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RESUMEN

Los animales que habitan zonas donde la temperatura puede descender bajo los 0 °C
estin expuestos a sufrir dafios letales debido al congelamiento. Para resistir las
condiciones de frio extremo, los ectotermos presentan adaptaciones conductuales,
fisiologicas y bioquimicas. En este contexto se han descrito dos grupos de animales
tolerantes al frio: a) evasores de congelamiento y b) tolerantes al congelamiento. Los
Andes de Chile central 33° 21’ 3" S es un area con condiciones de frio extremo,
presentando femperaturas bajo los 0 °C en inviemo y otofio, sin embargo, se
desconocen las estrategias que utiliza su fauna de artrépodos para sobrevivir estas
estaciones. El objetivo del presente trabajo es caracterizar las respuestas a las bajas
temperaturas a nivel fisiologico y molecular, tanto para Agathemera crassa (Insecta:
Phasmatodea: Agathemeridae) y Euathlus condorito (Arachnida: Araneae:
Theraphosidae) y cudles. Ademas se evaluard el efecto de la estacionalidad en las
respuestas expresadas por ambos animales. Para el estudio se emplearon animales
colectados en la zona de Farellones, sobre los 2000m s.n.m, a los cuales se les midié
el punto de stper congelamiento (SCP) a dos tasas de enfriamiento diferentes (0,5 °C
min? y 1 °C min”). Los resultados indican que las especies presentan distintas
estrategias de tolerancia a las bajas temperaturas: 4. crassa tolera moderadamente el

congelamiento, mientras que E. condorito es evasor o intolerante al congelamiento.




Estas estrategias pueden explicarse en parte por Ja presencia de sustancias
crioprotectoras de bajo peso molecular, trehalosa, glucosa y glicerol en A. crassa y
glucosa y glicerol en E. condorito. Ademas, mediante ensayo con nanoparticulas de
oro, se evalud la actividad anticongelante de las proteinas purificadas de la
bemolinfa. Se concluye que las dos especies presentan proteinas de unién a hielo, las
cuales podrian ayudar a resistir las bajas temperaturas extremas. Con respecto a la
estacionalidad, no se observaron diferencias significativas entre estaciones de

invierno y verang, tanto en la expresion de proteinas, como entre los valores de SCP.

Palabras clave: Tolerancia al enfriamiento, punto de stper congelamiento, proteinas

de uniodn a hielo, evasor de congelamiento, tolerante al congelamiento.




ABSTRACT

Arthropods that inhabits Polar Regions and high mountains have developed
strategies to survive events whén the temperature reaches below 0 °C by using
different physiological, behavioral and biochemical adaptations. Two cold tolerance
strategies have been described for arthropods: (1) freeze tolerant organisms which
can survive the ice crystal formation and (2) freezing avoidant organisms which
prevent the ice crystal formation by supercooling their fluids. Was studied two
arthropods from the Andes Mountains in central Chile (2000m s.L.a.) the stick insect
Agathemera crassa and the tarantula spider Fuathlus condorito in order to evaluate
how they respond fo low temperatures in physiological and molecular levels. Was
determined the supercooling point (SCP) at a cooling rate of 1 °C min”! and the
subsequent survival for both arthropods, finding that 4. crassa is a freezing tolerant
organism with a SCP of -3.8+1.8 °C and 100% survival while . condorito is a
freezing avoidant organism with a SCP of -3.0+1.3 °C and 0% survival. The SCP and
survival were not affected by the season in which the organism was collected,
however, it was significantly affected by the cooling rate, making the SCP lower in
3,1 °C for E. condorite and in 1,2 °C for A. crassa at a rate of 0.5 °C min-1. Both
species present low molecular weight cryoprotective substances in their hemolymph

Y
which could explain their behavior, 4. crassa presents glucose, glycerol, and




trehalose, while E. condorito only presents glucose and glycerol. We analyzed the
hemolymph proteins by SDS-PAGE finding no seasonal differences and detected

protein antifreeze activity using a gold nanoparticles assay.

Key Words: Cold Tolerance, Supercooling point, Ice Binding Proteins, Freeze-

tolerante, freeze-avoidant




INTRODUCCION

El estudio de los artropodos resistentes a las bajas temperaturas se ha desarrollado
por mas de 60 afios (Lee 1991), tiempo durante el cual el marco conceptual y
metodologico ha sido objefo de sucesivos debates y modificaciones. Los artrépodos
que habitan regiones polares o de alta montafia, donde la temperatura puede
descender bajo los 0°C, estdn expuestos a sufrir dafios letales producto del
enfriamiento (Lee 2010). A modo general, los animales capaces de sobrevivir el
enfriamiento bajo el punto de fusién de sus fluidos corporales, se han denominado
"tolerantes al enfriamiento”, y dentro de estos se han reconocido dos subgrupos: los
animales tolerantes al congelamiento, vale decir, aquellos que sobreviven el
enfriamiento mediante la formacion controlada de hielo extracelular y los evasores
de congelamiento, los cuales sobreviven a femperaturas bajo el punto de fusion
aumentando la capacidad de sobreenfriamiento de sus fluidos corporales (Salt 1961;
Bale 1993; Lee 2010), estos tltimos son Ilamados intolerantes o evasores de

congelamiento.

El basto trabajo en artrépodos tolerantes al enfriamiento, no solo ha generado una
copiosa cantidad de publicaciones referidas a reconocer el tipo de estrategias que
usan los animales para soportar las bajas temperaturas (Sinclair 1999; Chown &

Nicolson 2004). También se han descrito los mecanismos bioquimicos que subyacen




en cada una de dichas estrategias. Al respecto, se conoce la estructura de proteinas
capaces de unirse al hielo y para ellas se han propuesto mecanismos mediante los que
pueden iniciar o detener el crecimiento de los cristales de hielo (Hakim et al. 2013;
Davies 2014; Duman 2015); asi como la accion de aziicares capaces de unirse a las
membranas celulares y estabilizarlas durante el congelamiento (Rudolph & Crowe
1985; Villarreal et al. 2004). Referente a la evolucionado de ambas estrategias de
tolerancia al enfriamiento en artrépodos, a la fecha no se ha observado la tolerancia
al congelamiento fuera del taxén Insecta, Lo que ha llevado a pensar que la evasion
de congelamiento s una caracteristica basal dentro de los linajes de artrépodos y la
tolerancia a congelamiento habria surgido posteriormente en distintos 6rdenes de
insectos (Vernon & Vannier 2002; Sinclair ef al. 2003b), No obstante, 1a informacion

disponible es aun limitada para confirmar este tipo de hipotesis.

