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Resumen

En los animales oviparos, la vitelogénesis representa el proceso mediante
el cual las hembras acumulan en los oocitos todos Los recursos necesarios que
finalmente seran transferidos a los huevos. Este proceso en el que intervienen
diferentes tipos de biomoléculas garantiza que todos los recursos acumulados
permitan el desarrollo adecuado de la descendencia. A pesar de la importancia de
este proceso que fue ampliamente estudiado en distintos grupos de artrépodos, el
conocimiento sobre el mismo es verdaderamente escaso para un grupo tan diverso
e importante como son las arafias.

Una caracteristica destacable de las arafias es que sus huevos nunca quedan
expuestos directamente al ambiente, siendo protegidos por un cocén de seda
que las mismas madres construyen. Debido a la presencia de esta estructura,
dentro de este cocén de seda también transcurren el desarrollo de estadios
postembrionarios. De esta manera, todos los recursos acumulados durante la
vitelogénesis seran necesarios para suplir no solo los requerimientos energéticos
del desarrollo embrionario, sino también Los de los estadios postembrionarios y
las actividades de emergencia, dispersién, y otras actividades postemergentes
hasta que los juveniles puedan alimentarse.

A partir de lo expuesto, el objetivo general de este trabajo de tesis
fue analizar el proceso de vitelogénesis en la especie Polybetes pythagoricus
determinando cuali y cuantitativamente los recursos principales que las hembras
almacenan y destinan a los huevos y analizando las variaciones de las principales
biomoléculas en los érganos implicados en la formacién del vitelo. Asimismo, con
el propésito de vincular el proceso de vitelogénesis con el proceso de desarrollo,
se analizé el consumo de los distintos recursos durante el desarrollo embrionario,
postembrionario y estadios postemergentes de P. pythagoricus.

En primer lugar, se determind a partir de un andlisis morfoldgico,
morfométrico e histolégico los distintos estadios de la vitelogénesis analizados.

Las hembras se clasificaron en cuatro estadios: previtelogénicas, vitelogénicas
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tempranas, vitelogénicas tardias y, luego de la puesta, postvitelogénicas. A partir
de este analisis se observé un aumento del peso corporal de las hembras y de Los
ovarios. A partir de estas medidas, se calculé el indice gonadosomatico que resultd
ser un buen pardmetro para determinar el estado reproductivo de las hembras. Por
otra parte, se observd un aumento en el didmetro de los oocitos y la acumulacion
y aumento de tamafio de los granulos de vitelo.

Posteriormente, aplicando técnicas cromatogréficas, se realizd la
caracterizacién de los lipidos y acidos grasos de los principales 6rganos y/o tejidos
de las hembras de los diferentes estadios analizados. Se analizé la variacién de
estos componentes durante la vitelogénesis observandose una acumulacién
considerable de lipidos en los ovarios. Dentro de estos componentes, se destacd
la acumulacién de fosfatidiletanolamina y, en menor medida, de fosfatidilcolina y
triacilgliceroles, como también se observé un aumento en el contenido de acidos
grasos poliinsaturados. Ademas, se pudo observar que los huevos presentaban el
mismo perfil Lipidico que los ovarios, siendo a su vez comparable con el contenido
de lipidos previamente reportado para las lipovitelinas de esta especie. Luego de
la puesta, se observé una disminucién en el contenido total de lipidos en todos
los érganos y/o tejidos analizados de las hembras postvitelogénicas, alcanzando
valores comparables a los de las hembras previtelogénicas y machos. Durante
este periodo, se observé una disminucién particular en el contenido de los
triacilgliceroles en los diverticulos intestinales de las hembras, Lipidos que fueron
previamente destacados como componentes mayoritarios de este érgano.

Mediante la aplicacion de técnicas colorimétricas y electroforéticas,
se cuantificd el contenido de proteinas y se determind su variacién durante la
vitelogénesis. A partir de este anélisis se pudo observar la acumulacién progresiva
de varias proteinas. Mediante la aplicacion de inmunoensayos se demostré La
presencia de ciertas proteinas que compartian identidad inmunoldgica con las
lipovitelinas y la hemocianina, la cual se acumulé progresivamente en los ovarios.
Mediante el andlisis de la secuencia de aminodcidos del extremo N-terminal se
pudo comprobar la presencia de hemocianina en los huevos, la cual se distinguid
como componente de una de las lipovitelinas. A partir de los resultados obtenidos
con la metodologia aplicada, se pudo determinar que los componentes proteicos
de las lipovitelinas de P. pythagoricus presentan polipéptidos que provendrian
principalmente del ovario y, en menor medida, del aporte de los diverticulos
intestinales y de la hemolinfa (hemocianina).

Aplicando las mismas técnicas previamente mencionadas, se determind
el consumo de los diferentes recursos durante el desarrollo embrionario,
postembrionario y en estadios emergentes de P. pythagoricus. Para esto se

determiné cuali y cuantitativamente la variacidon de los lipidos y 4cidos grasos
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en los diferentes estadios, los cuales se compararon con estadios juveniles de
desarrollo avanzado y con adultos. A partir de este andlisis, se determind que
Llos fosfolipidos son el principal recurso lipidico consumido durante el desarrollo
postembrionario, mientras que los triacilgliceroles se consumen luego de que los
juveniles emergen de la ooteca y se dispersan. A su vez, durante estos periodos
de consumo se observé un aumento en la concentracion de acidos grasos Llibres.
También se analizé y cuantificé el contenido de glucdgeno, el cual representd
menos del |% de las reversas y se consumié de manera gradual a partir del periodo
postembrionario. También se determind y cuantificé el contenido de las reservas
proteicas de las lipovitelinas que se consumieron de manera gradual y diferencial
durante el desarrollo, agotdndose luego de la dispersién. Por dltimo, se cuantificd
el contenido de hemocianina el cual aumentd a partir de estadios postembrionarios
avanzados.

Finalmente, los resultados obtenidos en el marco de esta tesis han
brindado una nueva fuente de informacién que amplia el conocimiento acerca
de P. pythagoricus, un modelo de arafia en el que se han analizado por mas de 20
afios diferentes aspectos bioquimicos y fisioldgicos. De esta manera, a través de
distintos abordajes metodolégicos, esta tesis ha permitido reconocer Los diferentes
recursos que las hembras destinan a la produccién de huevos y el consumo de Los
mismos durante el desarrollo. Este aporte permite vincular por primera vez para
un modelo de arafia dos procesos bioldgicos esenciales, como son la vitelogénesis

y el desarrollo para este grupo de artrépodos.



Abstract

Inoviparousanimals, vitellogenesisrepresents the process through which the
females accumulate in the oocytes all the necessary resources that will eventually
transfer to the eggs. This process in which different types of biomolecules are
involved ensures the adequate development and survival of offspring by using
the resources accumulated. The vitellogenesis has been widely studied in several
arthropods, although current knowledge about spiders’ vitellogenesis is scarce
despite its importance and their diversity.

A remarkable feature of spiders is that eggs are never directly exposed to
the environment since they are protected by a silk cocoon that the mother builds.
Because of this, some postembryonic stages develop inside this silk cocoon so that
all resources accumulated during vitellogenesis will be necessary both to supply
the energetic requirements of embryonic development and the energy demand of
the postembryonicstages like the emergence, dispersal, and other post-emergence
activities until spiderlings can feed.

To improve the knowledge about this process, the general objective of
this thesis was to analyze the process of vitellogenesis in Polybetes pythagoricus,
determining qualitatively and quantitatively the main resources that females
store and provide to eggs. Furthermore, the variations of the main biomolecules
in the organs involved in the yolk formation were analyzed. Likewise, to link the
vitellogenesis process with the development one, the consumption of the different
resources along the embryonic, postembryonic, and post-emergence stages of P.
pythagoricus development was analyzed.

Firstof all, the differentstages of the vitellogenesis process were determined
from the morphological, morphometric, and histological analysis. Females were
classified into four stages: previtellogenic, early-vitellogenic, late vitellogenic,
and after egg-laying, the postvitellogenic one. The results showed an increase in
the total mass of the females and the ovaries. Through these measurements, the

gonadosomatic index was calculated, which turned out to be a good parameter



TESIS LIC. SOFIA M. ROMERO ABSTRACT

to determine the reproductive state of the females. On the other hand, it was
observed an increase in both the diameter of oocytes and the storage and size of
the yolk granules.

Afterward, the characterization of lipids and fatty acids in the main organs
and/or tissues of the different females’ analyzed stages were carried out applying
chromatographic techniques. The variation of these components along the
different stages of the vitellogenesis was analyzed, and as a result, an increase and
accumulation of Llipids in the ovaries was observed. Among these components,
a great accumulation of phosphatidylethanolamine and, to a lesser extent, of
phosphatidylcholine and triacylglycerols was observed, as well as an increase
in the content of polyunsaturated fatty acids. At the same time, the same Llipid
profile was observed in the eggs, which was comparable with the lipid content
previously reported for the lipovitellins of this species. A decrease in the total
content of Lipids in all the analyzed organs and/or tissues of the postvitellogenic
females was observed after laying, whose values reached comparable to those
of the previtellogenic females and the males. During this period, there was a
particular decrease in the content of triacylglycerols in the midgut diverticula of
the postvitellogenic females, kind of lipids that were previously reported as major
components of this organ.

The content of proteins was quantified and variation during vitellogenesis
was determined by applying colorimetric and electrophoretic techniques.
From this analysis, it was possible to determine the progressive accumulation
of several proteins. Through immunoassay techniques, the presence of certain
proteins that shared immunological identity with lipovitellins and hemocyanin
was demonstrated, and the latter was accumulated progressively in the ovaries.
The analysis of the N-terminal amino acid sequence proved the presence of
hemocyaninin eggs which was identified as a component of one of the Lipovitellins.
From the results obtained, it could be determined that the different subunits of P.
pythagoricus lipovitellins present polypeptides that would mainly originate from
the ovary and, to a lesser extent, from the midgut diverticula and the hemolymph
(hemocyanin).

Applying the same techniques previously mentioned, the consumption of
the different resources along the embryonic, postembryonic, and emerging stages
of P. pythagoricus development was determined. For this purpose, the change in
lipids and fatty acids composition in the different stages was qualitatively and
quantitatively determined,and the values were compared with those of the juveniles
in advanced development and adults. This analysis determined that phospholipids
are the main lipid resource consumed during postembryonic development, while

triacylglycerols are consumed after the spiderlings emerge from the ootheca
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and disperse. Furthermore, an increase in the concentration of free fatty acids
was observed during these periods of consumption. Glycogen content was also
analyzed and quantified, which represented less than 1% of the reserves and it was
gradually consumed during the postembryonic period. On the other hand, the
content of the protein reserves of lipovitellins was determined and quantified,
which was consumed gradually and differentially along the development process
and depleted after dispersion. Finally, hemocyanin content was quantified and
increased from the advanced postembryonic stages.

In conclusion, the results obtained in this thesis have provided a new source
of information that broadens the knowledge about P. pythagoricus, spider model
whose different biochemical and physiological aspects have been analyzed for
more than 20 years. Through different methodological approaches, this thesis has
determined the different resources that females allocate to the production of eggs
and their consumption during development. This contribution established a link
between the two essential biological processes of vitellogenesis and development

for the first time in a spider model.
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.l Consideraciones generales de artrépodos

Los artrépodos representan el Filo de animales mas numeroso y ubicuo con
mas de 1.000.000 de especies descriptas, abarcando una gran diversidad de taxo-
nes desde el Cédmbrico hasta la actualidad. Las caracteristicas distintivas de este
grupo son la presencia de un cuerpo segmentado, una cuticula esclerotizada que
forma parte del exoesqueleto, el cual se renueva en un fendmeno conocido como
ecdisis, y la presencia de apéndices articulados (Budd & Telford 2009).

En la busqueda de una reconstruccién consensuada de las relaciones de los
artrépodos, se han presentado multiples sistemas de clasificacién tradicionalmen-
te complejos e intrincados. Los sistemas mas recientes se han generado basandose
en datos moleculares, morfolégicos y en el registro fésil (Budd & Telford 2009;
Legg et al. 2013; Edgecombe & Legg 2014). Dentro del Filo se reconocen cuatro
grupos principales y, debido a la gran cantidad de sistemas de clasificacion y con el
fin de facilitar el anélisis y las comparaciones presentadas en esta tesis, se utilizard
la clasificacion de Telford y colaboradores (2008) (Figura I.1).

.2 Generalidades de aracnidos

La Clase Aracnida, conocida comUnmente como “ardcnidos”, estd compues-
tapor || 6rdenesy presenta més de 90.000 especies (Coddington & Colwell 2001;
Chapman 2009) (Figura 1.2). Estos artrépodos han logrado una gran diversidad
adaptativa, encontrandose distribuidos en todos los habitats terrestres existentes,
siendo de vida libre o parésitos; depredadores, herbivoros fitéfagos, omnivoros e
incluso necréfagos; pueden ser terrestres epigeos e hipogeos y en algunos casos
acudticos, siendo también habitantes comunes de cuevas y grutas y fundamental-

mente de habitos nocturnos (Francke 2014; Armas et al. 2017). Debido a la gran
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Figura I.1

Esquema de clasificacién
basado en el analisis
filogenético de Telford y
colaboradores (2008).
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disponibilidad de refugios y alimentos, algunas especies de este grupo pueden ha-
llarse también en centros urbanos (Cordeiro et al. 2015).

El cuerpo de los aracnidos se encuentra dividido en dos regiones: el prosoma
(anterior) y el opistosoma (posterior). EL prosoma presenta seis pares de apéndi-
ces, un par de queliceros (funcién principalmente alimenticia), un par de pedipal-
pos (funciones variables entre los grupos) y cuatro pares de patas locomotoras, y
en la parte dorsal presenta un escudo prosomal o caparazén donde se ubican Los
ojos. En cambio, el opistosoma es la regién donde se ubican principalmente las
estructuras relacionadas con las funciones de circulacion, respiracién, digestién in-
terna y reproduccién. Los ardcnidos presentan un sistema circulatorio abierto, con
un corazén dorsal que bombea la hemolinfa (HL) que circula por el cuerpo. Otra
caracteristica distintiva de estos organismos es que realizan una digestién parcial
del alimento, vertiendo enzimas sobre sus presas e ingiriendo sustancias liquidas
o semiliquidas.

Usualmente los miembros de este grupo no tienen una buena reputaciéon
y son percibidos como animales agresivos, peligrosos y letales. Se han reportado
casos de emponzofiamiento provocados especialmente por algunas especies de
arafias y escorpiones (Gonzalez et al. 1998; Vetter & Isbister 2008; Von Reumont
et al. 2014; Stuber & Nentwi 2016; Hauke & Herzig 2017), y la transmisién de ciertas
enfermedades por algunas especies de 4caros (Dautel & Kahl 1999; Marcondes &

Dantas-Torres 2017). Sin embargo, el interés por estos organismos ha aumenta-
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Figura 1.2

Esquema de las
relaciones filogenéticas
de los aracnidos,
basado en el analisis
de Lozano-Fernandez y
colaboradores (2019).

do en los ultimos afios debido a su destacable rol en el control biolégico de las
poblaciones de otros artropodos y por las posibles aplicaciones biotecnoldgicas
de algunos componentes del veneno (Senff-Ribeiro et al. 2008; Sabatier & Waard
2013; Cordeiro et al. 2015; Saba et al. 2020).
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1.3 Las aranas

Con més de 49.000 especies descriptas (World Spider Catalog 2021), las
arafias representan uno de los ordenes de animales mas importantes y megadiver-
sos siendo solo superado por cinco ordenes de insectos (Grismado et al. 2014). Las
arafias se dividen en dos Subordenes: el Mesothelae y el Opisthothelae. EL Subor-
den Mesothelae presenta rastros de segmentacién en el opistosoma, corresponde
a menos del 1% de las especies de arafias descriptas y con una Unica familia con
representantes actuales. En cambio, el Suborden Opisthothelae, donde Los no se
observan rastros de segmentacion en el opistosoma, se divide en dos Infraordenes:
el Mygalomorphae que corresponde aproximadamente al 7% de las arafias descrip-
tas, y el Araneomorphae que comprende més del 90% de las especies (Coddington
2005) (Figura 1.3). Las arafias se hallan en diversos tipos de habitats a excepcién del
aire y el mar abierto, encontréndose incluso Argyroneta aquatica (Araneae: Cybaei-
dae), una especie adaptada a vivir permanentemente bajo el agua (Foelix 2011). La

mayoria viven alejadas del hombre, solo algunas habitan zonas aledafias o entran a
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Figura 1.3

Esquema de las
relaciones entre
los Subordenes e
Infraordenes de las
arafias.

las casas en busqueda de alimento.

En Llas arafias el prosoma y el opistosoma se encuentran conectados a partir
de un pedicelo que permite independizar el movimiento del prosoma con respecto
al opistosoma, lo que Lles brinda una mayor flexibilidad necesaria para hacer uso de
la seda producida. Aunque ciertos insectos pueden producir seda en ciertos mo-
mentos del ciclo de vida, las arafias producen distintos tipos de seda a partir de
glandulas especializadas para cumplir multiples funciones entre las que se desta-
can la captura e inmovilizacién de presas, la sefializacién, La construccién de nidos,
refugios y de los sacos de huevos (ootecas), La dispersién y también su empleo du-

rante el apareamiento (Foelix 2011).

En general, el miedo hacia estos ardcnidos es un fenémeno muy recurrente
en la sociedad, llegando en casos extremos a producir una de las fobias especifi-
cas méas comunes conocida como “aracnofobia” (Granado et al. 2007). Esta ima-
gen desafortunada sobre estos organismos esta relacionada con el hecho de que
ciertas especies de arafias pueden ser perjudiciales para la salud debido al efecto
NoCivo que genera su veneno (Gonzalez et al. 1998; Vetter & Isbister 2008; Pezzi et
al. 2016). Sin embargo, gracias a su capacidad depredadora generalista (Nyffeler et
al. 1994; Nyffeler & Sterling 1994), las arafias han acaparado la atencién del hom-
bre debido al rol que cumplen en el control bioldgico de las plagas en diferentes
agroecosistemas (Riechert & Lockley 1984; Tarabaev & Sheykin 1990; Armendano
& Gonzalez 2010; Saba et al. 2020) y por las propiedades mecéanicas y biofisicas de
la seda, Llas cuales se han analizado durante casi dos décadas (Schacht & Scheibel
2011; Tokareva et al. 2014; Zafar & Al-Samadani 2014).

.3.A° Consideraciones morfolégicas generales

Dentro de la gran diversidad morfoldgica que exhibe este grupo, se encuen-
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tran arafias con cuerpos de menos de | mm de largo, como los machos de Patu
digua (Araneae: Symphytognathidae) (Forster & Platnick 1977), hasta individuos de
80-90 mm de largo como en el caso de algunas especies de migalomorfas (Foelix
2011). Dentro de los distintos caracteres que definen a este Orden se pueden des-
tacar: la presencia de apéndices abdominales conectados a glandulas sericigenas
(hilanderas), un par de queliceros asociados a gldndulas de veneno, la ausencia
del musculo depresor trocanter-fémur y pedipalpos modificados en los machos
como oérganos de transferencia de esperma (Coddington et al. 2004; Grismado et
al. 2014).

Los queliceros biarticulados son el primer par de apéndices del prosoma Los
cuales cumplen las funciones de sostén de Las presas y de defensa, como también
pueden ser utilizados para cavar madrigueras, transportar la ooteca, o para entre-
lazarse durante el apareamiento. Segun el tipo de orientacién de los queliceros, se
puede dividir a los individuos en ortognatos o labidognatos (Grismado et al. 2014).
Respecto a los pedipalpos, en las hembras la estructura es similar a la de las patas
mientras que en los machos este apéndice se encuentra modificado. Los cuatro
pares de patas locomotoras contienen siete segmentos con musculatura esquelé-
tica estriada, distinguiéndose el primer par de patas por su importante capacidad
sensorial (Foelix 2011).

En la parte anterior de la regién ventral del opistosoma se puede observar
el surco epigéstrico donde se ubica la desembocadura del aparato reproductor y,
lateralmente al surco, se encuentran los dos espiraculos pulmonares. En la region
ventral posterior se ubican las hilanderas dispuestas de a pares encontrandose seis
en la gran mayoria de las especies (tres pares), una reduccién a 4 o 2 hilanderas al-
gunas familias y solo ocho en las Mesothelae (Grismado et al. 2014). En conexién
con estas hilanderas se encuentran diferentes tipos de glandulas que secretan dis-

tintos tipos de seda especificas para diversos fines (Foelix 2011).

.3.B  Sistema digestivo

La comida que fue predigerida, es succionada a través de la boca por la accién
de los musculos de la faringe y el estdmago, estructuras cubiertas por una delgada
cuticula que forman parte del estomodeo. ELl estémago se conectaa la parte dorsal
superior por varios musculos que al contraerse permiten la succién del alimento.

Conectado al estébmago se encuentra la parte proximal del intestino me-
dio que se sitda en el prosoma, mientras que sus porciones media y posterior se
encuentran en el opistosoma. En la porcion media se extienden grandes ramifica-
ciones laterales que se denominan diverticulos intestinales (D), los cuales pue-
den ocupar la mayor parte del opistosoma rodeando las glandulas y los érganos

reproductivos (Figura 1.4). EL intestino medio carece de un revestimiento cuticular
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Figura 1.4

Anatomia interna de una
arafia. (1) Corazén, (2)
Diverticulos intestinales,
(3) Ovarios, (4) Pulmén
en libro, (5) Saco
estercoral. La imagen
utilizada se encuentra
bajo la licencia Creative
Commons Atribucién 3.0
Unported, la cual fue
modificada para su uso.

siendo el Unico sitio adecuado para la absorcién de nutrientes. En este epitelio se
ubican las células secretoras, que producen las enzimas digestivas, y las células
absortivas que absorben Los nutrientes y los vierten a la HL. La presencia de Los DI
tan desarrollados explica en parte por qué las arafias pueden sobrevivir durante
mucho tiempo sin comer. Laino y colaboradores demostraron que los DI de arac-
nidos son el principal centro metabdlico involucrado en la captacion y liberacién
de lipidos, como también el principal sitio de almacenamiento lipidico (Laino et al.

2009, 2011). Este 6rgano se compone principalmente de triacilgliceroles (74%) y de

fosfolipidos (16%), con un patrén dominado por dcidos grasos insaturados (Laino et
al. 2009).

En el extremo posterior del intestino medio de las arafias se encuentran Los
tubulos de Malpighi encargados de la excrecidn. Estas estructuras desembocan en
el extremo posterior del intestino medio a la altura del saco estercoral (Figura 1.4),
excretando guanina, adenina, hipoxantina y acido drico. Finalmente, el tracto di-
gestivo termina en el proctodeo, donde los excrementos almacenados en el saco

estercoral son eliminados periédicamente por el ano (Foelix 2011).

.3.C Sistema circulatorio

Las arafias exhiben un sistema circulatorio abierto compuesto por un siste-
ma vascular hemolinfatico y un complejo de senosy lagunas. EL sistema vascular se
compone de un corazén tubular, que se ubica dorsalmente en Lla parte anterior del
opistosoma dentro de un seno pericardico (Figural.4), y de arterias que se ramifican
extendiéndose a través de todo el cuerpo, alcanzando inclusive los segmentos mas
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distales de las patas (Wirkner & Huckstorf 2013).

La HL que bafia directamente a los 6rganos/tejidos se acumula en lagunas
en el lado ventral del cuerpo, pasa por Los érganos respiratorios y, enriquecida con
oxigeno, regresa a través de Llos senos pulmo-pericérdicos hacia el corazén (Foelix
2011, Wirkner & Huckstorf 2013). De esta manera, manteniendo un curso a lo largo
de caminos especificos, las arafias tienen un sistema arterial “cerrado” sin capilares
y un sistema de senos abierto donde se produce el intercambio de gases (Paul et al.
1994; Foelix 2011).

La HL representa aproximadamente un 20% del peso corporal de la ara-
fia, siendo necesario un cierto volumen de HL que permita aumentar la presién en
las patas para poder estirarlas durante la locomocién (Speck & Barth 1982; Foelix
2011). Asimismo, La HL se encarga del transporte de oxigeno, nutrientes y hormo-
nas (Jalal et al. 2010) y posee una gran variedad de células denominadas hemo-
citos las cuales desempefian diferentes tipos de funciones. Tanto los llamados
plasmatocitos o células hialinas como también los granulocitos se vinculan con
la respuesta inmune del organismo, mientras que los prohemocitos actdan como
células madre, los cianocitos cumplen funciones relacionadas con la respiracién y
la respuesta inmune y los leberidiocitos participan en la regulacién del contenido
de agua en el cuerpo durante el proceso de muda (Foelix 201 1; Kuhn-Nentwig et al.
2014; Soares et al. 2015). Por otra parte, la HL se encarga del transporte de hemo-
cianina (Hc), el pigmento respiratorio encargado del transporte y almacenamiento
de oxigeno en arafias.

A su vez, en este tejido predominan como osmolitos los iones sodio y
cloruro los cuales constituyen un 35-41% de los osmolitos de la HL de ciertos Li-
césidos (Punzo 1982), mientras que en algunas arafias migalomorfas pueden re-
presentar cerca del 90% de los osmolitos (Punzo 1989). Por otra parte, presentan
concentraciones relativamente bajas de potasio, calcio, magnesio, sulfatos y fos-
fato inorganico. Dependiendo de la especie, los aminodacidos representan entre el
0,9-4% de Llos osmolitos de La HL, siendo Lla prolina el més abundante (Punzo 1982,
1989; Schartau & Leidescher 1983).

.3.D Sistema reproductor

Las arafias son organismos dioicos donde, exceptuando casos particulares,
las hembras suelen ser mas grandes que los machos. Los machos suelen ser mas
agiles y, en comparacién con las hembras, generalmente requieren de un nimero
menor de mudas para alcanzar la madurez. En lineas generales, los machos po-
seen una vida bastante corta e incluso algunos mueren poco después de la cépula,
mientras que las hembras suelen vivir mucho mas debido a que se encargan de la

puesta de los huevos.
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Como previamente se menciond, una de las principales caracterfsticas que
distingue a las arafias del resto de los ardcnidos es la modificacién de Los tarsos de
los pedipalpos de Los machos. Como los machos carecen de érganos copulado-
res primarios, sus tarsos se engrosan notablemente formando érganos de transfe-
rencia de esperma que los distingue facilmente de las hembras (Eberhard & Huber
2010). A su vez, para que se produzca el apareamiento, las arafias han desarrollado

un comportamiento especial de cortejo que es especifico para cada especie.

|.3.D.a Generalidades de los 6rganos sexuales externos

En las Haplogynae, uno de los dos grupos en los que tradicionalmente se
han dividido las arafias araneomorfas, los machos presentan pedipalpos ligera-
mente modificados con tarsos con una extensién en forma de bulbo piriforme. En
el caso de las hembras de este grupo, los érganos copuladores se consideran bas-
tante simples ya que no presentan una placa esclerosada externa o epigino y los
receptdculos seminales se conectan directamente con el Utero externo de manera
que el conducto copulador es al mismo tiempo un conducto de fertilizacién (Eber-
hard & Huber 2010).

En cambio, las arafias Entelegynae presentan una correlacién entre el palpo
altamente diferenciado del macho y el epigino complejo de la hembra. Los ma-
chos tienen un tipo de palpo complejo debido a que la pared del érgano consta
de estructuras esclerotizadas (escleritos) y dreas blandas que se activa por fuerzas
hidréulicas (Austad 1984; Foelix 2011). Por su parte, las hembras presentan érganos
copuladores complejos con un verdadero epigino. Las hembras presentan una
abertura genital primaria (gonoporo) que se oculta en el surco epigéstrico y, a su
vez, el epigino presenta varios pliegues cuticulares que constituyen los conductos
de conexién (conductos de los espermatozoides) y las espermatecas (Austad 1984;
UhL 2000; Eberhard & Huber 2010). Los conductos de cépula conectan y culminan
en las espermatecas, de las cuales surgen los denominados conductos de fertiliza-
cion que se conectan finalmente con el Utero externo. Durante el apareamiento, el
émbolo del macho seinserta a través de la abertura genital externa en el conducto
de conexién de copula. Por otra parte, las hembras de este grupo producen un tipo
especial de seda que utilizan exclusivamente para la construccién de las ootecas y

que no se encuentra en haploginas (Grismado et al. 2014).

[.3.D.b Generalidades de los 6rganos sexuales internos

Los testiculos y los ovarios (Ovs) se encuentran como estructuras pares
dentro del opistosoma. Los testiculos son tubos rectos o contorneados que se fu-
sionan en un conducto comun que conduce a través del gonoporo al surco epi-
gastrico. La espermiogénesis tiene lugar en el epitelio de los tubos testiculares,

comienza semanas antes de la madurez y continla durante el resto de la vida del
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macho (Michalik & Uhl 2005). Los espermatozoides permanecen empaquetados e
inmoviles tanto en los palpos masculinos como cuando se transfieren a Llos recep-
taculos de las hembras. AL momento de la fertilizaciéon, se disuelve la capa protec-
tora de proteinas que los empaqueta permitiendo que los espermatozoides sean
moviles (Brown 1985).

Los Ovs son un par de estructuras alargadas situadas en la parte ventral del
opistosoma. Los oocitos sobresalen hacia la cavidad del cuerpo, cubriendo una
gran extension del érgano (Figura |.4), y estan conectados al epitelio ovarico me-
diante un pedicelo. Cada Ov presenta un oviducto conecta con el Gtero. EL Gtero
termina en la abertura genital no esclerotizada que se conecta con los érganos
sexuales externos (Morishita et al. 2003). La fertilizacién tiene lugar justo antes de
que se depositen Llos huevos, de manera que los espermatozoides se liberan cuan-

do los évulos atraviesan el Utero externo (Foelix 2011).

I.3.E Generalidades del desarrollo de arafas

I.3.E.a Construccién de ootecas y cuidado maternal

Unas pocas semanas después de la copula, la hembra estd Lista para comen-
zar a poner sus huevos. Durante la oviposicién, que puede durar unos minutos, Los
huevos fertilizados son liberados uno por uno a través de la abertura genital. Los
huevos nunca estdn expuestos directamente al ambiente, sino que se encuentran
protegidos por un cocén de seda construido por las madres (Foelix 2011). La pre-
sencia del cocédn de seda mantendria un nivel de humedad favorable y proporcio-
narfa aislamiento térmico a los huevos en desarrollo (Hieber 1985).

Acompafiando a la diversidad del grupo, tanto la forma como el tamafio y el
color de las ootecas varia notablemente entre las diversas especies de arafias. En
el caso mas simple, como se observa en la familia Pholcidae, sélo unos pocos hilos
de seda envuelven a los huevos, mientras que en otros casos la ooteca presenta un
gran grosor y consta de una placa basal y una cubierta que encierran y protegen a
los huevos (Humphreys 1983; Foelix 2011). Las ootecas pueden presentar diversas
formas: de disco, esférica (Costa & Capocasale 1985), piriforme (Gonzélez et al.
1997) o hasta forma de campana como ocurre en Agroeca brunnea (Clubionidae).
Se encuentran diversos colores de ootecas desde blancas, amarillentas, grisaceas,
verdes hasta amarronadas (Galiano 1971; Gonzalez 1981; Costa & Capocasale
1985; Foelix 2011; Ruhland et al. 2016). Por otra parte, los didmetros de Llos huevos
varfan desde 0,2-1,5 mm (Anderson 1990; Hieber 1992) y pueden encontrarse 0o-
tecas que contienen de 1500-2500 huevos hasta ootecas con muy pocos huevos
(Humphreys 1983; Anderson 1990; Foelix 2011), como ocurre con algunas especies

de la familia Ochyroceratidae donde se ha reportado la presencia de ootecas de 5
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huevos (Pérez-Gonzélez et al. 2016).

Las hembras de algunas especies muestran cierto grado de proteccion de sus
ootecas. En algunos casos las madres depositan pigmentos sobre las mismas, Los
cuales servirfan para protegerlas de microorganismos externos o para camuflarlas
(Craig & Catherine 2003; Ruhland et al. 2016). Algunas hembras permanecen cerca
de la ooteca hasta que emergen las crias, mientras que otras pueden acarrear la
ooteca e incluso cuidar las crias en sus primeros estadios (Grismado et al. 2014);
como el caso de los licésidos que unen las ootecas a las hilanderas y las hem-
bras las transportan consigo hasta que las crias eclosionan (Costa & Capocasale
1985; Ruhland et al. 2016). Solo en algunos casos extremos se produce la matrifa-
gia, comportamiento mediante el cual las crias devoran directamente a las madres
(Grismado et al. 2014; Kim et al. 2000).

I.3.E.b Generalidades del desarrollo embrionario y postembrionario

En lineas generales podemos dividir la ontogenia de las arafias en tres perio-
dos: embrionario, postembrionario (denominado previamente “larvario”) y emer-
gente (denominado previamente “ninfal”) (Vachon 1957). EL desarrollo embriona-
rio abarca desde el momento en que se da la fecundacién del évulo hasta que se
establece la forma tipica del cuerpo de la arafia. Una vez que eclosionan, todas las
etapas hasta el adulto estan separadas por un proceso de muda. En lineas gene-
rales, en el periodo postembrionario los juveniles no pueden alimentarse por sfi
mismos y, como carecen de ciertas caracteristicas morfolégicas, se los denomina
“estadios incompletos” (Foelix 2011). De esta manera, la emergencia no se da hasta
que todos los sistemas de érganos estan presentes y las arafias se vuelven autosu-
ficientes.

Los huevos de las arafias presentan dos capas, una interna conocida como
membrana vitelina y una externa denominada corion. En el transcurso de las pri-
meras horas, el cigoto sufre una serie de divisiones mitdticas. Alrededor de Llas 100
h se forma un nédulo primitivo o cimulo el cual representa el centro organizador
para la formacién del eje dorsoventral del embrién (Holm 1952; Foelix 2011; Aki-
yama-Oda & Oda 2003, 2006). EL posterior disco germinal que se forma, se estira
en una amplia banda germinal y consta de un lébulo cefalico (desprende el seg-
mento de los queliceros), cinco somitos (segmentos de los pedipalpos y las patas)
y un lébulo caudal (forma el primer segmento abdominal). Posteriormente, los pri-
mordios de las extremidades se vuelven visibles como ligeras elevaciones en los
segmentos prosomales y los segmentos abdominales se agregan sucesivamente
en el extremo caudal. Solo en etapas tardias del desarrollo de los embriones la-
bidognatos (cerca del dia 10) comienza el proceso de inversién cuando la banda

germinal ha alcanzado su longitud maxima y los lébulos cefélico y caudal casi se
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tocan. Este proceso comienza con la apariciéon de un surco longitudinal en la linea
media que separa en dos la banda germinal, de manera que las dreas marginales del
embrién se extienden lateralmente hasta que se encuentran en la linea media dor-
sal. Cuando finaliza el proceso de inversién se distingue la forma tipica del cuerpo
de la arafia (Foelix 2011).

La eclosion o la apertura de las membranas del huevo marca la transicion
de la vida embrionaria a la postembrionaria. Usualmente las arafias mudan varias
veces dentro del cocén dando lugar a etapas inmoviles (una a tres) hasta que se
produce una muda donde se desprende completamente los remanentes de cuticu-
la embrionaria. Se observan cambios en los érganos sensoriales entre Los estadios
inmoviles y Los méviles (Wurdak & Ramousse 1984), siendo en Los estadios moviles
donde los individuos adquieren la forma de arafias en miniatura y presentan todos
Llos tipos de pelos sensoriales, los ojos mas desarrollados, patas con las garras ti-
picas, hileras con estructuras funcionales asociadas a las gldndulas de seda y un
aparato bucal diferenciado.

Los estadios tempranos mudan con mayor frecuencia, mientras que en las
etapas posteriores los intervalos entre mudas dependen de las condiciones nu-
tricionales y del tamafio corporal final. Si bien en general las crias mudan inde-
pendientemente unas de otras, en ciertos casos se produce una sincronizacién en
la muda que podria darse a través de una comunicacién quimica o por sefiales de
vibracién producidas por los individuos que mudan que estimularia al resto (Fowler
& Gobbi 1988; Leafloor et al. 1996; Kim 2001).

.4 Generalidades de Polybetes pythagoricus

I4.A  Generalidades de la especie

Descripta por Holmberg (1875), Polybetes pythagoricus es una arafia perte-
neciente a la Familia Sparassidae conocida cominmente como “arafidén del monte”
o “arafia cangrejo”. Esta especie de habitos nocturnos se encuentra con frecuencia
debajo de la corteza de los &rboles, principalmente de los eucaliptos (Eucalyptus
sp.) (Figura 1.5), pero puede hallarse en los aleros de las casas, galpones, e incluso
en las viviendas en dias de tormenta. Aunque tienden a escapar y retirarse ante
la presencia del hombre, son arafias que pueden atacar con facilidad si se sienten
amenazadas.

Esta especie se caracteriza por presentar un cuerpo aplanado, de color cas-
tafio o grisdceo con patas lateralizadas con rayas o anillos del mismo color (Figura

.5). EL prosoma presenta una mancha negra y su opistosoma de color marrén pre-
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senta una mancha lineal oscura con una vellosidad densa y clara (Gersschman &
Schiapelli 1965). Son individuos errantes y muy veloces, salvo las hembras cuando

cuidan a sus crias.

Figura L.5

Ejemplares de hembras
de P. pythagoricus
debajo de la corteza
(izquierda) y al pie de
un arbol de eucalipto
(derecha).

Sistematica de la especie

Clase: Arachnida
okl Orden: Araneae

'
.

~- 1 Suborden: Opisthothelae

'
.

< Infraorden: Araneomorphae
h Familia: Sparassidae

Género: Polybetes

. Especie: Polybetes pythagoricus (Holmberg, 1875)

|4.B Distribucién de la especie

P. pythagoricus, se distribuye en América del Sur, encontrandose en Chile,
Bolivia, Brasil, Paraguay, Uruguay y en el norte-centro de nuestro pais Llegando a la

provincia de Rio Negro (GBIF: Global Biodiversity Information Facility) (Figura 1.6).

|4.C Generalidades del desarrollo de la especie

Las hembras de P. pythagoricus construyen ootecas de color blanco niveo con

9
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Figura 1.6

Area de distribucién de
P. pythagoricus. Datos de
ocurrencia obtenidos de
GBIF (Global Biodiversity
Information Facility).

-22 -

Area de distribucion
de P pythagoricus

-37 -

forma de disco de 21-30 mm de didmetro (Figura |.7a). Presentan un techo planoy
un piso convexo que se unen en la circunferencia del disco que forma un reborde a
partir del cual numerosos hilos fijan la ooteca a la pared, quedando suspendida en
el aire.Lahembra se mantiene cercay al cuidado de la ooteca, atacando al enemigo
que se aproxime a ella (Galiano 1971).

Galiano (1971) describié que las hembras de P. pythagoricus colocan por oo-
teca entre 60-250 huevos de color verde intenso y con didmetros promedios de
[,93-2,19 mm. Los datos publicados sobre el desarrollo postembrionario determi-
na que estas arafias presentan cuatro estadios que transcurren dentro de la ooteca.

* Primer estadio: cubierto por una cuticula embrionaria, una tenue mem-
brana que formara la primera exuvia la cual se rompe entre 2-12 h des-
pués de que se produce la eclosién.

» Segundo estadio: no es un estadio libre ya que permanece parcialmente
envuelto por remanentes de cuticula (Figura |.7b). Al producirse la se-
gunda exuvia, se desprende junto con la primeray la envoltura del huevo.

