmdviles y a su vez, recuperan su forma. También se
desconoce el tiempo méaximo de tolerancia a la osmobiosis, ya que de todos los

tipos de criptobiosis, este es el menos estudiado.

8.4 Actividad de TRPy durante la osmobiosis

Desde el descubrimiento del ARN de interferencia, el andlisis de fenotipos con
pérdida de funcién en genes de interés, lo ha vuelto un método sencillo, especifico
y carente de efectos secundarios a altas concentraciones de ARNcd (hasta 5 pg/ul)
en muchos modelos de estudio como C. elegans y D. melanogaster (Conte et al. ,
2015) lo cual fue importante para la ejecucion de la técnica, ya que el ARNcd a
concentraciones menores a 1 ug/ul, no era suficiente para observar un efecto
fenotipico. En tardigrados, el ARNcd se inyecto en las gonadas o intestino de la
muestra y se ha reportado que en C. elegans, el efecto del ARNi se propaga a tejidos
alejados al sitio original de aplicacion, lo que permite el silenciamiento del gen
blanco en todo el organismo. Asi mismo, el silenciamiento es temporal pero puede
ser estable si es transfectado a tejidos especificos o a lineas celulares (Buckingham,
2004). En tardigrados, se ha reportado que al inyectar ARNcd en gbénadas e
intestino, asegura que el efecto duré al menos hasta la primera generacion de la
progenie (Tenlen et al. , 2013). Aunque en el trabajo de Boothby et al. , (2017), se
emplearon individuos adultos para los distintos desafios a otros factores de estrés
a las 24 horas del procedimiento y siendo funcional de esta forma. Sin embargo, el
desafio ante el estrés osmatico en tardigrados recién silenciados parece no haber

tenido efecto alguno sobre la induccion del tonel, es posible que esto se deba al
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tiempo de exposicion del ARNcd no haya sido suficiente para su procesamiento. Sin
embargo, en la progenie de adultos inyectados, se observaron diferencias marcadas
sobre la formacion del tonel ante la exposicion al estrés hiperosmaético en
comparacion al control, el cual si se reportd el tonel durante toda la duracion del
ensayo. Lo que sugiere que TRPy esta contribuyendo a la respuesta de formacion
al tonel y que la actividad optima permite que al menos el 85% de los individuos

pueda ingresar en osmobiosis.

El bloqueo a través de los farmacos 8-br-cAMP y 2-APB, actu6 a nivel de funcién
proteica y al suministrarlo en individuos adultos, se observé que su locomocién
disminuia con el tiempo. Sin embargo, a las cinco horas de exposicion, fue suficiente
para que, de manera inmediata se realizara el desafio con NaCl e inducir el estado
osmobiodtico. Al exponerlos en 0.1 M de NaCl, se registr6 que a partir de los 15
minutos de desafio, los individuos no eran capaces de formar el tonel. Esta
respuesta continué hasta la hora de observacion, por lo que se sugiere que TRPy
estd implicada en el proceso de sefiales para inducir el tonel bajo la presién
hiperosmotica. Asi mismo, por observaciones en el laboratorio, los individuos
silenciados y tratados con el bloqueador de TRPy que no lograron formar en su
mayoria el tonel criptobiodtico en presencia de NaCl 0.1 M, al ser transferidos a un
medio 6ptimo con alimento, recuperaron su movilidad de la misma forma que con
los individuos control, sugiriendo que la no formacion del tonel por efecto del
silenciamiento y bloqueo de TRPy, no es letal para los organismos.

Por otra parte, aunque no se determinaron los sitios de expresion de TRPy en H.
exemplaris, es posible que pueda encontrarse en células sensoriales en la region
anterior de la cabeza donde se ha descrito que se localizan dos campos sensoriales,
anterio lateral y circunoral. Donde se plantea que dendritas y células receptoras con
cilios pueden ser quimioreceptivas y mecanoreceptoras. También, puede

localizarse en dendritas que subyacen debajo de la cuticula (Bertolani y Rebecchi,
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2018). Sin embargo, queda por determinar si la localizacion de esta proteina se
encuentra en estos tipos celulares o en otras regiones del tardigrado. Ya que en D.
melanogaster, se reportd que se requiere la participacion de TRPy para formar
heterodimeros con la proteina TRPL y favorecer las sefiales receptoras durante la
fototrasduccion en organos visuales de adultos (Fowler y Montell, 2013). Sin
embargo, en P. americana, células de la linea HEK293 que expresaron TRPy,
determinaron que se expresa a través de todo el sistema nervioso del organismo,
especificamente en cuerpos celulares neuronales en fibras nerviosas involucradas
en el procesamiento de la conductividad sensorial. Por lo que Wicher et al. (2006),
proponen que TRPy es el unico canal de la familia TRPC que tiene una expresion

significante en el sistema nervioso.
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9. CONCLUSIONES

La osmobiosis es un estado criptobidtico que presenta el eutardigrado semiterrestre
Hypsibius exemplaris bajo estrés hiperosmético con NaCl al 0.1 M y permanece
estable hasta la primera hora de exposicion, posteriormente, recupera su longitud

pero se mantiene inmavil.

La actividad de la proteina TRPY juega un papel importante durante la induccion del
tonel criptobidtico ya que el bloqueo en la actividad mediante farmacos especificos
y el silenciamiento del mensajero de trpy, no permiten la formacién del tonel durante

la exposicion al estrés hiperosmatico.
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10.PERSPECTIVAS

En este trabajo se establecieron las condiciones 6ptimas para la experimentacion
molecular y fisioldgica del tardigrado H. exemplaris. Asi mismo, se propone que la
proteina TRPY, esta implicada en la induccion del tonel osmobidtico. No obstante,
para complementar este hallazgo, es importante establecer los sitios de expresion
de los ARN de una manera espacio-temporal en diferentes tejidos del organismo
con Hibridacidn in situ. A su vez, esto permitira describir si se expresa antes, durante

o después del estrés hiperosmoético.
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