Cuando la temperatura de los flnidos corporales de un organismo desciende por
debajo de su punto de fusidn, estos entran en un estado metastable denominado
sobreenfriamiento y s¢ vuelven vulnerables a la formaci6n de hielo (Ramlev 2000).
Al agregarse Jas moléculas propias del fluido sobreenfriado, se forma un niicleo a
partir del cual comienza espontineamente la cristalizacién, este fenomeno se
denomina nucleacion homogénea. Alternativamente, cuando la cristalizacidn
comienza a partir de un agente de nucleacion exdgeno al fluido, ¢l fenémeno recibe
el nombre de nucleacion heterogénea (Vali 1995). Dichos agentes de nucleacién de
hielo (INAs) pueden ser de diversa naturaleza molecular, hasta celular (Lee &
Costanzo 1998; Wharton et al. 2009). Algunos organismos tolerantes al
congelamiento sintetizan proteinas capaces de iniciar la formacién de cristales de

hielo a temperaturas cercanas a 0°C (Wilson & Ramlev 1995; Duman 2001; Duman




2015), otros artrépodos que deben pasar el invierno rodeados de nieve pueden
inocular pequefios cristales “semilla” capaces de comenzar la cristalizacion o incluso
ciertas bacterias pueden servir como agentes de nucleacién (Lee 1991). En el caso de
los artropodos evasores de congelamiento, las situaciones descritas arriba pueden
causar la muerte de los organismos, por lo tanto es imprescindible para su
sobrevivencia contar con mecanismos que eviten la nucleacion y el subsiguiente
crecimiento de los cristales de hielo. Algunas de estas estrategias son la sintesis de

polialcoholes, azucares o proteinas anticongelantes (AFP) (Gracther & Sykes 2004)

El enfriamiento de los fluidos corporales puede producir dafio en los tejidos debido a
la transicion de fase en las membranas. Las membranas alteran su equilibrio
osmotico y algunas protefnas sensibles a las bajas temperatura pueden disminuir o
perder su actividad (Ramlev 2000). Ademas, el crecimiento de cristales de hielo
puede producir dafios mecénicos letales a las células. Normalmente los animales
presentan diferentes solutos disueltos en sus fluidos, por lo tanto, su punto de fusién

generalmente esta alrededor de un grado bajo cero (Salt 1966).

Generalmente, las moléculas crioprotectoras han sido clasificadas en dos grupos: (1)
Crioprotectores de bajo peso molecular (Storey 1997) y; (2) proteinas de union a

hiclo (Duman 2015).

Los crioprotectores de bajo peso molecular son altamente solubles en soluciones
acuosas, 1o son toxicos y no reaccionan con otras macromoléculas, aunque estén
presentes en altas concentraciones. Ademas estabilizan el estado nativo de las
proteinas contrarrestando el efecto denaturante del fiio o congelamiento (Storey &

Storey 1988). Se pueden distinguir dos clases de crioprotectores de bajo peso




molecular de acuerdo a la funcion que estos cumnplen: i) crioprotectores coligativos,
los cuales afectan el punto de congelamiento dependiendo del nmimero de moléculas
involucradas; ii) crioprotectores que estabilizan membranas y proteinas (Ramlev

2000).

Los crioprotectores de bajo peso molecular mas comunes son polialcoholes y
azucares. El glicerol es la sustancia mds estudiada de estas. En los animales
tolerantes al enfriamiento se han detectado en concentraciones que van desde 10 mM
— 500mM (Lee 1991). También es comiin encontrar aziicares como trehalosa y
glucosa. Leader & Bedford (1978) y Ramlov ef al, (1992) detectaron la presencia de
trehalosa (14,2 mM) y glucosa (3,6 mM) en el insecto weta Hemideina maori
(Orthoptera: Anostostomatidae). Mientras que Wharton er 4l (2009) encontraron
trehalosa en el rango de 150 — 350 mM en Celatoblatta quinquemaculata (Blattodea:

Blattidae)

Ademds de las sustancias crioprotectoras de bajo peso molecular, tambien es
conocida la actividad crioprotectora de sustancias de alio peso molecular de
naturaleza proteica. Estas son proteinas antiongelantes (AFPs) o aveces llamadas
proteinas de histéresis termal (THP), debido su capacidad de disminuir el punto de
congelamiento sin alterar el punto de fusién, gracias a mecanismos no coligativos.
Fueron descubiertas primero por DeVries en peces marinos antarticos (DeVries &
Wohlschlag 1969; DeVries 1971), como su nombre lo indica, funcionan impidiendo
la formacién de hielo. Desde entonces, numerosas AFPs han sido identificadas en
varios insectos evasores de congelamiento y en otros artrépodos terrestres (Duman ef
al. 2004). Sin embargo, proteinas con menor capacidad anticongelante han sido

reportadas en .insectos tolerantes a congelamiento, donde ellas no impiden la




formcion de hielo, mas bien controlan la tasa de crecimiento, i.e., inhibicion de la
recristalizacion (IRI), el lugar donde se forman y la estructura de los cristales de
hielo (Wharton et al. 2009; Storey & Storey 2013). Las AFPs descritas poseen pesos

moleculares en el rango de 3,2 y los 32 kDa (Ramlev 2000).

Otras proteinas involucradas en la crioproteccion, son las proteinas de nucleacion de
hielo (INPs), estas inician la formacion de cristales de hielo limitando la capacidad
de sobreenfriamiento, en animales tolerantes al congelamiento actian a temperaturas
subcero relativamente altas (Wilson & Ramlev 1995). No obstante, INPs tambien
han sido encontradas en artropodos evasores al congelamiento, donde deben ser
removidas o “enmascaradas”™ por la actividad de AFPs (Duman 2015). Actualmente
se utiliza el termino “proteinas de unién a hielo” (IBPs) para nombrar a ambas,

AFPs y INPs.

Recientemente se ha logrado identificar, purificar y caracterizar IBPs de diferentes
especies, lo cual ha evidenciado una amplia diversidad estructual (Ewart ef al. 1999;
Davies 2014), no obstante, todas presentan en su superficie aminoacidos capaces de
interactuar con la superficie de los cristales de hielo, de este modo pueden iniciar o
detener el crecimiento de los cristales (Jia & Davies 2002; Marshall et al. 2002;

Graether & Sykes 2004; Storey & Storey 2013; Hakim ef af. 2013; Davies 2014).

Los ambientes de alta montafia presentan condiciones de temperatura particularmente
extremos (Semme and Block 1991). A medida que aumenta la altitud, la atmosfera se
vuelve menos densa, la cantidad de aire capaz de absorber 1a energia solar disminuye
y esto resulta en amplias fluctuaciones térmicas diarias y estacionales (Semine and

Block, 1991; Wharton, 2002). La Cordillera de los Andes no se escapa a la
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generalidad de los ambientes de aita montafia y los rangos de temperatura, a nivel del
suelo, estan entre los -6 y sobre los 50 °C en época de otofio, previo a la densa capa
de nieve que cubre el suelo en invierno y la temperatura se mantiene estable a 0 °C
(datos no publicados). A pesar de la importancia, tanto a nivel fisiologico y
ecoldgico, que representa comprender como sobreviven los artrépodos a las bajas
temperaturas, no existen investigaciones referentes a explicar este tipo de procesos
la artropofauna de los Andes Sudamericanos. Este trabajo busca identificar las
gstrategias de tolerancia al enfriamiento y los mecanismos bioquimicos subyacentes
en dos artropodos de Los Andes de Chile Central: el insecto Agathemera crassa
(Phasmatodea: Agathemeridae) y la arafia Euathlus condorito (Araneae:
Theraphosidae). Ambas especies habitan sobre los 2400m s.n.m. en la zona de
farellones 33° 21’ 3" S y deben soportar temperaturas invernales o preinvernales bajo

0°C (Veloso et al. 2012; Thienel et al. 2015)