» Tercer estadio: es un estadio libre pero inmoévil que dura entre 6-9 dias
(Figura I.7c). Presenta el cuerpo doblado en éngulo recto con las patas
extendidas hacia los costados sin poder apoyarlas. Se observa la seg-
mentacién de los apéndices, sin verdaderas ufias tarsales. Faltan los pe-
los de cubierta y no presentan pigmentacién, ni pelos, ni fusulas en las
hileras (pelo modificado por donde se secreta la seda). A lo largo de los
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Figura 1.7

Imagenes de la

ooteca y de estadios
del desarrollo de P.
pythagoricus (a) Ooteca,
(b) Segundo estadio
(parcialmente envuelto
por remanentes de
cuticula), (c) Tercer
estadio (libre inmévil),
(d) Cuarto estadio (libre
movil), (e) Juvenial en
etapa de dispersién.

CAPITULO |

dias, el pigmento se va depositando en la cuticula.

+ Cuarto estadio: al producirse la tercera muda, los individuos se encuen-
tran en el mismo plano, con las patas apoyadas en el sustrato, libres y
moviles (Figura 1.7d). Los ojos presentan depésito de pigmento. Las hile-
ras presentan pelos y fdsulas y son capaces de elaborar seda. Este esta-
dio también presenta queliceros con la ufia corta y curvay los tarsos de
las patas con las dos ufias. Los pelos son escasos en el prosoma y mds
abundantes en el opistosoma. Durante este estadio, la pigmentacion se
intensifica llegando a enmascarar el color verde inicial.

Cuando las arafias han alcanzado este punto de desarrollo, las madres
abren la ooteca por uno de los costados de la unién del piso con el techo. Las
arafias se dispersan sobre la ooteca moviéndose 4dgilmente, pero manteniendo adn
una vida gregaria. Sin embargo, ante alguna perturbacion externa, las arafias ingre-
san nuevamente a la ooteca. Aunque haya presas en abundancia las arafias no ca-

zan, por lo cual siguen viviendo de sus reservas durante este estadio.

Tcm

En el quinto estadio (denominado “ninfal”) la organogénesis se completa,
Llos individuos presentan muchos pelos en la cubierta y muy variados, y la pigmen-
tacién es més intensa y extendida. Las patas son mas largas y las arafias son mucho
mas agiles que el estadio anterior (Figura |.7e). En este punto las arafias abandonan
las ootecas y son capaces de cazar, pero mantienen cierto grado de agrupacién. P.
pythagoricus alcanza el estado adulto luego de un nimero de entre 13-16 mudas
(Scioscia 1984; Galiano 1979). Como en todas las arafias araneomorfas, en esta es-
pecie no se producen mudas durante la vida adulta (Galiano 1979), llegando a la
madurez cuando se evidencia la aparicién de érganos copuladores. La cépula y el
apareamiento, junto con otros datos relevantes acerca del ciclo de vida de P. pytha-

goricus, fueron previamente descriptos por Galiano (1979).

2



TESIS LIC. SOFIA M. ROMERO CAPITULO |

1.5 Vitelogénesis en artrépodos

Los organismos oviparos son especies que se caracterizan por producir y de-
positar huevos. Para maximizar el éxito reproductivo, las hembras acumulan en Los
oocitos todos los recursos necesarios para que la descendencia se desarrolle de
manera adecuada. Dentro de los diferentes fenémenos asociados a la reproduc-
cién, Lla vitelogénesis representa el proceso estacionario mds importante mediante
el cual las hembras acumulan varias proteinas, carbohidratos y lipidos, Los cuales
seran en ultima instancia transferidos a los huevos (Valle 1993; Tsukimura 2001;
Shechter et al. 2005; Wilder et al. 2010; Fruttero et al. 2011). Este proceso es un
paso crucial en la reproduccién y ha sido ampliamente estudiado en insectos, crus-
taceosy acaros, analizandose a partir de tres perspectivas: morfolégica, bioquimica
y fisiolégica.

Dentro de los estudios morfoldgicos, se han analizado los cambios que
afrontan las hembras durante la oogénesis los cuales han brindado, a partir de me-
didas morfométricas y técnicas histolégicas, varios sistemas de clasificacion de las
distintas etapas del proceso de vitelogénesis (Charniaux-Cotton 1985; Raikhel &
Dhadialla 1992; Trabalon et al. 1992; Melo et al. 2000; Morishita et al. 2003; Ferré
et al. 2012; Xu et al. 2014; Smija & Devi 2015). En cuanto a los aspectos bioquimi-
cos se ha analizado la composicién del Ov como también de los 6rganos/tejidos
vinculados al proceso (Beenakkers et al. 1985; Pourié & Trabalon 2003; Arrese &
Soulages 2010; Xu et al. 2014). En estrecha asociacion con los aspectos fisiolégicos,
se ha analizado la dindmica de este proceso determinando Los sitios de sintesis de
Llos diferentes recursos, su transporte y acumulacién durante la vitelogénesis y, en
ciertos casos, brindando informacién sobre Los mecanismos del control enddcri-
no del proceso (Melo et al. 2000; Yepiz-Plascencia et al. 2000; Telfer & Woodruff
2002; Pourié & Trabalon 2003; Arrese & Soulages 2010; Xu et al. 2014).

Las diversas etapas de la vitelogénesis se dividen y determinan, entre otros
aspectos, por laacumulacién progresiva del vitelo en los oocitos que es el principal
recurso de los huevos (Raikhel & Dhadialla 1992; Foelix 2011; Melo et al. 2000). Si
bien su composicién varia entre los distintos grupos, esta sustancia de reserva esta
compuesta principalmente por proteinas, siendo las vitelinas (Vns) una proporcién
sustancial de las proteinas solubles de los huevos (Tsukimura 2001), como también
por gotas lipidicas (Lee & Walker 1995; Jedrzejowska & Kubrakiewicz 2010; Fruttero
et al. 2017) y lipoproteinas de alta densidad denominadas lipovitelinas (LVs) (Wa-
llace et al. 1967; Laino et al. 2013; Trabalon et al. 2018). Segun el sitio de sintesis de
estos recursos que se acumulan en el Ov, el origen de estos componentes puede
ser autosintético (endégeno) cuando se da en el tejido ovarico, o heterosintético
cuando se producen en tejidos extraovaricos (exégenos) tales como el cuerpo gra-
so en insectos (Sappington & Raikhel 1998; Swevers et al. 2005), el hepatopancreas
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en crustaceos (Wilder et al. 2010), o los Dl y/o intestino medio de arécnidos (Chin-
zeiet al. 1983; Bednarek et al. 2019).

I.5.A  Generalidades de la vitelogénesis en insectos

En los insectos, la vitelogénesis muchas veces implica la remodelacién ci-
tolégica del cuerpo graso y de los Ovs, Los érganos responsables de la sintesis y
captacion de las proteinas precursoras de las lipoproteinas del vitelo conocidas
como vitelogeninas (Vgs) (Valle 1993). Durante la vitelogénesis, el crecimiento del
oocito en el foliculo ovarico se da en gran medida por la endocitosis de proteinas
las cuales pueden derivar de las Vgs sintetizadas en el cuerpo graso (origen exége-
no) y/o de células epiteliales foliculares que rodean a los oocitos (origen endége-
no) (Hagedorn & Kunkel 1979; Raikhel & Dhadialla 1992; Izumi et al. 1994; Melo et
al. 2000). En algunas especies de insectos los oocitos también internalizan otros
tipos de precursores distintos a las Vgs entre los que se incluyen: la lipoforina (Lp)
(Telfer & Pan 1988; Machado et al. 1996), arilforina, microvitelogenina (Kawooya et
al. 1986; Telfer & Pan 1988; Swevers et al. 2005) y otras proteinas especificas del
foliculo (Sato & Yamashita 1991). La mayoria de las Vns de insectos presentan pesos
moleculares altos de 385-470 kDa y, a su vez, estan compuestas por polipéptidos
o subunidades que difieren seguln Las especies (Kunkel & Pan 1976; Chino et al. 1977;
Harnish & White 1982).

En cuanto a la composicién lipidica de los oocitos, Llos Lipidos comprenden
entre un 30-40 % del peso seco de los mismos (Briegel 1990; Troy et al. 1975) sien-
do también la principal fuente de energfa para los embriones en desarrollo (Bee-
nakkers et al. 1985; van Handel 1993). Durante la maduracién ovarica el conteni-
do de lipidos en los oocitos aumenta, siendo en general los diacilgliceroles Llos
principales lipidos que se movilizan via hemolinfatica en Llos insectos. Si bien se ha
descripto que en los oocitos se pueden sintetizar acidos grasos de novo, esta con-
tribucién no representa mas del 1% del contenido de lipidos del huevo (Arrese &
Soulages 2010). La gran mayorfa de Los lipidos acumulados en los oocitos se origina
en el cuerpo graso y son transportados al Ov por las Lps, de manera que la acu-
mulacion de Llipidos en los Ovs esta estrechamente relacionada con la disminucién
en el contenido de lipidos del cuerpo graso (Ziegler & Ibrahim 2001; Ziegler & van
Antwerpen 2006).

Sibien el contenido de lipidos de las Vgs es mucho menor que el de las Lps,
la gran cantidad de Vg que captan los oocitos determinaria que su contribucién
al contenido de lipidos podria ser significativo durante el desarrollo de los ooci-
tos (Arrese & Soulages 2010). Los lipidos provistos por las Vgs podrian utilizarse
no solo para su almacenamiento sino también como componente de membrana o

como fuente de energia durante el desarrollo de los oocitos (Hagedorn & Kunkel
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1979). En general, la composicién de fosfolipidos en el oocito no cambia profunda-
mente después de la incorporacién de Vg, siendo la fosfatidilcolina y la fosfatidile-

tanolamina los principales fosfolipidos en varias especies (Beenakkers et al. 1985).

I.5.B  Generalidades de la vitelogénesis en crustaceos

En términos generales, el proceso de vitelogénesis en los crustdceos puede
subdividirse acorde a dos etapas principales: una etapa previtelogénica y una vite-
logénica (Charniaux-Cotton 1985; Kulkarni et al. 1991; Abdu et al. 2000; Tsukimura
2001). La etapa previtelogénica representa un periodo en donde los oocitos prima-
rios comienzan a incrementar su tamafio, aumentan el contenido de ribosomasy se
observa un gran desarrollo del reticulo endoplasmaético rugoso (Charniaux-Cotton
1985; Meusy & Payen 1988). La etapa vitelogénica se subdivide en general en una
vitelogénesis primaria y una secundaria (Smija & Devi 2015). Durante la vitelogéne-
sis primaria, también denominada fase endégena, se ha observado sintesis activa de
proteinas y de Vg en los oocitos (Charniaux-Cotton 1985). En cambio, durante la
vitelogénesis secundaria, también conocida como fase exdgena, se produce la cap-
tacién de Vg que fue sintetizada en el hepatopancreas, observandose un aumento
considerable del didmetro de los oocitos (Wilder et al. 2010; El-Sherif et al. 2012;
Smija & Devi 2015). A su vez, los oocitos en este periodo se encuentran rodeados
por células foliculares, las cuales podrian participar en la captacién de Vg y hasta
eventualmente sintetizarla (Okumura et al. 2004; Mollemberg et al. 2017; Ferré et
al. 2012). Ademas de aumentar el tamafio, a medida que transcurre la vitelogénesis
Llos oocitos se pigmentan adquiriendo una coloracién que varia entre una tonalidad
verdosa, anaranjada o morada segin la especie (Abdu et al. 2000; Tsukimura 2001;
El-Sherif et al. 2012; Arcos-Ortega et al. 2019).

El hepatopdncreas representa el principal centro de almacenamiento de re-
servas organicas e inorganicas (Barker & Gibson 1979) y se ha demostrado que los
lipidos almacenados en este érgano se transportan al Ov durante la vitelogénesis.
Como la cantidad de proteinas y Llipidos acumulados en Los Ovs son mayores que
las cantidades almacenadas en el hepatopéncreas, los nutrientes requeridos para
el desarrollo de los oocitos dependen principalmente de la ingesta de alimentos
(Pillay & Nair 1973; Kyomo 1988; Yamaguchi 2001; Xu et al. 2014). En el transcurso
de la vitelogénesis se ha observado un aumento en el contenido de lipidos y pro-
teinas en los Ovs de algunas especies de decépodos (Spaziani & Hinsch 1997; Xu et
al. 2014), junto con una disminucién significativa en el contenido de carbohidratos
durante de la maduracién de los oocitos (Rodrfguez—Gonza’Lez etal.2006). Este fe-
nédmeno indica que los carbohidratos podrian ser una fuente importante de energfa
durante las primeras etapas del desarrollo ovérico, pero no lo serian durante el
desarrollo embrionario (Oliveira et al. 201 1; Xu et al. 2014).
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I.5.C Generalidades de la vitelogénesis en quelicerados

En Xiphosura la oogénesis fue descripta en Limulus polyphemus por Mun-
son (1898) quien describi¢ la presencia de células germinales blancas y oocitos de
mayor tamafio. Las células germinales presentan un ndcleo y nucléolo facilmente
reconocibles similar a los oocitos previtelogénicos y a medida transcurre la vitelo-
génesis los oocitos de mayor tamafio se pigmentan progresivamente adquiriendo
un color rosado conforme el vitelo se acumula. EL desarrollo de Llos oocitos se di-
vidi6é en dos etapas, observandose en la segunda la formacién de granulos de vitelo
(Gardiner 1927).

A partir de los diversos anélisis histolégicos que se han realizado en distin-
tas especies de arafias, se han clasificado Llos oocitos en distintos estadios acorde a
los cambios estructurales observados (André & Rouiller 1957; Choi & Moon 2003;
Morishita et al. 2003; Ouriel 2016), determinandose las fases de previtelogénesis,
vitelogénesis temprana y vitelogénesis tardia (André 1958; Osaki, 1971, 1972; Seitz
1971) y, describiéndose en algunos casos una fase postvitelogénica (Trabalon et al.
1992; Pourié & Trabalon 2003; Ouriel 2016). En cuanto a la acumulacién de vitelo,
se ha descripto la presencia de los “cuerpos vitelinos”, constituidos por una capa
laminar y un ndcleo central, en especies de las familias Lycosidae y Thomisidae (So-
telo & Trujillo-Cendz 1957), como también los cuerpos de Balbiani que compren-
den cisternas de reticulo endoplasmico, mitocondrias y otros organulos y contie-
nen gotas de lipidos (Jedrzejowska & Kubrakiewicz 2010). A medida transcurre la
vitelogénesis, los oocitos se rodean de una membrana basal y una banda de origen
proteico, y aumentan considerablemente su tamafio producto de la acumulacién
progresiva del vitelo y de gotas lipidicas (Trabalon et al. 1992; Choi & Moon 2003;
Morishita et al. 2003; Ouriel 2016). En Loxoceles intermedia (Araneae: Sicariidae), los
oocitos maduros experimentan un cambio morfolégico al presionarse entre Llas cé-
lulas del pedicelo delimitando una abertura a través de la cual los oocitos alcanzar
laluz del ovario. En esta instancia el oocito de gran tamafio se encuentra protegido
mecdnicamente por una membrana vitelina, la cual podria dar lugar a la capa exter-
na de los huevos (Morishita et al. 2003).

En los acaros, el Ov consiste en una pared epitelial formada por pequefias
células y los oocitos en diferentes etapas de desarrollo se encuentran unidos a la
pared ovérica mediante un pedicelo que deriva de las células epiteliales (Till 1961;
de Oliveira et al. 2007). Se cree que este pedicelo puede sintetizar y proporcionar
ciertos precursores del vitelo durante la vitelogénesis (Denardi et al. 2004; de OLi-
veira et al. 2007). Sibien el origen de las Vns de los dcaros es principalmente exége-
no, se ha observado en algunos casos que el tejido ovérico actla como un segundo
sitio de sintesis. Las Vns pueden llegar a representar hasta aproximadamente un

80% de la proteina total del huevo en algunas especies de garrapatas, con pesos
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moleculares que varfan entre 200-480 kDa y formadas por seis u ocho subunida-

des segun la especie (Chinzei et al. 1983; Shanbaky et al. 1990).

.6 Lipoproteinas en artrépodos

La mayor parte de Los Lipidos que se acumulan en Los oocitos son sintetizados
en tejidos extraovaricos, de manera que Llos Lipidos deben ser transportados desde
Llos sitios de absorcién, almacenamiento y sintesis hacia el Ov. Debido a su carac-
ter hidrofébico, los Lipidos se transportan a partir de complejos macromolecula-
res denominados lipoproteinas (Canavoso et al. 2001; van Antwerpen et al. 2005).
Todas las lipoproteinas muestran una estructura basica que consiste en agregados
esféricos o discoidales conformados por un ntcleo o core hidrofébico, compuesto
por Lipidos hidrofébicos, y una capa superficial compuesta por fosfolipidos anfipa-
ticos, colesterol y proteinas (denominadas apoproteinas) (Yepiz-Plascencia et al.
2000; Fruttero et al. 2017). Las diferentes lipoproteinas se pueden separar en dife-
rentes clases acorde a su densidad de hidratacién y, por consiguiente, acorde a la
composicién relativa de lipidos y proteinas que contengan. En lineas generales, en
los artropodos se pueden encontrar las siguientes lipoproteinas dependiendo de
Los filos:

+ Lipoproteina de baja densidad (LDL): densidad entre 1,006—1,06 g/mL.

+ Lipoproteina de alta densidad (HDL): densidad entre 1,06-1,21 g/mlL.

+ Lipoproteinade muy alta densidad (VHDL): densidad mayora I,21 g/mL.

Asuvez, las lipoproteinas pueden clasificarse en lipoproteinas no ligadas al
sexo, presentes tanto en hembras como en machos, como también lipoproteinas
especificas de hembras, las cuales cumplen un rol fundamental en la formacién
del vitelo. En la siguiente seccién se abordardn generalidades acerca de las lipo-
protefnas presentes en artréopodos, haciendo especial énfasis en las lipoproteinas
vinculadas al proceso de vitelogénesis (Las Vgs) y en las lipoproteinas componen-

tes de los huevos.

.L6.A Lipoproteinas no ligadas al sexo

Las lipoproteinas median el transporte de los Lipidos en el entorno hidro-
filico de los fluidos fisioldgicos, como es el caso de la HL para los artrépodos. En
insectos, la mayor parte de los Lipidos en la HL se encuentran asociados a una parti-
cula lipoproteica a la cual Chino y colaboradores (1981) denominaron “lipoforina”.
Estas lipoproteinas presentan apolipoproteinas denominadas apolipoforinas, con
pesos moleculares de aproximadamente 600 kDa. Los componentes proteicos de

estas particulas en insectos comprenden tres tipos de apolipoforinas: apolipofo-
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rina | (apoLp-I), apolipoforina Il (apoLp-Il) y apolipoforina Ill (apoLp-Ill) con pesos
moleculares de 250 kDa, 80 kDay 18 kDa (Wojda et al. 2020). Las apolLp-ly apoLp-Il
son apolipoproteinas no intercambiables, que dan lugar a particulas lipoproteicas
de alta densidad (HDLp, densidad de 1,15 g/ml) mientras que la apolLp-Ill se une
transitoriamente a la HDLp, formando particulas de lipoforina de baja densidad
(LDLp, densidad de 1,03 g/ml) que facilita la uniény el transporte de lipidos (Cana-
voso et al. 2001; Weers & Ryan 2006).

Los lipidos pueden comprender hasta el 50% de la masa de las lipoforinas, y
a pesar de que la composicion lipidica es dindmica y varia segin las especies, tanto
los fosfolipidos (principalmente fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina) como Los
diacilgliceroles son los principales componentes de esta lipoproteina. Exceptuan-
do algunos casos especificos, Llas lipoforinas tienen en general un alto contenido de
fosfatidiletanolamina (Soulages & Wells 1994). Si bien la principal clase de lipidos
transportados por las lipoforinas son los diacilgliceroles, también pueden trans-
portar esteroles, acidos grasos, hidrocarburos, carotenoides y monoacilgliceroles
(van der Horst et al. 2009). Una caracteristica distintiva del funcionamiento de la Lp
es el administrar diferentes clases de Lipidos a tejidos especificos, transfiriendo Los
diacilgliceroles al cuerpo graso y al tejido ovarico, Llos hidrocarburos a la cuticula
y los carotenoides a la gldndula de seda, como en el caso del gusano de la seda
(Canavoso et al. 2001).

Sibien en los crustaceos las concentraciones de proteinas son altas en la HL
(30-100 mg/mL), también contiene concentraciones significativas de lipoproteinas
para mediar el transporte de los Lipidos en el entorno acuoso polar de la HL (Hoe-
ger & Schenk 2020). En camarones, se han encontrado dos tipos de lipoproteinas
de alta densidad, una HDL y una VHDL (Teshima & Kanazawa 1980; Puppione et
al. 1986; Lee & Puppione 1988; Yepiz-Plascencia et al. 2000). Las diferentes HDLs
presentan una densidad aproximada de 1,364-1,139 g/ml, donde los fosfolipidos
representan entre el 40-87%, encontrandose en menor medida triacilgliceroles,
diacilgliceroles, monoacilgliceroles, dcidos grasos libres, esteroles e hidrocarbu-
ros. EL componente proteico representa entre un 26-32% del peso de esta parti-
cula lipoproteica. En cambio, la VHDL presenta un contenido mayor de proteinas
cercano al 81%, mientras que los fosfolipidos representan un 4% de la lipoprotef-
na (Teshima & Kanazawa 1980).

Dentro de la Clase Aracnida, se identificaron y caracterizaron las lipoprotei-
nas de tres especies de arafias: del Suborden Mygalomorphae se caracterizaron en
Aphonopelma californicum (= Eurypelma californicum) (Araneae: Theraphosidae), y
del Suborden Araneomorphae, se caracterizaron las lipoprotefnas de Latrodectus
mirabilis (Araneae: Theridiidae) y de P. pythagoricus, modelo de estudio de este tra-

bajo de tesis razén por La cual las lipoproteinas de esta especie serdn tratadas en
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detalle en una seccién particular. Haunerland y Bowers (1989) reportaron la pre-
sencia de dos lipoproteinas en A. californicum, una HDL con una densidad de [,07-
I,14 g/mlyuna VHDL con una densidad de 1,28 g/ml. Cunningham y colaboradores
identificaron en L. mirabilis dos HDL, la HDLI con una densidad de 1,13 g/mly una
HDL?2 la cual presenta una densidad de 1,19-1,2 g/mly Hc como componente apo-
lipoproteico (Cunningham et al. 2000).

Dependiendo de la especie, las HDLs presentan entre un 20-40% de Llipidos
mientras que las VHDL contienen entre un 8-16%. Dependiendo de la lipoproteina,
Llos fosfolipidos representan entre un 32-60% de la particula lipoproteina. En cuan-
to a los lipidos energéticos, A. californicum presenta un contenido alto de diacilgli-
ceroles (39%), mientras que las araneomorfas presentan triacilgliceroles (16-24%).
En cuanto al contenido de acidos grasos libres, la VHDL de A. californicum presenta
un 34%, y dependiendo de la especie, las HDL contienen entre un 17-33% (Cunnin-
gham et al. 1994; Haunerland & Bowers 1989; Cunningham et al. 2000). En todas las
lipoproteinas analizadas, el contenido total de proteinas fue mayor al 60%.

Recientemente, Kluck y colaboradores (2018) han caracterizado en &caros
una nueva lipoproteina de alta densidad (I,18 g/ml) en Rhipicephalus microplus (=
Boophilus microplus) (Ixodida: Ixodidae). Esta lipoproteina posee un peso molecu-
lar nativo de 420 kDa y estd compuesto por una subunidad de 122 kDa. Ademads,
presenta una composicién lipidica diferente al resto de las lipoproteinas de artré-
podos, presentando un 40% de colesterol, 27% de fosfolipidos, 20% de triacilglice-
roles y 5% de hidrocarburos. Por otra parte, esta lipoproteina no solo une &cidos

grasos de la HL, sino que también une y transporta colesterol libre.

.6.B Lipoproteinas circulantes ligadas al sexo: Vitelogeninas

Las Vgs son lipoproteinas especificas de las hembras y precursoras de las
lipovitelinas (LVs) que se acumulan en el Ov y que se encuentran en los huevos y
pueden compartir cierta similitud o ser idénticas (Lee 1991). EL término “vitelogeni-
na” derivé originalmente del término “vitelogénesis”, el cual se determind y utilizé
por primera vez para un modelo de insecto (Pan et al. 1969). En un inicio, las Vgs
era el nombre genérico que se le daba a un grupo de glicolipoproteinas que se sin-
tetizan en tejidos extraovaricos y que eran precursoras de las proteinas del vitelo
(vitelinas) que se acumulaban en el Ov, las cuales comprenden entre el 60-90% de
Llas protefnas solubles del vitelo (Wyatt & Pan 1978; Hagedorn & Kunkel 1979; Chen
et al. 1997). Las Vgs pueden ser modificadas en relacién a las necesidades de los
diferentes organismos, y se encargan del transporte de carbohidratos, fosfato, sul-
fatos (unidos covalentemente), Lipidos, hormonas, carotenos, vitaminas y metales
(Lagueux et al. 1981; Kunkel & Nordin 1985; Byrne et al. 1989; Dhadialla & Raikhel
[990; Niimi et al. 1993; Chen et al. 1997). De esta manera, las Vgs en algunas espe-
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cies de miridpodos, crustaceos e insectos representan un complejo de lipoprotei-
nas necesarias para la formacién del vitelo (Meusy 1980; Lee 1991).

En lineas generales, la mayoria de los insectos presentan Vgs con subuni-
dades que van desde los 50-200 kDa y de 50-60 kDa (Brennan et al. 1982; Valle
[993; Chen et al. 1997). Algunos casos particulares son los observados en los hi-
mendpteros donde no se produce el clivaje de las Vgs (Wheeler & Kawooya 1990;
Kageyama et al. 1994; Chen et al. 1997) y, dentro de los dipteros, el caso particular
de Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae) donde Bownes (1982) propuso
denominar a las Vgs de esta especie como “proteinas del vitelo” (“yolk protein”)
debido a diferencias en los sitios de sintesis, procesamiento y tamafio. Se ha des-
cripto la presencia de “microvitelogeninas” de 21-31 kDa en algunas especies de
lepidépteros y en Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) se identificaron protei-
nas hemolinfaticas de 30 kDa que también se encontraban presentes en grandes
cantidades en el Ov (Valle 1993; Liu et al. 2015).

En crustaceos, se ha observado que las puestas de huevos viables son po-
sibles siempre que haya una acumulacién previa de Vg en los oocitos (van Herp
1993), existiendo una correlacién positiva entre el desarrollo de los oocitos y los
niveles de Vgenla HL. Las Vgs en condiciones nativas presentan pesos moleculares
que van desde los 263 kDaa 800 kDa (Chang etal. 1993; Leeetal. 1997; Okumura et
al. 2004). En los decépodos, la Vg estéd compuesta por al menos tres subunidades,
cuyos pesos moleculares son aproximadamente 200, 100 y 90 kDa (Wilder et al.
2010). La sintesis de Vg varia segun Los distintos grupos: en los isépodos y anfipodos
la esta sintesis ocurrirfa en el cuerpo graso (Souty & Picaud 1981; Meusy et al. 1983,
Okuno et al. 2000), mientras que en los decédpodos se da en el hepatopancreas,
en los Ovs o en ambos sitios (Tsukimura 2001; Tsang et al. 2003; Yang et al. 2005;
Wilder et al. 2010) y, en algunas especies, la sintesis de Vg se da en las células foli-
culares del Ov (Kulkarni et al. 1991; Lee & Walker 1995).

Durante la vitelogénesis, en Los dcaros las Vgs son sintetizadas en el cuer-
po graso, se liberan a la HL y luego se transportan e incorporan a los oocitos para
formar el vitelo (Chinzei et al. 1983; Rosell & Coons 1992; James & Oliver 1996). Si
bien en la gran mayoria de los &caros las Vgs son sintetizadas en tejidos extraovdri-
cos, como el cuerpo graso y/o en el intestino (Chinzei et al. 1983; James & Oliver
1997; Horigane et al. 2010), ciertas especies pueden presentar simultaneamente
una sintesis ovarica (Shanbaky et al. 1990; Rosell & Coons. 1992). Se han caracteri-
zadoy vinculado multiples Vgs y Vns en el Orden Ixodida, las cuales son hemo-gli-
colipoproteinas fosforiladas que poseen un grupo hemo debido a los hébitos he-
matofagos de las especies de este orden, y con pesos moleculares de méas de 200
kDa (Chinzei et al. 1983; Shanbaky et al. 1990).

Enel Orden Araneae, lainformacién en cuanto a la sintesis e identificacién de
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Vgs es verdaderamente escasa y reciente. El primer reporte acerca de una potencial
Vg fue descripto por Pourié y Trabalon (2003), quieren reportaron un polipéptido
de 47 kDa presente en los Ovs y la HL de hembras de Eratigena atrica (syn. Tegenaria
atrica) (Araneae: Agelenidae), la cual podia pertenecer al complejo Vg-Vn.En 2018,
Guo y colaboradores a través de la reaccién en cadena de la polimerasa con trans-
criptasa inversa (QRT-PCR) determinaron la expresién de tres Vgs, PpVgl, PpVg2 y
PpVg3, en hembras adultas de Pardosa pseudoannulata (Araneae: Lycosidae) (Guo
et al. 2018). Recientemente, Bednarek y colaboradores (2019) determinaron la pre-
sencia de dos genes que codifican Vgs (PtVg4 y PtVgb), junto con la identificacién
de tres subunidades de una de las Vg (250, 47 y 30 kDa) en el intestino medio, Ovs
y HL de Parasteatoda tepidariorum (Araneae: Theridiidae).

[.6.C Lipovitelinas

Una vez que las Vgs son absorbidas por el oocito, se denominan Vns o LVs.
Sin embargo, las proteinas del vitelo en los insectos se han llamado, de manera
bastante confusa, Vg como también LV dificultando el anélisis comparativo. En los
insectos, las LVs pueden comprender entre un 80-90% de las proteinas solubles
del huevo, las cuales se almacenan principalmente en granulos de vitelo. En ciertos
casos, como en el gusano de seda (B. mori), la LV contribuye solo al 40% de las pro-
tefnas del vitelo, mientras que otras proteinas especificas del huevo representan
aproximadamente el 20% de las proteinas solubles. Otras proteinas o lipoprotef-
nas no asociadas a las LVs también pueden contribuir al vitelo, como ocurre en Sa-
mia cynthia (= Phylosamia cynthia) (Lepidoptera: Saturniidae) donde se ha observado
la presencia de lipoforina en Los huevos (Beenakkers et al. 1985).

A partir de las distintas investigaciones, se han caracterizado distintas LVs
en crustdceos revelando varias similitudes. En general, las LVs de crustdceos son
complejos de caroteno-Llipoglicoproteina de peso molecular alto, las cuales re-
presentan la principal reserva de huevo y poseen un rol crucial en Lla nutricién de
los embriones y la supervivencia de las larvas (Lubzens et al. 1997; Garcia et al.
2008). Asimismo, todas las LVs contienen aproximadamente entre un 27-40% de
lipidos, un porcentaje bajo de carbohidratos y no contienen fésforo unido a pro-
tefnas. En la mayoria de Llos casos, Los fosfolipidos representan el principal compo-
nente lipidico, mientras que los triacilgliceroles y el colesterol solo se encuentran
en pequefias cantidades. Se ha observado que en general las LVs de los decapodos
presentan un peso molecular de 330-370 kDa. En el cangrejo C. sapidus, la LV es
una HDL globular con una densidad de hidratacién de |,16 g/ml la cual presenta un
color naranja (Lee & Walker 1995). Esta lipoproteina del huevo estd compuesta por
un 48% de lipidos, un 50% de proteinas y solo un 2% de carbohidratos (Lee 1991). EL

fosfolipido principal es la fosfatidilcolina, presentando también triacilgliceroles y
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colesterol en menor proporcién. Su fraccién proteica presenta dos apoproteinas,
el péptido A de 107 kDa y el péptido B de 78 kDa. En los oocitos maduros de esta
especie, las LVs representan el 95% las proteinas solubles y el 35% de Las proteinas
totales (Lee & Walker 1995). Garcia y colaboradores (2004) determinaron y carac-
terizaron una Unica LV de 440 kDa en los huevos de Macrobrachium borellii (Deca-
poda: Palaemonidae). Esta LV esta compuesta por dos subunidades de 94y |12 kDa,
y presenta un 30% de lipidos (Garcia et al. 2004). En esta especie, la tasa de consu-
mo de LV es lenta en etapas temprana del desarrollo siendo mayor su consumo en
etapas embrionarias tardias (Garcia et al. 2008).

Empleando anticuerpos anti-LV, Lubzens y colaboradores (1997) determi-
naron en Penaeus semisulcatus (Decapoda: Penaeidae) que tanto la Vg como la LV
estaban compuestas por tres apolipoproteinas de 20, 120y 80 kDa. Sin embargo, la
composicién lipidica entre ambas era diferente ya que la LV, en contraste con la Vg,
transportaba cantidades considerables de triacilgliceroles (22%) y solo pequefias
cantidades de diacilgliceroles. En Penaeus monodon (Decapoda: Penaeidae), Chang
y colaboradores (1994) determinaron que la LV presentaba mas subunidades que
la Vg (Chang et al. 1993) sugiriendo que la Vg era incorporada dentro de los oocitos
y las subunidades largas eran clivadas para producir las subunidades mas pequefias
de laLV (Changetal. 1994).

En las arafias, se han identificado y caracterizado las LVs de Schizocosa mali-
tiosa (Araneae: Lycosidae) (Laino et al. 2013) y de P. pythagoricus (Laino et al. 201 Ib),
como asi también se ha determinado la presencia y se ha cuantificado el contenido
de LV en Pardosa saltans (Araneae: Lycosidae) (Trabalon et al. 2018). En la arafia lobo
S. malitiosa se identificaron y caracterizaron dos LVs las cuales se nombraron como
SmLVIy SmLV2.La SmLVI es una lipoprotefna HDL, con un peso molecular de 559
kDa la cual presenta tres apolipoproteinas de [16, 87 y 42 kDa, respectivamen-
te. Esta LV presenta 67% de proteinas, 28% de lipidos y 3,6% de carbohidratos. En
cambio, la SmLV2 es una VHDL con un 81% de proteinas, un 9% de Llipidos y un 8,8%
de carbohidratos. Los principales dcidos grasos presentes en ambas LVs fueron el
18:2 n-6; 18:1 n-9y 16:0 (Laino et al. 2013). En P. saltans, otro miembro de La familia
Lycosidae, Las LVs contienen cuatro apolipoproteinas de |16, 87,70 and 42 kDa, las
cuales representan un 35-45% de las proteinas totales. A pesar de que no se carac-
terizé la composiciéon de Llas LVs, Los huevos contenfan como Lipidos principales Los
triacilgliceroles, fosfolipidos, &cidos grasos libres y esteroles (Trabalon et al. 2018).
También se han identificado y caracterizado las LVs de P. pythagoricus, Las cuales se-
rdn tratadas de manera particular en la siguiente seccién por ser las LVs del modelo

de estudio de esta tesis.
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I.6.D Lipoproteinasy lipovitelinas de Polybetes pythagoricus

En P. pythagoricus se han caracterizado tres lipoproteinas no ligadas al sexo,
dos de las cuales presentan Hc como apolipoproteina (Cunningham et al. 1994;
Cunningham & Pollero 1996; Cunningham et al. 2007).

La HDLI es una lipoproteina similar en tamafio y composicién a la lipofo-
rina de insectos. Esta particula lipoproteica posee una densidad de 1,13 g/ml, no
contiene Hc como apolipoproteina y se compone de un 28% de lipidos y un 72%
de proteinas. Esta lipoproteina contiene un 60% de fosfolipidos, un 17% de acidos
grasos libresy, a diferencia de la lipoforina que transporta principalmente diacilgli-
ceroles, esta lipoproteina transporta un 6% triacilgliceroles. A su vez, esta parti-
cula lipoproteica se compone de dos subunidades de 250 y 80 kDa respectivamen-
te (Cunningham et al. 1994).

Dentro de las particulas lipoproteicas no ligadas al sexo que contienen Hc
que le aporta una coloracién gris/azul se encuentra una VHDL y la HDL2 las cua-
les transportan cerca del 70% de los Lipidos circulantes totales, siendo la VHDL la
que se encuentra en mayor concentracién (Cunningham & Pollero 1996). La VHDL
presenta una coloracién azul, una densidad de 1,21-1,24 g/ml y esta compuesta
por un 97% de proteinas y solo un 3% de Lipidos. EL pequefio porcentaje de Lipidos
esta representado principalmente por triacilgliceroles y fosfolipidos, de Los cuales
un 40% de los lipidos de la particula corresponde a la fosfatidilcolina. Ademés, a
parte de la subunidad de 67 kDa correspondiente al mondmero de Hc, esta parti-
cula lipoproteica se compone minoritariamente de otras dos apoproteinas de 105
y 121 kDa denominadas como “proteinas no respiratorias” (Cunningham & Pollero
1996). La HDL2 presenta una coloracién mas bien grisacea, con una densidad de
hidratacién de 1,20-1,28 g/mly con un contenido bajo de Lipidos (3,5%) Llos cuales
estdn representados principalmente por triacilgliceroles y fosfolipidos con un 22%
de fosfatidilcolina. En cuanto a su composiciéon apoproteica es igual que la de la
VHDL (Cunningham & Pollero 1996).

P. pythagoricus presenta dos tipos de LVs. La LVI es una HDL que posee una
densidad de |,16 g/ml mientras que la LV2 es una VHDL que posee una densidad
de 1,23 g/mL. Ambas constituyen el 51,5% del total de las proteinas presentes en
el huevo. La LVI contiene un 49,3% de lipidos, |,4% de carbohidratos y 49,3% de
proteinas, y representa el 27,05% de las proteinas totales del huevo. A su vez, esta
lipoproteina presenta un gran contenido de fosfolipidos (57,1%), con un 25% de fos-
fatidiletanolamina y un 23% fosfatidilcolina, y también presenta un 26% de estero-
les esterificados. Por su parte, la LV2 contiene un 9,7% de lipidos, representados
por un 25% de fosfatidiletanolamina, un 24% fosfatidilcolina y un 24% de esteroles
esterificados; y contiene un 0,7% de carbohidratos y 89,6% de proteinas, las cuales

represen el 23% de las proteinas del huevo (Laino et al. 201 1b).
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l.7Z Hemocianina

Al igual que el resto de los pigmentos respiratorios, las Hcs son metalo-
proteinas que se encuentran presentes en la HL responsables principalmente del
transporte y el almacenamiento de oxigeno en varios moluscos y artrépodos (Mar-
kL 2013; Coates & Decker 2017). A diferencia del resto de los pigmentos respirato-
rios que contienen hierro, como la hemoglobina, la hemeritrina y la clorocruori-
na, la Hc se caracteriza por presentan en el sitio activo dos dtomos de cobre (Cu)
encargados de unir reversiblemente el oxigeno molecular (van Holde et al. 2001;
Coates & Decker 2017). Por otra parte, a diferencia de la hemoglobina y la heme-
ritrina, las Hc de son proteinas extracelulares multiméricas de gran tamafio que
circulan libremente por la HL, alcanzando concentraciones que varian segun las
especies desde 0,3 mg mL' a mas de 100 mg mL' y representando hasta un 95%
de las proteinas de la HL (van Bruggen 1980; van Holde & Miller 1995; van Holde et
al. 2001; Coates & Decker 2017). A su vez, estas cuproproteinas también presentan
oligosacaridos unidos covalentemente al polipéptido, presentando un contenido
de 2-9% p/p en moluscos y 0,1-4,9% p/p en artrépodos (Stoeva et al. 1995; Kato et
al. 2017).