Euathlus condorito es una araiia del suborden Mygalomorphae, perteneciente a la
familta Theraphosidac. En comparacion con otras Mygalomorphae es de tamaiio
pequefio, de unos 27,0 mm de largo (macho) y 44,7 mm (hembra) (Perafan & Pérez-
miles 2014). La masa corporal de los adultos oscila entre 6 — 10 g (Veloso er al.
2012; Alfaro et al. 2013). Es un animal de habitos nocturnos por lo que durante el dia
es posible encontrarla bajo las rocas. Su etapa reproductiva es entre diciembre y
enero (Veloso et al. 2012) (Verano). Referente a la sobrevivencia de arafias en
condiciones de frio bajo 0°C, existen algunos trabajos cldsicos (Duman 1979; Lee &
Baus 1985; Kirchner 1987), No obstante, a nuesiro conocimiento no existen

publicaciones referidas a la tolerancia al enfriamiento en arafias tarantulas.
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Por su parte, A. crassa es un insecto perteneciente al orden Phasmatodea, grupo que
comparte con los insectos comiinmente conocidos como palotes. Su cuerpo es
robusto, con un claro dimorﬁsmoisexual, las hembras son de mayor tamafio que los
machos y a diferencia de los machos, su abdomen se agudiza hacia los segmentos
terminales (Camousseigth 1995). Posee habitos nocturnos, durante el dia es posible
encontrarlo bajo rocas o en lugares cercanos a su fuente de alimento Acaena
splendens (Thienel et al. 2015). En un trabajo reciente (Dennis er al. 2014) se
reconoce la ausencia de informacion referente a la tolerancia al enfriamiento en el
género Agathemera y en Phasmatodea sudamericanos en general. Posteriormente,

Dennis er al. (2015) reportaron la tolerancia al congelamiento en dos insectos

Phasmatodea de Nueva Zelanda.

11




Hipotesis.

Ho: Las especies estudiadas no son tolerantes al enfriamiento y mueren a

temperaturas sobre 0°C.

Hi: La estrategia de tolerancia al congelamiento no ha sido observada en los linajes
basales de artropodos, por lo tanto se cree que la evasién de congelamiento es una
caracteristica ancestral dentro del Arthropoda. Ademas, las especies que se
compottan como evasoras de congelamiento, presentan mayores niveles de proteinas
anticongelantes y glicerol en estaciones frias. De manera tal que su capacidad de

sobre enfriamiento aumenta y asi evitan congelarse.

Prediccion Hi: E. condorito se comportard como evasor de congelamiento y

presentara altos niveles de glicerol y AFPs.

Ha: Las especies que se compoitan como tolerantes a congelamiento, presentan
escasa presencia de proteinas anticongelantes, pero elevados niveles de sustancias
crio protectoras de bajo peso molecular, como trehalosa, que protejan sus células de

dafio por congelamiento.

Prediccion Hz: Si 4. crassa sobrevive las temperaturas bajo 0°C congelando sus
fluidos corporales, presentard altos niveles de trehalosa y AFPs que inhiban Ia

recristalizacion

12




Objetive general.

Comprender las respuestas a las bajas temperaturas, tanto a nivel fisiologico como

bioquimico en 4. crassa y E. condorito.

Objetivos especificos

1) Determinar el punto de siper congelamiento (SCP) para ambas especies.

2) Identificar diferencias en las respuestas de congelamiento producto de la

estacion de captura de los animales y la tasa de enfriamiento.

3) Determinar estrategia de evasion o tolerancia al congelamiento en A. crassa y

E. condorito.

4) Caracterizar la actividad anti congelante de proteinas en la hemolinfa de
ambos modelos de estudio, tanto en animales capturados en otofio

tardio/primavera temprana, como en verano.

5) Comparar las concentraciones de sustancias crioprotectoras de bajo peso
molecular con respecto a las estaciones en las que fueron tomadas las

muestras.
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MATERIALES Y METODOS

La descripcion de los procedimientos se divide en dos secciones “Identificacicn de
la estrategia de tolerancia al enfriamiento”, que busca resolver los objetivos
especificos 1-3 ¢ “Identificacion de sustancias crioprotectoras en la hemolinfa”, esta

orientada a lograr los objetivos 4 y 5.

1. Hentificacion de la estrategia de tolerancia al enfriamiento.

1.1. Colecta de animales.

Los animales fueron colectados en los Andes de Chile central, en la zona de
farellones 33° 217 3” 8, 70° 18’ 50" O, luego de la plaza de los pumas por el camino a
Valle Nevado. Este sector estd por encima del limite arbéreo, encontrandose
vegetacion higrbicea estacional y baja densidad arbustiva. Los rangos de temperatura
diarios son mﬁ;g‘lios y las extremas minimas a nivel del suelo se observan en otofio
tardio, previo a 1‘§ caida nieve que cubre el suelo en'invierno, cuando la temperatura

X
se estabiliza a 0 “C. En 2016, se capturd: a comienzos de enero (verano), nueve
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individuos de 4. crassa y seis de E. condorito; a fines de mayo (otofio tardio), seis
individuos de A. crassa y seis de E. condorito; y a fines de septiembre (inicio de
primavera), 17 individuos de A. crassa y 14 de E. condorito. Todos los animales
colectados fueron llevados al laboratorio de Ecofisiologia de la Facultad de Ciencias
de la Universidad de Chile, ubicado aproximadamente a 45 km de la zona de
muestreo. Los animales se mantuvieron en cajas de plastico y sin alimento para
evitar la ingestidn de agentes de nucleacién. Aquellos individuos colectados en
marzo se mantuvieron a femperatura ambiente durante una semana y los colectados
en mayo y septiembre a 4°C durante una semana. Para la correcta identificacion de
ios especimenes se utilizaron los trabajos de Camousseigth (1995) y Perafan y Perez-

Miles (2014). Revisar detalles de estados de desarrollo, masa y sexo en anexo.

1.2. Determinacidn del Punto de siper congelamiento (SCP)

El SCP cormresponde a la temperatura a la cual se inicia espontdneamente la
formacion de cristales de hielo (Lee 2010). Este es facilmente detectable por el
incremento en la temperatura corporal, debido a Ia liberacion de calor producido por

la cristalizacion (Sinclair et al. 2015)

Para determinar ¢l SCP, se enfrio a los animales en bafio térmico Lab Tech modelo
LCB-R20 con etilenglicol como liquido refrigerantc. Se ensay6 con dos tasas de

enfriamiento alternativas: 1°C min! y 0,5°C min™ (Salt 1936; Sinclair et af. 2015)

Para considerar el efecto de 1a masa corporal en el calculo del SCP, se masé a los

individuos con balanza electronica. Luego se inmovilizaron sobre una tablilla de
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madera y con una banda elastica se sujeté una termocupla tipo K al dorso del animal
(figura 1). Se dispuso una segunda termocupla de similares caracteristicas para medir
la temperatura ambiente del sistema.

Los animales fueron puestos en un sistema cerrado, disefiado con un tubo de acrilico

y dos mangueras a través de las cuales se hizo pasar las termocuplas, posteriormente

se conectaron a un termometro datalogging SPER SCIENTIFIC 800024. Se registro

la temperatura corporal y ambiente cada un segundo durante 4 horas.

Figura 1: Esquema del sistema cerrado disefiado para enfriar a los animales. o.
camara de enfriamiento; b. cuerpo del animal; c. banda eldstica; d. tablilla de
inmovilizacion; e. manguera de paso para termocupla; f. termocupla animal: g.
termocupla ambiente.

1.3. Ensayo de sobrevivencia.

Después de ser sometidos a estrés térmico por enfriamiento, los animales fucron
descongelados a temperatura ambiente en cajas de plastico con alimento: larvas de
Tenebrio mollitor para E. condorito; y ramas frescas de Acaena splendens para A.

crassa. Transcurridos tres dias, se evalud su sobrevivencia segin dos criterios.
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desplazamiento coordinado y capacidad normal para alimentarse de acuerdo a los

protocolos estandarizados en el trabajo de Sinclair ef al. (2015).

1.4. Analisis estadistico.

Previo a los andlisis estadisticos, se ajustd los datos de SCP a una distribucién
normal mediante ¢l modelo de Johnson (Johnson 1949} en software Minitab 17, Se
utilizé el software STATISTICA, Soft Stat 8.0 para realizar analisis de covarianza
entre los SCP de los animales. El tamafio corporal juega un rol importante en el SCP
(Hahn & Martin 2008). Se asume que animales con mayor tamafio presentan una
mayor cantidad de agua y por lo tanto mayor probabilidad de generar eventos de
nucleacién (Sinclair ef al. 2015). Por lo tanto, para el analisis se consider6 el SCP
como variable respuesta, la especie y la estacion como variables categéricas y la

tasa corporal como covariable.

2. IHdentificacion de sustancias crioprotectoras en la hemolinfa

2.1. Captura de y extraccion de hemolinfa de los animales.

Los animales fueron colectados en los Andes de Chile central, en la zona de
farellones 33° 21’ 3" S, 70° 18’ 50" W. Utilizando una jeringa de 0,5 mL, se extrajo

entre 50-200pL  de hemolinfa desde el corazén de individuos de E. condorito: 5
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individuos al comienzo de marzo (verano); 3 a fines de mayo (otofio tardio) y seis a
fines de septiembre (comienzo de primavera). En el caso de 4. crassa, se exirajo
entre 10-100puL desde los cleritos pleurales de: 6 individuos verano, 3 de otofio tardio
y seis al comienzo de la primavera. Las muestras se almacenaron a 0°C en tubos
Eppendorf de 1,7mL y se trasladaron al Laboratorio de Bioquimica y Biologia

Molecular de la Facuitad de Ciencias de la Universidad de Chile, ubicado a

aproximadamente 45km de la zona de muestreo.

2.2. Identificacidn de crioprotectores de baja masa molecular

Se centrifugaron muestras de hemolinfa a 14000 x g durante 15 minutos a 4°C.
Posteriormente, se usaron "ensayos acoplados" con enzimas especificas para
cuantificar Ia concentracion de glicerol, {rehalosa y glucosa presente en la hemolinfa
de animales colectados en marzo y septiembre. Para cada experimento se realizaron

tres replicas técnicas.

2.2.1. Glicerol

La concentracién de glicerol fire analizada con kit comercial Clycerol GK
(Glucokinase format) K-GCROLGK de Megazyme International (Bray, Ireland
2014). Todas las muestras fueron diluidas 50 veces. El ensayo se practicd en

microplaca de 96 pocillos siguiendo las instrucciones del fabricante. Para descartar la
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presencia de inhibidores de la reaccidn en la hemolinfa se realizé un control

agregando glicerol al finalizar la reacci6n.

2.2.2. Trehalosa

La concentracion de trehalosa fue analizada con el kit comercial Trehalose K-TREH
de Megazyme International (Bray, Ireland 2016). Todas las muestras fueron diluidas
10 veces. El ensayo se practicd en microplaca de 96 pocillos siguiendo Ias
instrucciones del fabricante. Para descartar la presencia de posible interferencia en la

reaccion, se realizo un control agregando trehalosa al finalizar la reaccién.

2.2.3, Glucosa

La concentracion de glucosa fue analizada con kit comercial D-glucose — HK
(HK/GGP-DH Format) Megazyme International (Bray, Ireland 2014). Todas las
muestras fueron diluidas 10 veces. El ensayo se practicO en microplaca de 96
pocillos siguiendo las instrucciones del fabricante. Para descartar la presencia de
posible interferencia en la reaccion, se realizé un control agregando D-glucosa al

finalizar Ia reaccién.
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2.3, Deteccion de proteinas anticongelantes

Para eliminar los restos celulares, las muestras de hemolinfa de animales colectados

en marzo y scptiembre fueron centrifugadas a 14000 x g durante 15 minutos a 4°C

2.3.1. Comparacion estacional del patron de bandeo en SDS-PAGE.

Se preparé geles de poliacrilamida al 15% siguiendo el método de Fling & Gregerson
(1986). Se cargd 2puL de solucidn estdndar y 20pg de proteinas, previamente
calculados segiin el método colorimétrico de Bradford (1976). Se compard el patrén

de bandeo de proteinas hemolinfaticas extraidas de animales colectados en verano,

otofio tardio y comienzo de primavera.

2.3.2. Evaluacion de la actividad anticongelante de las proteinas hemolinfaticas

Mediante cromatografia de exclusion molecular en columna Hitrap Desaiting
preempacada con resina Sephadex G-25, se purifico las proteinas hemolinfiticas de
ambos modelos, del resto de las moléculas de bajo peso molecular. Dejando las
proteinas e12 Agua nanopura en el mismo paso. Luego las muestras fueron

concentradas por ultra centrifugacion a 7500 x g en tubos Amicon con poro de

membrana 10 kDa.
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Para evaluar la actividad anticongelante de los extractos de proteinas purificadas, se
ensayé con ¢l método de inhibicién del autoensamblaje de nanoparticulas de oro
(AuNPs) congeladas (Park et al. 2013; Mitchell ef al. 2015). Brevemente, las AuNPs
forman agregados al ser congeladas, debido a esto, sufren un cambio irreversible en
su coloracion, de rojo (descongeladas) a azul (congeladas). Este cambio de color es
coherente con los cambios observados en su espectro de absorbancia. Antes del
congelamiento, las AuNPs presentan un pick de absorbancia cercano a los 520um y
después de ser congeladas disminuye el pick a los 520nm y aumenta Ia absorbancia
cercana a los 650nm (Albert ef al. 2009), En presencia de protefnas anticongelante,
estas ir;hiben la recristalizacion que permite la agreg‘acién de las nanoparticulas y los

cambios de absorbancia asociados al congelamiento.

Se preparé AuNPs con cubierta de dcido mecapto succinico (MSA) como se describe
en (Park et al. 2013). Para el ensayo se utilizaron distintas concentraciones de
proteinas hemolinfaticas de 4. crassa y E, condorito, las cuales fueron agregadas a
100uL de MSA-AuNPs. Posteriormente, se midi6 el espectro de absorbancia de la
solucién antes de un ciclo de congelamiento/descongelamiento, en placa de 96
posillos. El congelamiento se llevd a cabo durante 60 minutos a -20°C y el
descongelamiento a 37°C por 10 minutos. La medicion del espectro de absorbancia
de la solucién después del ciclo de congelamiento/descongelamiento se realizd tres
veces: inmediatamente después de descongelar, a 30 y 60 minutos después de

descongelar.