Sibien las Hc entre ambos Filos no son homdlogas, presentando diferentes
estructuras y secuencias, los sitios activos de estas enormes glucoproteinas mul-
timéricas son similares tanto en la coordinacién del Cu a través de los ligandos
de histidina como también en la forma en que une el oxigeno (Magnus et al. 1994;
Cuff et al. 1998; van Holde et al. 2001; Burmester 2002). EL estado de oxidacién de
los dtomos de Cu varfa dependiendo si se encuentran en la forma oxi o en la forma
desoxi-Hc. En el estado de desoxi-Hc, el par de &tomos de Cu se encuentran como
Cu’. En este estado de oxidacién los dtomos de Cu se unen al oxigeno mediante
una adicién oxidativa en la cual una molécula de oxigeno se reduce a ion peréxido
(O,7), mientras que los dos atomos de Cu* son oxidados a Cu*? (Rosas Zavala et al.
1996; van Holde et al. 2001). Este cambio en el estado de oxidacién del Cu explica
el color desarrollado tras la oxigenacién, de manera que la Hc cambia de incolora
al color azul distintivo que le ha dado el nombre a esta molécula (cian = azul) (Coa-
tes & Nairn 2014; Cunningham et al. 2020). Por otra parte, se ha observado in vitro
que los cambios de pH, la concentracion de cationes divalentes y la fuerza iénica
disocian de forma reversible las moléculas de Hc de moluscos y artrépodos (van
Bruggen 1980). A un pH alcalino, las moléculas se disocian en subunidades funcio-
nales, las cuales pueden volverse a ensamblar en su estructura cuaternaria original
a pH casi neutro y en presencia de iones Ca*?y Mg*?, los cuales podrian desempe-
Aar funciones reguladoras estabilizando las confomarciones nativas de Las Hes (van
Holde & Miller 1995; Markl 2013).

A partir del descubrimiento de la Hc descripto por primera en el molus-
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co Octopus vulgaris (Octopoda: Octopodidae) por Fredericq (1878), se han reali-
zado multiples investigaciones acerca de los distintos tipos y estructuras de Hcs
presentes. En moluscos, se encuentran presentes en las clases gasterépoda, poli-
placéfora, cefalépoday algunos bivalvos (van Bruggen 1980). Sin embargo, ciertos
grupos de moluscos presentan multiples moléculas transportadoras de oxigeno
(Terwilliger & Terwilliger 1985), algunos poliplacéforos y gasterépodos pueden
presentar también mioglobinas en el musculo radular o Hb tisular que les brinda
una coloracién rojiza a varios tejidos (Eernisse et al. 1988; Terwilliger 1998). Se cree
que esta yuxtaposicion de pigmentos respiratorios permitiria que la Hb facilite la
transferencia de oxigeno desde la Hc a los tejidos en condiciones hipdxicas. En el
caso de los artrépodos, Lla presencia de Hc ha sido ampliamente descripta y reco-
nocida en crustaceos, merostomados, ardcnidos y algunos miridpodos (quilépodos
y diplépodos), pero en los ultimos |5 afios también se ha identificado su presencia
en algunos miembros de Hexapoda y en Onychophora, el taxén hermano de los
Euarthropoda (Burmester 2002; Kusche et al. 2002; Hagner-Holler et al. 2004; Pick
et al. 2009).

Debido a que las Hcs de artrépodos y moluscos parecen haber evoluciona-
do independientemente a partir de proteinas diferentes a comienzo del Cadmbrico,
sus origenes se consideran como eventos separados (van Holde et al. 2001). Se ha
observado que la homologia de secuencia entre las Hcs de artrépodos y moluscos
es baja, aproximadamente de un 10% (Salvato & Beltramini 1990), difiriendo no solo
en su organizacion estructural nativa sino también en el tamafio de las subunida-
desy en el contenido de Cu (0,17% en artrépodos y 0,25% en moluscos) (van Bru-
ggen 1980; Markl & Decker 1992; van Holde & Miller 1995; Grossmann et al. 2000;
van Holde et al. 2001; Burmester 2002; Markl 2013). Estas diferencias han llevado a
proponer que ambas Hcs pertenecen a dos tipos de superfamilias de proteinas dis-
tintas (Markl 2013). En los moluscos, la Hc comparte similitudes de secuencia con
las tirosinasas que se encuentran en muchas bacterias, hongos, plantas y en otros
animales, lo que sugiere que estas tirosinasas y Hc de moluscos representan una
superfamilia de proteinas ancestrales de unién al oxigeno similares a las tirosinasas
(Burmester 2002). A pesar de que las Hcs de los artrépodos también estén relacio-
nadas con tirosinasas a base de Cu, se cree que estas Hcs emergieron de una enzi-
ma fenoloxidasa especifica de artrépodos, siendo a su vez notable las diferencias
entre las subunidades de Hc de los subfilos Chelicerata, Myriapoda y Crustacea
(Burmester 2002). De esta manera, las diferentes Hcs de Los filos habrian surgido
de una convergencia evolutiva a partir de ancestros enzimaticos de tipo tirosinasa /
fenoloxidasa. Por otra parte, en contradiccién a la visién candnica de que las Hcs se
consideraban restringidas a los artrépodos y moluscos, reportes actuales han de-

mostrado la presencia de genes de Hc en una gama mucho més amplia de animales,
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entre los que se encuentran los anélidos (AguiLera et al. 2013; Martin-Duran et al.
2013; Costa-Paiva et al. 2018).

I.ZA  Estructura de la hemocianina en artrépodos

Las Hcs de los artrépodos son miembros de una superfamilia de proteinas
que comprende las fenoloxidasas de artrépodos (tirosinasas), pseudohemociani-
nas de crustaceos (criptocianinas) y hexamerinas de insectos (Burmester 2001). EL
peso molecular nativo de la Hc de este grupo puede variar entre 0,5-3,5 MDa (van
Holde & Miller 1982), a diferencia de la Hc de los moluscos organizada en decame-
ros que presenta pesos moleculares de entre 3,3-13,5 MDa (Ferrnandez-Moran et
al. 1966; van Holde et al. 2001; Markl 2013; Kato et al. 2017). La Hc de los artrépo-
dos estd formada por subunidades similares o idénticas denominadas mondémeros
(Waxman 1975; Markl & Decker 1992; Cunningham & Pollero [996). Cada una de
estas subunidades de 68-85 kDa cuenta con un Unico sitio de unién a una molécula
de oxigeno, donde se encuentran un par de iones Cu* coordinados por seis residuos
de histidina de la cadena polipeptidica. Estos mondmeros se ordenan formando
hexdmeros cubicos (I1x6) o multiplo de hexameros (nx6) dependiendo de la especie
(Markl & Decker 1992; Terwilliger 1998).

En los crustaceos, la Hc puede Llegar a representar entre 25-90% de las pro-
teinas de la HL dependiendo del estado fisiolégico del animal (Depledge & Bjerre-
gaard 1989; Hoeger & Schenk 2020). Dentro de este grupo, se describié en Panulirus
interruptus (Decapoda: Palinuridae) una de las moléculas de Hc més pequefias (540
kDa) con el par de d&tomos de Cu unidos por tres residuos de histidina (van Holde &
Miller 1982; van Schaick et al. 1982).

Los quelicerados presentan mondmeros con pesos moleculares de aproxi-
madamente 70-85 kDa y sus Hcs se organizan en hexdmeros o multiplo de hexa-
meros cuyo nivel de agregacion nativo es caracteristico de cada grupo. Cada subu-
nidad adquiere una posicion diferente, generando estructuras macromoleculares
grandes con subunidades que se agregan y/o polimerizan dando lugar a moléculas
con multiples sitios de unién al oxigeno que disminuyen la presién osmética en la
HL (van Holde et al. 2001). En el cangrejo cacerola Limulus polyphemus (Xiphosura:
Limulidae) se presenta la concentracién de Hc mas alta observada en artrépodos
con 140 mg mL"' (Coates et al. 2012; Coates & Decker 2017). Tanto L. polyphemus
como Tachyplus tridentatus (Xiphosura: Limulidae) presentan una estructura de Hc
con 8-hexédmeros (Kempter et al. 1985). La mayoria de los ardcnidos presenta 7 ti-
pos de subunidades primarias, que se combinan para formar una estructura cua-
ternaria tetrahexamérica (4x6). En el caso de los escorpiones, la estructura nativa
de la Hc estd compuesta por 8 cadenas polipeptidicas diferentes de aproximada-

mente unos 68-75 kDa, las cuales se disponen en cuatro hexdmeros cubicos (4x6)
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(LamyaU et al. 1980; Abid Ali et al. 2007; Cong et al. 2009). En el Orden Araneae,
en general la estructura nativa de la Hc también estd organizada en 4-hexameros,
sin embargo, dentro de algunos linajes de arafias el nUmero de hexameros puede
variar segun la especie (Markl et al. 1976; van Bruggen 1980; Markl 1986; Markl &
Decker 1992; Voit et al. 2000; Averdam et al. 2003). En el Infraorden Mygalomor-
phae la Hc representa entre un 80-82% de las proteinas de la HL y todas las espe-
cies analizadas contienen Hc con estructuras de 4-hexdmeros (4x6) (Markl et al.
1976; Voit et al. 2000), describiéndose 7 subunidades diferentes en Aphonopelma
hentzi (Araneae: Theraphosidae) (Nentwig et al. 2012). En cambio, en algunas espe-
cies del Infraorden Araneomorphae se han observado otras estructuras como en el
caso de Cupiennius salei (Araneae: Ctenidae) donde se produce una mezcla con una
relacién de 1:2 entre la Hc monohexémerica (1x6) y dihexdmerica (2x6), Las cuales
representan el 75% de las proteinas de la HL (Markl et al. 1976; Ballweber et al.
2002). Esta estructura de 2x6 se ha observado en varias familias como Agelenidae,
Salticidae, Thomisidae, Clubionidae y Lycosidae (Markl 1986).

En Myriapoda las proteinas respiratorias se han considerado innecesarias du-
rante mucho tiempo, sin embargo, se ha evidenciado la presencia de Hc asociada al
transporte de oxigeno (Mangum et al. 1985; Jaenicke et al. 1999; Scherbaum et al.
2018). La primera evidencia de la presencia de Hc en Myriapoda se encontré en el
ciempiés Scutigera longicornis (Scutigeromorpha: Scutigeridae) (Rajulu 1969). Luego
se determind en diferentes especies, Hcs con estructuras 6x6 y 3x6 o con mezcla
de ellas (Markl et al. 2009; Damsgaard et al. 2013). No obstante, la ausencia de Hc
en algunos Diplopodos y Chilopodos sugiere que la pérdida independiente de Hc
en estos taxones (Pick et al. 2014).

En cuanto a la biosintesis de la Hc en artrépodos, Llos reportes son escasos
y muy variados entre los distintos Subfilos. En los crustdceos se cree que la bio-
sintesis de Hc en adultos ocurre en el hepatopéancreas (Senkbeil & Wriston 1981;
Hennecke et al. 1990; Gellissen et al. 1991). Dentro de los quelicerados, el sitio de
sintesis de Hcen Limulus y en Llas arafias serian unas células especiales lLamadas cia-
nocitos (Fahrenbach 1970; van Holde & Miller 1982; Kempter 1983), mientras que
en escorpiones se cree que podria ser la endocuticula (Alliel et al. 1983).

I.LZB  Vinculacién de la hemocianina con la vitelogénesis y sus funciones
secundarias

Si bien son escasos los reportes que han vinculado la Hc al proceso de vi-
telogénesis, se ha identificado la presencia de Hc en el tejido ovarico de algunos
crustaceos (Durliat 1984; Charniaux-Cotton 1985; Wache et al. 1988; Terwilliger
1991; Terwilliger & Dumler 2001; Rao et al. 2007; Ward et al. 201 0). En algunos de-

cdpodos se ha descripto que la Hc esta presente en los oocitos durante todas las
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etapas del desarrollo ovérico, pero aumenta notablemente en la etapa vitelogé-
nica a partir de la endocitosis de la Hc hemolinfatica por parte del oocito (Durliat
1984; Charniaux-Cotton 1985; Terwilliger 1991; Terwilliger & Dumler 2001). A su
vez, Terwilliger (1991) determiné que la Hc del embrién presentaba subunidades
distintas a la Hc hallada en los oocitos y en la HL de los adultos, lo que sugeria una
sintesis de Hc por parte de los embriones. Durante el desarrollo, se producen cam-
bios complejos en la expresidn de las subunidades de Hc que culminan en el patrén
de Hc observado en adultos (TerwiLLiger & Dumler 2001). Por otra parte, durante la
vitelogénesis del camarén Litopenaeus vannamei (Decapoda: Penaeidae) se ha ob-
servado que se produce un aumento en la concentracién de Hc hemolinfética, al
igual que un incremento en el contenido de Cu en el hepatopéancreas, HL y Ov. En
ese trabajo, los autores proponen que el Cu serfa un importante elemento para el
desarrollo del Ov (Rao et al. 2007). Se ha reportado La presencia de una Hc especifi-
cade hembras de Scylla olivacea (Decapoda: Portunidae) la cual solo se encontraba
en la HL de hembras adultas con Ovs maduros. Sin embargo, esta Hc particular no
se hallaba en la HL de los juveniles de cualquier sexo ni en los machos adultos de
esta especie (Chen et al. 2007). En cuanto a Llos quelicerados, solo se ha observado
la presencia de cuatro hexdmeros de Hc en el Ov de la arafia A. hentzi, la cual seria
similar o idéntica a la Hc hemolinfética de las hembras (Kempter 1986).

Como previamente se menciond la Hc posee como funcién principal el
transporte y almacenamiento de oxigeno, sin embargo, esta proteina presen-
ta varias funciones secundarias relevantes. Una de estas funciones es la de unir y
transportar moléculas hidrofébicas, como se ha observado en algunas especies de
moluscos, crustdceos y aracnidos, en donde la Hc puede actuar como apoprotei-
na asociada a lipidos formando parte de las lipoproteinas hemolinfaticas (Heras &
Pollero 1990, 1992; Cunningham & Pollero 1996; Hall et al. 1995; Cunningham et
al. 2000; Laino et al. 2009, 201 1a). Cunningham y colaboradores (1999) observaron
in vitro la capacidad de la Hc de P. pythagoricus de unir una cantidad de Llipidos sig-
nificativamente mayor que la observada in vivo, sugiriendo una posible adaptacién
para el transporte de diferentes cantidades de lipidos en respuesta a variaciones
fisioldgicas o ambientales. Asimismo, en A. hentzi se observé que la Hc era capaz
de unir ecdisona aunque con baja afinidad (Jaenicke 1999).

La Hc también puede presentar actividad fenoloxidasa. Estas proteinas
ampliamente distribuidas en la naturaleza catalizan las reacciones enzimaticas
iniciales activando el sistema pro-fenoloxidasa que resulta en la produccién de
melanina (Cerenius et al. 2010). En los invertebrados, la fenoloxidasa desempefia
funciones vitales en las reacciones inmunitarias, el cierre de heridas y los procesos
de esclerotizacién en los artrépodos (Sritunyalucksana & Séderhall 2000). A partir

de la activacion por protedlisis o por desdoblamiento parcial de la estructura con
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tratamientos con sales o detergentes (SDS), la Hc es activada modificando su sitio
activo y permitiendo la interaccién con sustratos fenélicos (Decker & Rimke 1998;
Decker & Tuczek 2000; Decker et al. 2001; Jaenicke & Decker 2008). Particularmen-
te en los ardcnidos, La actividad fenoloxidasa derivada de la Hc se ha estudiado solo
en las arafias A. hentzi y P. pythagoricus, como también en el escorpién Pandinus
imperator (Scorpiones: Scorpionidae) (Decker & Rimke 1998; Baird et al. 2007; Laino
etal. 2015; Schenk et al. 2015).

La Hc también puede participar en lainmunidad innata a partir de la produc-
cion de péptidos antimicrobianos los cuales inhiben el crecimiento de microorga-
nismos, un papel fundamental para aquellos organismos que carecen de un sis-
tema inmunolégico adaptativo. Estos péptidos, que en su mayoria tienen pesos
moleculares por debajo de 25-30 kDa (Bulet et al. 2004), se han podido aislar de
los hemocitos o a partir de una hidrélisis parcial del extremo C-terminal de la Hc
(Schnapp et al. 1996; Destoumieux et al. 1997; lwanaga & Kawabata 1998; Khoo et
al. 1999; Lee et al. 2003). Por otra parte, ciertos trabajos han revelado que péptidos
derivados de la Hc presentaban propiedades antivirales (Zhang et al. 2004; Dolas-
hka-Angelova et al. 2009; Coates & Nairn 2014) como asi también propiedades an-
tifangicas (Riciluca et al. 2012). Asimismo, muchas de las proteinas que componen
los coagulos en las arafias estédn relacionadas con el sistema inmunolégico innato,
siendo la Hc el componente principal, lo que sugiere que esta proteina también
juega un papel en la formacién del codgulo (Sanggaard et al. 2016). Se ha detectado
la presencia de fragmentos de Hc como componente de la cuticula en algunos ar-
trépodos (Paul et al. 1994; Coates & Nairn 2014; Adachi et al. 2005).

Asimismo, se observé que la Hc tiene funcién de aglutinacién y hemolitica
(Zhang et al., 2006; Pan et al., 2008, Yan et al., 2011). Al incubar la Hc frente a dife-
rentes bacterias patégenas se observo la agregacion de las células debido a la in-
teraccién entre la Hcy la membrana plasmatica de La célula diana, como también,
las subunidades y oligémeros de Hc indujeron Lla ruptura de eritrocitos a través de

la formacién de poros permeables.
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Objetivos generales

Durante més de 20 afios, P. pythagoricus ha sido un gran modelo de arafa
para el andlisis de ciertos aspectos bioquimicos y fisiolégicos, brindando una
fuente importante de informacién sobre los conocimientos bioquimicos bdsicos
tanto a nivel estructural como funcional del organismo. De esta especie se han
caracterizado las lipoproteinas, se ha estudiado el transporte de lipidos y se ha
analizado el metabolismo de varios érganos, como asi también se han realizado
estudios ecotoxicolégicos.

Con la finalidad de analizar y avanzar en nuevos aspectos bioquimicos y
fisiologicos de esta especie, los objetivos generales de este trabajo de tesis son:

* Analizarlasvariaciones bioquimicas de los érganos vinculados al proceso

de formacién del vitelo.

* Determinar cualiy cuantitativamente Llos recursos principales que las

hembras almacenan y destinan a Los huevos.

* Analizar el consumo de los distintos recursos durante el desarrollo

embrionario, postembrionario y luego de la emergencia.

Tanto las hipétesis como los objetivos especificos planteados para el analisis
bioquimico de la vitelogénesis como para el desarrollo de P. pythagoricus se
encontraran enunciados en la introduccién de los respectivos capitulos (Capitulo
IV: Analisis del proceso de vitelogénesis en Polybetes pythagoricus y Capitulo V:
Analisis del desarrollo de Polybetes pythagoricus).
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Materiales y métodos

lll.I' Obtencién y mantenimiento de ejemplares de
Polybetes pythagoricus

lll.LA  Sitio de muestreo y obtencién de ejemplares juveniles y adultos.

Los ejemplares adultos y juveniles de P. pythagoricus utilizados para el pre-
sente trabajo de tesis se hallaron y capturaron en los montes de eucaliptos (Eu-
calyptus sp.) (permiso de captura de la provincia de Buenos Aires No. |17/16) pre-
sentes en el Parque Martin Rodriguez (S: 34° 52’ 56", O: 57° 56’ 07”)(Figuras IIl.1)
ubicado en la ciudad de Ensenada (Partido de Ensenada, Provincia de Buenos Aires),
en el parque Pereyra Iraola (S: 34° 50”397, O: 58° 10’ 55”) perteneciente al partido
de Berazategui, y en otras zonas aledafias a la ciudad de La Plata donde se pueden

encontrar también estos arboles.

[I.I.LB  Captura de los ejemplares y su mantenimiento en el laboratorio

Las ejemplares utilizados para los estudios fueron capturados y colocados
individualmente en frascos de plastico cilindricos de 10 cm de didmetroy 5 cm de
altura (Figura [11.2). Para esto, los frascos se apoyaban sobre el tronco para rodear
al animal, de manera que pudieran ingresar al mismo sin provocarles dafio. Se utili-
zaron aproximadamente |20 arafias obteniéndose de estos muestreos ejemplares
adultos, machos (1,42 + 0,37 g) y hembras (1,93 + 0,59 g), como también ejemplares
juveniles de desarrollo avanzado (1,2 + 0,4 g).

Las arafias fueron trasladadas al laboratorio y mantenidas a 20 £ | °C con
un fotoperiodo de 14:10 (L:O)h hasta el momento de su utilizacién. Las arafias que
requerian mantenerse durante un largo periodo en el laboratorio fueron alimenta-
das con cucarachas runner (Shelfordella tartara) o cucarachas dubia (Blaptica dubia)

vivas adquiridas comercialmente.
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Figuras IIL.1

Imagen satelital de la
zona del principal sitio
de muestreo, el Parque
Martin Rodriguez
(resaltado con borde
rojo).

Figura I11.2

Ejemplares hembras

de P. pythagoricus
capturados en el Parque
Martin Rodriguez,
Partido de Ensenada,
Provincia de Buenos
Aires.

lIl.2 Andlisis de adultos de Polybetes pythagoricus

[1.2.A Obtencién de medidas generales de machos y hembras adultos

Para poder trabajar con Llos ejemplares, las arafias fueron previamente anes-
tesiadas con frio a 4 °C durante 15-20 min dependiendo del tamafio del individuo
y luego fueron sacrificados con frio a -20 °C. Luego, los individuos fueron pesados

en una balanza de precisién 0,01 g para obtener los valores de peso corporal de Los
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machos y de las hembras. Obtenidos estos valores, se procedié a medir el tamafio
del prosoma y del opistosoma. Para esto, se midié el ancho y el largo de ambas

regiones con un calibre digital de acero inoxidable Miyoshi (0150 mm).

[1.2.B Extraccién de hemolinfay diseccién de los érganos

La extraccion de HL fue realizada bajo el método utilizado por Cunnin-
gham y colaboradores (1994). Para esto se realizaron cortes en las patas a nivel del
fémury el resto del cuerpo de la arafia se colocd en un embudo de vidrio que des-
embocaba en un tubo eppendorf de [,5 mL. A su vez, todo este sistema se colocd
en un tubo para centrifuga Falcon™ de 50 ml para ser centrifugado a baja velocidad
durante |15 min en una centrifuga International Model UV. De esta manera, la HL
fluyd por el embudo y se acumuld en el eppendorf. Obtenida la HL, se midié el
volumen final de la misma para cada uno de los individuos. La mitad del volumen
de HL se destiné para Lla extraccion y andlisis de Lipidos de la muestra y el resto fue
fraccionado en alicuotas de 20 ul y guardado a -70 °C hasta el momento de ser uti-
lizado.

El tejido del musculo fue extraido de las patas que fueron cortadas. Para
esto se extrajo el tejido con una pinza y fue colocado en un tubo eppendorf
de [,5 ml para luego ser pesada. Extraida la HL y el musculo, se procedié a la
diseccion de resto del cuerpo de los individuos. Inicialmente se separé la region
del prosoma y del opistosoma a través de una incisién a nivel del pedicelo. Se-
parado el opistosoma, se realizé un corte longitudinal en el tegumento de esta
regién a nivel de la linea media dorsal. Luego de la separacién del tegumento,
se removié el corazdn tubular dorsal quedando expuestos Llos DI. Los DI fueron
extraidos con una pinza de diseccién fina, colocados en un tubo eppendorf de [,5
ml y pesados. Al extraer los DI, quedan expuestos Los érganos reproductores in-
ternos (Ovs y testiculos) ubicados en la parte ventral anterior. Las génadas fueron
extraidasy colocadas en tubos eppendorf y pesadas. Todos los érganos y/o tejidos
extraidos fueron pesados en una balanza analitica Mettler-Toledo (New Classic
modelo MS-204S) con una precisién de 0,0001 g.

Obtenido estos valores, la mitad de cada muestra fue separada y pesada en
tubos de ensayos para el analisis de componentes Llipidicos. El resto de Lla muestra
fue colocado en | ml de buffer fosfato potasio 50 mM (pH 7,4) con la adicién de
un coctel inhibidor de proteasas 1:1000 (v/v) (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA)

para ser posteriormente homogeneizado.

[1.2.C Homogeneizaciény centrifugacién de los tejidos de adultos

Las muestras de las gonadas, musculo y DI que se obtuvieron a partir de las
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disecciones de los adultos fueron homogeneizadas con un homogeneizador Po-
tter-Elvehjem en | ml de buffer fosfato potasio 50 mM (pH 7,4) con el coctel de
inhibidor de proteasas 1:1000 (v/v) en el que se habfan conservado. Posteriormen-
te, las muestras homogeneizadas fueron centrifugadas a 10.500 g a 4 °C durante
20 min. De esta centrifugacion se descartd el pellet y se midid el volumen de
sobrenadante. EL sobrenadante obtenido se fracciond en alicuotas de 100 ul las

cuales fueron almacenadas a -70 °C hasta el momento de ser utilizadas.

[1.2.D Calculo del indice gonadosomatico e indice hepatosomatico

En las hembras, el indice gonadosomatico (IGS) es un indicador macroscépi-
co de actividad gonadal el cual refleja los cambios en el peso de las génadas res-
pecto a la fase de madurez oviérica, midiendo la madurez sexual de las hembras a
partir del desarrollo del Ov (Rodrl’guez—GonzéLez et al. 2006; Ferré 2012; Garcia
& Heras 2012; Xu et al. 2014). Para calcular este indice se realizé la relacion por-
centual del peso fresco del Ov respecto al peso corporal del individuo, el cual se

expresa de acuerdo a la siguiente férmula:

Peso del Ov (g) * 100

IGS =
Peso corporal del individuo (g)

Inicialmente, para calcular la variacién del peso de los principales érganos
de reserva durante la madurez ovdrica, en peces y en crustaceos se ha utilizado el
indice hepatosomaético (IHS) (Xu et al. 2014). Considerando que en arafias Llos DI son
el principal érgano de reserva, este indice se calculé a partir de la relaciéon porcen-
tual del peso fresco de los Dl respecto al peso corporal del individuo, expresdndo-

se de acuerdo a la siguiente formula:

T Peso de los DI (g) * 100
Peso corporal del individuo (g)

[1.2.E Analisis histolégico de los ovarios

Obtenidas las mediciones generales, se procedié a realizar el analisis histo-
Légico de Los Ovs de hembras seleccionadas acorde a sus valores métricos genera-
les. Este analisis fue llevado a cabo en el Museo Argentino de Ciencias Naturales
“Bernardino Rivadavia” (MACN) y fue desarrollado por la Dra. Florencia Arrighetti.

Los tejidos fijados fueron posteriormente incluidos en resina y analizados con la
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tincién clasica de hematoxilina-eosina. Para llevar a cabo este procedimiento se
realizaron Los pasos de fijacién de las muestras por inmersion, deshidratacién, in-
filtracion con el medio de inclusion, polimerizacion en el medio de inclusiény, por

altimo, el corte y la tincién de las muestras.

[1.2.E.a Fijacién de las muestras

De los Ovs extraidos de las ocho hembras analizadas se fijaron pequefias
porciones en una solucién de Bouin. Los materiales empleados para la preparacién
de esta solucion de fijacién fueron:

* Aguadestilada

* Formol puro al 40%

+ Acido acético glacial 1,5M

« Acido picrico (cantidad necesaria para saturar la solucién)

Para preparar un litro de esta solucién se parte de una relacién agua:for-
mol:acido acético de 70:25:5 (v/v). Para ello, se mezcla el agua destilada con el
formol al 40% y se agrega el acido picrico hasta saturar la solucién. Por dltimo, se
agrega el cido acético glacial 1,5 M en el momento que la solucién de fijacién vaa
ser utilizada. Los tejidos a fijar fueron sumergidos en la solucién fijadoraentre 4a 8
h dependiendo el tamafio del tejido. Luego, las muestras fueron lavadas dos veces
con etanol 70°y conservadas en esta misma solucién de alcohol hasta el momento

de ser utilizadas.

I11.2.E.b Inclusién en resina

Para realizar la inclusién de la muestra en resina los tejidos a analizar de-
bieron ser previamente deshidratados. La eliminacién del contenido de agua en los
tejidos se Llevd a cabo en diluciones seriadas crecientes de etanol. Los tejidos con-
servados en etanol 70° fueron deshidratados durante una noche en etanol 80°. Pa-
sado ese tiempo, se descarté la dilucién de etanol 80° y Los tejidos se mantuvieron
durante 2 h en etanol 96°.

Luego de la deshidratacion, los tejidos fueron incluidos en resina Leica (Kit
Leica Historesin®, Heidelberg, Alemania). Para esto, los tejidos se mantuvieron du-
rante 2 h en una solucién de infiltracion formada por 50 ml de resina basicay 0,5 g
del activador (peréxido), Los cuales se mezclaron y se agitaron hasta que se disolvié
completamente el activador en la resina basica. Posteriormente, se prepard una
solucion final para generar los tacos de resina que fueron posteriormente corta-
dos. Esta solucién final se obtuvo a partir de una mezcla de |5 ml de solucién de
infiltracion con | ml del catalizador. EL tejido infiltrado se extrajo y se ubicd en un
molde para formar el taco. Por molde se colocd 0,4 ml de la solucién final y el te-

jido se dejé a temperatura ambiente en esta solucién hasta que el taco endurecié.
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[11.2.E.c Cortes de las muestras y preparacién de los portaobjetos

Los fragmentos de Ovs incluidos en resina Leica se cortaron en secciones de
4 um con un micrétomo de rotacién con cuchillas de carburo de tungsteno (Leica
RM 2155, Alemania). Los cortes fueron colocados en los portaobjetos y llevados a
estufa (40-50 °C) o a una placa caliente y se dejaron durante un minimo de 6-8 h

para permitir La adhesién de Los tejidos al portaobjetos.

[1.2.E.d Tincién con hematoxilina — eosina y obtencién de las
medidas

Una vez adherido al portaobjeto se procedid a realizar la tincién del corte
con hematoxilina y eosina. Para llevar acabo este proceso, inicialmente se hidratan
Llos cortes adheridos a los portaobjetos durante |10 min con agua destilada. Una vez
hidratado, el primer paso es la tincién con hematoxilina.

Para la tincion de las muestras se utilizé la hematoxilina de Carazzi (he-
malumbre). Los materiales empleados para la preparaciéon de la hematoxilina de
Carazzi fueron:

* Hematoxilina:0,5g

+  Sulfato doble de aluminio y potasio (“alumbre de potasio”): 25 g

* lodato de potasio: 0,1 g

+ Etanol 100% | ml

* Glicerina: 100 ml

* Aguadestilada: 400 ml

Para la preparacién del colorante, se disolvié el alumbre de potasio en el
agua destilada tibia al cual se Lle agregd luego la hematoxilina previamente disuelta
en | mldeetanol 100°. Porultimo, se agregd el iodato de potasio y la glicerina. Para
que los tejidos se colorearan, se mantuvieron durante 18-20 min con esta solucién
de hematoxilina. Luego de la tincién, los preparados fueron virados con agua co-
rriente.

Previo a la tincién con eosina, se limpiaron las muestras con agua destilada.
Los materiales empleados para la preparacién de la eosina alcohélica fueron:

+ Eosina:0,25¢g

+ Etanol 70°% 100 ml

Una vez que la eosina se solubilizé en el alcohol, se dejé la muestra colo-
reando con la eosina alcohélica durante |5 min. Finalmente, se deshidrataron Los
cortes a partir de lavados con diluciones alcohdlicas ascendente con etanol 70°,
etanol 90°y, finalmente, etanol 96°. Una vez deshidratado, se dejé secar el corte a
temperatura ambiente y se montd con Balsamo de Canada sintético.

Los cortes de Los Ovs se observaron bajo microscopia éptica (AXIOPLAN 2

Zeiss®), y los didmetros de Los oocitos se midieron considerando solo aquellos oo-
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citos donde el nucleo y nucléolo era visible. Las mediciones se realizaron utilizan-
do el programa de analisis de imagenes AxioVision Rel. 4.6.3 (Zeiss®) midiendo dos
didmetros tomados en dangulos rectos, siendo uno de estos el didmetro maximo. A
partir de los promedios de estas medidas se obtuvieron los didmetros presentados

en la seccién del andlisis histolégico del capitulo IV.

1.3 Andlisis del desarrollo de Polybetes pythagoricus

[1.3.A Obtencién de las ootecas y su mantenimiento en el laboratorio

Se obtuvieron en el campo hembras gravidas de gran tamafio (3,14 £ 0,9 g)
las cuales fueron trasladadas y mantenidas en el laboratorio hasta el momento de
la puesta. Estas hembras fueron mantenidas en estufaa 25+ | °C, 75 £ 5% de hu-
medad relativa y un fotoperiodo de 14:10 (L:O)h. A diferencia de otras especies, el
desarrollo de P. pythagoricus puede darse ain en ausencia de la madre de manera

que, una vez que se producia la puesta, las hembras eran separadas de sus ootecas.

[1.3.B Determinacién de los grupos experimentales

Todas las ootecas analizadas (1,21 + 0,48 g/ooteca) fueron mantenidas en
estufa en las mismas condiciones de temperatura, humedad relativa y fotoperiodo
que las madres. Para el analisis del desarrollo de P. pythagoricus se utilizaron ocho
grupos experimentales. Estos estadios experimentales fueron enumerados del |
al 8, donde los primero cinco son estadios intraooteca (se desarrollan dentro de
la ooteca) y los ultimos tres son estadios extraooteca (estadios emergentes) (Fi-
gura 111.3). Los distintos estadios utilizados para este anélisis se enumeraron para
facilitar la interpretacién de los resultados, sin que esto implique una relacién con
la enumeracién de los estadios postembrionarios descriptos por Galiano en 1971.
Se detalla a continuacion los ocho grupos experimentales y en el caso de los es-
tadios postembrionarios se especifica, para facilitar lLa comparacién, el nimero del
estadio al que corresponde cada uno de los grupos experimentales dentro de la
clasificacién brindada por Galiano (1971):

Estadios intraooteca:

+ Estadio I: estadio de huevo (menos de 12 h luego de la puesta)

+ Estadio 2: estadio embrionario de 5 dfas

» Estadio 3: estadio embrionario de 10 dfas

+ Estadio 4: estadio postembrionario de |5 dias (corresponde al estadio

tres descripto por Galiano (1971) sin depésito de pigmento cuticular)
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+ Estadio 5: estadio postembrionario de 20 dfas (corresponde al estadio
tres descripto por Galiano (1971) con depésito de pigmento cuticular)

Estadios extraooteca:

+ Estadio 6: juveniles gregarios de 25 + | dfa (corresponde al estadio cua-
tro descripto por Galiano (1971) luego de la emergencia)

» Estadio 7: juveniles después de la primera muda postemergencia de 35 =
| dia (corresponde al estadio cinco descripto por Galiano (1971))

+ Estadio 8:juveniles dispersos de 42 + | dfa (corresponde al estadio cinco
descripto por Galiano (1971) una semana después de la primera muda
postemergencia)

Con el fin de facilitar el analisis de Los resultados obtenidos del estudio bio-

quimico del desarrollo de P. pythagoricus, los ocho grupos experimentales se des-

criben con mas detalle en el Capitulo V.

o\',

Lo -\

Figura 111.3 Estadios del desarrollo de P. pythagoricus. Estadios intraooteca: (A) Estadio 5 (postembrionario
de 20 dias). Estadios extraooteca: (B) Estadio 6 (juveniles gregarios) y (C) Estadio 7 (juveniles después de la
primera muda postemergencia).

[1.3.C Medidas generales

11.3.C.a Medidas de la ooteca

Para cada estadio, se obtuvo el peso de la ooteca entera (g) del cocén de
seda (g) y de los individuos (g) en su respectivo estadio del desarrollo (estadio | al
8). Para el analisis de los estadios intraooteca, luego de ser pesada la ooteca con
los individuos, se procedid¢ a la apertura de la misma a partir de la unién entre el
techoy la base del cocédn de seday se cuantificd la cantidad de individuos que con-
tenfa cada ooteca y se separaron los individuos viables. Los huevos no viables son
facilmente reconocibles por su coloracién mas opaca, son més durosy, en estadios
avanzados, pueden presentar una estructura arrugada producto de la desecacién.
En el caso de los estadios de juveniles, se determinaron como juveniles no viables
aquellos juveniles que quedaron en etapas del desarrollo anteriores a la analizada

y sin ningun tipo de movilidad. Para el andlisis de los estadios extraooteca, las ara-
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fias fueron previamente anestesiadas con frio para separarlas del resto de la ooteca
y de las mudas y poder asf cuantificar el total de los individuos.

Una vez cuantificada la cantidad de individuos por ooteca, se separaron |2
+ 2 individuos viables de cada ooteca para el andlisis del peso humedo y peso seco
de cada estadio, mientras que el resto de los individuos viables fueron pesados,
anestesiados con frio a 4 °C, sacrificados a -20 °C y congelados a -70 °C hasta el
momento del procesamiento de las muestras. Separados los individuos, se peso
el cocédn de seda y se midié su didmetro (26 £ 3 mm), como también en aquellos
casos que estaban presentes, se separaron las distintas mudas. EL cocén de seda y

las mudas fueron guardadas a -70 °C junto a las muestras de los individuos viables.

[11.3.C.b Peso hiumedo y peso seco de los individuos.

Los individuos separados previamente, fueron colocados en tubos Khan ro-
tulados y pesados en la balanza analitica Mettler-Toledo para obtener Los valores
de peso himedo de cada individuo. Obtenido los pesos himedos, los individuos
fueron anestesiados con frio a 4 °C y posteriormente sacrificados con frio a -20 °C
durante 30 min. Pasado ese tiempo, los tubos con los individuos fueron colocados
en una placa de calentamiento a 70 £ 5 °C. Los individuos fueron pesados cada

aproximadamente 3 h hasta que el valor del peso seco fuera constante.

[1.3.C.c Calculo de la velocidad de desplazamiento de los juveniles

Con el fin de comparar Lla velocidad de los juveniles moviles emergentes, se
estimé la velocidad de |5 individuos tanto del estadio 6 (juveniles gregarios) como
del estadio 8 (juveniLes dispersos). Para el calculo de la velocidad, los individuos
fueron colocados en cajas de Petri que presentaban un papel milimetrado en la
base para poder medir las distancias de Llos movimientos.

Los videos se filmaron con cdmara con sensor CMOS Sony Exmor RS de 2
MP vy lente f/1.8, 28 mm (distancia focal) con autofoco y estabilizacién éptica de
imagen, 1920x1080 pixels (1080 p) de resolucién a 240 cps (cuadros por segundo).
Los videos se realizaron filmando en paralelo al plano longitudinal de las arafias.
Para poder calcular la distancia recorrida por la arafia, el movimiento se determiné
acorde a las patas delanteras, desde que la despegaba del suelo hasta que la apo-
yaba. Para este anélisis se consideraron solo Los movimientos rectos, obteniéndose
5+ | medidas de velocidad por arafia. Utilizando el programa Adobe After Effects,
se pudieron agregar los cuadros por segundo (cps) midiendo asf la cantidad de cua-
dros acorde a la distancia recorrida por el individuo, estimando el tiempo de ese

movimiento. Los valores de velocidad fueron expresados en cm/s.