Se realizaron 3 réplicas técnicas para cada muestra. . Como control negativo se usé

BSA (Park et al. 2013).
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RESULTADOS

1. Efecto de la estacionalidad sobre el punto de super congelamiento.

Nuestros resultados revelan que individuos de E. condorito y 4 crassa enfriados a
una tasa constante de 1°C min”', se congelan a temperaturas que no difieren
significativamente, vale decir, el punto de super congelamiento de ambas especies es
el mismo. En promedio el SCP de E. condorito es -3,0°C + 1,85 yelde A. crassa a -

3,9°C+1,37.

Ademas, no se observaron diferencias significativas entre el SCP de individuos de la

misma especie, colectados en distintas estaciones.

La figura 2 muestra los valores de SCP medidos para cada individuo, ademés del
valor promedio y la desviacién estandar para cada especie en estaciones de invicrno!

y verano (para detalles de los estados de desarrollo de los animales ver anexo).

! Para simplificar las explicaciones, se considera a los anfmales colectados en mayo y septiembre
como animales colectados en invierno.
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Figura 2: Efecto de la estacion sobre el SCP de A crasa y E condorito. Se
determin6 el SCP para individuos colectados en verano y en invierno de ambas
especies. Se indica el valor promedio (valor central) y la desviacion estandar. Se
indica la cantidad de individuos (N) para cada muestra.

Se realizé un andlisis de covarianza considerando como variables categéricas ambas
especies y las estaciones. Se usé como covariable la masa corporal medida en
gramos. El andlisis revela que hay efecto de la masa corporal sobre el SCP de ambas
especies. Sin embargo, no hay efecto ni de la masa ni la estacion sobre el SCP entre

ambas especies (tabla 1).
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Efecto DF F P

Intercepto 1 12,89 0,001*
Especies 1 0,83 0,369
Estacion 1 0,25 0,614

Masa corporal 1 20,95 <0,001*
Especies x Estacion 1 0,01 0,891
Error 30

Tabla 1: Efecto de la estacionalidad mediante ANCOVA, se utiliza como variable
dependiente el SCP, variables categdricas la estacion y la especie y como covariable
la masa corporal de cada individuo. Se destacan en con * los valores P menores a
0,05.

2. Efecto de la tasa de enfriamiento sobre el punto de super congelamiento

Al someter a individuos de ambas especies a dos tasas constantes de enfriamiento,
1°C min* y 0,5°C min™, el SCP difiere significativamente entre las diferentes tasas
de enfriamiento. En promedio los SCP obtenidos son: 4. crassa 1°C min™ -3,9°C +
1,37, 0,5°C min™: -5,04 £ 0,96; E. condorito 1°C min: -3,0°C + 1,85, 0,5°C min™'; -

5,04 = 0,96.

No obstante, no se observaron diferencias en el SCP entre individuos de diferente

especie.
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La figura 3 muestra los valores de SCP medidos para cada individuo, ademas del

valor promedio y la desviacion estandar para cada especie en estaciones de invierno?

y verano.
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Figura 3: Efecto de la tasa de enfriamiento sobre el SCP de 4 crasa y E
condorito. Se determin6 el SCP para individuos enfriados a 1°C min™' y a 0,5°C min
I. Se indica el valor promedio (valor central) y la desviacion estandar. Se indica la
cantidad de individuos (N) para cada muestra.

Se realiz6 andlisis de la covarianza considerando como variables categéricas ambas
especies y las tasas de enfriamiento. Como covariable se usd la masa corporal

medida en gramos. El andlisis revela que hay efecto de la masa corporal y la tasa de

2 Para simplificar las explicaciones, se considera a los animales colectados en mayo y septiembre
como animales colectados en invierno.
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enfriamiento sobre el SCP de ambas especies. Sin embargo no hay efecto de las

especies sobre el SCP (tabia 2).

Efecto DF F P
Intercepto I 232,8 <0,001*
Especies 1 0,01 0,89
Tasa de enfriamiento 1 30,95 <0,001*
Masa corporal 1 13,68 <0,001*
Especie x Tasa Enfriamiento 1 10,32 0,002%

Error 51

Tabla 2: Efecto de la tasa de enfriamiento mediante ANCOVA, se¢ utiliza como
variable dependiente el SCP, variables categéricas la tasa de enfriamiento y la
especie y como covariable la masa corporal de cada individuo. Se destacan con * los
valores P menores a 0,05.

3. Identificacion de la estrategia de tolerancia al enfriamiento

Después de ser congelados durante 4 horas, los animales fueron descongelados a
temperatura ambiente y se observd durante dos dias su capacidad para desplazarse
coordinadamente y alimentarse. El 100% de los individuos de 4. crassa fie capaz
de cumplir con las pruebas de locomocién y alimentacion, mientras que el 0% de las

arafias sobrevivio al tratamiento de congelamiento.

Los resultados indican claramente que 4. crassa se comporta como tolerante al
congelamiento, soportando la formacion de cristales de hielo por al menos 4 horas.

Mientras que E. condorito es un evasor de congelamiento, ya que no resiste la
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formacién de cristales de hiclo. Estos resultados fueron idénticos independiente de [a

tasa de enfriamiento que se uso para alcanzar el SCP.

4. Identificacion de compuestos crioprotectores de baja masa molecular.

Se determiné la concentracién de glicerol y glucosa en la hemolinfa de ambas
especies, en animales colectados en invierno y verano. Sin embargo, trehalosa solo

pudo ser detectada en hemolinfa de individuos de A. crassa, indistintamente de la

estacion de colecta.

La tabla 3 muestra el resumen de las concentraciones (mM) en hemolinfa, de cada

uno de los crioprotectores encontrados

Especie  Estacién Trechalosa, mM n Giucosa, mM n Glicerol, mM
Inviemo 199,67+64,73 7 3583+349 7 1,03 + 0,64
A, crassa *
Verano  93,01+£1643 8§ 41,08+8,55 8§ 1,43 +0,84
Invierno nd 5 9,10:+0,68 5 3,95+£1,29
E. condorito *
Verano nd 5 1247+082 5 2,38+ 1,64

S N Uy

Tabla 3: Sustancias crioprotectoras de bajo peso molecular en muestras de
hemolinfa de ambas especies. Las concentraciones fueron determinadas en
mucstras tomadas de diferentes organismos con 3 réplicas técnicas. Los valores
informan concentracion + desviacion estandar. nd= fuera del rango de deteccion del
método. *Los promedios difieren significativamente segiin el test no paramétrico de
Mann Whitney.
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5. Patron de bandeo de las proteinas hemolinfaticas en SDS-PAGE.

El patron de bandeo observado es caracteristico para cada especie (figuras 4 y 5), no
obstante se pueden apreciar algunas semejanzas. En ambos geles se puede ver una
banda principal alrededor de los 75 kDa. En E. condorito, dicha banda se ha
identificado como una hemocianina hétero multimérica mediante espectrometria de

masas (datos no publicados).

Winter Summer

\C41  AC3I  AC2I ACHI AC11V ACOV ACSV AC3V ACIV  kDa
e :

Figura 4: SDS — PAGE al 15% con proteinas de hemolinfa de A. crassa. Cada
carril contiene 20pg de proteina de la hemolinfa de diferentes individuos, arriba se
indica las muestras extraidas de animales colectados en invierno y animales
colectados en verano. A la derecha el estindar con los pesos moleculares
correspondientes.
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No hay antecedentes con respecto a la banda principal observada en los geles de A.
crassa. Ademas, en ambos geles se observa la presencia de bandas de alto peso
molecular, por sobre la banda principal. Cualitativamente, no se distinguen

diferencias entre bandas de invierno y verano.

Winter Summer

kDa ECHI  ECSI  ECH ECli ECOV ECSV ECNQ &'

120
100

75

Figura 5: SDS — PAGE al 15% con proteinas de hemolinfa de E. codorito. Cada
carril contiene 20pg de proteina de la hemolinfa de diferentes individuos, arriba se
indica las muestras extraidas de animales colectados en invierno y animales
colectados en verano. A la izquierda el estdndar con los pesos moleculares
correspondientes.
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Otro resultado que se puede observar a partir de los geles es que solo en A. crassa
hay bandas de bajo peso molecular, entre los 28 y los 17 kDa. No se observan

diferencias entre las bandas procedentes de muestras de invierno y verano.

6. Evaluacién de la actividad anticongelante mediante nanoparticulas de oro

{AuNPs)

Se consider6 tres indicadores en el ensayo de AuNPs mas proteinas hemolinfaticas
purificadas: 1) cambio de color de la solucién, de rojo a azul; 2) cambios en el
espectro  de  absorbancia antes y después de un ciclo de
congelamiento/descongelamiento; 3) relacion de absorbancia 520nm/650nm después

de un ciclo de congelamiento/descongelamiento.

Al observar el color de Ias muestras se observa que este permanece rojo después del

ciclo de congelamicnto/descongelamiento (figuras 6-8).

Con respecto al espectro de absorbancia antes y después de un ciclo de
congelamiento/descongelamiento, este disminuye en unidades de absorbancia, sin

embargo se mantiene el patrén con un pick alrededor de los 520nm (ver figuras 5-7).

Al calcular la razén de absorbancia 520nm/650nm después de congelar. Se observa,
en el caso de las proteinas de 4. crassa, que el cociente aumenta a medida que
aumenta la concentracion de proteinas. No se observa dicho aumento en las muestras

provenientes de E. condorito al aumentar la concentracién de proteinas (figuras 6-8).

No se observd cambios en el espectro de absorbancia medido a diferentes tiempos

después del ciclo de congelamiento/descongelamiento.
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Figura 6: Ensayo de inhibicion del autoensamblaje de AuNPs, contoles
negativos. A) Espectro de absorbancia y fotos de solucion de AuNPs mas albimina
de serobovino (BSA) antes y después de un ciclo de congelacion/descongelacion. Se
distingue el cambio en el patron de absorbancia y el cambio de color de rojo a azul,
B) Espectro de absorbancia y fotos de solucion de AuNPs, antes y después de un
ciclo de congelacion/descongelacion. Se distingue el cambio en el patron de
absorbancia y el cambio de color de rojo a azul.
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Figura 7: Ensayo de inhibicion del autoensamblaje de AuNPs, proteinas
hemolinfiticas de A. crassa mas AuNPs, antes y después de un ciclo de
congelamiento/descongelamiento. A) Espectro de absorbancia solucion
0,25mg/mL; B) espectro de absorbancia solucion 0,5mg/mL; C) espectro de
absorbancia solucion 1mg/mL; D) grafico de barras de los valores del cociente
uAS520nm/uA650nm, después de un ciclo de congelamiento/descongelamiento, a la
derecha se ven los valores de los controles negativos, BSA y AuNPs.

32




E. condorito (0,25 mg/mL) E. condorito (0,5 mg/mL)
0.6+
— Antes congelar = Antes congelar
— Despues congelar = Despues congelar
= = 044
3 3
@ @
< <02
- T v N 0.0 . - - \
400 §00 600 700 800 400 800 600 700 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
D
E. condorito (0,75 mg/mL) E. condorito (1 mg/mL)
— Antes congelar 61 — Antes congelar
— Despues congelar — Despues congelar
— 0.4+
3
8
< .24
0.0 T - T ) 0.0
400 500 600 700 800 o ¥ y 4 !
400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
E. condorito
5+ Control

Razon uAs,p/ulgs,

Figura 8:° Ensayo de inhibicion del autoensamblaje de AuNPs, proteinas
hemolinfiticas de E. condorito mas AuNPs, antes y después de un ciclo de
congelamiento/descongelamiento. A) Espectro de absorbancia solucién
0,25mg/mL; B) espectro de absorbancia solucién 0,5mg/mL; C) espectro de
absorbancia 0,75mg/mL; D) espectro de absorbancia solucién 1mg/mL; E) grafico de
barras de los valores del cociente uA520nm/uA650nm, después de un ciclo de
congelamiento/descongelamiento, a la derecha se ven los valores de los controles
negativos, BSA y AuNPs.
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DISCUSION

Une de los resultados fundamentales de este trabajo revela que 4. crassa,
perteneciente al orden Phasmatodea, podria tolera el congelamiento durante todo el
afio y mantiene la misma temperatura de congelamiento. Por otra parte, la arafia E.
condorito, evade la formacién de cristales de hielo mediante el stiperenfriamiento (o
sobreenfriamiento) de sus fluidos corporales. Su capacidad de sobre enfriamiento se
mantiene constante durante todo el afio. Si bien la estrategia de tolerancia al
enfriamiento se mantiene invariable en ambas especies, a pesar de las estaciones yla
tasa de enfriamiento. Al modificar este dltimo factor, la capacidad de sobreenfriarse
vari6 significativamente. Cuando los animales fueron expuestos a tasas de
enfriamiento lentas, aumenté su capacidad de sobreenfriamiento, disminuyendo el
SCP promedio, 1,1 °C en 4. crassa y 3,1 °C en E. condorito. Es importante
mencionar que la tasa de enfriamiento de Farellones es considerablemente menor (~
0,01 °C) a Ias tasas utilizadas en los experimentos de farellones. Este resultado puede
ser fundamental para Ia sobrevivencia de E. condorifo en su habitat, ¥a que si la
tendencia a aumentar la capacidad de sobreenfriarse cuando disminuye la tasa de
enfrizmiento se mantiene en el campo, 1a estrategia de evasién del congelamiento se

veria tavorecida.
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A pesar de que ciertos aspectos conductuales como la bitsqueda de microhabitats que
sirvan como refugio ante las bajas temperaturas, podrian resultar de vital importancia
en la sobrevivencia de los animales evasores de congelamiento (Kirchner 1987). Los
resultados indican que E. codorito presenta la capacidad de sobreenfriarse,

probablemente debido a los crioprotectores detectados en su hemolinfa.

Por ofra parte, gracias al abultado niimero de trabajos que tienen por objetivo
comprender la tolerancia a las bajas temperaturas en artropodos, ha sido posible
desarrollar hipotesis de cardcter macrofisiologicas. Estudios recientes (Sinclair ef al.
2003b; Sinclair & Chown 2005} han reconocido el predominio de la tolerancia al
congelamiento en animales del Hemisferio Sur y la evasién al congelamiento en
animales del Hemisferio Norte, I-gste patréon encuentra sustento en las caracteristicas
climaticas propias de cada hemisferio. Mientras el Hemisferio Sur presenta inviernos
con temperaturas relativamente altas (cercanas a los 0°C), en el Hemisferio Norte el
efecto de la estacionalidad es mucho mds fuerte (Addo-Bediako ez al. 2000; Chown
et al. 2004). Ademds, debido a las oscilaciones climaticas provocadas por el
fendémeno de EI Nifio, es conmin observar en el Hemisferio Sur, eventos climaticos

impredecibles, como Iluvias o nevadas de corta duracion, en estaciones calidas

(Bonan 2016).