[1.3.C.d Homogeneizacién y centrifugacién de las muestras

Para el anélisis de la fraccién acuosa de Los distintos estadios del desarrollo,
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los individuos viables de cada estadio fueron homogeneizados en |,5 ml de buffer
fosfato potasio 50 mM (pH 7,4) con inhibidor de proteasas 1:1000 (v/v) (Sigma Che-
micals, St. Louis, MO, USA). Una vez obtenido el homogenato, la mitad del volu-
men de la muestra de cada uno de los estadios se utilizé para el andlisis de Lipidos.
El resto del volumen de cada muestra fue centrifugado a 10.500 g a 4 °C durante
20 min. EL sobrenadante se fracciond en varias alicuotas las cuales fueron almace-
nadas a -70 °C hasta el momento de ser utilizadas.

Por otra parte, para complementar el anélisis del desarrollo, se analizaron
muestras de cuerpo entero de adultos y de juveniles de desarrollo avanzado obte-
nidos en el campo. Previamente a ser homogeneizados, los individuos fueron anes-
tesiados con frio a 4 °C y posteriormente sacrificados con frio a -20 °C. El cuerpo
completo de cada individuo fue homogeneizado en 3 ml de buffer fosfato potasio
50 mM (pH 7,4) con la adicién de un coctel inhibidor de proteasas 1:1000 (v/v) (Sig-
ma Chemicals, St. Louis, MO, USA). Una vez obtenido el homogenato, la mitad del
volumen de la muestra de cada individuo se utilizé para el anélisis de Lipidos. El res-
to del volumen de cada muestra fue centrifugado en las mismas condiciones que
Llos individuos de los distintos estadios del desarrollo y sus sobrenadantes fueron

almacenados a-70 °C.

Ill.4 Aislamiento de lipoproteinas hemolinfaticas y
lipovitelinas de Polybetes pythagoricus

[114.A Ultracentrifugacién en gradiente de densidad y fraccionamiento

El aislamiento de las lipoproteinas de La HL y las LVs se realizé mediante el
proceso de ultracentrifugacién en gradiente de densidad. Esta técnica permite que
las particulas lipoproteicas se movilicen a lo largo del gradiente hasta un punto
donde su densidad es idéntica a la de la solucién del gradiente. Para evitar la se-
dimentacién de las particulas lipoproteicas, la centrifugacidn se realiza sobre un
“colchén” de material que posee una densidad superior a Lla de las lipoproteinas.

Para la obtencidn de las lipoproteinas VHDL y HDLI de la HL de P. pythago-
ricus, se extrajo la HL de cuatro arafias adultas utilizando el método de extraccion
previamente descripto. La HL obtenida se colocd en un tubo de centrifuga sobre
un colchén de NaBr con una densidad 1,26 g/mly con un volumen final de 4,3 mL.

Para el aislamiento de las LVs de P. pythagoricus, se utilizaron dos ootecas
(1,25 + 0,35 g/ootecas) que fueron separadas de las madres un dia después de la
puesta. Cada ooteca fue homogeneizada en | ml de buffer Tris-Cl 20 mM con la

adicién de un coctel inhibidor de proteasas 1:1000 (v/v) (Sigma Chemicals, St. Louis,
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Figura l1l.4
Gradientes de densidad
obtenidos luego de la
ultracentrifugacién.
Izquierda: Gradiente
con las lipoproteinas
de la hemolinfa (HL);
Derecha: Gradiente con
las lipovitelinas (LVs) de
P. pythagoricus.

MO, USA). Los homogenatos obtenidos fueron centrifugadosa 10.500 g durante 20
min y luego durante 60 mina 100.000 g para obtener la fraccién citosélica. Dichas
centrifugaciones se realizaron en una ultracentrifuga Beckman L8 70M con un ro-
tor de angulo fijo 70.1 Ti. La fraccion citosdlica fue utilizada para el aistamiento de
las LVs de P. pythagoricus, para Lo cual se colocé el sobrenadante obtenido en un
tubo de centrifuga sobre un colchén de NaBr (densidad 1,28 g/mL) con un volumen
final de 4,3 mL.

La separacién de las lipoproteinas de ambas muestras se realizé en la ul-
tracentrifuga Beckman L8M en un rotor de dngulo moévil SW60 Tia [78.000 gy
[0°C durante 22 h (Figura [11.4). Junto a estas muestras, se centrifugd una solucion
blanco de NaCl de una densidad similar a la asumida para las muestras para corro-
borar la formacién del gradiente y determinar las densidades relativas. Para la HL
se utilizdé una solucion de NaCl con una densidad de 1,006 g/mL, mientras que en la
centrifugacion de las LVs se utilizé una soluciéon de NaCl de 1,016 g/mL.

Una vez finalizada la centrifugacion, se fraccioné el contenido de la muestra
y de los blancos en alicuotas de 200 ul desde el borde del tubo hasta el fondo del

mismo.

l114.B Medidas efectuadas en las fracciones obtenidas de la
ultracentrifugacion

Para poder determinar las fracciones que contenian a las lipoproteinas, pri-
mero se midieron los indices de refraccién de las fracciones correspondientes a

los blancos. Utilizando un refractémetro Abbey (Bausch & Lomb), se calculd la
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densidad de cada fraccién interpolando los datos obtenidos con Llos tabulados por
Lindgren (1975).

La presencia de color en las lipoproteinas hemolinféticas y en las LVs de P.
pythagoricus facilité su identificaciéon en el gradiente y en las fracciones de las ali-
cuotas separadas. Para determinar fehacientemente la presencia de las lipoprotei-
nas presentes en cada fraccion del gradiente, se determind a partir de la absorban-
cia de luz UV a 280 nm la presencia de proteinas en cada alicuota de las muestras
en un espectrofotémetro Harvard Biochrom Ultrospec™ 2100 pro UV/Visible. De
esta manera, las fracciones que presentaban los maximos valores de absorcién, y
por lo tanto donde se encontraban las lipoproteinas, fueron reunidas para cada
tipo de lipoproteina. Luego se determind la concentracion proteica de las alicuotas
mediante el método de Lowry (Lowry etal. 1951). Luego de cuantificar el contenido
de proteinas de las alicuotas finales de LVI y LV2 como también de la VHDL y HDL,
las muestras se fraccionaron y se conservaron a -70 °C hasta el momento de ser

utilizadas.

1.5 Analisis de lipidos

[11.5.A Obtencién de lipidos totales

La obtencién de lipidos totales de todas las muestras se realizd a partir de
la aplicacién del método de Folch y colaboradores (1957). Este método utiliza una
mezcla de solventes de extracciéon formados por una relacién cloroformo:metanol
2:1 (v/v), que permite separar los contaminantes no lipidicos de los componentes
lipidicos de la muestra. De esta manera, se obtiene un sistema bifdsico donde la
fase superior (metanol-agua) contiene todas las sustancias no lipidicas y la fase
inferior (cloroformo) contiene esencialmente todos los lipidos de la muestra (Fi-
gura lll.5), obteniéndose extractos lipidicos puros a partir de un paso de extraccién
directa de muestras de tejidos.

Las muestras de génadas, musculo, DI y HL extraidos de los adultos que se
destind al analisis de los componentes lipidicos fueron embebidos en 6 ml de la
mezcla de solventes de extraccién. A excepcién de las muestras de HL, el resto de
las muestras fueron homogeneizados junto con la mezcla de solventes de extrac-
cion de lipidos en un homogeneizador tipo Potter-Elvehjem. Todos los tejidos ho-
mogeneizados como también la HL fueron agitados vigorosamente en un agitador
vértex con el sistema de solventes de extraccién durante al menos | min y guar-
dados a 4 °C en atmésfera de N, por un intervalo de tiempo minimo de | h. En el

caso de los homogenatos de las muestras de los distintos estadios del desarrolloy
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Figura IIL.5

Esquema del
procedimiento del
método de Folch (Folch
et al. 1957).

Mezcla de la muestra con Agregado de un
cloroformo:metanol 20% de volumen
21 v/v de NaCl 18g/L
Fase superior:
agua:metanol y
Centrifugacién Fo[];ponentes no
Incubacion a baja velocidad Ipidicos
r(rjl;mlmha por 10 min —T> Interfase
I Fase inferior:
Cloroformo con
el extracto

\J U

del cuerpo entero de los adultos y juveniles de desarrollo avanzado, al volumen de
homogenato destinado para el analisis lipidico de cada muestra se Le adicionaron 6
ml de la mezcla de solventes de extraccion.

Luego, las muestras fueron filtradas mediante el uso de un papel de filtro y
al tejido filtrado se lavé con un poco de solvente de extraccién (aproximadamente
50 ul) para evitar pérdida de extracto lipidico. A la muestra filtrada se le agregé un
20% de volumen de una solucién de NaCl 18 g/L con respecto al volumen de la
muestra. La mezcla se agité y se centrifugd durante 10 min a baja velocidad para
permitir la separacién de las fases. La fase superior con los contaminantes no Llipi-
dicos se descartd y la fase inferior que contiene el extracto lipidico fue lavada dos
veces mas con la solucién de NaCl |8 g/L. Una vez obtenido el extracto de Lipidos
totales, se evapor¢ el cloroformo con corriente de N, y la muestra fue resuspen-
dida en un pequefio volumen de cloroformo:metanol 2:1 (v/v), la cual se conservé

-20 °C en atmosfera de N, para su posterior andlisis.

[11.5.B Cuantificaciéon de lipidos totales por gravimetria

La cuantificacién por gravimetria es la estimacién cuantitativa de un com-
puesto mediante la medicidn de su peso. Este método fue utilizado para determi-
nar la cantidad de Lipidos totales presentes en las muestras. Para esto, las muestras
de lipidos totales se sometieron a una corriente de N, para evaporar el solvente a
seco. Una vez evaporado, se resuspendié la muestra en 1000 ul de la mezcla clo-
roformo:metanol 2:| (v/v). De cada muestra resuspendida se tomaron 250 ul que se
colocaron en cdpsulas de vidrio pequefias, se evaporé el solvente de cada muestra

a seco con corriente de N, y luego se peso el contenido en una balanza analitica
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Figura 111.6

Varillas empleadas

para el desarrollo de

la TLC-FID. Izquierda:
Cuba de desarrollo de la
cromatografia. Derecha:
Rack con las varillas
Chromarod-SIIl.

Mettler-Toledo. EL valor obtenido fue posteriormente referido al volumen de la
muestra total y los extractos lipidicos de cada muestra fueron resuspendidos en
un pequefio volumen de cloroformo:metanol 2:1 (v/v) y conservados a -20 °C en

atmosferade N,

[11.5.C Microdeterminacién de lipidos

Las distintas clases de Llipidos se cuantificaron por cromatografia en capa fina
acoplada a un detector de ionizacién de llama (TLC-FID), de acuerdo a la técnica
de Ackman (1990) en un equipo latroscan TH-10 (latron Laboratories, Tokio), au-
toanalizador que combina la capacidad resolutiva de la cromatografia en capa fina
(TLC) con la sensibilidad de un detector de ionizacién de llama (FID). La separacién
de los extractos lipidicos se realizé sobre varillas Chromarod-Slil que consisten
en columnas compactas de cuarzo revestidas de una capa adsorbente de 75 um de
espesor de pequefias particulas de silica gel. Las varillas se colocan en un soporte
de metal (rack) permitiendo el desarrollo cromatografico de hasta 10 varillas al
mismo tiempo (Figura Ill.6). En cada varilla se sembré un volumen total de | ul que
contenia de |-15 ug de lipidos. La siembra se realizé en un extremo de las varillas
y la separacién de los lipidos se realizé mediante el desarrollo cromatografico de
las muestras en diferentes sistemas de solventes. Mediante el uso de una unidad
de adquisicién de datos cromatograficos PEAK-ABC (CT-21, Chromatogram Acqui-
sition Unit), los datos de las corridas fueron registrados y analizados utilizando el

programa de Peak-ABC System.

TT T s e el
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l11.5.C.a Confeccién de las curvas de calibracién

Para este analisis cuantitativo se realizaron curvas de calibracién para cada
clase de lipido a analizar, utilizando MAG como estdndar interno. Con los datos
obtenidos se graficé el cociente de las areas (érea del lipido/érea del estdndar in-
terno) versus la masa de cada lipido sembrado (ug), Lo que permitié el ajuste de una
regresion lineal a la ecuacién y = ax + b obteniéndose asi los parédmetros utilizados
para cada lipido. Las curvas de calibracién de las varillas presentaron coeficientes

de correlacién superiores a 0,95.

[11.5.C.b Desarrollo de la cromatografia

Para comenzar el desarrollo cromatogréfico, las varillas se quemaron para
asegurar la eliminacién de impurezas. Luego se activaron en una estufaa 100 °Cy
se sembroé en cada varilla | Ul del estdndar de lipidos o de la muestra a analizar con
el MAG incluido. Para estandarizar el contenido de humedad, Las varillas sembra-
das se colocan en una cuba con soluciéon de NaCl durante 5 min. Para el desarrollo
de la cromatografia y separacién de los diferentes componentes lipidicos se prepa-
raron 3 sistemas de solventes:

+ Primersistema: formado por una mezcla de hexano:benceno 70:30 (v/v)
que permite el desarrollo de lipidos de muy baja polaridad (por ejemplo,
hidrocarburos y esteroles esterificados).

* Segundo sistema: formado por una mezcla de benceno:cloroformo:4a-
cido férmico 70:25:1 (v/v) que permite el desarrollo de lipidos neutros
(por ejemplo, triacilgliceroles, acidos grasos libres y esteroles).

* Tercer sistema: formado por una mezcla de cloroformo:metanol:agua
70:25:3 (v/v) que permite el desarrollo de los lipidos polares (por ejem-

plo, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y esﬁngomieLina).

Luegoserealizaronlossiguientes pasosparaeldesarrollo de lacromatografia:

I. Desarrollo en el primersistema de solventes: se saturd la cuba durante
|5 min con el primer sistema y luego se colocaron las varillas, permitien-
do su desarrollo durante aproximadamente 20 min. Luego se retiraron
las varillas y se secaron en estufa durante 5 min y se quemaron en el FID
(desde el tope hacia abajo) hasta los 4-5 cm del punto de siembra. Esta
distancia se determina por la/s varilla/s que contienen los estandares de
Lipidos para establecer Los Rf de esos Lipidos.

2. Desarrollo en el segundo sistema de solventes: se saturd la cuba de
desarrollo con este sistema y se colocaron las varillas. Se dejé desarro-
llar durante 30 min, se secd y se quemd hasta aproximadamente 2 cm

del punto de siembra.
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3. Desarrollo en el tercer sistema de solventes: se saturé la cuba de de-
sarrollo con este sistema y se colocaron las varillas. Se dejé desarrollar
durante 45 min, se secé y se quemo hasta el punto de siembra.

El equipo operd auna presion de H, de | Kg/cm?, un flujo de aire de 2000 ml/

min y una velocidad de barrido de 32 seg/varilla.

l11.5.C.c Cuantificacién

Las dreas de los lipidos se integraron con programa Peak-ABC System. Se
obtuvieron los cocientes entre el drea de cada lipido y el drea del MAG para cada
varilla. Utilizando los pardmetros de la curva de calibracién correspondiente, se

obtuvo la masa de cada lipido en particular.

1.5.D Anélisis de &cidos grasos por cromatografia gas-liquido (GLC)

La cromatografia gaseosa es una técnica cromatografica en la cual la muestra
se volatiliza y la elucién se produce por el flujo de una fase movil de gas inerte que
tiene como Unica funcién la de transportar el analito a través de la columna. La
cromatografia gas-liquido (GLC) es uno de los métodos de cromatografia gaseosa
mas utilizado para la separacién, identificaciéon y cuantificacion de &cidos grasos y
sustancias relacionadas, cuando Llas mismas poseen una tensién de vapor aprecia-
ble a cualquier temperatura por debajo de la temperatura de descomposicién.

Comunmente a las temperaturas empleadas en las columnas de separacién,
los &cidos grasos de cadena corta se encuentran en forma gaseosa siendo esta con-
dicién necesaria para que la muestra se pueda analizar por GLC. Sin embargo, las
muestras bioldgicas presentan en general acidos grasos de mayor longitud de ca-
dena y con distinto grado de insaturacién, de manera que no se encuentran en la
forma adecuada para su andlisis a las temperaturas utilizadas. Por esta razén, los
acidos grasos deben ser derivatizados en sus ésteres metilicos para ser analizados
por este método (Burchfield & Storrs 1975) debido a que son mas volatiles, por la
disminucién de la polaridad al formarse el éster, y son més estables que sus res-

pectivos dcidos grasos.

[11.5.D.a Saponificacién de los lipidos y derivatizaciéon de acidos
grasos

Los extractos lipidicos obtenidos se expusieron a una hidrélisis alcalina con
una solucién de KOH 10% p/v en etanol que rompe la unién éster entre los 4cidos
grasosy el resto de la molécula lipidica, liberando de esta manera los dcidos grasos
de los lipidos que los contienen. De esta forma se obtuvieron Las sales de acidos
grasos solubles en agua que eran componentes de los esteroles esterificados, acil-

glicéridos y fosfoglicéridos.
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A partir de los &cidos grasos Libres obtenidos por saponificacion de las mues-
tras, se preparan los ésteres metilicos de 4cidos grasos (EMAG) utilizando BF, al
[0% en metanol de acuerdo a la metodologia propuesta por Morrison y Smith
(1964).

[11.5.D.b Identificacién de los acidos grasos

Los EMAG fueron analizados en un cromatégrafo de gases Hewlett Packard
modelo 6890 con detector de ionizacién de Lllamay sobre una columna capilar DB-
23 (Jy W Scientific) de 30 m de largo.

Las condiciones de uso fueron las siguientes:

+ Fase fija: Megawax 250 (Supelco)

* Gas portador: He

+ Flujo de gas: 0,7 ml/min

* Temperatura de la cabeza de inyeccién: 260 °C

+ Temperaturainicial del horno (TI): 175°C

+ Tiempoiniciala Tl: 3 min

« Temperatura final del horno (T2): 230 °C

+ Tiempo finalde T2: |9 min

+ Incremento de temperatura: 3 °C/min

El método de identificacion de los EMAG se basé en el tiempo de retencidon
relativo caracteristico de cada EMAG dependiente de la columna usada, de la fase
movil y la temperatura (Ackman 1963). Los picos fueron identificados comparando
sus tiempos de retencién con los de una mezcla estandar de ésteres metilicos de

acidos grasos conocidos (Supelco 37 Component FAME Mix).

1.6 Analisis de las proteinas

[11.6.A Cuantificacién de proteinas totales

A partir de la valoracion cuantitativa de proteinas mediante el método colo-
rimétrico de Lowry (Lowry et al. 1951), se cuantificaron las proteinas solubles ob-
tenidas a partir de los sobrenadantes de las muestras. Este procedimiento consta
de la formacion del complejo Cu-proteina en un medio bésico de color azul claro.
Esto provoca el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina ex-
poniendo los residuos fendélicos que Luego reducen el reactivo de Folin-Ciocal-
teau en medio bdésico. Este reactivo presenta una mezcla acidos fosfowolfrdmico y

fosfomolibdico de color amarillo que al reducirse da lugar a éxidos de color azul
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intenso.
Para llevar a cabo la cuantificacién, se realizé una curva estandar de albumi-
na sérica bovina (! mg/mL) de 3-70 ugy lareaccion colorimétrica de las muestras se

midié a 750 nm en un espectrofotémetro Agilent 8453.

[1.6.B Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
(SDS-PAGE)

La electroforesis es una técnica de separacion de moléculas con cargas a
través de la migracién en un campo eléctrico en un medio de soporte, las cuales se
desplazan al electrodo de carga opuesta y a mayor velocidad cuanto mayor es la
carga de la molécula. Dentro de los distintos tipos de soportes utilizados, Los geles
de poliacrilamida resultan de la polimerizacién quimica de una mezcla de acrila-
mida y N,N’-metilen-(bis-acrilamida) (Figura Ill.7) que, dependiendo de la concen-
tracion, da lugar a un medio de soporte poroso de diferente grado de reticulacion
(diferente diametro de poro). Uno de los métodos de electroforesis més utilizado
para el andlisis de proteinas es la electroforesis en condiciones disociantes. Esta
técnica conocida como SDS-PAGE emplea geles de poliacrilamida (PAGE, polya-
crylamide gel electrophoresis) en presencia del detergente aniénico dodecilsul-
fato sédico (SDS). EL agregado de SDS en estos geles unifica la carga de todas las
proteinas de manera que Lla movilidad relativa de Llas moléculas depende solo de la
masa. De esta forma, la migracion de las proteinas serd a velocidades inversamente
proporcionales a los logaritmos de sus pesos moleculares. Para que esto ocurra, es
preciso romper Llos puentes disulfuro intra- e intercatenarios para Lo cual se afiade
durante la preparacién de la muestra un agente reductor, como el K-mercaptoeta-
nol. De esta manera, los polipéptidos que se visualizan en los geles corresponden
a las distintas subunidades de las proteinas.

Para el andlisis de las proteinas de las muestras se realizé una corrida electro-
forética discontinua segin el método desarrollado por Laemmli (1970). Para esta
electroforesis discontinua se prepararon dos geles, el gel superior concentrador
de poliacrilamida al 4% p/v (con bajo grado de reticulacién) y el gel separador con
un gradiente de poro de 4-23% p/v. Por otra parte, para realizar la electroforesis en
condiciones disociantes se agregé un 1% p/v de SDS a los geles y buffers utilizados,
y para facilitar la desnaturalizacion de las proteinas, se agregd K-mercaptoetanol a
las muestras y se calentaron en un bafio a 100 °C durante 5 min.

Las soluciones empleadas en la preparacién y desarrollo de las electrofore-
sis fueron:

+ Acrilamida 30% p/v - Bis-Acrilamida 0,8% p/v

+ Buffer del gel concentrador (de siembra): Tris-HCL 0,5 M (pH 6,8)

+ Buffer del gel de resolucién: Tris-HCL 1,5 M (pH 8,8)
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Figura 111.7

Proceso de
polimerizacién de los
geles de poliacrilamida.

. . _ Poliacrilamida
N,N"-metilen-(bis-acrilmida)

Acrilamida H:CZ?H _{-CHE_?H‘]:CH;_?H—[_CH;—?H-}“_
(,;:0 Reaccién de polimerizacion C=0 ?:O cl::o

iniciada por agregado de |

HEC:?H fliH persulfato y TEMED NH: IIWH NH,
¢=0 CH, tH,
NH, NH NH
H.C=CH —fons- (EH-];CH;CH—{-CH;?H«];
¢=0 =0
NH, NH,

+ Persulfato de amonio (inicia la polimerizacion)

+ Tetrametiletilendiamina (TEMED) (catalizador de la polimerizacién)

« Buffer de desarrollo Tris-Glicina (0,025 M Trisy 0,192 M Gly, pH 8,3) con
4,5% v/vde SDSal 10%

[11.6.C Revelado de las proteinas y determinacién de los pesos
moleculares

Unavez desarrolladas las electroforesis, los geles se sumergieron en una so-
lucion de Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma Chemical Co) al 0,1% p/v disuelto
en una mezcla de 4cido acético:metanol:agua 10:40:50 (v/v) para fijar y tefir cada
gel durante una noche a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizé la de-
coloraciéon del gel utilizando una solucién de dcido acético:metanol:agua 10:40:50
(v/v), detectandose hasta un minimo de 10 ug de proteinas en geles de 1,5 mm.

Los pesos moleculares de las subunidades proteicas de interés se determi-
naron utilizando un esténdar de proteinas de alto peso molecular (Cytiva, Former-
ly GE Healthcare Life Sciences, HMW Cod: 17-0615-01) y estandares coloreados
(Precision Plus Protein™ Standards, Dual Color, Bio-Rad). Graficando los logaritmos
decimales del peso molecular de las proteinas en funcién de sus valores de migra-
cién relativos al colorante trazador (Rf) se obtuvo una recta de calibracién que fue
ajustada mediante andlisis de regresion lineal. Las curvas de Los geles presentaron
coeficientes de correlacion superiores a 0,95. En base a la curva ajustada, se calculé

el peso molecular de las muestras.

[11.6.D Obtencién de anticuerpos policlonales anti-LV y anti-Hc en ratas

Para Llos analisis inmunoloégicos se prepararon anticuerpos policlonales con-
tra el monémero de Hcy contra la LV en ratas. A partir de la VHDL aislada de P.

pythagoricus, la cual contiene Hc (Cunningham & Pollero 1996), se desarrollaron
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geles SDS-PAGE 4-23% donde se sembré VHDL. Las subunidades correspondien-
tes al monémero de 67 kDa de Hc, visualizadas mediante tincion con Coomassie
Brilliant Blue R-250, se escindierony procesaron con una solucién decolorante con
acido acético:metanol:agua 5:20:75 (v/v). A continuacion, las bandas homogenei-
zadas se lavaron 4 veces en una solucién de buffer fosfato salino (PBS, “Phospha-
te-buffered saline”) durante un periodo total de 24 h. Para generar los anticuerpos,
se realizé una serie de inyecciones de los homogenatos de la subunidad en dos
ratas hembras Wistar de acuerdo con el siguiente protocolo:

[. Primera inyeccién: se realizd una inyeccidon subcutdnea que contenia
500 ul de adyuvante completo de Freund (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) mas 500 ul de la muestra lavada con PBS.

2. Segunda inyeccién: tres semanas después se realizé una inyeccion de
refuerzo que contenfa 500 ul de adyuvante incompleto junto con 500 ul
del antigeno (muestra lavada con PBS).

3. Tercerainyeccién: lainyeccion final se realizé después de otras 2 sema-
nas e incluyé solo | mldel antigeno.

Una semana después de la Ultima inyeccién, las ratas fueron anestesiadas
con 180 ul de Ketaminal y fueron desangradas mediante puncién cardiaca. La san-
gre recogida se dejé coagular durante 30 min a temperatura ambiente y luego a
4 °C durante toda la noche para lograr la retraccién del coagulo. Después de la
centrifugacion, el suero obtenido se almacend a -70 °C hasta su uso.

Después de una centrifugacién a 10.000 g durante [0 min, se purifico la
fraccion de inmunoglobulina G (IgG) por precipitacién con sulfato de amonio. EL
precipitado se resuspendié en buffer fosfato salino (PBS) y se almacené a -70 °C.
La especificidad del antisuero se evalué mediante inmunotransferencia contra
diferentes proteinas y lipoproteinas de aracnidos.

Para obtener los anticuerpos policlonales contra LV, se utilizé como antige-
no la LV purificada de S. malitiosa (SmLV) siguiendo el mismo procedimiento que
el descripto para las LVs de P. pythagoricus. Siguiendo el mismo procedimiento uti-
lizado para la obtencién de los anticuerpos policlonales contra la Hc, a cada rata
Wistar se le administraron las respectivas inyecciones subcutédneas con aproxima-
damente | mgde antigeno (SmLV). La especificidad de los anticuerpos policlonales
contra las LVs se corroboré con Llas LVs de La especie y contra las subunidades de las
LVs de la arafia P. saltans (Trabalon et al. 2018; Laino et al. 2020).

I1l.6.E Western Blot

Esta técnica de inmunotransferencia se utiliza para identificar antigenos es-
pecificos reconocidos por anticuerpos policlonales o monoclonales. Las muestras

de proteinas se tratan con SDS y agentes reductores y luego se separan mediante
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SDS-PAGE. Una vez que se desarrollan los geles por SDS-PAGE, los antigenos se
transfieren electroforéticamente (eLectrobLotting) a una membrana de nitrocelu-
losa o polivinilidenofluoruro (PVDF). Las proteinas transferidas se unen a la super-
ficie de la membrana proporcionando acceso para la reaccién con los reactivos de
inmunodeteccién. Posteriormente, las membranas se bloquean con una proteina o
un agente bloqueador de detergente que no es inmunodetectado. Las membranas
seincuban con el anticuerpo primario, se lavany se identifican los complejos de an-
tigenos mediante una enzima peroxidasa acoplada al anticuerpo anti-IgG secunda-
rio. Finalmente, mediante el uso de HZO2 y sustratos cromogénicos o luminiscente,

se visualiza la actividad y se detectan las proteinas antigeno especificas.

lll.6.E.a Transferencia electroforética ("Electroblotting")

Las muestras a analizar fueron separadas por SDS-PAGE en un gradiente
de poliacrilamida 4-23% junto con un estédndar coloreado (Precision Plus Protein™
Standards, Dual Color, Bio-Rad) siguiendo el procedimiento previamente descrip-
to para la electroforesis en condiciones disociantes. Al finalizar la electroforesis,
los gelesaligual que las membranas de nitrocelulosa, las esponjas y los papeles de
filtro fueron embebidos durante 10 min en el buffer de transferencia frio formado
por un buffer Tris-Glicina (39 mM Tris, 48 mM Gly, pH 9,2) con metanol al 20% v/v.
Es necesario equilibrar el gel en el buffer de transferencia para evitar un cambio
en el tamafio del mismo que provoque un patrén de transferencia indeseable. La
transferencia de los geles fue realizada en una cuba de electroforesis con el gel en
orientacion vertical y completamente sumergido en buffer de transferencia frio
entre los dos grandes paneles de electrodos. La transferencia se llevé a cabo du-
rante | ha 100 V en una Mini Trans-Blot® (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

Finalizada la transferencia, las membranas fueron separadas y bloqueadas
durante una noche con una solucién de leche en polvo descremada al 5% p/v en
PBS-Tween. Finalizado el bloqueo, se incubd durante 2 h con el suero anti-Hc o
anti-LV (anticuerpos primarios) diluidos 1:5000 y 1:3.000 respectivamente en una
solucién de leche en polvo descremada al 1% p/v en PBS-Tween. Posteriormente
se realizaron 6 lavados con PBS-Tween de 5 min cada uno y se incubé durante 1,5
h con el anticuerpo secundario anti-IgG de rata (generado en cabra) conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP) (ABCAM Inc.) diluido 1:2000 en PBS-Tween con leche
descremada al [%. Concluida esta incubacién, la membrana se lavé nuevamente

con PBS-Tween y se reveld por electroquimioluminiscencia.

[1.6.E.b Electroquimioluminiscencia

Los antigenos se pueden identificar mediante la deteccién cromogénica o
luminiscente del complejo formado entre el antigeno y los anticuerpos primarios

y secundarios (con la enzima) unidos a la membrana. En la electroquimioluminis-
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cencia la peroxidasa conjugada al anticuerpo secundario produce la oxidacién de su
sustrato, siendo utilizado en este caso el luminol (Sigma Chemical Co.). Inmedia-
tamente después de la oxidacién, el luminol se encuentra en un estado excitado el
cual genera la emision de luz. La luz emitida tiene una longitud de onda de 428 nm,
y su emision se puede prolongar durante 3 h.
Para revelar dos membranas con esta técnica se prepararon |0 ml de dos
soluciones que contenfan:
Solucién I:
+  Solucién 0,044 g/ml de luminol (Sigma Chemical Co.) en dimetil sul-
foxido (DMSO): 100 ul
«  Solucién 0,015 g/ml de &cido p-cumarico (Sigma Chemical Co.) en
DMSO: 44 ul
« Buffer Tris I,5M (pH 8,5): 666 ul
* Agua bidestilada: 9,19 ml

Solucién 2
+ Buffer Tris [,5M (pH 8,5): 666 ul
+ H,0O,:6,4ul

* Agua bidestilada: 9,33 ml

Los dos reactivos se mezclaron en un cuarto oscuro en una relacion 1:1 (v/v)
justo antes de ser utilizados. En presencia de luz roja, lLa membrana se hizo reac-
cionar durante | min con la mezcla de las dos soluciones. Luego, la membrana se
secd y en total oscuridad se expuso aproximadamente unos 10 seg a una placa ra-
diografica Kodak X-Omat, XAR-5, I3 x 18 cm (Sigma Cemical Co.). Finalizada la
exposicion, se reveld la placa tratdndola con una solucién de revelador fotografico
comercial hasta que se comenzaran a visualizar las manchas, luego se la lavé con
agua bidestilada y con una solucién de reactivo fijador. Finalmente, la placa se lavé
con agua bidestilada y se secd.

Para el andlisis del desarrollo de P. pythagoricus, las sefiales de inmunorre-
actividad emitidas por las membranas se detectaron usando el sistema Chemidoc

Imaging (Bio-Rad) y se analizaron con el software ImageJ (NIH).

[1.6.F Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Elantigeno puede detectarse y cuantificarse mediante un ensayo inmunoab-
sorbente ligado a enzimas (ELISA). De acuerdo al ensayo de Engvall y Perlmann
(1972), se cuantificé por ELISA el contenido de Hcy LV utilizando placas Nunc-Im-
muno " MicroWell " PolySorp®. Para esto se realizaron curvas estandares de LV|
(0a 1000 ng) y de VHDL (0 a 600 ng) de P. pythagoricus donde se cargd cada po-

cillo de las placas con 50 ul de las lipoproteinas disueltas en buffer coatting (35
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mM NaHCOz, [5 MM NazCOB, pH 9.6). Una vez realizada la curva y colocadas las
muestras a cuantificar disueltas en buffer coatting en los pocillos, se incubaron Las
muestras a 37 °C en cdmara humeda durante [,5 h. Pasado ese tiempo, se realizd
un lavado con 300 ul PBS por pocillo. Luego se bloquearon incubando con 300 ul
una solucién de leche en polvo descremada al 3% p/v en PBS durante 2 h en cadmara
hdmeda a temperatura ambiente. Luego del bloqueo, se realizaron 3 lavados con
PBS-Tween 0,05% y se dejo incubando durante una noche a 4 °C con 50 ul del an-
ticuerpo primario anti-LV (1:2000) o anti-Hc (1:1000) disuelto en una solucién de
leche en polvo descremada al 3% p/v en PBS-Tween 0,05%. Finalizada esta incuba-
cion, se realizaron tres lavados con PBS-Tween 0,05% y se incubd durante 2 h a 37
°C en cdmara hiimeda con 50 ul el anticuerpo secundario (1:5000) disuelto en una
solucién de leche en polvo descremadaal 3% p/v en PBS-Tween 0,05%. Finalmente,
Llos pocillos con las muestras fueron lavados 4 veces con PBS-Tween 0,05% y se
procedid al revelado. Para cada muestra analizada, se midieron por duplicado tres
concentraciones distintas.

Para revelar se utilizé una solucién de revelado que contenta:

« Acido citrico 0,IM: 10 mL

+ Na,HPO,0,2M: 10mL

«  ABTS (2, 2’-Azinobis-3-etil- benzotiazolina-6-acido sulfénico): 6 mg

« HO,:2ul

El volumen final de esta solucién se ajusté acorde a la cantidad de pocillos a
revelar. En cada pocillo se colocd 100 ul de solucion de revelado y las placas se in-
cubaron atemperatura ambiente durante |5 min. Finalmente, se detuvo la reaccién
con 50 ul de acido oxalico 2% p/v por pocillo. A partir de un detector multimodo

Beckman Coulter DTX 880 se midieron la absorbancia a 405 nm.

111.6.G Obtencién de las secuencias N-terminal

La determinacion de la secuencia de aminoacidos del extremo N-terminal
de las proteinas de huevos fue realizada en el Laboratorio Nacional de Investiga-
cién y Servicios en Péptidos y Proteinas (LANAIS-PRO, Universidad de Buenos Ai-
res) mediante el uso de un secuenciador Shimadz Modelo PPSQ 3IA aplicando el
método de secuenciacién de degradacion de Edman.

Para esto se realizé un gel SDS-PAGE (gradiente de poro 4-23%) donde se
sembré el estandar coloreado (Precision Plus Protein™ Standards, Dual Color, Bio-
Rad), una calle con 6 ug de albumina y tres calles con 15 ug, 30 ug y 45 ug de la
muestra de huevos de menos de 12 h de puestas. La membrana de PVDF se man-
tuvo durante [0 min en metanol y luego se realizd la transferencia del gel a esta
membrana a |00 V durante 75 min siguiendo el mismo procedimiento que para

las membranas de nitrocelulosa. Las subunidades fueron tefidas con Coomassie
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Figura 111.8

Esquema simplificado
del método antrona-
sulftirico para la
cuantificacién de
gldcidos.

Brilliant Blue G-250 (Sigma Chemical Co) al 0,1% preparado en metanol al 50%
y acido acético al 1% durante | min y decoloradas dos veces con metanol al 50%
durante 5 miny con varios lavados con agua bidestilada. La membrana se mantuvo

a-20°Cy luego se envio para su analisis.

lll.7 Determinacion del contenido de glucégeno

El contenido de glucégeno durante el desarrollo fue determinado por el
método de antrona-sulfurico de Van Handel (1985) con algunas modificaciones
utilizando glucégeno como estandar (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). La re-
accién con antrona constituye la base de un método rapido para la determinacién
de hexosas y aldopentosas aisladas o que se encuentren formando parte de los
polisacéridos.

Este método se basa en el hecho de que, en presencia del acido sulfarico
concentrado, los carbohidratos son hidrolizados y deshidratados a furfurales o hi-
droxi-metil-furfurales (segt]n se trate de pentosas o hexosas) Llos cuales conden-
san con compuestos aromaticos. Cuando se unen especificamente con la antrona
(9,10-dihidro-9-oxoantraceno) se forma un complejo azul verdoso y la intensidad
del color es cuantificada mediante medicién de la absorbancia a 620 nm (Figura
I11.8). Este método también sirve para cuantificar oligosacaridos y polisacaridos de-
bido a que el medio 4cido favorece la hidrélisis previa del enlace glicosidico (Bola-
fios et al. 2003), de esta manera los polisacaridos por accién del acido son hidroli-

zados a monosacéridos y posteriormente son deshidratados.

HO

") om
o OH H,SO, 0 "
H OH H.O
\ ’
H H calor
Glucosa hidroximetilfurfural Antrona

Compuesto coloreado
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Para poder cuantificar el glucégeno, se precipité el contenido de glucdgeno
de las muestras de desarrollo analizadas a partir de la fraccién soluble obtenida.
Para esto, las muestras fueron tratadas con una solucién de KOH al 66% con una
relacion I:1 (v/v) respecto al volumen de la muestra y se colocaron en un bafio
de agua a 100 °C durante 20 min. Pasado este tiempo, las muestras se enfriaron a
temperatura ambiente. Luego se agregé una solucién saturada de Na, SO, 10% v/vy
etanol 96° 0,25% v/v, respecto al volumen de muestra inicial. Se colocé en un bafio
con agua caliente durante 5 min y se centrifugd luego a velocidad media durante
0 min en una centrifuga International Model UV. De esta manera, se descartd el
sobrenadante y los precipitados de glucégeno obtenidos fueron resuspendidos en
| ml de agua bidestilada.

Para cuantificar el contenido de glucégeno a partir del método de antrona,
se realizd el siguiente procedimiento:

| Se preparé una solucién stock 66% v/v de H,SO, agregando el 4cido so-
bre el agua bidestilada con agitacién y enfriamiento externo.

2. Sedisolviéo en 100 ml de esta solucién | g de tiourea y luego 0,05 g de
antrona, calentando la mezcla a 80 °C.

3. Se preparé la curva estdndar de glucégeno en el rango de 0,1-40 ug/mL.

4. Enun tubo de vidrio con tapa, se agregd 2 ml del reactivo de antrona a
200 ul de la solucién de glucdgeno de las muestras o del estandar de
glucdgeno y se agitd la mezcla.

5. Todos los tubos se colocaron en un bafio de agua a temperatura ambien-
te para equilibrar la temperatura, y luego durante |5 min en un bafio de
aguaa 100 °C.