Aunque la hipétesis de “los hemisferios™ resulta intercsante, carece de datos

experimentales para los artrépodos del Hemisferio Sur (Sinclair ef al. 2003b) y esta

no considera animales procedentes del cono sur de Sudamérica (Sinclair & Chown

2005).
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Una segunda hipdtesis general, de caricter evolutivo. Plantea que la evasion del
congelamiento es una estrategia basal dentro del linaje de los artrépodos, y 1la
tolerancia al congelamiento habria evolucionado posterior y de manera convergente
en algunos grupos de artrépodos (Vernon & Vannier 2002; Sinclair et al. 2003b).
Esta hipotesis se basa en evidencia experimental. Todos los artrépodos primitivos
estudiados: arafias, escorpiones, 4caros, crusticeos. Son evasores de congelamiento
(Duman 1979; Kirchner 1987; Lee & Baust 1985; Sinclair ef a/. 2003b; Duman et a/.

2004; Vanin & Turchetto 2007).

A pesar de que el objetivo de este trabajo no es evaluar la validez de las hipétesis de
“los hemisferios” ni “evolutiva”. Los resultados obtenidos son coherentes con las
predicciones implicitas de ambas. E. condorito, artrépodo perteneciente a un clado
basal del Phylum, se comporta como evasor de congelamiento y 4. crassa insecto del
hemisferio sur, propenso a experimentar temperaturas bajas de manera impredecible
en estaciones cdlidas, puede tolerar el congelamiento tanto en invierno como en

verano.

Desde una perspectiva ecologica, la distincién de grados de tolerancia al
congelamiento (Sinclair 1999), podria estar relacionada a las condiciones climaticas
del habitat. Especies que habitan regiones con temperaturas invernales altas
(cercanas a los 0°C), no necesitan soportar temperaturas subcero extremas (Sinclair er
al. 2003a). Este seria el caso de nuestros modelos de estudios, donde las
temperaturas mds bajas registradas en sus microhdbitat liega a -6°C (datos no
publicados). Por\c_ptra parte, las especies que se encuentran activas en verano y deben
soportar descensos\\ repentinos de temperatura, corren serios riesgos de congelarse.

Debido a su alimemlacion, existen altas probabilidades de que haya agentes de

i
1
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nucleacion en su estémago que favorezean el congelamiento (Sinclair e al. 2003a).
La Cordillera de los Andes presenta al menos un descenso de temperatura
considerable en verano. Nuestros resultados indican que la estacionalidad no afecta
ni el SCP ni la capacidad de tolerar el frio de nuestros modelos de estudio. 4. crassa
es moderadamente tolerante al congelamiento, con un SCP que no varia por efecto de
la estacion y E. condorito es evasor del congelamiento durante todo el afio y la

estacién tampoco afecta su SCP. (Sinclair et al. 2003).

El SCP de 4. crassa es de -3,9°C cuando se enfria a 1°C min™ y -5°C cuando se
enfria a 0,5°C min™. En ambos casos los animales fueron capaces de sobrevivir al
congelamiento. Estas respuestas frente a las bajas temperaturas son semejantes a las
observadas en insectos de Nueva Zelanda. Ambas especies Hemideina maori
(Orthoptera: Anostostomatidae) y Celatoblatta quinquemaculata (Blattodea:
Blattidae) resisten congelamiento moderado de sus fluidos corporales (Ramlov et .
1992; Wharton ef al. 2009; Wharton 2011). H. maori tiene un SCP promedio de -4,]
+ 1,35°C al ser enfriado a 0,4°C min™ (Ramlov ef al. 1992) y C. quinquemaculata -
5,4 % 0,1°C al ser enfriado a 1°C min™! (Block et al, 1998). Ademis, un estudic
reciente (Dennis et al. 2015), reconoce la tolerancia al congelamiento en dos insectos
del orden Phasmatodea de Nueva Zelanda. Ambos Niveaphasma annulata
(Diapheromeridae) y Tectarcius salebrosus (Dia:pheromeridae), al ser enfriados a

0,25°C min™', tienen SCP 4,3 y -4,4 respectivamente.

Dadas las semejanzas halladas en los insectos mencionados en el péarrafo anterior,
resulta interesante pensar que pueden existir patrones de distribucién de las
estrategias de tolerancia al enfriamiento a escala macrofisiolégica (Chown et al.

2004; Chown & Sinclair 2010). No obstante es necesario aumentar la cantidad de
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especies estdudiadas en el Hemisferio Sur, especialmente el desconocido continente
Sudamericano y su fauna de insectos tolerantes a las bajas temperaturas. Este trabajo
es fundamental en este sentido, ya que es pionero en comprender ¢l fenémeno de la
tolerancia al enfriamiento en artrépodos de la Cordillara de los Andes. También es
necesario reconocer los mecanismos que expliquen el funcionamiento de las
organismos, en condiciones de estrés por enfriamiento, En este sentido, estudios
bioquimicos han aportado gran cantidad de informacion acerca de los componentes
moleculares y como estos pueden explicar el fendmeno de la tolerancia al

enfriamiento (Davies 2014; Xu ef al. 2016; Olijve ef al. 2016).

S¢ ha descrito que los crioprotectores de bajo peso molecular como glicerol,
trehalosa y glucosa actdan disminuyendo el punto de congelamiento de manera
coligativa (Salt 1959; Ramlev 2000) o regulan el flujo osmético a través de la
membrana celular cuando estas son expuestas a bajas temperaturas (Crowe et al,
1984; Rudolph & Crowe 1985; Villarreal ef al. 2004). En este trabajo se han
observado diferencias considerables de trehalosa y glucosa en la hemolinfa de ambos
modelos de estudio (tabla 3). 4. crassa presenta altas concentraciones de trehalosa
tanto en inviemo como en verano, mientras que no se detectd trehalosa en la
hemolinfa de E. condorito. Al congelarse los fluidos corporales, aumenta la
desecacion y aumentan las presiones osmoticas, la trehalosa podria estar funcionando

como agente estabilizante en 4. crassa,

Ademis, al comparar las concentraciones de estos azficares, con las de otras especies
documentadas en la literatura, tenemos que: 4. crassa presenta niveles elevados de
Trehalosa (199,67mM inv. Y 93,01mM ver.) Y glucosa (76,91mM). Estas

concentraciones son semejantes a las reportadas para otras especies moderadamente
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tolerantes a congelamiento del hemisferio sur, incluyendo, Hentideina thoracica
(Bedford 1977), H. maori (Neufeld & Leader 1998) vy C. quinquemaculatta

(Wharton et al. 2009).

Con respecto a E. condorito, solo se detectd la presencia de glucosa (9,10mM en
invierno y 12,47mM en verano) en niveles superiores a los reportados para ofras
tarantulas, por ejemplo, (0,36mM) Hexathele hochstetteri (Bedford 1977), (0,7mM)
Eurypelma californicum (Schartau & Leidescher 1983), (0,97mM) Gramostola rosae
y (1mM) Theraphosa blonda (Zachariahd et al. 2007). En ninguna de estas arafias se
ha estudiado la tolerancia a las bajas temperaturas. Este podria ser un aspecto

interesante de revisar, considerando las diferencias en los niveles de glucosa con E.

condorito.