6. Pasado este tiempo, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y en os-
curidad.

7. Finalmente, después de 20-30 min, se midié la absorbancia a 620 nm.

I11.8 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el analisis de la varianza (ANOVA de
una via) después de verificar la normalidad de los datos (test de Shapiro-Wilks)
(Shapiro & Wilk 1965) y homogeneidad de las varianzas (test de Levene) (Levene
1960). Las diferencias significativas (con un p<0,05) se compararon mediante la
prueba post hoc de Tukey. Los datos se analizaron utilizando los programas PAST
V.4.03 y GraphPad InStat V.3.01. En el caso que fue necesario transformar Los datos
para cumplir con los supuestos del ANOVA, se aplico la transformacién angular
arco seno para el caso de los datos expresados en porcentajes y la transformacion

logaritmica en el resto de los casos.
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Analisis de la vitelogénesis
en Polybetes pythagoricus

IV.I Introduccion

La oviparidad es una estrategia reproductiva donde las hembras depositan
los huevos de manera tal que los individuos completan su desarrollo expuesto
al ambiente (Blackbum 1999). Debido a la necesidad de adaptarse a un desarrollo
fuera del cuerpo de la madre, los huevos deben contener todos Los recursos nece-
sarios para el desarrollo adecuado del embridn cuyas variaciones pueden seguirse
durante el proceso (Garcia et al. 2008; Geister et al. 2008; Trabalon et al. 2018),
aportando de esta manera una cantidad de energia determinada.

Durante la vitelogénesis, las hembras sintetizan y acumulan en sus oocitos
todos los recursos necesarios para el desarrollo de los embriones. En los artré-
podos, este proceso ha sido ampliamente estudiado durante décadas en insectos
(Sappington & Raikhel 1998; Ziegler & van Antwerpen 2006; Aguirre et al. 2008;
Ibanez et al. 2017) y en crustaceos (Mufioz et al. 1990; Vazquez Boucard et al. 2002;
Shechter et al. 2005; Mollemberg et al. 2017), sin embargo, en la Clase Ar4cnida las
contribuciones cientificas son verdaderamente escasas. La mayorfa de los estudios
pertenecen al orden Acari debido a que algunos representantes de este orden son
de importancia sanitaria y econémica para el hombre (Shanbaky et al. 1990; Tellam
et al. 2002; Silveira et al. 2006; Boldbaatar et al. 2010; Yang et al. 2015). En las ara-
fias Llos aportes sobre este proceso son en su mayoria estudios ultraestructurales e
histolégicos del desarrollo ovarico donde se analizan los cambios que ocurren en
los oocitos (André & Rouiller 1957; Sotelo & Trujillo-Cendz 1957; Trabalon et al.
1992; Choi & Moon 2003; Morishita et al. 2003; Jedrzejowska & Kubrakiewicz 2010),
surgiendo a partir de las variaciones observadas diferentes clasificaciones para las
distintas etapas de la vitelogénesis (André 1958; Seitz 1971; Osaki 1972; Trabalon et
al. 1992; Ouriel 2016).

Como previamente fue mencionado, los huevos de las arafias nunca se ex-

ponen directamente al ambiente, sino que se encuentran protegidos por un cocén
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de seda que construyen las madres antes de la ovoposicién (Foelix 2011). Debido
a este suceso parte del desarrollo se ve influenciado por la presencia de este co-
cén ya que dentro de la ooteca transcurren los estadios del desarrollo postem-
brionario (estadios inmdviles) de manera que las reservas iniciales siguen siendo
fundamentales luego de la eclosion. Durante la vitelogénesis, varias proteinas,
carbohidratos y Llipidos necesarios para el desarrollo embrionario se sintetizan y
almacenan dentro de los oocitos (Wilder et al. 2010; Fruttero et al. 2011). En los
animales oviparos, los lipidos presentes en los oocitos forman parte de la estruc-
tura de las membranas y de las gotas lipidicas como también de la estructura de las
lipoproteinas caracteristicas del vitelo (Ziegler & van Antwerpen 2006). Las LVs en
este grupo estdn compuestas principalmente por fosfolipidos y triacilgliceroles las
cuales han sido caracterizadas en dos especies de arafias, P. pythagoricus (Laino et
al. 2011b) y S. malitiosa (Laino et al. 2013), y se ha determinando solo su presencia
durante el desarrollo de P. saltans (Trabalon et al. 2018). A pesar de la importancia
de los lipidos, los escasos reportes sobre la vitelogénesis en este grupo tan diver-
so se han enfocado casi exclusivamente al andlisis de Los componentes proteicos
(Pourié & Trabalon 2003; Guo et al. 2018; Bednarek et al. 2019).

Enla mayorfa de los artrépodos, Los Lipidos, proteinas y glicidos, en forma Li-
bre o asociadas, que constituyen las LVs se producen mayoritariamente fuera de los
Ovs. Estos compuestos son transportados por las proteinas precursoras del vitelo
denominadas Vgs (Babin et al. 1999; Hayward et al. 2010). Estas Vgs pueden modi-
ficarse para formar las Vns o las LVs dentro del Ov (Raikhel & Dhadialla 1992; Bow-
nes et al. 1993; Li & Zhang 2017), las cuales constituyen una proporcién sustancial
de las proteinas solubles de los huevos. Sin embargo, algunos reportes sugieren
que la vitelogénesis podria darse a partir de un evento bifasico conformado por una
fase de autosintesis y otra de heterosintesis (Rosell & Coons 1992; Subramoniam
2011), de manera que la sintesis de Vg puede darse tanto en tejidos extraovaricos
como también en el Ov, o en ambos sitios (Shanbaky et al. 1990; Rosell & Coons
1992; Yepiz-Plascencia et al. 2000; Tsukimura 2001; Tseng et al. 2002; Yang et al.
2005). La informacién sobre Las proteinas involucradas durante la vitelogénesis en
arafias es verdaderamente escasa, con diferentes enfoques y no brinda informacién
directa acerca del origen de las LVs (Pourié & Trabalon 2003; Guo et al. 2018; Bed-
narek et al. 2019).

Con el fin de generar nuevos aportes acerca del proceso de vitelogénesis en
arafias, en este capitulo se presenta el andlisis realizado en hembras de P. pythago-
ricus en diferentes estadios del proceso y los resultados obtenidos, como también
el anélisis realizado en ejemplares machos de la misma especie. Para una mejor
interpretacion y organizacion de los resultados obtenidos, este capitulo se en-

cuentra dividido en tres secciones: “Aspectos generales”, “Caracterizacién lipidica”
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y “Caracterizacién proteica”.

Las hipétesis planteadas para el presente estudio de la vitelogénesis de P.

pythagoricus fueron:

Durante la vitelogénesis el indice hepatosomatico disminuye mientras
que el indice gonadosomatico y el tamafio del ovario aumentan.

Se produce un aumento en la cantidad de Llipidos hemolinfaticos los cua-
les son posteriormente acumulados en el ovario durante la vitelogéne-
sis.

El ovario acumula principalmente triacilgliceroles y fosfollipidos duran-
te la vitelogénesis.

En el transcurso de la vitelogénesis se produce un aumento en la con-
centracién de proteinas en la hemolinfay en el ovario.

Los machos presentan concentraciones y composiciones de Llipidos
comparable a las hembras en estadios iniciales de la vitelogénesis.
Algunas subunidades las lipovitelinas provienen de érganos extraovari-
cos (sintesis exégena) mientras que otras son producidas por los ovarios

(sintesis enddgena).

Los objetivos especificos planteados para esta investigacion fueron:

Determinar la variacion en el peso de los principales érganos de las hem-
bras durante la vitelogénesis.

Calcular el indice gonadosomético y el indice hepatosomatico de las
hembras.

Determinar las distintas etapas del poceso de vitelogénesis de P. pytha-
goricus.

Determinar de forma cuali y cuantitativa la composicién lipidica de Los
principales érganos durante el proceso.

Determinar y caracterizar los componentes proteicos de los principales
érganos durante el proceso de vitelogénesis.

Identificar las subunidades proteicas que estén presentes tanto en el
ovario como en los huevos de P. pythagoricus y determinar Los posibles
sitios de sintesis mediante la utilizacién de anticuerpos policlonales.
Obtener informacién en relacién a las secuencias del extremo N-termi-

nal de los polipeptidos mas importantes durante la vitelogénesis.

IV.2 Aspectos generales

Enestaseccion, se presentan los resultados que fueron utilizados para deter-

minar el estado reproductivo de las hembras capturadas en el campo. Las hembras
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fueron separadas de acuerdo a su estado reproductivo en hembras previtelogéni-
cas (PreV), vitelogénicas tempranas (Vt), vitelogénicas tardias (V) y postvitelogé-
nicas (PostV). Para separar Los primero tres estadios (PreV, Vt y V) se consideré el
tamafio y el peso corporal de las hembras, como también el tamafio, el peso y el
analisis histolégico de Los Ovs. En cambio, Llas hembras PostV se determinaron te-
niendo en cuenta el evento de oviposiciéon producido en el laboratorio. Las madres
fueron separadas de sus ootecas y sacrificadas 4 £ | dia luego de la puesta para ser
analizadas. Para acompafiar el andlisis de las hembras, se realizaron algunas medi-

cionesy caracterizaciones en machos.

IV.2.A Resultados

IV.2.A.a Mediciones generales

En la Figura IV.| se pueden observar los promedios de los pesos (g) de las
hembras en distintos estadios vitelogénicos como también en machos. Las hem-
bras PreV presentan pesos corporales de [,64 + 0,6 g y opistosomas ovalados con
medidas promedio de 10,78 = |,66 mm de largoy 8,83 = [,42 mm de ancho. Las Vt
presentan medidas muy similares, con opistosomas de [ 1,51 + [,16 mm de largo y
9,45 + |,5 mm de ancho y con pesos ligeramente mas elevados de 2,17 £ 0,4 g. En
las V el tamafio del opistosoma aumenta alcanzando promedios de 16,3 + 0,73
mm de largo y 13,1 £ 2,13 mm de ancho, y presentan un peso corporal promedio
de 2,59 + 0,44 g. Luego de la puesta, las PostV experimentan una disminucién de
su tamafio alcanzando valores comparables con las hembras PreV, con medidas de
largo y ancho del opistosoma de 10,2 £ |,2 mmy 7,8 £ 0,8 mm respectivamente, y
su peso disminuyea |,74+ 0,4 g.

Los machos presentan tamafios de opistosoma pequefios con promedios de
9,7+ ,3mmdelargoy 7,2 +0,5mmdeanchoy pesosde [,42 + 0,37 g comparables
a los de las hembras PreV y las PostV.

El volumen de HL total por arafia fue de 143 £ 78 ul en las hembras PreV, de
230 £ 80ulenlasVt, 420+ 56 ulenlashembrasVy 211 £ 74 ul en las PostV, siendo
significativamente mayor solo en las V con respecto al resto (ANOVA de una via,
p<0,05).

En Lla Figura IV.2 se presentan los valores de los pesos (mg) de las génadas
y de los DI de los ejemplares adultos analizados. En las hembras el peso de los DI
permanece relativamente constante con valores promedio de 245 # |0l mg duran-
te todo el proceso de vitelogénesis. Por el contrario, el peso del Ov varia durante
el proceso. En las PreV el Ov presenta un peso de 33,3 £ 10,95 mg, aumentando de
manera significativa en etapas posteriores. Inicialmente, el peso del Ov aumenta

m4as de tres veces, alcanzando un valor promedio de 118,33 + 42,4 mg en las Vt.
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Figura IV.1 Peso corporal de las hembras en diferentes estadios de la vitelogénesis y de machos. Los
valores se expresan como las medias + DE. Las diferentes letras (a, b y c) sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas (p <0.05), n=6. PreV: hembras previtelogénicas; Vt: hembras vitelogénicas
tempranas; V: hembras vitelogénicas tardias; PostV: hembras postvitelogénicas.
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Figura IV.2 Peso de los diverticulos intestinales (DI) y las génadas (G) de machos y hembras en diferentes
estadios de la vitelogénesis. Los valores se expresan como las medias = DE. Las diferentes letras (a, b,
y ¢) sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05), n=6. PreV: hembras

previtelogénicas; Vt: hembras vitelogénicas tempranas; V: hembras vitelogénicas tardias; PostV: hembras
postvitelogénicas.
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Este valor vuelve aumentar tres veces mas en las V con respecto a las Vt, obser-
vandose una gran masa ovarica con un promedio de 372,86 + [52,6 mg. En el caso
de los machos, los valores de pesos de las génadas y de Llos DI son comparables a
los de las hembras PreV y presentan un volumen de HL promedio de 103 + 50 ul

por individuo.

IV.2.A.b indice gonadosomatico e indice hepatosomitico

En la Figura IV.3 se presentan los valores del IGS e IHS calculados para las
hembras en los cuatro estadios analizados. A partir de estos resultados, se puede
observar que el IHS no experimenta cambios significativos durante el proceso. En
cambio, el IGS aumenta 2,9 veces desde las PreV (2 + 0,74) al las Vt (5,58 + 2,06) y
aumenta |,4 veces més en las V alcanzando valores promedios de 14,38 + 4,42. En

las hembras PostV los valores del IGS desciendena 4 + [,45.

20

10 1GS
IHS

Valor de indice

Figura IV.3 Variaciones en el indice gonadosomatico (IGS) y el indice hepatosomatico (IHS) de las hembras
en diferentes estadios de la vitelogénesis. Los valores se expresan como las medias + DE. Las diferentes letras
(a, b, y c) sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05), n=6. PreV: hembras
previtelogénicas; Vt: hembras vitelogénicas tempranas; V: hembras vitelogénicas tardias; PostV: hembras
postvitelogénicas.

IV.2.A.c Andlisis histolégico de ovario

Los Ovs de P. pythagoricus se observan como un par de sacos alargados ubi-
cados en la region ventral del opistosoma y rodeados por los DI. En las génadas
se pueden observar oocitos en diferentes estadios de maduracién ovérica (Figura
IV.4) distinguiéndose: oocitos previtelogénicos, vitelogénicos tempranos y vitelo-
génicos acorde a su estructura, como también oocitos en la fase de degeneracion.

Los oocitos previtelogénicos se conectan a la pared ovarica mediante un pedicelo
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Figura IV.4

Analisis histolégico
de los ovarios de las
hembras: (A) hembras
previtelogénicas; (B)
hembras vitelogénicas
tempranas; (C)
hembras vitelogénicas
tardias; (D) hembras
postvitelogénicas.

En (A), la flecha marca
el pedicelo; en (B) las
flechas indican oocitos
previtelogénicos

(pv) y vitelogénicos
tempranos (ev). (D), las
flechas indican oocitos
previtelogénicos (pv) y
en degeneracién (do).
Tincién: hematoxilina-
eosina.

CAPITULO IV

(Figura IV.4.A). Estos oocitos presentan un didmetro de entre 90 um a 183 um (115
+ 39 um), poseen un gran nucleo ovalado con un nucléolo prominente y con un
citoplasma de tamafio similar al ndcleo rodeado de una capa gelatinosa eosind-
fila. Durante la vitelogénesis, aumenta el contenido de vitelo y el tamafio de los
occitos. Los oocitos vitelogénicos tempranos presentan un didmetro promedio de
627 + 86 um y muchos granulos de vitelo pequefios (Figura IV.4.2B). Al final de La
vitelogénesis, se observan oocitos vitelogénicos con un didmetro promedio de 759
+ 60 um y con granulos de vitelo de mayor tamafio (Figura IV.4.2C). Se observaron
diferencias significativas entre los didametros de los tres grupos de oocitos descrip-
tos (ANOVA a una via p<0,001).

Después de la oviposicidn, Los oocitos restantes degeneran y su citoplasma
se distiende, de manera que los granulos de vitelo se desintegran y dispersan por
todo el Ov (Fig. IV.4.2D). Sin embargo, durante esta etapa se pueden observar tam-
bién algunos oocitos previtelogénicos.

A partir de este analisis, se pudo corroborar y correlacionar las agrupacio-
nes macroscopicas realizadas a partir de las mediciones generales con los patrones
histolégicos observados. Inicialmente, las hembras PreV solo presentan oocitos
previtelogénicos, mientras que las hembras Vt contienen tanto oocitos vitelogé-

nicos tempranos como también algunos oocitos previtelogénicos. En cambio, las
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hembras V presentan Ovs de gran tamafio con oocitos vitelogénicos. Luego de la
oviposicién, las hembras PostV entran en una etapa de regresion donde se obser-

van oocitos atrésicos y también oocitos previtelogénicos.

IV.2.B Discusién

A lo largo del tiempo, diversos estudios se han generado entorno a los di-
ferentes aspectos reproductivos de las arafias. La gran mayorfa de los estudios se
han enfocado en la biologfa reproductiva de las mismas analizando el comporta-
miento de Las arafias durante el cortejo, el proceso de seleccion sexual y La cdpula
(Galiano 1979; Robinson 1982; Costa & Pérez-Miles 2002; Huber 2015; Ferretti et
al. 2012; Scott et al. 2018). Sin embargo, a pesar de ser un evento fundamental para
la reproduccion, el estudio de la vitelogénesis para un grupo tan diverso como es
el Orden Araneae ha sido relegado durante mucho tiempo.

Los estudios histolégicos como también los ultraestructurales han sido im-
portantes paraelavance en la comprension de Lla vitelogénesis, brindando informa-
cién valiosa sobre los cambios morfoldgicos que afrontan las génadas durante este
proceso. A partir de los diferentes analisis, se han realizado diversas clasificaciones
segln el criterio de cada autor. En el caso de las arafias, estos estudios han repre-
sentado un gran aporte analizédndose en diferentes especies tales como Tegenaria
parietina (Araneae: Agelenidae) (André & Rouiller 1957), Heptathela kimurai (Ara-
neae: Liphistiidae) (Osaki 1972), C. salei (Seitz 1971) y como también en especies de
las familias Lycosidae, Clubionidae, Thomisidae y Sicaridae (Sotelo & Trujillo-Ce-
néz 1957; Morishita et al. 2003; Jedrzejowska & Kubrakiewicz 20| 0), brindando una
gran fuente de informacién. A partir de estos analisis, se han clasificado diferentes
estadios de oocitos acorde particularmente a los cambios observados en los did-
metros y la aparicién y/o acumulacién progresiva de granulos de vitelo (Sotelo &
Trujillo-Cendz 1957; Trabalon et al. 1992; Choi & Moon 2003; Morishita et al. 2003).

Los Ovs de P. pythagoricus presentan la anatomfa estdndar o general del gru-
po, ubicados en la cara ventral del abdomen entre el tracto digestivo y las glandu-
las de seda. Durante la vitelogénesis, Llos oocitos ocupan una gran parte del Ov ob-
servandose variaciones en su didmetro y estructura. A partir del anélisis realizado,
se pudo diferenciar en P. pythagoricus tres tipos particulares de oocitos acorde a su
tamafio y a la presencia de grédnulos de vitelo: (1) Los previtelogénicos con didme-
tros menores a 200 um y sin la presencia de granulos de vitelo; (2) vitelogénicos
tempranos con didmetros de aproximadamente 600 um y con grédnulos de vite-
lo de menor tamafio, y (3) los vitelogénicos con didmetros promedios de 750 um
y con granulos de vitelo de mayor tamafio. Tanto la ausencia de los granulos de
vitelo como una relacién nidcleo-citoplasma alta en los oocitos previtelogénicos

coincide con Lo observado por otros autores para las hembras PreV (Trabalon et al.
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1992; Pourié & Trabalon 2003; Ouriel 2016). La presencia de los granulos de vitelo
y el aumento progresivo del tamafio de los oocitos, junto con las observaciones
macroscépicas y las mediciones realizadas, permite determinar que Las fases de la
vitelogénesis en P. pythagoricus pueden quedar restringidas a las tres etapas pre-
viamente reportadas para otras especies: una previtelogénesis, una vitelogénesis
tempranay una vitelogénesis tardia, siendo las hembras Vt un estadio de transiciéon
con oocitos en diferentes etapas de maduracién (Fig. IV.4.2B).

Asimismo, en el presente trabajo se pudo aplicar para un modelo de arafias
ellGSy el IHS, los cuales podrian considerarse andlogos a los indices estandar am-
pliamente utilizados en crustéceos. Si bien originalmente IGS se utilizd en peces
(Dadzie & Wangila 1980; Fatima et al. 2013), posteriormente se adapté con éxito
para el anélisis reproductivo de moluscos (Di Cosmo et al. 2001; lyapparaj et al.
2013), crustaceos (Vazquez Boucard et al. 2002; Garcia & Heras 2012) e insectos
(Deb et al. 2013; Yuan et al. 2013). Aunque algunos autores actualmente prefieren
medir el volumen ovidrico, el IGS podrfa ser una alternativa para estimar la condi-
cion reproductiva de las hembras. Esta medida demostrd ser una expresién mate-
matica Util para el estudio del desarrollo del Ov y clasificacion de los diferentes
estadios de P. pythagoricus. Siempre que este anélisis se acompafie con un andlisis
morfoldgico y morfométrico del individuo y del Ov, se puede proponer un siste-
ma de clasificacién para P. pythagoricus en el cual las hembras que presenten |GS
menores a 3 pueden ser consideradas PreV mientras que las que presenten IGS ma-
yores a 9 sean consideradas V, siendo las hembras Vt un estadio intermedio entre
estos valores de IGS (3,5-9).

Considerando que los DI de arafias son equivalentes al hepatopancreas de
crustdceos en cuanto a su funcién, se utilizo en este modelo el término IHS para
permitir futuras comparaciones y relaciones con otras especies de arafias u otros
artropodos. En contraste con las variaciones en el IGS, la ausencia de diferencias
significativas permite concluir que el IHS no seria una expresién matematica Util
para el estudio del proceso de vitelogénesis en arafias. Se ha descripto previamente
que la acumulacién de vitelo se puede dar en dos etapas (Seitz 1957), producién-
dose la segunda etapa de acumulacién solo si hay suficiente alimento disponible
(Foelix 2011). De esta manera, las hembras necesitarfan alimentarse durante este
proceso, lo que explicarfa la ausencia de variaciones el peso total del DIy en el IHS.
En Schizocosa ocreata (Araneae: Lycosidae) se ha observado que la inanicién com-
promete el desarrollo y mantenimiento de los foliculos y de los oocitos, como
también afecta el comportamiento durante la receptividad y el apareamiento o
eleccion de pareja (Moskalik & Uetz 2016).
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IV.3 Caracterizacioén lipidica

En esta seccidn se presenta los resultados obtenidos del anélisis de Llos
componentes lipidicos de las diferentes muestras estudiadas (DI, HL, génadas y
musculo) tanto de las hembras en Llos diferentes estadios de La vitelogénesis (PreV,

Vt, Vy PostV) como de los machos.

IV.3.A Resultados

IV.3.A.a Concentracién de lipidos totales

A partir de la cuantificacion gravimétrica de Los Lipidos totales de los DI, g6-
nadas, musculo y HL, se calculd Lla concentracion de Lipidos totales Los cuales se
expresaron como mg de lipido por g de peso himedo (DI, génada o musculo) y
como mg de Lipido por mlL de HL.

Enla Figura V.5 se puede observar un aumento significativo en la concentra-
cién de Lipidos de Llos DI durante La vitelogénesis, desde valores promedio de 40,8 |
+ 7,94 mg de lipido/g de Dl en las PreV hasta alcanzar valores de 111,63 + 13,29 mg
de lipido/g de Dl en las hembras V. Posteriormente, estos valores disminuyen a 51,7
+ 20,75 mg de lipido/g de DI en las hembras PostV.

Asimismo, la concentracién de lipidos en las génadas aumenta progresiva-
mente durante el proceso de vitelogénesis. Las hembras PreV presentan valores
de 16,03 + 6,63 mg de lipido/g de Ov, valor promedio que aumenta 3,3 veces en
las hembras Vt alcanzando una concentracién de 53,3 + 10,54 mg de Llipido/g de
Ov. Finalmente, en las hembras V se observan los valores maximos de concentra-
cién con 74,98 £ 1,84 mg de Lipido/g de Ov, Los cuales representan un aumento de
[,4] veces con respecto a las hembras Vt. Este aumento se da de manera progre-
siva, con un aumento inicial cercano a un 70% del contenido de lipidos desde las
hembras PreV a las Vt, y posteriormente con un aumento cercano al 30% desde las
hembras Vt a las V. Luego de la puesta, estos valores disminuyen en las hembras
PostV a concentraciones comparables con los de las hembras PreV (14,42 + 4,04
mg de lipido/g de Ov). Sin embargo, no se observan diferencias significativas en la
concentracion de Lipidos del musculo y de la HL, los cuales presentan valores pro-
medios de 8,76 + 2,21 mg de lipido/g de musculo y de 5,08 + 1,88 mg de Lipido/ml
de HL entre los distintos estadios analizados.

En el caso de los machos las concentraciones son comparables a las obser-
vadas en las hembras PreV y Vt, con valores promedio de 45,31 £ 14,5 mg de Llipi-
do/g de DI, 41,41 + 1,9 mg de lipido/g de testiculo y 11,17 £ |,14 mg de lipido/g de
musculo (Fig. IV.5), presentando una mayor concentracién de Lipidos solo en la HL
(9,42 1,74 mg de lipido/ml de HL).
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Figura IV.5 Concentracién de lipidos presentes en diverticulos intestinales (DI), génadas (G), musculo (Mus)

y hemolinfa (HL) de machos y hembras en diferentes estadios de la vitelogénesis. Los valores se presentan
como las medias + DE. Las diferentes letras (a, b, y c) sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas (p <0.05), n=6. PreV: hembras previtelogénicas; Vt: hembras vitelogénicas tempranas; V: hembras
vitelogénicas tardias; PostV: hembras postvitelogénicas.

IV.3.A.b Composicién lipidica

En esta seccidn se presentan los resultados obtenidos a partir de Lla cuantifi-
cacién por TLC-FID de las distintas clases de lipidos de las muestras analizadas de
machos y hembras en distintos estadios de la vitelogénesis.

En la Figura IV.6 se presentan los resultados obtenidos del anélisis de la
composicién Llipidica de Llos DI. En esta figura se puede observar que los valores
permanecen relativamente constantes desde las hembras PreV a las V. Se puede
observar que un 77% de los lipidos de los DI corresponden a los triacilgliceroles y
un 1% a los fosfolipidos, entre los cuales predominan la fosfatidiletanolamina y
fosfatidilcolina, mientras que el resto de los lipidos en general presentan valores
inferiores al 3% (esteroles esterificados, acidos grasos libres, colesterol e hidrocar-
buros). Sin embargo, en las hembras PostV estos valores porcentuales cambian sig-
nificativamente. Si bien el contenido de lipidos totales es similar al de las hembras
PreV, el porcentaje de triacilgliceroles en los DI de las PostV disminuye a un 25,5
+ 19% de lipidos totales, mientras que el porcentaje de los fosfolipidos aumentan
llegando a valores cercanos a un 28% (12,4 + 3,5% de fosfatidiletanolamina, 10,43 +
2% fosfatidilcolinay 5,37 £ 0,9% de esfingomielina).

En los machos, los porcentajes fueron similares al de las hembras PostV, con

un predominio de triacilgliceroles con un 26 * [1% y aproximadamente un 31% de
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fosfolipidos (12 + 4% fosfatidiletanolamina, 13 + 2% fosfatidilcolina y 6,2 £ 1% es-

fingomielina) pero con un I3 £ 2% de 4cidos grasos libres.
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Figura IV.6 Porcentaje de las distintas clases de lipidos (%) de los diverticulos intestinales de machos y
hembras en diferentes estadios de la vitelogénesis. Los valores se presentan como las medias + DE. Las
diferentes letras (a, b, c y d) sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), n=6.
PreV: hembras previtelogénicas; Vt: hembras vitelogénicas tempranas; V: hembras vitelogénicas tardias; PostV:
hembras postvitelogénicas. HC: hidrocarburos; EE: esteroles esterificados; TAG: triacilgliceroles; AGL: acidos
grasos libres; COL: colesterol; PE: fosfatidiletanolamina; PC: fosfatidilcolina; SM: esfingomielina.

En la Figura IV.7 se presentan los resultados obtenidos del anélisis de la
composicién de lipidos de la HL tanto en hembras como en machos. En esta figura
se puede observar que en un inicio la fosfatidilcolina predomina entre Los lipidos
totales conun 56 £ 2% en las hembras PreV. En el transcurso de la vitelogénesis, se
observa un aumento paulatino del contenido de fosfatidiletanolamina alcanzando
un 21 £ 2% enlas Vty un 39 £ 5% en las V. AL mismo tiempo, se observa una dis-
minucién del contenido de fosfatidilcolina llegando a representar 22 + 1% de los
lipidos totales en las hembras V. En este estadio también se observa un aumento
del porcentaje de triacilgliceroles alcanzando un |5 + 3%, como también del con-
tenido de colesterol representado un 8 = 3% de los lipidos totales. En las PostV
estos valores se vuelven a invertir, siendo la fosfatidilcolina el lipido mayoritario
con un 4| = 4% y disminuyendo los valores de fosfatidiletanolamina a menos del
20% de los lipidos totales.

En la hemolinfa de los machos, los fosfolipidos predominantes fueron la
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fosfatidilcolina con un 29 + 5% y fosfatidiletanolamina con un 19 £ 3%. Los machos
también presentan un gran porcentaje de triacilgliceroles (I + 0,9%), de &cidos
grasos libres (15 + 2%) y de colesterol (8 £ 1,5%).
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Figura IV.7 Porcentaje de las distintas clases de lipidos (%) de la hemolinfa de hembras en diferentes
estadios de la vitelogénesis y de machos. Los valores se presentan como las medias + DE. Las diferentes letras
(a, b, c, dye) sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) n=6. Aplica las
mismas abreviaturas que para la Figura IV.6.
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En la Figura IV.8 se presentan los resultados obtenidos del anélisis de com-
posicién lipidica de las génadas de las hembras en diferentes estadios y de los ma-
chos. En Llos Ovs de las hembras PreV hay un predominio de triacilgliceroles (25 +
5%) y de fosfatidilcolina (30 + 3%), mientras que la fosfatidiletanolamina represen-
taun 16 = 3%. Durante la vitelogénesis se produce un aumento significativo en el
contenido de fosfatidiletanolamina (representando hasta un 41% de los lipidos de
las hembras V) junto con una disminucién en el porcentaje de fosfatidilcolina (21 +
0,9%). Por otra parte, se observan variaciones en el contenido de los cidos grasos
libres que disminuyen desdeun 4 + |% en lasPreVaun 2,8 + 0,6% en las V, y de la
esfingomielina la cual disminuye desde un 4,95 + |,4% en las PreV aun 3,7 £ 0,6%
en las V. En las hembras PostV, los valores de Los Lipidos mayoritarios vuelven a ser

comparables con el perfil porcentual de las hembras PreV, pero con un porcentaje
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mayor de hidrocarburos (11,8 + 3%), 4cidos grasos libres (10,7 + 0,7%) y colesterol
(7 £0,9%).

En los machos, Los testiculos presentan un 32 + 3% de fosfatidiletanolamina
y |8 + 4% de hidrocarburos, mientras que la fosfatidilcolina no representa mas de
un 13%. A su vez, el porcentaje de triacilgliceroles en los machos es significativa-
mente menor representando un 8,5 = |,4% de los lipidos totales. Al igual que las
hembras PostV, presentan un porcentaje mayor de hidrocarburos (18 + 4%), 4cidos
grasos libres (12 £ 1,8%) y colesterol (8 + 0,5%).
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Figura IV.8 Porcentaje de las distintas clases de lipidos (%) de las gonadas de hembras en diferentes estadios
de la vitelogénesis y de machos. Los valores se presentan como las medias + DE. Las diferentes letras (a, b,

cy d) sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), n=6. Aplica las mismas
abreviaturas que para la Figura IV.6.
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En la Figura IV.9 se presentan Los resultados obtenidos del analisis de com-
posicion lipidica del musculo tanto de machos como de hembras en diferentes
estadios. En las hembras PreV, los lipidos mayoritarios en el muisculo son la fosfa-
tidilcolina y la fosfatidiletanolamina con el 50 + 3% y 27,7 + 5%, respectivamente,
mientras que en las hembras V el valor de fosfatidilcolina disminuye a un 41 + 2%
de los lipidos totales. En las hembras PreV los triacilgliceroles representan cerca
del 3 + 1%y los &cidos grasos libres representan el 2,8 + 0,4% Los cuales aumentan
enlashembrasV (9 £ [,4% de triacilglicerolesy 4 £ 0,2% de 4cidos grasos libres). En
las hembras PostV la fosfatidilcolina alcanza un valor de 51,9 + 4%, Los triacilglice-

roles disminuyenaun 4 £ |,8% y los dcidos grasos libres aumentanaun 7,1 + 0,5%.
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Figura IV.9 Porcentaje de las distintas clases de lipidos (%) del misculo de hembras en diferentes estadios
de la vitelogénesis y de machos. Los valores se presentan como las medias + DE. Las diferentes letras (a, b,
cy d) sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), n=6. Aplica las mismas
abreviaturas que para la Figura IV.6.
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En los machos, la fosfatidiletanolamina es el fosfolipido mayoritario repre-
sentando un 43 = 0% de los lipidos totales, mientras que la fosfatidilcolina re-
presenta el 24 + 3%. Por otra parte, Los machos contienen un porcentaje de dcidos
grasos libres mayor que las hembras, alcanzando un [6,5% de Los lipidos totales.

Tanto en hembras como en machos, los diacilgliceroles se encuentran pre-
sentes en pequefias cantidades o ausentes (datos no presentados).

En la Figura IV.10 se presenta la variacion de la concentracién de las distin-
tas clases de lipidos en Llos Ovs de las hembras durante la vitelogénesis y en el
homogenato de huevos. Los valores de estos resultados se expresan como mg de
lipido por g de peso himedo. Durante la vitelogénesis, se observa un aumento en
la concentraciéon de todos los lipidos, destacdndose principalmente el aumento
de la concentracion de fosfatidiletanolamina. Se observa un incremento inicial de
3 veces el contenido desde las PreV (3,08 + || mg de fosfatidiLetanoLamina/g de
Ov) a las Vt (9,51 £ 1,9 mg de fosfatidiletanolamina/g de Ov), alcanzando poste-
riormente un maximo de 30,41 + 0,29 mg de fosfatidiletanolamina/g de Ov en las

hembras V, lo que representa un segundo incremento de 3,2 veces con respecto a
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las Vt. Las concentraciones de fosfatidilcolina y esfingomielina aumentan desde Las
hembras PreV (5,46 + 1,95 mg de fosfatidilcolina/g de Ovy 1,07 + 0,38 mg de esfin-
gomielina/g de Ov) a las Vt, manteniéndose constante en las V (16,05 + 0,15 mg de
fosfatidilcolina/g de Ovy 2,67 + 0,03 mg de esfingomielina/g de Ov).

Por otra parte, se observa un aumento progresivo en la concentracién de
triacilgliceroles durante el proceso comenzando en las hembras PreV con valores
promedio de 3,2 * |,14 mg de triacilgliceroles/g de Ov y alcanzando una concen-
tracion de 17,6 £ 0,43 mg de triacilgliceroles/g de Ov en las V. Luego de la puesta,
Llos valores de concentracién de las hembras PostV pasan a ser comparables con

los de las hembras PreV.
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Figura IV.10 Concentracién de las distintas clases de lipidos de los ovarios de hembras en diferentes
estadios de la vitelogénesis y en huevos. Los valores se presentan como las medias * DE. Las diferentes letras
(a, by c) sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), n=6. PreV: hembras
previtelogénicas; Vt: hembras vitelogénicas tempranas; V: hembras vitelogénicas tardias; PostV: hembras
postvitelogénicas; H: homogenato de huevos (menos de 12 h de la puesta). HC: hidrocarburos; EE: esteroles
esterificados; TAG: triacilgliceroles; AGL: acidos grasos libres; COL: colesterol; PE: fosfatidiletanolamina; PC:
fosfatidilcolina; SM: esfingomielina.

Aligual que las hembras V, los huevos de P. pythagoricus contienen una gran
concentracion de fosfolipidos especialmente de fosfatidiletanolamina y fosfati-
dilcolina. Los valores promedio de 25,45 + 1,23 mg de fosfatidiletanolamina/g de
huevos y 12,65 + 1,46 mg de fosfatidilcolina/g de huevos, los cuales representan
un 47% y un 22% respectivamente del contenido total de lipidos en este estadio,
valor comparable al observado en las hembras V (aproximadamente 41% de fos-
fatidiletanolamina y 21% de fosfatidilcolina). Por otra parte, los triacilgliceroles
representan, al igual que en las hembras V, un 23% de los lipidos totales con un va-
lor de concentracién de 12,92 £ 1,55 mg de triacilgliceroles/g de huevos. Si bien la
concentracién de cada clase de Lipido por gramo de huevo fue ligeramente menor
al observado en las hembras V, los porcentajes que aportan cada uno de estos Lipi-

dos al contenido total fueron comparables entre las hembras V y el primer estadio
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analizado de huevos.

IV.3.A.c Andlisis de los acidos grasos

En esta seccidn se presenta el anédlisis realizado por GLC de los ésteres me-
tilicos de &cidos grasos obtenidos a partir de los lipidos totales de los DI (Tabla
IV.1), la HL (Tabla IV.2), Las génadas (Tabla IV.3) y masculo (Tabla IV.4) tanto de ma-
chos como de hembras en distintos estadios del proceso de vitelogénesis. En las
tablas se pueden observar los porcentajes de todos los acidos grasos analizados
incluyendo Los que son constituyentes menores, pero de importancia metabdlica
sustancial, que experimentan variaciones durante la vitelogénesis como el eicosa-
pentaenoato (C20: 5).

En cambio, las Figuras IV.l1 a IV.14 solo contienen los datos de la variacion
de los cuatro acidos grasos que han sido mayoritarios en las hembras durante la
vitelogénesis y en los machos, los cuales presentan porcentajes mayores al 0%y
juntos representan un 75-95% de los acidos grasos total. En la Figura IV.I 1, se puede
observar en los DI que el acido graso mayoritario es el dcido oleico (18:1) el cual no
varia significativamente durante la vitelogénesis (Figura IV.I1). En cambio, el acido
palmitico (16:0) aumenta y el 4cido linoleico (18:2) disminuye. En el caso de los

machos se observa una mayor proporcién de 18:1 que en las hembras.

Tabla IV.1

Porcentajes de los dcidos grasos obtenidos de los lipidos totales de los diverticulos intestinales de hembras

en diferentes estadios de la vitelogénesis y de machos. Los valores representan las medias + DE. %AG:
Porcentaje de acidos grasos; PreV: hembras previtelogénicas; Vt: hembras vitelogénicas tempranas; V: hembras
vitelogénicas tardias; PostV: hembras postvitelogénicas. En la tabla se presenta el listado de acidos grasos con
su nomenclatura simplificada.

Vvt \' PostV Machos
14:0 0,61 0,1 0,58 + 0,11 1,59 £ 0,41 1,03 £0,5 0,93 £0,03
15:0 0,13 £ 0,08 0,26 £ 0,1 0,17 = 0,08 0,29 £0,14 0,18 = 0,02
16:0 15,9 £ 0,62 16,16 £ 1,62 27,1 £ 6,04 10,69 + 3,69 21,21 £2,92
16:1 2,91 £ 1,88 56 +276 4,1+ 147 3,99 + 3,21 3,99 £0,72
17:0 0,6 +0,3 0,54 £ 0,18 0,69 + 0,37 0,63 + 0,05 0,82 +0,29
17:1 0,21 £0,13 0,65 £+ 0,35 0,3 +0,05 0,32+0,18 ND
18:0 13,9 £ 5,29 17,68 + 5,54 14,19 £ 2,05 13,77 £ 1,07 11,68 + 2,59
18:1 34,68 £ 6,5 34,68 £ 6,52 38,14 + 3,01 34,23 £32 51,65 + 5,62
18:2 27,02 + 0,48 23,99 + 722 7,88 + 3,75 30,13 £ 2,34 7,27 £ 1,76
18:3 1,86 + 1,33 3,06 £ 2,47 1,01 £0,31 3,52+247 0,86 £0,3
20:0 1,14+£04 0,59 + 0,38 2,1+148 1,56 + 0,38 1,72 + 0,85
20:4 ND ND ND ND ND
20:5 1+074 0,83 +£0,76 17416 2,63 +0,76 0,61 £0,29
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Tabla IV.2

Porcentajes de los dcidos grasos obtenidos de los lipidos totales de la hemolinfa de hembras en diferentes
estadios de la vitelogénesis y de machos. Los valores representan las medias de los analisis + DE. Aplica las

mismas abreviaturas que para la Tabla IV.1.

vt \' PostV Machos
14:0 1,93 + 1,35 0,49 £ 0,16 1,2+102 1,04 £ 0,1 0,55+0,12
15:0 0,57 + 0,28 0,29 +0,13 0,34+0,3 0,26 = 0,06 0,25 + 0,07
16:0 27,08 + 8,46 14,92 + 1,65 17,94 = 0,35 14,75 = 152 11,83 £ 0,2
16:1 ND 1,73 £ 0,57 2,63 0,25 1,18 0,19 1,77 £ 0,08
17:0 1,15 +£0,38 0,7 £0,22 0,7 £0,2 0,58 + 0,23 0,6 = 0,09
171 0,3+0,17 0,28 £ 0,05 0,3 £0,05 0,3+0,13 0,24 £ 0,1
18:0 20,98 £ 5,76 14,2 + 5,59 13 +£0,66 12,33 +£2,98 10 £ 0,96
18:1 32,73 £ 9,41 34,65 £ 5,59 38,11 £25 36,73 £ 707 36,32 £ 0,55
18:2 12,93 £ 4,49 26,74 + 0,87 21,52+ 0,23 27,89 + 322 34,02 £ 1,28
18:3 1,34 £ 0,86 2,66 £ 141 1,61 £ 0,68 2,81 £0,63 1,41 £ 0,26
20:0 1,85+ 148 1,52 £ 0,97 1,01 £0,77 0,74 £ 0,54 0,59 £ 0,28
20:4 ND ND ND ND ND
20:5 ND 1,01 £ 0,66 0,8+0,13 0,84 £ 0,44 1,95+ 0,6

Tabla IV.3

Hemolinfa

CAPITULO IV

Porcentajes de los 4cidos grasos obtenidos de los lipidos totales de las génadas de hembras en diferentes
estadios de la vitelogénesis y de machos. Los valores representan las medias de los analisis + DE. Aplica las

mismas abreviaturas que para la Tabla IV.1.

vt
14:0 0,94 + 0,86 0,5+0,19
15:0 0,23 +0,2 0,14 £ 0,1
16:0 12,91 £ 1,55 20,09 + 3,35
16:1 2,42 +0,74 2,48 = 1,17
17:0 1,31 £0,23 0,67 + 0,07
17:1 0,79 + 0,01 0,33 £ 0,09
18:0 17,86 + 0,02 15,09 + 4,15
18:1 47,64 + 0,91 32,52 +5.25
18:2 10,99 + 0,97 25,97 £ 5,36
18:3 3,91 +256 0,99 + 0,61
20:0 1,13+0,19 0,07 £ 0,42
20:4 ND ND
20:5 ND 0,49 +0,22

\")
0,54 £ 0,15
0,08 + 0,02
15,67 + 1,2
2,26 £ 0,44
0,48 + 0,04
0,34 +£ 0,06
11,24 + 1,09

34,365
28,3 + 5,36
2,84+ 123
0,76 + 0,18
0,05 + 0,01
1,01 £0,14

PostV
1,1+0,07
0,41 £ 0,26
14,62 + 0,68
2,16 £ 1,15
0,73 £+ 0,48
0,37+04
12,16 £ 2,72
35,72 £ 4,66
27,24 + 1,68
2,16 £0,19
0,99 £ 0,5
ND
1,68 + 0,57

Machos
1,7+0,16
0,41 +0,16
14,64 £ 0,11
2,47 £ 0,61
0,78 + 0,01
ND
15,13 £ 161
30,92 + 2,37
28,7 £ 0,24
1,85+04
0,96 + 0,04
0,75 £ 0,05
2,06 +0,2
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Tabla IV.4

CAPITULO IV

Porcentajes de los 4cidos grasos obtenidos de los lipidos totales del musculo de hembras en diferentes
estadios de la vitelogénesis y de machos. Los valores representan las medias de los andlisis + DE. Aplica las
mismas abreviaturas que para la Tabla IV.1.

Misculo

v PostV Machos
14:0 0,22:0,18 0,4 0,09 0,96 £ 0,11 0,320, 0,58+ 0,11
15:0 0,13 0,02 0,14 £ 0,05 0,72 + 0,34 0,16 + 0,01 0,25 + 0,05
16:0 729+09 10,54 + 0,3 17,02 £ 0,67 6,99 + 0,72 18,98 + 1,89
16:1 0,79 £ 0,11 1,55 0,29 2,02+071 0,73 £ 0,21 050,14
17:0 0,74 + 0,09 1,54 £ 0,57 1,19£0,17 0,54 + 0,07 1,83+£0,18
17:1 0,21 £ 0,04 0,27 + 0,01 045014 0,47 + 0,15 0,24+0,12
18:0 19,96 + 1,38 14,94 + 2,37 21,86 + 2,82 16,49+ 19 42,9+0,95
18:1 22,24 £ 041 24,39+494 | 29,64+27] 20,13 + 2,05 11,29 £ 5,04
18:2 36,01 + 3,01 33,8723 21,49 + 145 44,09+ 1.2 142 +0,53
18:3 3,91+126 3,66 2,96 1,21 £ 0,45 2,47 £ 0,47 0,5+072
20:0 8,43 £ 2,55 0,56 + 0,08 1,26 £ 0,96 0,71 £0,16 7,66 £ 7]
20:4 ND ND ND ND ND
20:5 ND 3,57 + 1,04 2,15%0,2 750,69 0,67+ 0,32
60 .
50 §
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Figura IV.11 Porcentajes de los acidos grasos mayoritarios de los diverticulos intestinales de hembras en
diferentes estadios de la vitelogénesis y de machos. Los valores se presentan como las medias * DE. Las
diferentes letras sobre las barras (a y b) indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), n=6.
PreV: hembras previtelogénicas; Vt: hembras vitelogénicas tempranas; V: hembras vitelogénicas tardias; PostV:
hembras postvitelogénicas.
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Figura IV.12 Porcentajes de los acidos grasos mayoritarios de la hemolinfa de hembras en diferentes estadios
de la vitelogénesis y de machos. Los valores se presentan como las medias + DE. Las diferentes letras sobre

las barras (a, b, c y d) indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), n=6. Aplica las mismas
abreviaturas que para la Figura IV.11.

% de acidos grasos

w

EnlaFiguralV.12 se puede observar que en la HL el 4cido graso predominan-
te en el transcurso de la vitelogénesis es el C18:1. Las hembras PreV presentan un
32,7% de C18:1, junto con un 27% de C16:0 y un 21% de acido estearico (C18:0). Du-
rante la vitelogénesis, se observa en la HL una disminucién de los dos 4cidos grasos
saturados (16:0 y 18:0), mientras que aumenta el porcentaje del C18:2. A diferencia
de las hembras, los machos presentan mayor porcentaje de CI8:2, y menor por-
centaje de 4cidos grasos saturados en la HL.

En contraste con el patrén observado en la HL, en los Ovs de Las hembras
PreV predomina el CI8:] con un 47%, mientras que el resto presentan porcentajes
menores al 18% (FiguraIV.13). Sin embargo, las proporciones de estos dcidos grasos
pasan a ser comparables a los observados en la HL a medida transcurre el proceso,
observandose un aumento en el C18:2 y una ligera disminucién del CI18:1. Los ma-
chos presentan porcentajes comparables a los de las hembras PostV.

Por el contrario, en el musculo (Figura IV.14) las hembras PreV presentan un
predominio de C18:2 con un 36%, el cual disminuye durante el proceso alcanzando
valores cercanos al 20%. En cambio, el C16:0 y el C18: aumentan desde 7,2% a un
[7% y desde un 22% a un 30% respectivamente. Por el contrario, en los machos el
acido graso mayoritario de los musculos es el C18:0 con un 42%, seguido del C16:0

conun 19%.
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Figura IV.13 Porcentajes de los dcidos grasos mayoritarios de las génadas de hembras en diferentes estadios
de la vitelogénesis y de machos. Los valores se presentan como las medias + DE. Las diferentes letras sobre las
barras (a y b) indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), n=6. Aplica las mismas abreviaturas
que para la Figura IV.11.

% de acidos grasos

IV.3.B Discusidén

Como previamente Laino y colaboradores describieron mediante el uso de
ensayos in vivo e in vitro con Lipidos radiomarcados, Los Dl representan el principal
6rgano del metabolismo y almacenamiento de Lipidos en las arafas (Laino et al.
2009; Laino et al. 201 1a). EL aumento observado en la concentracién de Lipidos to-
tales en los DI al final de la vitelogénesis. desde las hembras Vt a las V, reforzaria
observaciones previas donde se describe que la segunda fase de acumulacién de
vitelo solo se produce cuando hay el alimento disponible (Foelix 2011). A su vez,
el aumento observado en el tamafio de los oocitos y en el peso del Ov durante el
proceso de vitelogénesis fue acompafiado de una acumulacién progresiva de Lipi-
dos en este érgano. De esta manera, el aumento en la concentracion de Llipidos en
Llos Dl durante la vitelogénesis podria estar asociado al posterior transporte y acu-
mulacién de los Lipidos en el Ov, como ha sido descripto previamente para otros
artrépodos (Teshima & Kanazawa 1983; Castille & Lawrence 1989; Ziegler & van
Antwerpen 2006).

Con estos resultados se hubiese esperado que la concentracién de Llipidos
en la HL hubiera aumentado durante la vitelogénesis debido a que este tejido es
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Figura 1V.14 Porcentajes de los 4cidos grasos mayoritarios del musculo de hembras en diferentes estadios
de la vitelogénesis y de machos. Los valores se presentan como las medias + DE. Las diferentes letras sobre
las barras (a, b, c y d) indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), n=6. Aplica las mismas
abreviaturas que para la Figura IV.11.

% de acidos grasos

.—m_

la dnica via de transporte de los lipidos hacia el Ov. Sin embargo, se observé un
aumento en el volumen total de la HL lo cual podrfa permitir un suministro mayor
de lipidos al Ov en las hembras V. De todas maneras, con estos resultados no es
posible descartar la hipétesis de una posible sintesis endégena de estos Lipidos en
el Ov como se ha descripto previamente en algunos crustaceos (Vazquez Boucard
et al. 2002) e insectos (Lubzens et al. 1981; Ferenz 1985; Ziegler & van Antwerpen
2006).

Por otra parte, el aumento de los lipidos en Llos DI podria darse en virtud de
sustentar el metabolismo de las hembras durante el proceso de oviposicién y el
posterior mantenimiento de la ooteca debido a que son eventos energéticamente
muy costosos para las hembras. Ruhland y colaboradores (2016) determinaron que
la oviposicién y la atencién posterior que las madres brindan para el cuidado de
sus crias implica un costoso energético alto para las hembras de P. saltans, obser-
vandose una disminucién particular de los niveles de lipidos durante esta etapa.
En el caso de P. pythagoricus, las hembras précticamente no se alimentan luego de
la oviposicién dedicandose al cuidado de Lla ooteca, la cual defienden ferozmente
(Galiano 1971). De manera similar, se sugirié en el camarén P. monodon que Las re-

servas de lipidos acumuladas en el hepatopéncreas serfan necesarias para satisfa-
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cer los requerimientos energéticos durante y luego de la oviposicién (Millamena
& Pascual 1990). En cambio, los machos presentaron concentraciones de Llipidos
en todos los érganos que fueron comparables a los valores de las hembras PreV'y
PostV. Esta similitud probablemente refleje Llos niveles basales de concentracién
necesarios para mantener la homeostasis lipidica que cumpla con Llos requisitos
metabdlicos de los individuos.

Durante la vitelogénesis, los Ovs deben incorporar todos los nutrientes
necesarios para cumplir con los requerimientos energéticos y estructurales que
implica el desarrollo de los embriones, pero también para sustentar la demanda
energética que implica el proceso de emergencia, dispersion, y otras actividades
postemergentes antes de que los juveniles sean capaces de alimentarse (Anderson
1978; Trabalon et al. 2018). La composicién lipidica del Ov de las hembras V se co-
rrelaciona fuertemente con la composicion observada en los huevos de P. pythago-
ricus (Figura IV.10). En el Ov y en los huevos de P. pythagoricus los principales Lipidos
energéticos fueron los triacilgliceroles, los cuales representaron un 23% de los Li-
pidos totales. Este valor fue equiparable al observado en los huevos de S. malitiosa
donde los triacilgliceroles representaron un 25% de los Lipidos totales (Laino et al.
2013). A su vez, el Ov contenfa cerca de un 66% de lipidos estructurales (conside-
rando la suma de los porcentajes de los tres Lipidos analizados: fosfatidiletano-
lamina, fosfatidilcolina y esﬂngomietina), valor comparable al de los huevos de P.
pythagoricus donde estos lipidos representaron cerca el 70% de los lipidos totales.
Asimismo, en los huevos de S. malitiosa se observé un valor similar, representando
cerca del 64% de los lipidos totales. Este predominio de lipidos estructurales se
observé también en P. monodon, donde Los Lipidos polares fueron los principales
responsables del aumento de la concentracion de lipidos de los Ovs durante la
maduracién ovarica (Millamena & Pascual 1990).

Durante el proceso de vitelogénesis, el contenido de fosfatidiletanolamina
en el Ovaumentd llegando a representar un 41% de los Llipidos totales en las hem-
bras V, convirtiéndose en el principal lipido de este érgano. Este valor no solo fue
consistente con Lo observado en los huevos, sino también con Llos porcentajes de
lipidos de las LVs de P. pythagoricus donde se establecié que la fosfatidiletanola-
mina era el principal lipido (Laino et al. 2011b). Entre las diferentes funciones, las
caracteristicas fisicoquimicas distintivas de fosfatidiletanolamina le permiten mo-
dular la viscosidad de las membranas de las células eucariotas. Se ha observado en
células de insectos, casi desprovistas de esteroles, que la fosfatidiletanolamina era
un regulador clave de la fluidez de la membrana frente a los cambios de tempe-
ratura (Dawaliby et al. 2016). Este rol podria tomar relevancia en Los individuos en
desarrollo mas aun si consideramos que hasta el momento no se ha comprobado

la sintesis de novo de colesterol ni en aracnidos ni en crustdceos (Zandee 1967;
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Teshima & Kanazawa 1971, 1983; Kean et al. 1985). Sin embargo, se requerirdn de
futuros estudios para determinar el rol de la fosfatidiletanolamina durante la vite-
logénesis y el desarrollo de P. pythagoricus.

Acompafiando la caracterizacién de Llipidos realizada en Llos Ov, en la HL se
observé un aumento en el contenido de fosfatidiletanolamina desde un 4,5% en
las PreV a un 39% en el V, con una disminucién concomitante de fosfatidilcolina.
De esta manera, probablemente esta gran cantidad de fosfatidiletanolamina tenga
como destino final su acumulacién en el Ov, debido a que en las hembras Pos-
tV este contenido de fosfatidiletanolamina disminuye a un 19%, volviendo a ser la
fosfatidilcolina el lipido estructural principal en la HL (41%) (Figura IV.7). Esto po-
dria sustentarse si consideramos que en el mUsculo no se observaron diferencias
significativas en el contenido de fosfatidiletanolamina durante el proceso (Figura
IV.9). De esta manera, la fosfatidiletanolamina se generaria en los DI, el érgano bio-
sintético principal de las arafias, luego este fosfolipido se transportaria via HL al
Ov para ser finalmente endocitado y acumulado en los oocitos. Por otra parte, la
disminucién en el porcentaje de fosfatidilcolina en la HL durante la vitelogénesis
probablemente ocurra para mantener el equilibrio en el contenido de lipidos po-
lares en las lipoproteinas circulantes de P. pythagoricus. Esto podria deberse a la
capacidad de carga de las lipoproteinas, ya que se ha observado que la cantidad de
lipidos que pueden transportar las lipoproteinas en arafias se encontraria restringi-
do debido a que las lipoproteinas mantendrian las mismas apolipoproteinas, Lo que
indicarfa una ausencia de lipoproteinas intercambiables (Cunningham et al. 1994;
Cunningham et al. 2007). Cunningham y colaboradores (1999) observaron la capa-
cidad in vitro de la Hc de P. pythagoricus de unirse a lipidos, sugiriendo una posible
adaptacion de esta proteina capaz de transportar una cantidad variable de Llipidos
bajo diferentes condiciones fisiolégicas. Esa proteina presentaba una gran capaci-
dad de unién para la fosfatidilcolina de manera que el aumento en la concentracién
de este fosfolipido podia reemplazar a los esteroles unidos a la proteina. Si bien
en este trabajo no se analizé la capacidad de uniéon de La fosfatidiletanolamina a la
Hc, las variaciones observadas en el contenido de fosfatidiletanolamina durante
la vitelogénesis puedan estar asociadas también con la unién preferencial de este
fosfolipido para su transporte en respuesta a las variaciones fisiolégicas durante
el proceso. Asimismo, el gran contenido de fosfatidiletanolamina observado en
los huevos, y en las LVs de P. pythagoricus como componente de estas particulas
lipoproteicas (Laino et al. 201 1b), confirmaria que la fosfatidiletanolamina se incor-
poraria a los Ov para formar parte del vitelo.

En contraste a lo observado en los Dl y en los Ovs, Los respectivos sitios de
sintesis y almacenamiento de los Llipidos durante este proceso, el contenido de Li-

pidos en el mdsculo fue menor, resultado que se correlaciona con lo descripto pre-
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viamente en escorpiones (Laino et al. 2015). Sila HL es la via principal de transporte
de lipidos, la disminucion en el contenido de fosfatidilcolina del musculo podria
asociarse a la disminucion de la cantidad de este mismo Lipido en HL. De este modo
el musculo no seria un tejido que participe activamente durante el proceso de vi-
telogénesis. Si bien los porcentajes son minoritarios, el pequefio aumento de tria-
cilgliceroles observado en los musculos durante el proceso podria producirse en
virtud de generar reserva para el tejido, ya que en las hembras PostV se observé
una disminucién en el contenido de los triacilgliceroles junto con un aumento sig-
nificativo de acidos grasos libres en este tejido (Figura IV.9). Esto sugeriria que luego
de la oviposicion aumentaria la demanda energética para satisfacer las necesidades
fisioldgicas que implica el tiempo de cuidado de la ooteca hasta la emergencia de
Llos juveniles.

Por otra parte, la concentracién de Lipidos en Los DI, testiculos y musculo de
los machos es comparables al de las hembras PreV y PostV, sin embargo, la concen-
tracién de lipidos en la HL es mayor al de las hembras. Esto se asociarfa a las tasas
metabdlicas sustancialmente més altas que Los machos presentan en comparacién
a las hembras (Shillington 2005). Las desigualdades observadas, especialmente en
las génadas, podrian deberse a las diferentes necesidades metabélicas que requie-
ren ambos sexos y a la carga energética diferencial asociada a los diferentes roles
reproductivos (Herrmann & Roberts 2017).

A lo largo del tiempo, se ha demostrado que las diferentes dietas pueden
afectar la composicion de los &cidos grasos del musculo y del hepatopéncreas en
algunas especies de artrépodos (Kucharski & Da Silva 1991; Vinagre & Da Silva 1992;
Carvalho et al. 2012). Sin embargo, a partir de los datos obtenidos, el contenido de
acidos grasos en el musculo y los DI de las hembras PreV de P. pythagoricus coin-
cide con la escasa informacion disponible para escorpiones y arafias, Lo que suge-
rirla que cualquier variacién que pueda generarse por las diversas dietas en estos
aracnidos es minima. Los principales &cidos grasos fueron CI8:1, C18:2 y, en menor
medida, C18:0 y C16:0, patrén que también se observé en los anélisis de cuerpos
enteros y en Llos DI de otras tres especies de arafias araneomorfas (Uscian & Stan-
ley-Samuelson 1994; Laino et al. 2009) como también en el hepatopancreas de
escorpiones (EL-Salhy et al. 1981; Uscian & Stanley-Samuelson 1994; Laino et al.
2015b). Debemos enfatizar que los DI presentaron un enriquecimiento de C18:2 y
un empobrecimiento de C16:0, patrén que se refleja luego en los valores obser-
vados en la HL durante la vitelogénesis. Este patrén coincide con el descripto por
El-Salhy y colaboradores (1981), donde los autores sugirieron que el hepatopan-
creas de escorpiones contenia varios acidos grasos con cierto grado de intercambio
con laHL.

Por otra parte, encontramos que el Ov se enriquecié en C18:2 y se empobre-
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cié en C18:0 durante la vitelogénesis. Este mismo patrén se observé también en la
HL, lo que sugiere que este acido graso serfa transportado via HL especificamente
hacia el Ov. La disminucién significativa en C18:2 en los DIy en el musculo refuer-
zan esta hipdtesis. La dinamica de los Lipidos en P. pythagoricus implicarfa la incor-
poracién clara de acidos grasos poliinsaturados al Ov. Los porcentajes similares de
acidos grasos insaturados presentes en las LVs de P. pythagoricus y en los huevos de

S. malitiosa respaldarian adin mas esta hipétesis (Laino et al. 201 Ib; Laino et al. 2013).

IV.4 Caracterizacion proteica

En esta seccidn se presenta el andlisis y los resultados obtenidos de los
componentes proteicos de los diferentes érganos y tejidos analizados (DI, HL y g6-
nadas), tanto de las hembras en los diferentes estadios de la vitelogénesis (PreV, Vt,
V 'y PostV) como de los machos. Los analisis con SDS-PAGE y Western Blot fueron

realizados a partir de agrupaciones de las muestras (3 grupos por estadio, n=6).

IV4.A Resultados

|4.A.a Contenido total y concentracién de proteinas solubles

Con el objetivo de analizar las variaciones en el contenido de proteinas, en
las Figura IV.15 se presentan los resultados obtenidos de la cuantificacién de pro-
tefnas solubles utilizando el método colorimétrico de Lowry et al. (1951) de los D,
goénadas y HL de las hembras y los machos. Los valores se encuentran expresados
como g de proteinas/mg de peso himedo (DI o génada) y/o ug de proteinas/ul de
HL.

La concentracién de proteina en los Dl aumentd significativamente desde la
etapa PreV con 68,96 + 3,86 ug de proteinas/mg de DI, hasta la etapa de V con un
valor promedio de |1 £ 3,11 ug de proteinas/mg de DI. Luego de la puesta, el con-
tenido de proteinas disminuye de manera significativa alcanzando concentraciones
promedio de 37,88 + 8,44 ug de proteinas/mg de DI en las PostV. Los machos pre-
sentan valores de concentracién de proteinas comparables al de las hembras PreV
y Vt (75,55 + 2,22 ug de proteinas/mg de D).

Asimismo, el contenido de proteina en la HL aumenta significativamente
desde las hembras PreV con 119,92 + 10,67 ug de proteinas/ul de HL, hasta las V
alcanzando valores promedio de 173,99 + 1,48 ug de proteinas/ul de HL. Luego
de la puesta, estos valores disminuyen alcanzando en las hembras PostV concen-
traciones de proteinas comparables al de las hembras PreV (88,25 + 26,05 ug de

proteinas/ul de HL). La concentracién de proteinas en los machos presenta valores
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promedio de 203,84 + 21,24 ug de proteinas/ul de HL.

En las génadas, el contenido de proteinas del Ov de las hembras varfa sig-
nificativamente durante la vitelogénesis. En un inicio, las hembras PreV presentan
valores promedios de 19,5 + 9,5 ug de proteinas/mg de Ov, los cuales aumentan
durante el proceso (Figura IV.15). EL primer aumento significativo se observa en-
tre las hembras PreV a las Vt, donde la concentracion de proteinas aumenta 2,25
veces alcanzando valores promedios de 43,98 + 9,16 ug de proteinas/mg de Ov en
las hembras Vt. EL segundo aumento significativo se observa entre las Vt y las V,
donde la concentracion de proteinas del Ov aumenta 2,11 veces observandose un
valor promedio de 93,1 + 17,3 ug de proteinas/mg de Ov en las hembras V. Durante
la fase de degeneracién ovérica, la concentracion de proteinas por mg de Ov dis-
minuye significativamente, descendiendo a valores de 7,6 * 1,27 ug de proteinas/
mg de Ov en las hembras PostV. En contraste, los machos presentaron valores de
concentracién comparables con las hembras PreV, con promedios de 13,8 + 4,6 ug
de proteinas/mg de testiculo.

220
200

180

140

d
c

ab 2 DI
120 b W HL
10 I G
8 1 :
w |
4 I I
’ [ 2 ]

0

> vt ) v ) rostv gl Machos

Figura IV.15 Concentracidn de las proteinas solubles presentes en los diverticulos intestinales (DI), la
hemolinfa (HL) y las génadas (G) de machos y hembras en diferentes estadios de la vitelogénesis. Los valores
se presentan como las medias * DE. Las diferentes letras (a, b, c y d) sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05), n=6. PreV: hembras previtelogénicas; Vt: hembras vitelogénicas
tempranas; V: hembras vitelogénicas tardias; PostV: hembras postvitelogénicas.

Hg proteina/mg tejido o pl HL
o o o o

o

IV4.A.b Caracterizacién proteica

Enestaseccionse presentan losresultados obtenidos porelanélisis SDS-PA-
GE de las proteinas solubles presentes en los DI, HL y génadas de las hembras en
diferentes estadios de vitelogénesis y de los machos. Para acompafiar el anélisis y
la caracterizacién de los diferentes érganos y/o tejidos, en las presentes corridas
electroforéticas se sembraron también muestras de LVI y LV2 de P. pythagoricus

previamente aisladas junto con muestras de proteinas solubles obtenidas del ho-
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mogenato de huevos (Estadio |, menos de 12 h luego de la puesta). Del anélisis de
SDS-PAGE de las diferentes muestras (Figura V.16, V.17 y IV.18), se puede observar
que laLVI presenta las subunidades de 120,75,46y 30 kDay que en la LV2 se des-
tacan principalmente las subunidades de 170, 120, 109, 75, 67 y 30 kDa, mientras
que la muestra de huevos presenta las subunidades de ambas LVs (170, 120, 109, 75,
67,46y 30 kDa).

En la Figura IV.16 se presenta el desarrollo electroforético de las proteinas
de los DI de las hembras en los distintos estadios de la vitelogénesis (PreV, Vt, V
y PostV) y de los machos. En cada calle del gel se sembraron 20 ug de cada una
de las muestras y 5 ul del estdndar de proteinas de peso molecular conocido. En
esta figura se observa que el patrén de proteinas es comparable entre los diferen-
tes estadios de las hembras, sobre todo en los polipéptidos de pesos moleculares
inferiores a 70 kDa. La principal diferencia entre los estadios es la presencia de un
polipéptido de 170 kDa en las hembras V, y dos subunidades de 120 kDa y de 109
kDa respectivamente, que se visibilizan en las Vt y se mantienen en las V. Por otra
parte, se observa un polipéptido de 75 kDa que se encuentra presente desde las
PreV hasta las V, el cual no se observa luego de la puesta (PostV). Ademas, este
polipéptido se encuentra también presente en la LVI. Por otra parte, el polipéptido

de 67 kDa se encuentra siempre presente, tanto en machos como en hembras.
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Figura IV.16 SDS-PAGE (gradiente de poliacrilamida 4-23%): analisis de las proteinas de los diverticulos
intestinales de machos y de hembras en diferentes estadios del proceso de vitelogénesis. El rectangulo a la
derecha indica el polipéptido destacable de los diverticulos intestinales vinculado al proceso de vitelogénesis
de P. pythagoricus. PreV: hembras previtelogénicas; Vt: hembras vitelogénicas tempranas; V: hembras
vitelogénicas tardias; PostV: hembras postvitelogénicas; LV1 y LV2: lipovitelinas aisladas del citosol de huevo;
H: homogenato de huevos; kDa: kilodalton; std: estdndar de peso molecular.

En la Figura IV.17 se presentan Los resultados del desarrollo electroforético
de las proteinas de la HL de las hembras en los distintos estadios de la vitelogénesis
y de los machos. En lineas generales, los perfiles exhiben los mismos patrones ca-
racterizados por las subunidades de 120 kDa, 109 kDay 67 kDa. Ademés, se observa
la presencia minoritaria de otras subunidades de mayor peso molecular como es el
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caso de la subunidad de 170 kDa (también se visualiza en la Figura IV.19A).
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Figura V.17 SDS-PAGE (gradiente de poliacrilamida 4-23%): analisis de las proteinas de la hemolinfa de
machos y de hembras en diferentes estadios del proceso de vitelogénesis. Los rectangulos a la derecha indican
los polipéptidos destacables de la hemolinfa vinculados al proceso de vitelogénesis de P. pythagoricus. Aplica
las mismas abreviaturas que para la Figura IV.16.

En la Figura IV.18 se presenta el desarrollo electroforético de las proteinas
de las gbéadas de las hembras en Los distintos estadios de la vitelogénesis (PreV, Vt,
V'y PostV) y de los machos. Tanto en los testiculos de Los machos como los Ovs
de las hembras se observd La presencia del polipéptido de 67 kDa. Durante la vite-
logénesis, Llos polipéptidos 46 y 30 kDa de Los Ovs comienzan a visibilizarse en las
hembras Vty se mantienen en los Ovs de las hembras V. Luego de la puesta, estos
polipéptidos se encuentran ausentes en Los Ovs de hembras PostV. Asimismo, Los
polipéptidos de 250, 170y 75 kDa también estén presentes en los Ovs de las Vty V,
y no se observan en los Ovs de las hembras PostV. Por el contrario, las dos subuni-
dades de 120y 109 kDa estuvieron presentes tanto en las hembras Vty V como en

las PostV. En contraste, en Llos testiculos de los machos se distinguen Los polipép-
tidos de 93, 48 y 44 kDa, como también el polipéptido de 67 kDa.
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Figura IV.18 SDS-PAGE (gradiente de poliacrilamida 4-23%): analisis de las proteinas de las génadas de
machos y de hembras en diferentes estadios de la vitelogénesis. Los rectédngulos a la derecha indican los
polipéptidos destacables de los ovarios vinculados al proceso de vitelogénesis de P. pythagoricus. Aplica las
mismas abreviaturas que para la Figura IV.16.
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En las Figura V.19 y en la Figura IV.20 se presentan los resultados obtenidos
del SDS-PAGE (A) y del Western Blot (B). En los geles generados para este anélisis
se sembraron |5 g de cada muestra exceptuando en los casos donde se especifi-
que.

En la Figura IV.19A se observa el analisis por SDS-PAGE de la HL, génadas
y DI de hembras V y de machos junto con el anélisis de las muestras de LVI, LV2 y
del homogenato de huevos. A su vez, en la Figura IV.I9B se presenta el anélisis por
Western Blot de las mismas muestras que la Figura IV.I19A utilizando anticuerpos
policlonales anti-LV.

Figura IV.19 (A) SDS-PAGE (4-23%); (B) Innmunotransferencia utilizando anticuerpo policlonal anti-LV. Ov V:
muestra de ovarios de las hembras vitelogénicas tardias; DI V: muestra de los diverticulos intestinales de las
hembras vitelogénicas tardias; HL V: muestra de hemolinfa de las hembras vitelogénicas tardias; LV1 y LV2:
lipovitelinas aisladas de citosol de huevo; H: homogenato de huevos; Test M: muestra de testiculos de machos;
DI M: muestra de los diverticulos intestinales de machos; HL M: muestra de hemolinfa de machos; kDa:
kilodalton; std: estdndar de peso molecular.

A partir del anélisis del Western Blot, se revela Lla presencia de los polipép-
tidos inmunorreactivos de 120, 75,46 y 30 kDa de la LV, y la presencia de Los mis-
mos en los Ovs de las hembras V y en el homogenato de huevos (Figura IV.19B).
Sin embargo, solo se observa la presencia de la subunidad 30 kDa de la LV2. Por el
contrario, Los tejidos de Los machos como también Los DIy la HL de hembras V no
presentaron inmunoreactividad.

En la Figura IV.20A se presenta el andlisis por SDS-PAGE de las muestras de
lipoproteinas hemolinfaticas (VHDL y HDLI) y las LVs (LVI y LV2) de P. pythagoricus,

junto con las muestras de Ov y HL de hembras V y muestras de homogenato de
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huevos. De las muestras de homogenato de huevos se sembraron dos calles, una
con 5 ug de la muestra y la otra con |5 ug. En la Figura IV.20B se presenta el ana-
lisis por Western Blot utilizando anticuerpos policlonales anti-Hc de las mismas
muestras que en la Figura IV.20A. La migracién de las dos lipoproteinas hemolinfa-
ticas bajo las mismas condiciones electroforéticas se ha determinado previamente
(Cunningham et al. 1994; Cunningham & Pollero 1996) y se incluyeron en este en-
sayo como controles.

En la Figura IV.20B se puede observar la ausencia de inmunoreacticidad de
laLVI y de la HDLI, lipoproteina utilizada como control, ya que la subunidad de 67
kDa estaba ausente en la LVI, y, como fue previamente descripto, la HDLI no con-
tiene Hc en su estructura. Por el contrario, se puede observar lainmunoreactividad
de la subunidad de 67 kDa en la LV2, el homogenato de huevos y la VHDL, la cual

comparte identidad inmunoldgica con la Hc.
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Figura 1V.20 (A) SDS-PAGE (4-23%); (B) Innmunotransferencia utilizando anticuerpo policlonal anti-Hc. LV1 'y
LV2: lipovitelinas aisladas de citosol de huevo; H: homogenato de huevos (5 y 15 pg); Ov V: muestra de ovarios
de las hembras vitelogénicas tardias; HL V: muestra de hemolinfa de las hembras vitelogénicas tardias; VHDL:
Lipoproteina hemolinfética de muy alta densidad de P. pythagoricus; HDLI: Lipoproteina hemolinfatica de alta
densidad de P. pythagoricus; kDa: kilodalton; std: estandar de peso molecular.

En el esquema de la Figura IV.2] se representan las principales subunida-
des proteicas vinculadas al proceso de vitelogénesis que también estan presentes
en los homogenato de huevos y en las LVs. De esta manera, en este esquema se
visualizan las subunidades presentes en los DI, HL y Ovs de las hembras V como
también en los homogenato de huevos, la LVI y la LV2. Con el rectadngulo gris se

indican aquellos polipéptidos que presentan igual peso molecular (kDa) pero no

95



TESIS LIC. SOFIA M. ROMERO CAPITULO IV

presentan inmunoreactividad con ninguno de los anticuerpos utilizados (anti-LV
y anti-Hc). En cambio, aquellos polipéptidos que se identifican con el anticuerpo
anti-LV se visualizan con rectdngulos negros, mientras que los que se identifican
con el anticuerpo anti-Hc se visualizan con rectangulos a rayas.

Se puede observar que la subunidad de 170 kDa se encuentra presente en
los DI, HL y Ovs de las hembras V, como también en el homogenato de huevos
y en la LV2, sin presentar inmunoreactividad con ninguno de los anticuerpos. Por
otro lado, las subunidades de 120, 75, 46 y 30 kDa se encuentran en los Ovs de las
hembras V, en el homogenato de huevos y LVI, y exhiben inmunorreactividad con
el anticuerpo policlonal anti-LV. En cambio, la subunidad de 67 kDa que presenta
inmunorreactividad con el anticuerpo policlonal anti-Hc, esta presente en la HL y

Ov de las hembras V, como también en el homogenato de huevosy en LV2.
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Figura IV.21 Representacion esquemaética de las subunidades de proteinas vinculadas al proceso de la
vitelogénesis de P. pythagoricus, presente en los diferentes érganos y,/o tejidos de las hembras V, en el
homogenato de huevos, la LV1 y la LV2. Todas las subunidades de proteinas representadas por rectdngulos
se detectaron en los geles mediante tincién con el colorante Coomassie Brilliant Blue. [ : Polipéptidos
sin inmunoreactividad; [ : Polipéptidos inmunoreactivos con el anticuerpo policlonal anti-Hc; M :
Polipéptidos inmunoreactivos con el anticuerpo policlonal anti-LV. DI V: DI de las hembras vitelogénicas
tardias; HL V: HL de las hembras vitelogénicas tardias; Ov V: Ov de las hembras vitelogénicas tardias; H:
homogenato de huevos; LV1 y LV2: LV aisladas de citosol de huevo.

IV4.A.c Secuencias extremo N-terminal

El procedimiento automatizado de reacciones de degradacién de Edman
permitié identificar las secuencias N-terminales que se presentan en la Tabla IV.5.
En esta tabla se exhiben la secuencia de aminodcidos del extremo N-terminal de
Llos polipéptidos correspondientes a las subunidades de 75, 67,46 y 30 kDa obteni-
das a partir de las proteinas de los homogenato de huevos de P. pythagoricus.

Al realizar una bdsqueda en la base de datos, se determind que Lla secuencia
N-terminal analizada de la subunidad de 67 kDa presentaba una similitud con la
subunidad de Hc 6 de la arafia C. salei (nimero de acceso CAC44757.1), presentan-
doun 77% de homologia. Los polipéptidos de 75, 47 y 30 kDa, que estan presentes
en los Ovs de las hembras V y en el homogenato de huevos y que ademas son
reconocidos por el anticuerpo policlonal anti-LV, no presentan secuencias identifi-

cables con ningln péptido informado hasta el momento.
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Tabla IV.5

Secuencias de aminoacidos N-terminales de las subunidades de 75, 67, 46 y 30 kDa presentes en el
homogenato de huevo de P. pythagoricus. Las asignaciones entre paréntesis son tentativas y la “X" indica que
no se encontrd ninglin aminoécido asignable para esa posiciéon.

Peso Molecular Secuencia N-Terminal

1 5 10
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IV4.A.d Cuantificacién de hemocianina

A partir de la identificacion del polipéptido de Hc de 67 kDa en Llos Ovs de las
hembras Vy en el homogenato de huevos de P. pythagoricus con el anticuerpo poli-
clonal anti-Hc (Figura IV.21), como también la confirmacién de su identidad a partir
de la secuencia del extremo N-terminal, se realizé la cuantificacion del contenido
Hc mediante el método de ELISA en Llos Ovs de las hembras durante la vitelogéne-

sis como también en los homogenato de huevos.

250

200

150

100

50
==

Figura IV.22 Concentracién de hemocianina (Hc) en los Ov de las hembras en diferentes estadios de la
vitelogénesis. Los valores se presentan como las medias + DE. Las diferentes letras (a, b y c) sobre las barras
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), n=6. PreV: hembras previtelogénicas; Vt: hembras
vitelogénicas tempranas; V: hembras vitelogénicas tardias; PostV: hembras postvitelogénicas; H: homogenato
de huevos.