Aunque son muchos los trabajos que han cuantificado la concentracién de glicerol en
insectos (ver revisiones Salt 1959; Lee 1991), no son muchos los datos referentes a la
cantidad de glicerol en la hemolinfa de arafias resistentes a las bajas temperaturas
(Kirchner & XKestler 1969; Duman 1979a). En este trabajo se reportan
conceniraciones de glicerol de 1,20mM para 4. crassa y 3,2mM de glicerol para E,
condorito. En ambos casos estas concentraciones son menores a las reportadas para
otras especies resistentes a las bajas temperaturas (Duman 1979a; Lee 1991), por lo
tanto, es posible que ¢l glicerol no cumpla un rol fundamental en la crioproteccion de

estos organismos.

Ademds de los polialcoholes y azucares, también existen protefnas de unién a hielo
(IBP), que aportan proteccién a los artrbpodos tolerantes a bajas temperaturas

(Duman 2015). El analisis del patrén de bandeo por SDS-PAGE, indica que 4.
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crassa presenta proteinas de bajo peso molecular, que coinciden con el rango

“
"

esperado para las AFPs (Ramlev 2000). No se observan proteinas de bajo peso

molecular en los geles de E. condorito.

Mediante la técnica, recientemente desarrollada, de inhibicion del amtoensamblaje de
AuNPs (Park et al. 2013). Se detect6 en Ja hemolinfa de ambas especies, proteinas
capaces de inhibir la aglomeracion de AuNPs después de un ciclo de
congelamiento/descongelamiento. Estos resultados no nos permiten identificar
especificamente, cual proteina es responsable de inhibir la recristalizacién, pero al
comparar el efecto de las proteinas hemolinfiticas con el control negativo BSA, es
posible concluir que se¢ inhibe el auto ensamblaje de las AuNPs al agregar las

proteinas hemolinfaticas.

No obstante, es importante ser cauto con la interpretacién de los resultados, ya que
existe la posibilidad de interferencia por interacciones no especificas entre las AuNPs
y las protefnas (Sharma & Deswal 2014). Por Io tanto seria importante corroborar
estos resultados con metodologias mds especificas, por ejemplo medir la histéresis

térmica de la hemolinfa un osmémetro de nanolitros

Contrariamente a la hipétesis pensada en un comienzo, o sea, animales evasores de
congelamiento presentan altos niveles AFP (Duman 1977). Los modelos aqui
estudiados responden con dos cstrategias alternativas y ambos tienen proteinas con
actividad anticongelante en la hemolinfa. Este resultado es coherente con la creciente
evidencia, que demostré que las AFPs se hayan en ambos, evasores y tolerantes al
congelamiento (Duman 1979b; Duman 2001). En artrépodos evasores de

congelamiento, como E. condorito, las AFP se adhieren a la superficie de los
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cristales de hielo e impiden su crecimiento (inhibicién de la recristalizacién).

Ademis, estas pueden enmascarar el efecto letal de posibles agentes de nucleacion de

o
»

hielo (Graether & Sykes 2004). Por ofra parte, en animales folerantes a
congelamiento, como 4. crassa, las AFP controlan la tasa de crecimiento de los
cristales de hielo, normalmente formados a temperaturas subcero relativamente altas
(< -10°C), gracias a la accién de agentes de nucleacién enddgenos (Proteinas de
nucleacion) o exbgenos (alimento ingerido, bacterias o cristales inoculados a través

de Ia cuticula) (Storey & Storey 2013).

Finalmente, cabe mencionar las aplicaciones practicas que surgen a partir del
conocimiento de Ia biologia de los artropodos a bajas temperaturas. En este sentido,
se han propuesto protocolos para criopreservar embriones de distintos insectos
(Wang er al. 2000; Leopold et al. 2001) donde se remarca el uso de la trehalosa
como crioprotector, y la importancia de la tasa de enfriamiento en el éxito de los
tratamientos (Fahy 1995). El conocimiento de la biologia a bajas temperaturas de
artrépodos plaga, es dtil para manejar su efecto negativo en la agricultura, mediante
el uso de tecnologias que los lleven a condiciones térmicas letales (Bale 1991; Bale
2010). Por itltimo, se ha propuesto el uso de proteinas anticongelantes, como posibles
aditivos en los alimentos (Ustun & Turhan 2015), esta es una industria en desarrollo
con desafios y oportunidades interesantes. En la medida que mas conozcamos acerca
de la biologia a bajas temperaturas, mejor tecnologia podra ser desarrollada para dar

solucién a problemas de interés social.
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CONCLUSION

»

Este estudio revela que dos artrépodos de los Andes de Chile central, responden con
cstrategias alternativas a las bajas temperaturas. E. condorito evita congelarse
mediante el sobreenfriamiento de sus fluidos corporales y 4. crasse soporta el
congelamiente (a temperaturas no menores a -10°C) de sus fluidos corporales.
Ademids, estas estrategias no se ven afectadas ni por las estaciones ni la tasa de
enfriamiento. No obstante, la tasa de enfriamiento afecta significativamente la

capacidad de sobreenfriamiento en ambas especies.

EL SCP de 4. crassa es de -3,9 °C cuando se enfiia a 1 °C min™ y -5 °C cuando se
enfia a 0,5°C min™. Mientras que E. condorito presenta un SCP de -3 a una tasa de
enfriamiento de 1 °C min™ y -6 °C al enfriarse a 0,5 °C min”'. Por lo tanto, ante un
enfriamiento rapido, los animales presentan menor capacidad de sobreenfriamiento y
frente a un enfriamiento lento, los animales aumentan su capacidad de
sobreenfriamiento. Esta respuesta frente a la tasa de enfriamiento podria ser

fundamental en la sobrevivencia de E. condorito.

Ademds se identifico sustancias crioprotectoras de alto y bajo peso molecular en la

hemelinfa de ambas especies. Coherentemente con las respuestas estacionales ante el
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enfriamiento, las concentraciones de crioprotectores no variaron significativamente

en individuos de invierno y verano, pero si entre especies.

Dentro de las sustancias crioprotectoras de bajo peso molecular estudiadas, solo se
observé altas concentraciones .de trehalosa en A. crassa, sobre 100mM.
Concentraciones de glucosa elevadas fueron halladas en ambas especics. Mientras
que el glicerol fue detectado en ambas especies, pero en concentraciones bajas en

comparacion a las halladas en otras especies tolerantes al enfriamiento,

Con respecio a las sustancias crioprotectoras de naturaleza proteica, se observo
diferencias en el patrén de bandeo por SDS-PAGE entre ambas especies. Solo A.
crassa presenta proteinas de bajo peso molecular, las cuales estdn dentro del rango
de pesos moleculares descritos para proteinas anticongelantes. Adicionalmente, se

observé actividad anticongelante en las proteinas hemolinfiticas de ambas especies.
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Resumen del material estudiado: Se muestra el nimero total de especimenes
utilizados para las mediciones de SCP, tasas de enfriamiento, estaciones de colecta,
masa corporal, sexo y estado de desarrollo. nd = no determinado.
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