Hg Hc/mg proteinas
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Enla Figura IV.22 se presentan los resultados obtenidos de la cuantificacion,
donde los valores se expresan como ug de Hc/mg de proteina. Durante el proceso
de vitelogénesis, se puede observar un aumento en la concentracién de Hc en las
proteinas de los Ovs de las hembras, con un aumento inicial de 5,3 veces desde
795+% 2,11 ugde Hc/mg de proteina en el estadio PreV a una concentracion de 41,87
+ 7,8 ug de Hc/mg de proteina en las hembras Vt. Luego, se produce otro aumento
significativo en las hembras V alcanzando valores promedios de 203,52 + 28,33
ug de Hc/mg de proteina (4,9 veces mas que las Vt). Después de la puesta, la con-
centracién de Hc disminuyo en los Ovs de las hembras PostV Llegando a valores
de 57,61 £ 29,69 ug de Hc/mg de proteina. Por otra parte, la concentracién de He
observada en los homogenato de huevos fue comparable al de las hembras V, con
una concentracion de He de 166,21 £ 39,11 ug de Hc/mg de proteina.

IV.4.B Discusién

Durante el proceso de la vitelogénesis, se produce un aumento progresivo
en la concentracién de proteinas de los DI, Lo que refleja una sintesis continua de
proteinas en ese érgano. Este aumento en la concentracién de las protefnas en los
Dl se acompafia del aumento en la concentracién de las protefnas en la HL durante
la vitelogénesis, tejido que tiene como funcién el transporte de oxigeno y nutrien-
tes.

Durante el anélisis de Los componentes lipidicos en hembras de P. pythagori-
cus, se observé unaumento en la concentraciéon de Lipidos durante la vitelogénesis,
con un predominio de fosfolipidos tanto en HL como en los Ovs. Los fosfolipidos
son uno de los principales componentes de las lipoproteinas hemolinfaticas en
crustéceos (Yepiz-Plascencia et al. 2000), insectos (Beenakkers et al. 1985) y arac-
nidos (Cunningham et al. 2007). Se ha demostrado que tanto el cuerpo graso de los
insectos como el hepatopancreas de los crustaceos son sitios de sintesis de lipo-
proteinas, las cuales pueden ser especificas o no del sexo (Beenakkers et al. 1985;
Yepiz-Plascencia et al. 2000). Previamente, se ha reportado para Locusta migratoria
migratorioides (Orthoptera: Acrididae) la sintesis de las apolipoforinas (apolLp-II /
) en el cuerpo graso las cuales son componentes de una HDL (Weers et al. 1992).
Posteriormente, estas apolipoproteinas se homologaron con la principal protei-
na precursora del vitelo en los decadpodos (Avarre et al. 2007). Sin embargo, se ha
descripto la presencia de proteinas hemolinféticas en los Ovs de Blattella germani-

ca (Blattodea, Insecta) con un alto contenido de Lipidos pero que no estaban aso-
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ciadas a Vgs. A parte de las Vgs, otras proteinas cumplirfan funciones fisioldgicas
importantes durante la vitelogénesis y el desarrollo de los huevos (Beenakkers et
al. 1985). De esta manera, los respectivos aumentos en el contenido de proteinas
y lipidos en los DI durante la vitelogénesis, junto con el claro predominio de los
fosfolipidos en la HL y en los Ovs, sugeririan que durante la vitelogénesis de P.
pythagoricus se produciria un aumento de las lipoproteinas en Lla HL.

Acompafiando la disminucién significativa del contenido de lipidos totales
de los DI (Figura IV.5), especialmente en el contenido de triacilgliceroles (Figura
IV.6), Las hembras PostV también manifestaron una reduccién pronunciada en la
concentraciéon de proteinas en los DI, suceso consistente con la falta de ingesta de
alimentos durante este periodo. De esta manera, parte de los recursos generados
durante la vitelogénesis podrian destinarse también para el mantenimiento de las
madres, compensando metabdlicamente el esfuerzo generado durante el proceso
de oviposiciony el posterior periodo de cuidado de la ooteca previamente mencio-
nado. Asimismo, al igual que en la concentracién de lipidos, el contenido de pro-
tefnas de los DI de los machos presentd valores comparables con en las hembras
PreVy PostV.

En los animales oviparos, durante el proceso de vitelogénesis, se produce un
aumento considerable en el tamafio de los oocitos y el peso del Ov como resulta-
do de la acumulacion de nutrientes. Durante la vitelogénesis, la concentracién de
proteinas en el Ov aumentd significativamente como se ha observado previamente
para otras especies donde se describié la acumulaciéon continua de proteinas y Li-
pidos en los oocitos durante este proceso (Trabalon et al. 1998; Vazquez Boucard
et al. 2002; Pourié & Trabalon 2003). Si bien el aumento fue continuo, las hembras
V presentaron valores significativamente mayores en este periodo donde el peso
del Ov y el tamafio de los oocitos aumentaba. Este patrén de aumento del con-
tenido proteico durante la oogénesis se ha observado también en los camarones
Litopenaeus merguiensis y Penaeus schmitti, donde la cantidad de proteina en el Ov
alcanzaba el valor méximo en el momento donde el peso del Ov y el tamafio de
los oocitos aumentaban (Marangos et al. 1988; Auttarat et al. 2006). En la arafia E.
atrica el contenido de proteinas del Ov en las hembras V es mayor en compara-
cién con las hembras que presentaban oocitos previtelogénicos (Pourié & Trabalon
2003). Ademds, parte del aumento de las proteinas del Ov podria darse a partir de
una sintesis endégena. Se ha reportado en la arafia Trichonephila clavata (= Nephila
clavata) (Araneae: Araneidae) un aumento en la cantidad de ribosomas de los oo-
citos (Choi & Moon 2003) que podria facilitar La sintesis de proteinas durante la vi-
telogénesis. De esta manera, estos cambios estructurales probablemente indiquen
el comienzo de la sintesis endégena del vitelo como se ha observado previamente

en el dcaro Rhipicephalus sanguineus (Ixodida: Ixodidae)(de Oliveira et al. 2005).
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La disminucién en el contenido de proteinas del Ov en las hembras PostV
luego de la puesta, sugiere que todo el contenido acumulado en los oocitos du-
rante el proceso fue transferido a los huevos. A su vez, el perfil electroforético ge-
neral de los polipéptidos presente en los Ovs de las hembras V fue muy similar
al de los huevos y al de las LVs. La pérdida de gran parte de estos polipéptidos en
los Ovs de las hembras PostV respaldaria alin mas la hipdtesis de que el destino
final de estas proteinas son Los huevos de P. pythagoricus. En el hemiptero Rhodnius
prolixus (Hemiptera: Reduviidae) casi el 80% del contenido total de las proteinas de
los oocitos correspondian a las Vns (Oliveira et al. 1986), mientras que en otros in-
sectos se encontrd que las Vns constitufa entre un 60-90% de las proteinas totales
del vitelo (Kunkel & Nordin 1985; Yamashita & Indrasith 1988). En los arécnidos, se
ha observado en algunas garrapatas que las Vns representan aproximadamente el
80% de las proteinas totales del huevo, mientras que en la arafia S. malitiosa, las LVs
representan mas del 60% de las proteinas del huevo (Laino et al.2013).

Utilizando los factores de conversion de 4,3 kcal/ g de proteinas y 7,9 kcal/
g de lipidos descritos por Beninger (1984), cuyos coeficientes fueron aplicados
en estudios previos de artrépodos y otros invertebrados (Heras et al. 1998; Gar-
cia-Guerrero et al. 2003; Laino et al. 2013; Trabalon et al. 2018), el contenido total
de proteinas presente en los Ovs de las hembras V proporcionaria 274 calorias/g de
huevos (62% de la energfa total disponible en el Ov de las hembras V), mientras que
los Lipidos proporcionarian |66 calorias de la energia/g de huevos. Estos valores se
asemejan a los valores observados en S. malitiosa y P. saltans, donde las proteinas
representaron respectivamente un 60% y 71% de equivalente energético (Laino et
al.2013; Trabalon et al. 2018). Aunque hasta el momento es escasa la informacién
sobre la contribucién energética de las proteinas durante la vitelogénesis de las
arafias, el alto porcentaje de proteinas presentes indicarfa que estos componentes
serfan un recurso valioso durante este proceso.

El sistema circulatorio transporta gases y distribuye nutrientes, aportando
diferentes sustratos y macromoléculas a los diversos érganos y tejidos y elimi-
nando a su vez los desechos (McMahon et al. 1997; Glenn et al. 2010). En algunos
artropodos y moluscos, el sistema circulatorio presenta como pigmento respira-
torio soluble la Hc la cual presenta una fuerte afinidad por el oxigeno. Este pig-
mento respiratorio se ha establecido como una macromolécula versatil, que no
solo transporta gases sino también contribuye a la homeostasis, hemostasia y a la
defensa inmune de los organismos (Zhuang et al. 2015). Las estrategias de generar
estas grandes estructuras macromoleculares, con subunidades que se agregan y
| o polimerizan para producir moléculas de mayor tamafio con muchos sitios de
unién, no solo disminuyen La presidén osmética, sino que también proporcionan una

solucion al problema de cargar oxigeno con alta afinidad en la interfaz respiratoria
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y descargar el oxigeno donde se necesita (Linzen et al. 1985; van Holde et al. 2001).
En P. pythagoricus se pudo observar un aumento en la concentracion de las pro-
tefnas hemolinfdticas durante la vitelogénesis, hecho que acompafié el progresivo
aumento y acumulacién de proteinas en los Ovs como también se observé en la
arafia E. atrica (Pourié & Trabalon 2003). Asimismo, representada por la subunidad
de 67 kDa (monémero de Hc)(Cunningham & Pollero 2003), se pudo determinar la
presencia de Hc en el Ov de las hembras V (Figura IV.7) y su acumulacién durante
la vitelogénesis (Figura IV.9). En las arafias, la Hc puede representar hasta cerca de
un 80% de las proteinas de la HL, de manera que un aumento en el contenido de
proteinas de la HL necesariamente implicaria un aumento en el contenido de Hcen
ese tejido, el cual permitirfa la acumulacién posterior de esa proteina hemolinfatica
en los oocitos.

Si bien, se ha descripto la presencia de Hc en el Ov, en embriones y en el Li-
quido perivitelino de varios crustaceos (Busselen 1971; Wache et al. 1988; Terwilli-
ger & Dumler 2001), hasta la actualidad el Gnico reporte disponible para el subfilum
Chelicerata era la presencia de cuatro hexameros en el Ov de A. hentzi (Kempter
1986). Sin embargo, los resultados de ese estudio no proporcionaban ninguna in-
formacién adicional sobre la acumulacién de He en Los oocitos, y mucho menos su
relacién con el desarrollo embrionario. A partir de Llos resultados obtenidos en el
marco de esta tesis, tanto la presencia como la acumulacién de Hc en los oocitos
reforzaria las hipétesis previas donde se describe el posible secuestro e incorpora-
ciénde Hcen el Ovy su posterior acumulacién en los granulos de vitelo (Yamashita
& Indrasith 1988). Este proceso se ha descripto también para algunos decapodos,
donde se determind la incorporacién de Hc materna desde la HL a los oocitos por
endocitosis (Wache et al. 1988; Terwilliger & Dumler 2001). Segun lo descripto por
Kempter para el subfillum Chelicerata, la molécula de Hc de 4 hexdmeros que se
detectd en el Ov de A. hentzi era similar o idéntica a La Hc hemolinfatica materna
(Kempter 1986). La identificacién a partir de la secuencia N-terminal de la Hc en
el homogenato de huevos y en la LV2 de P. pythagoricus, indicaria que la Hc posi-
blemente sintetizada en los cianocitos es liberada a la HL, se transporta y se acu-
mula en los Ovs para luego ser transferida a los huevos. La incorporacién de este
pigmento respiratorio proveeria a los huevos de un pool inicial de Hc durante el
inicio del desarrollo hasta que los individuos sean capaces de sintetizar su propia
Hc. En algunos cefaldépodos, se ha observado que la sintesis de Hc se da una se-
mana previa al nacimiento (Wolf & Decleir 1979). Por otra parte, se ha observado
en algunos crustdceos que esta proteina es endocitada por los oocitos desde la
HL, asegurando asi la presencia de ese pigmento respiratorio esencial durante las
primeras etapas del desarrollo embrionario (Durliat 1984; Busselen 1971; Fielder et
al.1971; Gilchrist & Lee 1972; Sugita & Sekiguchi 1979; Terwilliger & Dumler 200 1.
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En los artrépodos la Vg puede generarse a partir de diferentes origenes: (1)
una fuente extraovérica como el cuerpo graso en insectos, el hepatopancreas en
crustaceos o en el cuerpo graso o intestinos medios de los acaros, ylo (2) a partirde
una sintesis en el Ov (Hagedorn & Kunkel 1979; Rosell & Coons 1992; Serrano-Pin-
to et al. 2004; Boldbaatar et al. 2010; Wilder et al. 2010). En Llineas generales, la
sintesis de Vg en insectos se da en tejidos extraovaricos, se libera a la HL y se trans-
porta a los Ovs, donde alli se produce la captacién de las Vgs e incorporacion de
las proteinas a los oocitos en desarrollo. Sin embargo, varios trabajos plantean la
presencia de una sintesis endégena (ovarica) de LV en ciertos insectos y crustaceos
(Bownes & Hames 1977; Zhai et al. 1984; Melo et al. 2000; Pateraki & Stratakis 2000;
Avarre et al. 2003; Serrano-Pinto et al. 2004).

En arafias, el primer reporte de una proteina que podria estar relacionada
con una Vg fue descripta en E. atrica donde se determind que una proteina de 47
kDa se encontraba en la HL, los Ovs y en huevos de esta especie (Pourié & Traba-
lon 2003). En los Gltimos afios se han desarrollado nuevos trabajos en torno a la
temética, en donde se ha descripto la expresién de diferentes Vgs como ocurre
en P. pseudoannulata y en P. tepidariorum (Guo et al. 2018; Bednarek et al. 2019). En
la arafia lobo P. pseudoannulata se identificaron tres Vgs (PpVgl, PpVg2 y PpVg3)
los cuales se expresaron principalmente en hembras adultas (Guo et al. 2018), sin
embargo, Los autores no brindan informacién acerca del sitio de expresién de las
mismas ni tampoco el nimero de subunidades de las Vgs. En cambio, Bednarek y
colaboradores (2019) analizaron la presencia de Vg en varios tejidos de las hem-
bras de P. tepidariorum, tanto a nivel transcripcional determinando dos genes que
codificaban Vgs (PtVg4 y PtVg6), como también la identificacion de las subunidades
proteicas (Bednarek et al. 2019). A partir de los resultados obtenidos durante el
analisis de la vitelogénesis en P. pythagoricus, se identificaron varias subunidades
proteicas en los Ovs de las hembras, muchas de las cuales se encontraron también
en los huevos y en las LVs. La deteccién de una proteina de 250 kDa en los Ovs de
las hembras V, y la ausencia en esta subunidad en hembras PreV y PostV, podria
indicar que esta proteina cumpliria un rol importante durante este proceso. La au-
sencia de polipéptidos de peso molecular mayor a 170 kDa en los huevos y que se
encontraban presentes en los Ovs de las hembras V, podria deberse a la escisidn
proteolitica de estos polipéptidos, proceso que se observd en otros artrépodos
(Chinzei et al. 1983; Don-Wheeler & Engelmann 1997; Tufail & Takeda 2008). Se ha
observado en el 4caro R. microplus que las subunidades de mayor peso molecular
de las Vns sufren protedlisis durante la embriogénesis, debido a la accién de una
fosfatasa de 45 kDa (Silveira et al. 2006).

Asociado a estas observaciones, Bednarek y colaboradores describieron para

P. tepidariorum la presencia de tres subunidades de Vg una de 250 kDa y otras de bajo
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peso molecular (47 kDay 30 kDa), Las cuales se expresan en el intestino medio, en
el Ovy enlaHL de estas hembras (Bednarek et al. 2019). En P. pythagoricus se pudo
identificar también la presencia de subunidades de bajo peso molecular (46 y 30
kDa) (Figura IV.5) en Llos Ovs de las hembras durante el proceso de vitelogénesis,
especialmente en las hembras V. Estas subunidades se encontraron también en el
homogenato de huevos, asociandose principalmente a polipéptidos de las LVs. En
definitiva, de todos los polipéptidos presentes en el Ov que también se encontra-
ron en los huevos de P. pythagoricus, se puede resaltar Lla presencia de los péptidos
de 120,75, 46 y 30 kDa, los cuales son componentes de la LVI. En cambio, la LV2,
que comparte el polipéptido de 30 kDa con LVI, presentd las subunidades de 67
kDay 170 kDa en comun con proteinas de la HL y Llos Dl respectivamente. Por otra
parte, los resultados obtenidos de esta investigacion indicarian que los polipépti-
dos de bajo peso molecular (46 y 30 kDa), junto con otros polipéptidos presentes
en el tejido ovdérico y en Llos huevos de P. pythagoricus, deben haber surgido a partir
de una sintesis ovérica (autosintesis) ya que esas subunidades no fueron detectadas
nien los DI nienlaHL.

Los hallazgos reportados en esta tesis han proporcionado las secuencias
N-terminales de las subunidades de 75,46 kDay 30 kDa, pero desafortunadamente
estas subunidades no se identificaron con ningln péptido reportado hasta el mo-
mento. Esto probablemente se deba a la escasa informacién sobre las secuencias
de proteinas en arafias, problematica previamente expuesta por Pourié y Trabalon
(2003). Actualmente solo existe una secuencia N-terminal de la LV de S. malitiosa
(base de conocimiento de Uniprot, nimero de acceso COHJAS) junto a la secuencia
del péptido de 47 kDa presente en los Ovs vitelogénicos de E. atrica (Pourié & Tra-
balon 2003). La presencia del polipéptido de 46 kDa en Llos Ovs de las hembras Vy
enlaLVI de P. pythagoricus, junto con la presencia de un polipéptido de 47 kDa tan-
to en E. atrica (Pourié & Trabalon 2003) como también en P. tepidariorum (Bednarek
et al. 2019) y su vinculacién con Vgs en estas especies, sugiere que esta subunidad
serfa fundamental y estaria directamente vinculada al proceso de vitelogénesis de
arafias ya que se encontro presente en diferentes especies de distintas familias.

De esta manera, las proteinas vinculadas a la vitelogénesis en P. pythagoricus
probablemente se produzcan a partir de origen predominantemente ovarico, invo-
lucrando los péptidos de 120, 75,46 y 30 kDa; y otros de origen extraovaricos, uno
derivado de los Dl y representado por un péptido de 170 kDa; y el otro de origen
hemolinfético a partir de la subunidad de 67 kDa identificada como Hc.

103



TESIS LIC. SOFIA M. ROMERO

CAPITULO IV

IV.5 Conclusiones generales

A partir de las hipotesis planteadas, los objetivos propuestos y los resulta-

dos obtenidos con la metodologia aplicada en el presente capitulo, podemos re-

saltar las siguientes conclusiones:

Contrario a Lo esperado, el indice hepatosomatico no disminuye con el
aumento del indice gonadosomatico, siendo este Ultimo un buen indica-
dor del estado reproductivo de Las hembras.

Durante la vitelogénesis, se observa un aumento significativo en la con-
centracion de lipidos y proteinas en Los diverticulos intestinales.

El diametro de los oocitos aumenta durante la vitelogénesis acumu-
lando granulos de vitelo y observandose un aumento significativo en la
concentraciéon de Llipidos y proteinas.

Los fosfolipidos son los principales lipidos que se transportan por via
hemolinfética y se acumulan en los ovarios, observdndose un aumento
especifico y significativo del contenido de fosfatidiletanolamina durante
la vitelogénesis.

Los ovarios acumulan principalmente fosfolipidos y triacilgliceroles du-
rante la vitelogénesis.

Los huevos presentan el mismo perfil de Llipidos y proteinas como tam-
bién concentraciones comparables con los ovarios de las hembras vite-
Logénicas tardias.

Los ovarios acumulan hemocianina durante la vitelogénesis, contenido
que posteriormente se observa en los huevos de la especie.

Los machos presentan cantidades de Lipidos y proteinas comparables a
Llos de las hembras previtelogénicas y postvitelogénicas.

Las hembras vitelogénicas tempranas representan un estadio interme-
dio.

Los componentes proteicos de las lipovitelinas presentan polipéptidos
que provendrian principalmente del ovario (120, 75, 46 y 30 kDa) y, en
menor medida, del aporte de los diverticulos intestinales (170 kDa) y de

la hemolinfa (67 kDa con identidad de hemocianina).
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V.l Introduccién

La embriogénesis es un proceso a través del cual el embrién adquiere for-
ma Yy se desarrolla, comenzando desde la fecundacién e involucrando una serie
de procesos dinamicos que incluyen la division, el crecimiento, la migracién y la
diferenciacion de las células con el fin de generar estructuras de organizacién més
complejas. La sucesiva aparicion de niveles progresivamente mas complejos puede
darse solo en presencia de los recursos necesarios que satisfagan las necesidades
regulatorias y metabdlicas del embridn. EL metabolismo del embrién se encuentra
fuertemente regulado, coexistiendo multiples vias de biosintesis implicadas en el
desarrollo (Matova & Cooley 2001) como también en el mantenimiento somatico
del embrién (Geister et al. 2008). Los animales oviparos son un modelo ideal para
el estudio del desarrollo, debido a que sus huevos presentan una composiciéon y
una cantidad de recursos determinada cuyas variaciones pueden seguirse durante
el desarrollo embrionario (Garcia et al. 2008; Geister et al. 2008; Trabalon et al.
2018). En el caso especifico de las arafias, Los recursos presentes en el huevo deben
proveer la energfa suficiente para sostener el costo metabdlico que implica no solo
el desarrollo embrionario sino también los periodos de emergencia y dispersién de
los juveniles y otras actividades postemergentes, antes de que las arafias puedan
ser independientes y autosuficientes (Anderson 1978; Trabalon et al. 2018).

La utilizaciéon de los recursos energéticos entras taxas es muy variable al igual
que los tiempos requeridos para completar el desarrollo embrionario, los cuales
pueden ser desde 30 h hasta mas de 3 meses (Hinton 1981). Como previamente se
menciond, dentro de los distintos recursos, se producen granulos de vitelo que re-
sultan de vital importancia para la supervivencia de las crias. Si bien los Llipidos se-
rian el recurso principal en insectos, crustaceos y acaros (van Handel 1993; Garcia
et al. 2004; Campos et al. 2006; Geister et al. 2009; Santos et al. 201 1; Santana et al.

2014), la gran demanda energética del embrién en desarrollo podria suplirse tam-
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bién por el aporte de las proteinas y los carbohidratos (Mohamed 2000; Campos et
al. 2006; Santana et al. 2014). EL agotamiento del vitelo es un punto critico para las
arafias debido a que puede dar lugar a la competencia por la presa o al canibalismo
(Yip & Rayor 2014). Por otra parte, a pesar de los recientes avances, la informacién
asociada al proceso de formacién de las LVs, su posterior consumo y utilizaciéon
en arafias es verdaderamente escasa y muy reciente (Trabalon et al. 2018; Bedna-
rek et al. 2019; Laino et al. 2020). La Unica informacién brindada hasta el momento
sobre el consumo de los recursos energéticos durante el desarrollo fue descripta
para la arafia P. saltans, donde se analizé el rol que cumplian los triacilgliceroles,
carbohidratos y Llas proteinas durante el desarrollo embrionario y postembrionario
(Trabalon et al. 2018), como asi también el consumo de las reservas residuales de
las LVs luego de la emergencia (Laino et al. 2020).

La escasa informacién sobre esta temética dificulta la generalizacién del uso
de los diferentes recursos durante el desarrollo para un grupo tan diverso y parti-
cular como son las arafias. De esta manera, con el fin de avanzar en la comprensién
del papel desempefiado por las diferentes biomoléculas durante el desarrollo y
lograr una vinculacién con el proceso de vitelogénesis, en este capitulo se pre-
senta el andlisis realizado y los resultados obtenidos durante el desarrollo de P.
pythagoricus. Para una mejor interpretacién y organizacién de los resultados obte-
nidos, este capitulo se encuentra dividido en tres secciones: “Aspectos generales”,
“Caracterizacion lipidica” y “Caracterizacién proteica y concentraciéon de carbohi-
dratos”.

Las hipétesis planteadas para el presente estudio fueron:

* Durante el desarrollo de P. pythagoricus, el contenido de agua de los in-

dividuos disminuye.

* Los triacilgliceroles son la principal fuente de energfa lipidica durante el

desarrollo embrionario y postembrionario.

* Lasreservas de lipovitelinas se consumen de manera gradual durante el

desarrollo..

* A partir del consumo de lipovitelinas, el contenido de fosfolipidos dis-

minuye durante el desarrollo.

* Elglucégeno se consume de manera gradual durante el desarrollo.

+ Lasintesisyaumento del contenido de hemocianina se da en etapas pos-

teriores al desarrollo embrionario.

Los objetivos especificos planteados para esta investigacién durante el de-
sarrollo de P. pythagoricus fueron:

* Analizar la variacidn del peso himedo y seco de los individuos.

»  Cuantificar y analizar las variaciones en el contenido de Lipidos y dcidos

grasos.
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» Cuantificar y analizar las variaciones en el contenido total de proteinas
y carbohidratos.

» Cuantificar el contenido y determinar las etapas donde se produce el
consumo. de las lipovitelinas.

e Cuantificar el contenido de hemocianina.

V.2 Aspectos generales

Como fue previamente mencionado, el anédlisis del desarrollo de P. pytha-
goricus fue dividido en cinco estadios intraooteca y tres estadios extraooteca. Los
estadios intraooteca utilizados para este anélisis fueron separados temporalmente
(5 dias de diferencia entre cada uno), mientras que Los estadios extraooteca fueron
separados a partir de los eventos de emergencia de los juveniles de la ooteca y la
aparicion de la primera muda postemergencia. En esta seccién, se presenta la des-
cripcién de Llos estadios analizados y los resultados obtenidos de Los pesos de Llos

individuos y las velocidades de los juveniles emergentes.

V.2.A. Resultados

V.2.A.a Etapas del desarrollo de Polybetes pythagoricus

EnlaFigura V.| se presenta un esquema con los ocho estadios analizados del
desarrollo de P. pythagoricus. Los cinco estadios intraooteca se dividen en tres esta-
dios embrionarios (Estadio | a 3) y dos estadios postembrionarios (Estadio 4y 5). EL
Estadio | estédrepresentado por huevos esféricosde [,91 £ 0,11 mm, con la colora-
cién verde caracteristica de los huevos de P. pythagoricus, los cuales se encuentran
sueltos dentro de la ooteca sin ninguna sustancia que los mantenga unidos. Como
previamente se menciond durante el desarrollo se genera el eje dorsoventral del
embrién y se produce la inversion del mismo, aprecidndose con claridad cerca del
dia 10 (Estadio 3) las extremidades de los embriones. Luego de la eclosion, el pri-
mer estadio postembrionario analizado (Estadio 4) resulta de la eliminacién de una
exuvia de coloracién blanca y esté representado por juveniles libres inméviles (ju-
veniles de |5 dias después de la oviposicion). Estos juveniles presentan una cuticu-
la sin pigmentacion y un opistosoma prominente. El segundo estadio postembrio-
nario analizado (Estadio 5) esta representado por juveniles de 20 dias después de
la oviposicién. Estos juveniles se diferencian del estadio anterior por la presencia
de una cuticula ligeramente pigmentada. Si bien ambos estadios pueden presentar
movimientos frecuentes de sus patas, ninguno posee la capacidad de locomocién

y el opistosoma duplica el tamafio del prosoma.
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Estadios intraooteca

Estadios extraooteca

Eclosion
Emergencia de los juveniles

Figura V.1 Estadios analizados del desarrollo de P. pythagoricus. En la figura se dividen los grupos
experimentales en dos secciones: los estadios intraooteca y los estadios extraooteca. Los estadios intraooteca
incluyen los estadios 1 al 3 pertenecientes al periodo de desarrollo embrionario y los estadios 4 y 5
pertenecientes al periodo postembrionario. Los estadios extraooteca incluye el estadio 6 representado por
juveniles gregarios y los estadios 7 y 8 representados por juveniles dispersos. Las barras verticales grises
representan los dos acontecimientos destacables: la eclosién, que separa los estadios embrionarios de los
postembrionarios, y la emergencia de los juveniles, que separa los estadios intraooteca de los estadios
extraooteca analizados. La linea de puntos conecta temporalmente los estadios y arriba de cada imagen se
presentan los dias totales transcurridos durante el desarrollo. Con las lineas continuas se sefialan las mudas
observadas entre los estadios analizados.

Alos 22 + | dfas los juveniles mudan, produciendo una exuvia de coloracién
rosada y de estructura definida, dando lugar a un estadio mds activo con capacidad
de locomocioén (0,68 + 0,13 cm/seg). Alos 25 + | dias estos juveniles activos emer-
gen de la ooteca, dando lugar al primer estadio emergente analizado (Estadio 6). La
emergencia de las arafias puede darse en presencia o no de la madre, pudiendo no
solo emerger sino también continuar su desarrollo en ausencia de ella. EL Estadio
6 esta representado por juveniles gregarios que se mantienen juntos y en contac-
to constante con la superficie de la ooteca. Estos juveniles presentan patas mas
largas que el estadio anterior, un opistosoma con un tamafio comparable al del
prosomay una pigmentacién mas marcada, especialmente en el opistosoma. A Los
|0 dias de la emergencia (35 * | dias después de la puesta), estos juveniles mudan
eliminando una exuvia mas rigida con una coloracién rosada oscura y dando lugar
a los estadios dispersos (Estadios 7 y 8). Tanto en el Estadio 7 (35 + | dias después
de la oviposicién) como en el Estadio 8 (42 + | dias después de la oviposicion), di-
ferenciados temporalmente por una semana, Los juveniles abandonan la vida gre-
garia movilizéndose con mayor agilidad que el estadio gregario (6,25 = 1,08 cm/
seg). Su pigmentacién oscura estd mucho mas marcada, tanto en el prosoma como

en el opistosoma, y las patas adquieren la posicion lateralizada caracteristica de P.
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pythagoricus. A su vez, estos juveniles dispersos presentan un opistosoma ligera-

mente mas pequefio que el prosoma.

V.2.A.b Viabilidad de los individuos

La Figura V.2 presenta los porcentajes de viabilidad durante el desarrollo
embrionario y postembrionario (Estadios intraooteca) y el primer estadio emer-
gente (Estadio 6), teniendo en cuenta los huevos y/o los juveniles viables presen-
tes en cada ooteca. Durante el desarrollo embrionario el porcentaje de viabilidad
presenta un promedio de 96,5 + 2% de individuos viables. Luego de la eclosién, el
porcentaje de viabilidad comienza a disminuir desde el Estadio 4 con un 85,17 +
4,7% aun 63,6 = || % en el Estadio 6 cuando Los juveniles emergen.
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Figura V.2 Porcentajes de individuos viables (%) durante el desarrollo de P. pythagoricus. Los valores
representan las medias + DE. Las diferentes letras (a, b y c) sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas (p <0.05), n=3. Los nimeros en el eje de abscisas indican los estadios
analizados y las flechas los periodos del desarrollo que comprenden: Embrionario (Estadios 1 a 3),
Postembrionario (Estadio 4 y 5) y juveniles gregarios (Estadio 6).

% de individuos viables

V.2.A.c Numero de individuos y mediciones generales.

A partir del andlisis general de cada ooteca, en la Tabla V.| se presenta para
cada estadio analizado el nimero promedio de individuos de cada ooteca como
también los valores del peso himedo y peso seco expresados en miligramos (mg)
por individuo. EL nimero promedio de individuos por ooteca se encuentra entre un
minimo de 131 £ 45y un maximo de 281 £ 29, halldndose en ciertos casos excep-
cionales ootecas con mas de 400 individuos (Estadio 3).

En los estadios embrionarios Los valores de peso himedo maximo alcanzan
los 5,48 + 0,62 mg/individuo. A su vez, los valores de peso seco por individuo man-

tienen el mismo patrén que el peso himedo para cada estadio representados por

109



TESIS LIC. SOFIA M. ROMERO CAPITULO V

Tabla V.1 Anilisis de las ootecas: Nimero total de individuos por ooteca y valores de peso hiimedo y seco
por individuo (mg/individuo) durante el desarrollo de P. pythagoricus. Los valores se expresan como las

medias = DE.
Estadios Embrionarios Postembrionarios Gregarios Dispersos
Cantidad total de

individuos 209+114 | 28129 | 256+ 164 189 68 13145 21748 14445 | 272+8

Peso hiimedo

(mg/individuo) 4,24+023 | 4,96+04 | 548062 | 7,33%131 583:08 494+04 [452+1,19| 6,45+1,46
Peso seco

(mg/individuo) 0,92+04 | 1,22+033 | 1,59+0,26 | 1,87+047 | 1,51+0,17 1,04:04 | 1,1£047 [1,76%0,52

un 24,17 £ 5,3% del peso del individuo. En los estadios postembrionarios, el peso
de los juveniles presenta promedios de 7,3 + 1,31 mg/individuo en el Estadio 4 y
5,83 + 0,8 mg/individuo en el Estadio 5, mientras que el peso seco mantiene un
porcentaje comparable representado un 25,7 = 2,5% del peso de cada individuo.
Luego de la emergencia, los pesos himedos y pesos secos de los juveniles grega-
rios y dispersos son similares, representando el peso seco un 27,6 £ 4,48% del peso
del individuo.

Para determinar la variacién del contenido acuoso durante el desarrollo, se
analizd la relacién entre el peso himedo y el peso seco de cada individuo en los
ocho estadios analizados. Los resultados se encuentran en la Figura V.3 donde se
puede observar que los valores promedios varian entre un minimo de 3,5 + 0,23

y un maximo de 4,3 + 0,6, pero no presentan diferencias significativas. Durante el

6
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Figura V.3 Variacion en la relacién del peso himedo (mg por individuo) y el peso seco (mg por individuo)
durante el desarrollo de P. pythagoricus. Los valores representan las medias + DE, n=12. Los niimeros en el
eje de abscisas indican los estadios analizados y las flechas los periodos del desarrollo que comprenden:
Embrionario (Estadios 1 a 3), Postembrionario (Estadio 4 y 5) y juveniles gregarios (Estadio 6).
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w
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desarrollo, el contenido de agua por individuo representa en promedio el 75,4 =

5,1% del peso del individuo.

V.2.B. Discusién

El proceso de embriogénesis puede ser notablemente diverso entre las dis-
tintas especies, especialmente durante las primeras etapas de desarrollo (Lemaire
& Marcellini 2003), pero en el caso particular de las arafias hay varios factores que
pueden contribuir a esta diversidad. Por un lado, el tiempo que implica el proceso
completo de embriogénesis. A temperaturas comparables, el tiempo de embrio-
génesis en arafias varia desde 8 dias como en P. tepidariorum (Hilbrant et al. 2012)
hasta ciclos de entre 13 a |5 dias como en P. saltans (Trabalon et al. 2018), C. salei
(Melchers 1963; Stollewerk & Seyfarth 2008) y P. pythagoricus (Figura V.1I). Ademés,
se han observado variaciones en la duracién del proceso dentro una misma especie
(Xerolycosa nemoralis, Araneae: Lycosidae) dependieron del sitio donde se desarro-
llan, variando no solo las primeras etapas de desarrollo y sino también Los niveles
de mortalidad de los huevos y los embriones segin la ubicacion espacial de los
individuos (Babczyﬁska et al. 2014). Por otro lado, el tamafio y el peso del huevo
podrian ser un segundo factor los cuales varfan entre las especies. A lo largo de
las diferentes familias, se pueden encontrar huevos de menos de 0,5 mgy | mm
de didmetro (Anderson 1990; Trabalon et al. 2018) hasta huevos de méas de 2 mm
(Galiano 1971) con pesos de hasta 4 mg como ocurre en P. pythagoricus (Tabla V.1).
El tamafio y el peso del huevo estdn correlacionados con el contenido de aguay
con la cantidad de nutrientes que presentan. Estos recursos serdn posteriormente
consumidos por los embriones y juveniles en desarrollo, permitiendo el manteni-
miento del metabolismo hasta que los juveniles puedan alimentarse. Todos estos
factores pueden afectar la supervivencia y la viabilidad de los individuos. Trabalon
y sus colaboradores describieron que las tasas de mortalidad de P. saltans eran re-
lativamente bajas, pero el nimero de individuos disminuyd progresivamente desde
las primeras etapas embrionarias hasta La aparicién de Los juveniles (Trabalon et al.
2018). En cambio, durante el desarrollo de P. pythagoricus la viabilidad de los indi-
viduos comenzaria a disminuir principalmente durante los estadios posteriores a la
eclosion.

A partir de las diferentes investigaciones realizadas, se ha descripto el uso
de huevos infértiles como fuente de alimento para los juveniles viables denomi-
nados “huevos tréficos”. Estos huevos pueden ser colocados por la madre luego
de la emergencia de las arafias (Kim & Roland 2000) o simplemente Llos mismos
huevos no viables presentes dentro de la ooteca pueden ser utilizados luego de Lla
eclosién por Llos juveniles intraooteca (Galiano 1971). Sin embargo, esto no ocurre

en todas las especies de arafias. Durante el desarrollo de la arafia P. saltans, Tra-
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balon y colaboradores determinaron que Los huevos no viables no representaban
una fuente de alimento para Los juveniles en desarrollo debido a que estos huevos
se encontraban dentro de la ooteca incluso luego de que emergieran Los juveniles
(Trabalon et al. 2018), siendo Las reservas del huevo el tnico recurso energético de
Llos juveniles viables. Si bien se ha descripto que durante el desarrollo postembrio-
nario de P. pythagoricus Los juveniles pueden alimentarse de los huevos no viables
(Galiano 1971), la presencia de estos huevos en estadios avanzados del desarrollo
como también la disminucién o la ausencia de variaciones en la concentracién de
las principales fuentes de reserva analizadas (ver mas adelante), indicarfa que este
suceso podria darse a niveles bajos representando una contribucién muy despre-
ciable a las reservas de los juveniles viables.

La pérdida de agua en los huevos representa un desafio para diferentes ar-
trépodos los cuales emplean una amplia gama de recursos para prevenirlo (Mazzini
et al. 1984; Speake & Thompson 1999; Fan et al. 2008). En el caso de las arafias, Los
huevos se encuentran rodeados por un cocédn de seda el cual presenta diversas for-
mas y colores que varian segln la especie. Entre los multiples factores que pueden
afectar el desarrollo de los embriones y de los juveniles, se encuentra el estrés
térmico e hidrico (Bristowe 1941; Ngrgaard 1956; Schaefer 1976; Hieber 1985). Si
bien, algunos autores consideran que el cocédn de seda puede prevenir la perdida
de agua, hay varios reportes que describen lo contrario (Bristowe 1941; Schaefer
1976; Opell 1984; Foelix 2011; Babczyfiska et al. 2014). A partir del andlisis realiza-
do, el cocén de seda en P. pythagoricus puede llegar a representar hasta un 5,5% del
peso de la ooteca y considerando que, en condiciones de temperatura y humedad
controladas, el contenido de agua representd el mismo porcentaje en todos los
estadios intraooteca (periodo embrionario y postembrioanrio) el cocén de seda
podria ser una posible barrera de proteccion contra la desecacién. Sorpresivamen-
te, no se observaron diferencias significativas en la relacién en la variacién del peso
seco enrelacién al peso himedo, a diferencia de varios insectos donde las variacio-
nes del peso seco han sido desde un 3% hasta un 66% (Ludwig & Ramazzotto 1965;
Yurkiewicz & Oelsner 1969).

V.3 Caracterizacion lipidica

En esta seccidn se presenta los resultados obtenidos del anélisis de los com-
ponentes lipidicos durante el desarrollo de P. pythagoricus. Para complementar es-
tos resultados, se analizaron muestras de cuerpo entero de adultos (hembras PreV)

y de juveniles de estadios avanzados en el desarrollo.
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V.3.A Resultados

V.3.A.a Concentracién de lipidos totales

En esta seccién se presentan los resultados obtenidos a partir de la extrac-
ciony cuantificacion de los Lipidos totales para cada estadio del desarrollo analiza-
do de P. pythagoricus. Los respectivos valores se expresan como g de lipidos por
mg de peso humedo.

En la Figura V.4 se presentan los valores de concentracion de Lipidos totales
durante el desarrollo de P. pythagoricus. Durante el desarrollo embrionario la con-
centracion de lipidos totales es variable siendo de 60,47 + |9 ug de lipidos/mg de
peso humedo. Sibien los valores no presentan diferencias significativas en el perio-
do postembrionarios, se observa una tendencia a la disminucién del contenido de
lipidos llegando a concentraciones de 32,98 + 8 ug de lipidos/mg de peso himedo
una vez que los juveniles emergen de la ooteca (Estadio 6). Finalmente, la concen-
tracion de lipidos totales disminuye significativamente en los estadios dispersos
(Estadio 8) con una concentracién de 12,3 + 1,7 ug de lipidos/mg de peso himedo y
manteniéndose con un promedio de 10,25 £ 1,9 ug de lipidos/mg de peso himedo

en los juveniles avanzados y los adultos obtenidos en el campo (Jy A).
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Figura V.4 Concentracién de lipidos totales durante el desarrollo de P. pythagoricus. Los valores representan
las medias + DE. Las diferentes letras (a, b y ) sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas (p <0.05), n=3. Los nlimeros en el eje de abscisas indican los estadios analizados y las flechas
los periodos del desarrollo que comprenden. 1-3: estadios embrionarios; 4 y 5: estadios postembrionarios;

6: juveniles gregarios emergente; 7 y 8: juveniles dispersos; J: juveniles libres de desarrollo avanzado; A:
ejemplares adultos (PreV).

V.3.A.b Composicién lipidica

En esta seccidn se presenta el andlisis obtenido a partir de la cuantificacion
por TLC-FID de las distintas clases de lipidos en Los diferentes estadios analizados

del desarrollo, incluyendo los juveniles avanzados y los adultos obtenidos en el
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campo. Los respectivos valores se expresan como g de lipidos por mg de peso
hdmedo para cada lipido analizado.

En la Figura V.5 se observa la concentracién de los principales fosfolipidos
analizados: fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina (SM).
La fosfatidiletanolamina representa el principal fosfolipido durante el desarrollo
embrionario con valores promedio entre los estadios de 29,86 + 6 ug de fosfatidi-
letanolamina/mg de peso himedo. Luego de la eclosién, el contenido de fosfatidi-
letanolamina disminuye a medida transcurre del desarrollo postembrionario hasta
que los juveniles emergen de la ooteca (Estadio 6), alcanzando una concentracién
comparable a la de los adultos (A).

Comparable al patrén observado con la fosfatidiletanolamina, Lla fosfatidil-
colina disminuye de manera gradual durante el desarrollo postembrionario. Con
valores promediode 13,61 £ |,8 ug de fosfatidiLcoLina/mg de peso himedo durante
el desarrollo embrionario (Estadio | a 3), la concentracién de fosfatidilcolina dis-
minuye alcanzando valores de 4,19 + 1,25 g de fosfatidilcolina/mg de peso hume-
do cuando los juveniles emergen de la ooteca (Estadio 6) y alcanzando en los adul-

tos una concentracion de 1,3 + 0,5 ug de fosfatidilcolina/mg de peso humedo (A).
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Figura V.5 Concentracién de fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y esfingomielina en los diferentes
estadios del desarrollo analizados de P. pythagoricus. Los valores representan las medias = DE. Las diferentes
letras (a, b, c, d y e) sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05), n=3. PE:
fosfatidiletanolamina; PC: fosfatidilcolina; SM: esfingomielina. Los nimeros en el eje de abscisas indican los
estadios analizados y las flechas los periodos del desarrollo que comprenden. 1-3: estadios embrionarios; 4 y
5: estadios postembrionarios; 6: juveniles gregarios emergentes; 7 y 8: juveniles dispersos; J: juveniles libres de
desarrollo avanzado; A: ejemplares adultos (PreV).
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En cambio, la concentracidén de esfingomielina se mantiene relativamente
constante con valores promedio de 0,85 + 0,37 ug de esfingomielina/mg de peso

humedo durante el desarrollo. En los adultos se observan Los valores minimos con

(14
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una concentracién promedio de 0,28 + 0.02 ug de esfingomielina/mg de peso ha-
medo (A).

En la Figura V.6 se observa la concentracién de los principales lipidos ener-
géticos: triacilgliceroles, acidos grasos libres y diacilgliceroles. Durante el desarro-
llo hasta la emergencia de los juveniles gregarios (Estadio 6) las concentraciones
de estos lipidos permanecen relativamente constantes. Durante este periodo Los
triacilgliceroles mantienen una concentracién que va desde 12,55 £ [,8 a 7,8 *
3,7 ug de triacilgliceroles/mg de peso humedo. En los estadios de dispersion estos
valores disminuyen hasta concentraciones promedio de 0,84 £ 0,16 ug de triacil-
gliceroles/mg de peso humedo. En los estadios més avanzados, estos valores au-
mentan alcanzando en los adultos concentraciones promedio de 2,6 + 0,2 ug de
triacilgliceroles/mg de peso humedo (A).

Durante el desarrollo intraooteca, los acidos grasos libres mantienen con-
centraciones constantes con valores promedio de 1,23 + 0,23 ug de acidos grasos
libres/mg de peso humedo, tanto en los estadios embrionarios como en los pos-
tembrionarios (Figura V.6). Una vez que los juveniles emergen (Estadio 6) la con-
centracion de los acidos grasos libres aumenta a 5,2 + 0,63 ug de acidos grasos
libres/mg de peso humedo, concentracién que disminuye luego en los juveniles
que se dispersan alcanzando en adultos valores de |.2 £ 0.8 ug de 4cidos grasos
libres/mg de peso himedo (A). En el caso de los diacilgliceroles, solo se observan

una menor proporcién en estadios postembrionarios.
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Figura V.6 Concentracién de triacilgliceroles, acidos grasos libres y diacilgliceroles en los diferentes
estadios del desarrollo analizados de P. pythagoricus. Los valores representan las medias = DE. Las diferentes
letras (a, b, c y d) sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05), n=3. TAG:
triacilgliceroles; AGL: 4cidos grasos libres; DAG: diacilgliceroles. Los niimeros en el eje de abscisas indican los
estadios analizados y las flechas los periodos del desarrollo que comprenden. 1-3: estadios embrionarios; 4 y

5: estadios postembrionarios; 6: juveniles gregarios emergentes; 7 y 8: juveniles dispersos; J: juveniles libres de
desarrollo avanzado; A: ejemplares adultos (PreV).
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En la Figura V.7 se observa la concentracién de algunos Llipidos modulado-
res y otros implicados en la sefializacion: hidrocarburos, esteroles esterificados
y colesterol. EL contenido de hidrocarburos aumenta durante el desarrollo em-
brionario y luego permanece relativamente constante durante el desarrollo pos-
tembrionario hasta que los juveniles gregarios emergen con valores promedio de
1,03 + 0,55 ug de hidrocarburos/mg de peso himedo. Luego de la primera muda
postemergente (Estadio 7) las concentraciones aumentan alcanzando valores de
4,63 £ 1,19 ug de hidrocarburos/mg de peso himedo y disminuyendo en estadios
avanzados llegando en adultos a valores de 0,34 + 0,01 ug de hidrocarburos/mg de
peso humedo (A).

Los valores de colesterol durante el desarrollo embrionario y postembrio-
nario fluctdan entre 1,21 £+ 0,12 y 1,51 £ 0,25 ug de colesterol/mg de peso hume-
do (Figura V.7), los cuales descienden a valores promedios de 0,89 + 0,28 ug de
coLesteroL/mg de peso humedo cuando los juveniles emergen (Estadio 6). Luego
se observa un incremento en los estadios dispersos alcanzando valores de 1,98 +
0,3 ug de colesterol/mg de peso himedo el cual disminuye en estadios avanzados
llegando en adultos a valores promedios de 0,58 + 0,06 ug de colesterol/mg de
peso himedo. Ciertos niveles de esteroles esterificados se detectan a partir de Los

estadios postembrionarios, con valores de concentracién bajos de 0,15 £ 0,05 ug
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Figura V.7 Concentracién de hidrocarburos, esteroles esterificados y colesterol en los diferentes estadios del
desarrollo analizados de P. pythagoricus. Los valores representan las medias + DE. Las diferentes letras (a, b, c,
d, e y f) sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05), n=3. HC: hidrocarburos;
EE: esteroles esterificados; COL: colesterol. Los niimeros en el eje de abscisas indican los estadios analizados

y las flechas los periodos del desarrollo que comprenden. 1-3: estadios embrionarios; 4 y 5: estadios
postembrionarios; 6: juveniles gregarios emergentes; 7 y 8: juveniles dispersos; J: juveniles libres de desarrollo
avanzados; A: ejemplares adultos (PreV).
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de esteroles esterificados/mg de peso himedo, alcanzando el valor maximo 0,96 +
0,28 ug de esteroles esterificados/mg de peso himedo cuando los juveniles mudan
y se dispersan (Estadio 7). En adultos estos valores descienden a concentraciones

de 0,26 * 0,2 ug de esteroles esterificados/mg de peso himedo.

V.3.A.c Analisis de los 4cidos grasos

En esta seccidn se presenta el andlisis realizado por GLC de los ésteres meti-
licos de 4cidos grasos obtenidos a partir de los lipidos totales en los ocho estadios
del desarrollo (Estadio | a 8), observandose en la Tabla V.2 todos los acidos grasos

cuantificados en los ocho estadios analizados.

Tabla V.2 Porcentajes de los dcidos grasos obtenidos de los lipidos totales de los distintos estadios del
desarrollo de P. pythagoricus. Los valores representan las medias + DE, n=3. Porcentajes de los acidos grasos
obtenidos de los lipidos totales del misculo de hembras en diferentes estadios de la vitelogénesis y de
machos. Los valores representan las medias de los analisis + DE. Los niimeros indican los estadios analizados
y los rectédngulos de arriba los periodos del desarrollo que comprenden. %AG: Porcentaje de 4cidos grasos;

1-3: estadios embrionarios; 4 y 5: estadios postembrionarios; 6: juveniles gregarios emergentes; 7 y 8: juveniles
dispersos.

AG% Postembrionarios - Dispersos
o | © o  ©O

140 027+006 | 022+003 | 033%003 | 032001 035:002 | 042009 03:0.2 0,46 + 0,06
150 0060008 | 0030004 | 009+007 | 004:0005 | 005:002 | 0,05%001 0,09 £ 001 0,1:005

16:0 14,55+1,33 14,98 + 2,04 12,1412 14,84 + 091 14,01 £ 0,05 13,1+27 9,97 £ 0,44 6,89+0,16
161 1,6+057 25405 | 287061 | 221029 2,911 3,77£076 1,36:£0,8 0,74+0,02
170 049008 | 036+0007 | 0,6%0,1 043£001 | 053:0001 | 055:009 | 054:004 | 058004
171 034001 | 024:003 | 04%014 | 0,340,001 0,510, 047:028 | 046+0002 | 042%0.28
180 952057 | 959029 | 7,9%139 8,94+02 945+19 719+273 | 11,03£065 | 1256017
1811 4594042 | 43,19+263 | 44,83:232 | 47,35+162 | 4218£259 | 452032 | 37,04:337 | 2487172
182 2336082 | 21,93+123 | 23,65+199 | 22,18+247 | 22,88+483 | 23,39:073 | 31,34%347 | 3846043
18:3 2184236 | 5324%095 | 503066 1,1£084 482:082 | 2,25%067 07603 1,02:+0,02
200 026+0015 | 044:005 | 03007 0,320, 045:002 | 058003 0743028 | 1,15:015
204 085:005 | 046:005 | 1,11:008 | 1,04:019 | 1,13%018 | 1,65:027 396£066 | 646+077
205 057012 | 069:002 | 067:001 | 087%055 | 073+04 137027 242+057 | 6,28+086

Por otra parte, en la Figura V.8 se presentan los cambios porcentuales de
los principales acidos grasos analizados que presentaron variaciones significativas.
durante el desarrollo embrionario y postembrionario Los porcentajes de Los dcidos
grasos permanecen relativamente constantes manteniendo valores comparables
entre los estadios hasta que los juveniles emergen (Estadio 6). Sin embargo, luego
de la primera muda emergente que da lugar a los estadios dispersos (Estadio 7 y 8)
se observaron grandes variaciones en el contenido de los 4cidos grasos de estos
juveniles. Comparando el estadio de juveniles gregarios (Estadio 6) con el ultimo

estadio de juveniles dispersos analizados (Estadio 8), se observé que el porcentaje
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de 16:0 disminuye desde un 3,1 £2,7% hastaun 6,9 £ 0,16%.

Por el contrario, el 18:0 se enriquece durante este periodo desde un 7,2 +
7,2% aun 12,6 £ 0,17%. En el caso de los 4cidos grasos monoinsaturados, inicial-
mente el 8:] presenta un 45,2 + 0,3% en el estadio gregario y luego este valor
disminuye hasta un 24,8 £ [,7% en los juveniles dispersos. Por el contrario, el 18:2
se enriquece desde un 23,4 + 0,7% a un 38,45 £ 0,4%. Por otra parte, se observa un
incremento en los porcentajes de los acidos grasos 20:4 y 20:5 desde valores me-

nores al |,5% hasta valores cercanos al 6%.
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Figura V.8 Porcentajes de los principales acidos grasos (%) en los diferentes estadios del desarrollo
analizados de P. pythagoricus. Acido palmitico (16:0), Acido estearico (18: 0), Acido oleico (18: 1), Acido
linoleico (18: 2), Acido eicosatetraenoico (20:4) y Acido eicosapentanoico (20:5). Los valores representan
las medias + DE. Las diferentes letras (a, b, c y d) sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas (p <0.05), n=3. Los ntimeros en el eje de abscisas indican los estadios analizados y las flechas
los perfodos del desarrollo que comprenden. 1-3: estadios embrionarios; 4 y 5: estadios postembrionarios; 6:
juveniles gregarios emergentes; 7 y 8: juveniles dispersos.

A partir de la sumatoria de los distintos &cidos grasos analizados durante el
desarrollo, en la Figura V.9 se presentan los porcentajes totales de los 4cidos gra-
sos saturados (SFA), dcidos grasos monoinsaturados (MUFA) y 4cidos grasos poli-
insaturados (PUFA). Durante el desarrollo de P. pythagoricus el porcentaje de SFA
permanece relativamente constante, mientras que el contenido de los 4cidos gra-
sos insaturados varfa luego de que los juveniles emergen de la ooteca. EL porcen-
taje de los MUFA disminuye desde un 49,45 + 1,35% en el estadio 6 hasta un 26,04
+2,02% en el estadio 8, con un aumento concomitante del porcentaje de los PUFA
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desde un 28,6 £ |,93% en el estadio 6 aun 52,2 + 2,08% en el estadio 8.
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Figura V.9 Porcentaje total de acidos grasos (%) saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados
(PUFA) en los diferentes estadios del desarrollo analizados de P. pythagoricus. Los valores representan las
medias * DE de la suma de los porcentajes de los distintos tipos de acidos grasos. Las diferentes letras (a, b y
c) sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05), n=3. Los niimeros en el eje de
abscisas indican los estadios analizados y las flechas los periodos del desarrollo que comprenden. 1-3: estadios
embrionarios; 4y 5: estadios postembrionarios; 6: juveniles gregarios emergentes; 7 y 8: juveniles dispersos

V.3.B Discusién

En las especies oviparas, los lipidos presentes en el vitelo son una de las
principales fuentes de energia para el desarrollo, crecimiento y supervivencia de
los individuos. Se ha observado que las larvas de insectos holometabolos y juveni-
les de aracnidos presentan mayor contenido de lipidos que los adultos y, a su vez,
si estas reservas se mantienen hasta la madurez podrian compensar parte o la to-
talidad de la energfa requerida para las etapas de la vida adulta en algunas especies
(Lease & Wolf 2011). De la misma manera, durante el desarrollo de P. pythagoricus
se pudo observar que los estadios intraootecay Llos juveniles emergentes gregarios
presentaron una concentracion de Llipidos mayor que Llos juveniles dispersos y Los
adultos.

A lo largo del tiempo, se ha destacado que los lipidos energéticos repre-
sentan un recurso importante para el desarrollo embrionario en insectos, dcaros
y crustéaceos (Van Handel 1993; Garcia et al. 2004; Campos et al. 2006; Geister et
al. 2009; Santos et al. 2011). Sin embargo, en algunas arafias esto no parece ocurrir.
Los huevos de P. pythagoricus contienen inicialmente un 72,2% de lipidos estructu-
rales (cercano a los 40 ug de fosfolipidos/mg de peso humedo) y solo 24,3% de Li-
pidos energéticos (aproximadamente un 13,3 ug de lipidos energéticos/mg de peso

humedo). Esto coincide con el analisis realizado en la arafia S. malitiosa, donde se
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observé que los huevos presentaban un 67 + 27% de lipidos estructurales (fosfa-
tidiletanolamina, fosfatidilcolina y esfingomielina) y solo un 26,6 + 18,5% de Lipi-
dos energéticos (triacilgliceroles y 4cidos grasos libres) quedando un 5,5 + 3,7% de
otros lipidos (colesterol, esteroles esterificados y hidrocarburos)(Laino et al. 2013).
En cambio, en P. saltans, otra especie de la familia Lycosidae, los Lipidos energéti-
cos son mayoritarios representando un 51,5 * 8,1%, seguido por un 33,1 £ [,2% de
Lipidos estructurales y 12,8 + 4% para el resto (colesterol, esteroles esterificados,
hidrocarburos y lisofosfatidilcolina) (Trabalon et al. 2018). Segun los autores, la di-
ferencia encontrada en la composicion lipidica de los huevos de estas arafias podrfa
deberse a la diferencia en el tipo de alimentacién, como se ha observado entre La
hemolinfa de A. californicum y Brachypelma albopilosum (Araneae: Theraphosidae)
(Schartau & Leidescher 1983).

Los resultados obtenidos acrecientan la idea de que los fosfolipidos parecie-
ran tener un rol muy importante durante el desarrollo de P. pythagoricus. Durante
el andlisis de la vitelogénesis de P. pythagoricus se pudo observar un aumento en el
contenido de fosfolipidos en los oocitos, alcanzando en los Ovs de las hembras V
un valor aproximado de 66,6%, mientras que los Lipidos energéticos solo represen-
taron un 30%. Este gran contenido de lipidos podria estar asociado a una funcién
estructural relacionado con la formacién de los cuerpos vitelinicos presentes en
los oocitos de muchas familias de arafias, los cuales han sido identificados como
reticulo endoplasmico rugoso que estarfa asociado a la formacién del vitelo (von
Wittich 1845; André & Rouiller 1957; Sotelo & Trujillo-Cendz 957). Posteriormen-
te y utilizando como modelo la arafia Clubiona sp. (Araneae: Clubionidae), Jedrze-
jowska & Kubrakiewicz (2010) caracterizaron los “cuerpos de Balbiani” diferencian-
dolos del “nucleo de vitelo”, demostrando que este Ultimos se caracterizaba por
contener cisternas del reticulo endopldsmico, mitocondrias y otros organulos. A
su vez, dentro de los lipidos componentes de las LVs de P. pythagoricus, Los fosfo-
lipidos representan un gran porcentaje cercano al 50%, siendo la fosfatidiletanola-
mina el fosfolipido mayoritario (Laino et al. 2011b). Este gran porcentaje de fosfa-
tidiletanolamina coincide con lo reportado para algunos embriones de crustaceos
(Wang et al. 2015).

Si bien la estructura de la fosfatidiletanolamina sugerfa que su funcién es
estructural, el consumo durante el periodo postembrionario provee evidencia
considerable de que este fosfolipido podria tener una funcién energética y no
solo estructural como han sugerido algunos autores para Los lipidos estructurales
(Hagen et al. 1996; Albessard et al. 2001; Mayzaud et al. 2003). Se ha observado
que los fosfolipidos pueden actuar como un combustible energético durante el
desarrollo temprano de algunos crustéceos (Clarke et al., 1985; Sibert et al. 2004).

Esta hipétesis podria verse reforzada por el escaso contenido de este fosfolipido
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enjuveniles y adultos dispersos (0,4% y 0,21% del contenido inicial de fosfatidileta-
nolamina), quedando en evidencia que luego de la eclosién, La fosfatidiletanolami-
na se hidrolizarfa principalmente durante los estadios postembrionarios. Por otra
parte, la hidrélisis de este fosfolipido podria proveer una fraccién de etanolamina
que modifica covalentemente las proteinas (Vance & Tasseva 2013). Asimismo, la
fosfatidilcolina consumida durante el desarrollo postembrionario podria proveer
una fraccién de colina necesaria para el metabolismo de los grupos metilo y parala
neurotransmision (Tocher et al. 1985). EL gran consumo de fosfolipidos durante las
etapas postembrionarias revelarfa que la actividad de fosfolipasa serfa mayor que
la actividad de la lipasa. En contraste, la concentracion de esfingomielina permane-
cié constante a durante el desarrollo exhibiendo posiblemente un rol estructural,
debido a que la combinacién de diferentes lipidos permite garantizar la integridad
de las membranas (Merrill Jr. & Sandhoff 2002; van Meer et al. 2008) contribuyen-
do en parte a su rigidez (Simons & lkonen 1997; Guan et al. 2009).

Con unaimportancia destacable, los triacilgliceroles se encuentran en el vi-
telo formando las gotas lipidicas (Walther & Farese 2012; Schie et al. 2013; Bik et al.
2020) y representando moléculas energéticas destacables por su gran capacidad
calérica y su forma de almacenamiento (Jedrzejowska & Kubrakiewicz 2010; Laino
etal. 2011b, 2013). En P. pythagoricus el contenido de triacilgliceroles disminuyé en
Llos estadios de dispersién, consumiéndose cerca del 50% Luego de la primera muda
fuera de la ooteca (Estadio 7) y casi la totalidad de esta reserva después de una
semana (Estadio 8). Este tipo de hidrélisis tardia de los triacilgliceroles también se
observé en la arafia P. saltans (Trabalon et al. 2018) y en algunos crustaceos (Gon-
zalez-Baré et al. 2000). Aunque no se puede descartar la sintesis de novo de acidos
grasos libres, a partir de los resultados obtenidos se puede inferir que el aumento
de la concentracién de los 4cidos grasos libres en los juveniles gregarios (Estadio
6) probablemente se deba a la hidrélisis de los fosfolipidos, principalmente de la
fosfatidiletanolamina, mientras que en los juveniles dispersos podria deberse a la
hidrolisis de Los triacilgliceroles.

Enlasarafias, los hidrocarburos podrian desempefiar diversas funciones tales
como representar la primera barrera quimica para la entrada de patdgenos, servir
como kairomonas para hongos y bacterias entomopatégenos (Lecuona et al. 1991),
participar en el control de la homeostasis hidrica (Hadley 1981; Gibbs 1998) o tener
un rol activo en la comunicacién quimica entre congéneres (Blomquist & Bagneres
2010). En el presente trabajo, la presencia de hidrocarburos varfa principalmente en
algunas etapas embrionarias y en los estadios de juveniles dispersos. Esto puede
deberse posiblemente a La sintesis de novo como se ha descripto en insectos (Fan et
al.2008), donde se observaron aumentos en el contenido de hidrocarburos durante

las etapas tempranas del desarrollo y en el primer estadio de ninfa. Por otro lado,
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la presencia de colesterol no varié significativamente entre las etapas analizadas a
pesar del rol clave del colesterol y esteroles esterificados, debido a que son com-
ponentes de membranas y precursores de hormonas de la muda (Andersen 1979;
Merzendorfer & Zimoch 2003; Martin-Creuzburg et al. 2007). Sibien en los adultos
las concentraciones son menores, estd claro que Llos hidrocarburos, colesterol y
esteroles esterificados poseen un rol biolégico fundamental en la formaciéon de
ecdisteroides (Andersen 1979; Merzendorfer & Zimoch 2003; Martin-Creuzburg et
al. 2007). Sin embargo, la falta de informacién en relacién con el tema dificulta La
interpretacién adecuada del papel desempefiado por estos Lipidos en el desarrollo
embrionario de las arafias.

Los requerimientos nutricionales en las etapas iniciales del desarrollo em-
brionario difieren entre Llas especies (Sargent etal. 1989) reflejando diferentes tipos
de dieta y adaptaciones metabélicas (Morais et al. 2002; Rosa et al. 2007). Sin em-
bargo, en escorpiones y en algunas arafias se observé que cualquier variacion que
puedan generar las diferentes dietas no son variaciones significativas que se refle-
jen en el contenido de 4cidos grasos, a diferencia de Lo descrito para otros artrépo-
dos (Kucharski & Da Silva 1991; Vinagre & Da Silva 1992; Carvalho et al. 2012). Los
huevos de P. pythagoricus contienen principalmente 4cidos grasos insaturados, un
45,94% de 18:1 y un 23,36% de 18:2, y cidos grasos saturados, un 14,55% de 16:0y
9,52% de 18:0; y otra minorfa con porcentajes inferiores al 2,1%. Estos &cidos grasos
mayoritarios fueron almacenados en los Ovs durante la vitelogénesis, coincidien-
do también con el patrén general de acidos grasos de las LVs componentes del
vitelo (Laino et al. 2011b). Este patrén de acidos grasos también se observé en dos
miembros de la familia Lycosidae, S. malitiosa y P. saltans, especies que presentaban
los &cidos grasos 18:2, 18:1, 16:0 y 18:0 como acidos grasos mayoritarios (Laino et
al. 2013; Trabalon et al. 2018). Aunque se describe que en algunos insectos la com-
posicién de Llos acidos grasos permanece constante durante el desarrollo embrio-
nario (Hoppe et al. 1975), en otros artrépodos el consumo parece ser diferencial, ya
que algunos acidos grasos se consumen mientras otros aumentan durante la em-
briogénesis (Figueiredo et al. 2012). En el caso de las arafas, el porcentaje total de
SFA, MUFA y PUFA permanecié constante hasta que los juveniles emergieron de la
ooteca (Estadio 6), sin embargo, posteriormente el porcentaje de MUFA disminuyd
con el aumento concomitante de PUFA en los juveniles dispersos y con un cambio
especifico en la composicién de dcidos grasos dentro de estos grupos.

El empobrecimiento de 16:0 se equilibré con el enriquecimiento de 18:0, Lo
que explica la ausencia de variacién de SFA durante todo el desarrollo, principal-
mente en las etapas dispersas donde el consumo de triacilgliceroles fue evidente.
Ademds de ser una fuente importante de energia se observé que los derivados de

16:0, como el &cido [4-metilhexadecanoico, se encuentran en la seda al igual que
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otros lipidos los cuales poseen una importante actividad antimicrobiana garantiza-
da por el efecto protector del grupo metilo (Heimer 1988; Tahir et al. 2017), algo
destacable teniendo en cuenta que la produccién activa de seda ya tiene lugar des-
de el momento que los juveniles emergen de la ooteca. En el caso de los 4cidos
grasos insaturados, se produjo un empobrecimiento del [8: y un enriquecimiento
del 18:2, 4cido graso con un rol destacable en la fisiologia celular, inmunidad y re-
produccién (Malcicka et al.2018). Las especies de 4cidos grasos presentes en los
fosfolipidos y los triacilgliceroles pueden ser similares en ambos tipos de lipidos.
En lineas generales, los lipidos energéticos tienen principalmente acidos grasos
saturados y los fosfolipidos poseen mayor proporcion de &cidos grasos poliinsatu-
rados (Innis 1991). Este patrén no se correlacionarfa con la disminucién del conte-
nido de fosfolipidos durante el desarrollo en P. pythagoricus, donde se observé un
consumo de fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina durante el desarrollo postem-
brionario y un consumo de triacilgliceroles a partir de la emergencia de los juveni-
les de la ooteca. Sin embargo, en los juveniles dispersos el contenido de Los &cidos
20:4 y 20:5 aumentan seis veces més en comparacion a los estadios intraooteca.
Estos acidos grasos son considerados esenciales para los artrépodos ya que no Los
pueden sintetizar (D’Abramo et al. 1997 Gonzalez-Felix et al. 2003a, 2003b). La im-
portancia de los dcidos grasos de 20C radica en el hecho de que son precursores de
eicosanoides (prostagtandinas y leucotrienos) (Meijer et al. 1986; Stanley-Samuel-
son et al. 1991; Petzel 1993; Stanley-Samuelson & Pedibhotla 1996; Stanley 2000;
Reddy et al. 2004). Numerosos trabajos sobre artrépodos describen la importante
funcién de los eicosanoides en la defensa contra los microorganismos a través de
reacciones inmunes (StanLey—SamueLson et al. 1991; Morishima et al. 1997; Park et
al. 2003), la cual seria de vital importancia para la supervivencia de los juveniles

recién dispersados.

V.4 Caracterizacion proteica y concentraciéon de
carbohidratos

En esta seccién se presentan los resultados obtenidos a partir del anélisis de
los componentes proteicos y el contenido de glucégeno de los diferentes esta-
dios del desarrollo analizados. Para complementar estos resultados, se analizaron
muestras de cuerpo entero de adultos (hembras PreV) y de juveniles de estadios
avanzados en el desarrollo. Tanto los anélisis con SDS-PAGE como los Western

Blot fueron realizados por triplicado.
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V4.A Resultados

V4.A.a Concentracién de proteinas solubles y caracterizaciéon
proteica

En la Figura V.10 se presentan los resultados obtenidos de la cuantificacion
de proteinas solubles para cada estadio analizado. Los valores se encuentran ex-
presados como ug de proteinas por mg de peso humedo.

Durante el desarrollo embrionario y postembrionario se observa un aumen-
to en la concentracién de proteinas desde 87,73 + 17,58 ug de proteinas/mg de
peso himedo a 138,5 + 5,3 ug de proteinas/mg de peso himedo en el Estadio 4. En
la Estadio 5 la concentracién aumenta alcanzando un valor de 203,01 + 6,47 ug de
proteinas/mg de peso himedo. En los estadios emergentes, estos valores dismi-
nuyen hasta los 88,06 + 9,84 g de proteinas/mg de peso himedo en el Estadio 8.
En los juveniles avanzado en el desarrollo y en los adultos se observa un aumento
significativo en la concentracion de proteina (Jy A).
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Figura V.10 Concentracién de proteinas solubles durante el desarrollo de P. pythagoricus. Los valores
representan las medias + DE. Las diferentes letras (a, b, ¢, d y €) sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas (p <0.05), n=3. Los ntimeros en el eje de abscisas indican los estadios
analizados y las flechas los periodos del desarrollo que comprenden. 1-3: estadios embrionarios; 4 y 5: estadios
postembrionarios; 6: juveniles gregarios emergentes; 7 y 8: juveniles dispersos; J: juveniles libres de desarrollo
avanzado; A: ejemplares adultos (PreV).

Hg de proteinas /mg de peso hiimedo

En esta seccidon también se presentan Llos resultados obtenidos a partir del
andlisis SDS-PAGE de las proteinas solubles presentes en los diferentes estadios
del desarrollo analizados. Para acompafiar el analisis y la caracterizacién, en las
presentes corridas electroforéticas se sembraron también muestras de LV (Figu-
ras V.I1A) o VHDL (Figu raV.I12A) deP. pythagoricus. En los geles que se observan en
las Figuras V.I1Ay V.I2A se sembraron 20 g de cada una de las muestras, indicados
debajo de cada gel, y 5 ul del estandar de proteinas de peso molecular conocido.
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En la Figura V.IIA 'y V.I12A, considerando los principales polipéptidos pre-
sentes inicialmente en Llos huevos, que fueron previamente descriptos y resaltados
durante el proceso de vitelogénesis, se puede observar que durante el desarrollo
embrionario los individuos presentan el mismo perfil proteico compuesto por los
polipéptidos de 170 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 67 kDa, 46 kDa y 30 kDa (Estadio 1-3).
Después de la eclosion, ya no se observa més el polipéptido de 75 kDa (Estadio 4),
y Llos polipéptidos de 170 kDay 120 kDa comienzan a disminuir hasta que dejan de
ser detectados por completo antes del primer estadio emergente (Estadio 6 a 8).
Los polipéptidos de bajo peso molecular se consumen de manera diferencial. EL
polipéptido de 30 kDa deja de ser detectado cuando el embrién eclosiona del hue-
vo (Estadio 4) mientras que el de 46 kDa deja de observarse cuando los juveniles
se dispersan (Etapa 7 y 8). Por el contrario, el polipéptido de 67 kDa se encuentra

presente en todas las etapas.
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Figura V.11 (A) SDS-PAGE (4-23%) (20 pg de cada muestra) (B) Inmunotransferencia utilizando el anticuerpo
policlonal anti-LV (15 pg de cada muestra) durante el desarrollo de P. pythagoricus. 1-3: estadios embrionarios;
4y 5: estadios postembrionarios; 6: juveniles gregarios emergentes; 7 y 8: juveniles dispersos; kDa: kilodalton;
std: estandar de peso molecular; LV1: lipovitelina 1 aislada del citosol de huevo de P. pythagoricus.
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Complementando este analisis, en Lla Figura V.| |B se presenta el anélisis por
Western Blot utilizando anticuerpos policlonales anti-LV de las mismas muestras
(15 ug de cada muestra) y manteniendo el mismo orden que en la Figura V.11B. En
esta figura se puede observar por inmunoreactividad la presencia de Los polipép-
tidos de 120 kDa, 75 kDa, 46 kDa y 30 kDa de la LVI y que también pueden obser-
varse durante el desarrollo embrionario (Estadio | a 3). Una vez que el embrién
eclosiona se puede observar que el polipéptido de 75 kDa es consumido comple-
tamente (Estadio 4). Durante el desarrollo postembrionario el polipéptido de 120
kDa comienza a disminuir, desapareciendo por completo luego de la emergencia
de los juveniles de la ooteca (Estadio 6). En Los juveniles gregarios (Estadio 6) solo
quedan los polipéptidos de bajo peso molecular (46 kDa y poco visible el de 30
kDa), mientras que en Los juveniles dispersos no se detecta por inmunoreactividad

ningun polipéptido con este anticuerpo (Estadios 7 y 8).
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Figura V.12 (A) SDS-PAGE (4-23%) (20 ug de cada muestra) (B) Inmunotransferencia utilizando anticuerpo
policlonal anti-Hc (15 pg de cada muestra) durante el desarrollo de P. pythagoricus. 1-3: estadios embrionarios;
4y 5: estadios postembrionarios; 6: juveniles gregarios emergentes; 7 y 8: juveniles dispersos; kDa: kilodalton;
std: estandar de peso molecular; VHDL: Lipoproteina hemolinfatica de muy alta densidad de P. pythagoricus.
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En la Figura V.12B se presenta el anélisis por Western Blot utilizando anti-
cuerpos policlonales anti-Hc de las muestras (15 ug de cada muestra) y mantenien-
do el mismo orden de muestras que en la Figura V.12A.

A partir de este andlisis se puede observar la presencia del polipéptido de 67
kDa durante todas las etapas del desarrollo, tanto intraooteca como extraooteca,

con una tendencia a intensificarse en las etapas dispersién (Estadio 7 y 8).

V4.A.b Cuantificacién de lipovitelinay hemocianina

Con el objetivo de cuantificar las variaciones observadas en el contenido de
LV y Hc durante el desarrollo, en la Figura V.13 se observan Los resultados obteni-
dos a partir de la cuantificacion del contenido de LV y Hc en los distintos estadios
analizados (Estadio 1-8) mediante el método de ELISA utilizando los anticuerpos
policlonales anti-LV y anti-Hc. Los valores se encuentran expresados como ug de
LV por mg de proteinas y/o ug de Hc por mg de proteinas.

Con una concentracién inicial de 410 + 77,7 ug de LV/mg de proteinas (Esta-
dio 1), se observa durante el desarrollo embrionario una tendencia a Lla disminucién
de la concentracién de LV, alcanzando luego de Lla eclosién una concentraciéon pro-
medio de 296,8 + 55,8 ug de LV/mg de proteinas (Estadio 4). Durante el desarrollo
postembrionario hasta la emergencia de los juveniles de la ooteca, el contenido de
LV disminuye significativamente alcanzando en los juveniles gregarios emergentes
una concentraciéon promedio de 102,89 + 27,6 ug de LV/mg de proteinas (Estadio
6). Luego de la dispersion, estos valores se reducen a concentraciones miimas de
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Figura V.13 Variacion de la concentracién de lipovitelina y hemocianina durante el desarrollo de P.
pythagoricus. Los valores representan las medias + DE. Las diferentes letras (a, b y c) sobre las barras indican
diferencias estadisticamente significativas (p <0.05), n=3. Los nimeros en el eje de abscisas indican los
estadios analizados y las flechas los periodos del desarrollo que comprenden. 1-3: estadios embrionarios; 4 y 5:
estadios postembrionarios; 6: juveniles gregarios emergentes; 7 y 8: juveniles dispersos; LV: concentracién de
lipovitelina; Hc: concentracién de hemocianina.
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18,05 + 5,5 ug de LV/ mg de proteinas (Estadio 7 y 8), representando menos del
0,03% de las proteinas totales.En cuanto al contenido de Hc, durante el desarrollo
embrionario hasta la eclosiéon del huevo los valores de concentracién se mantie-
nen relativamente constantes con un promedio de 159,22 + 27,93 ug de Hc/mg de
proteina. Posteriormente, estos valores de concentracién de Hc aumentan. En Los
juveniles gregarios la concentracién de Hc alcanza valores promedio de 338,9 #
10,75 ug de Hc/mg de proteinas, mientras que en el ultimo estadio disperso (Esta-

dio 8) llega a un valor maximo de 641,58 + 16,47 ug de Hc/mg de proteinas.

V4.A.c Cuantificaciéon de glucégeno.

En esta seccidn se presenta el analisis realizado del contenido de glucégeno
durante el desarrollo de P. pythagoricus, el cual se cuantificé utilizando el método
de Antrona modificado. Los resultados se encuentran expresados como ug de glu-
cégeno por mg de peso himedo.

En la Figura V.|4 se puede observar la concentracion de glucégeno durante
el periodo embrionario, el cual alcanza valores de 0,725 + 0,18 ug de glucégeno/
mg de peso humedo en el Gltimo estadio embrionario analizado (Estadio 3).

Luego de la eclosién, la concentracion de glucégeno disminuye gradualmen-
te hasta el Ultimo estadio disperso (Estadio 8) alcanzando valores de 0,18 + 0,02 ug
de glucégeno/mg de peso himedo. Finalmente, los valores de concentracién de
glucégeno son notablemente més bajos en el juvenil avanzado en el desarrollo (J).
En cambio, en los ejemplares adultos estos valores aumentan a valores promedios
de 0,36 + 0,04 ug de glucdgeno/mg de peso humedo.
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Figura V.14 Concentracién de glucégeno durante el desarrollo de P. pythagoricus. Los valores representan
las medias + DE. Las diferentes letras (a, b, c y d) sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas (p <0.05), n=3. Los nlimeros en el eje de abscisas indican los estadios analizados y las flechas
los perfodos del desarrollo que comprenden. 1-3: estadios embrionarios; 4 y 5: estadios postembrionarios;
6: juveniles gregarios emergentes; 7 y 8: juveniles dispersos; J: juveniles libres de desarrollo avanzado; A:
ejemplares adultos (PreV).
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V4.B. Discusién

Si bien puede darse la superposicidon de reacciones catabdlicas y anabdlicas
proteicas, los cambios osbervados durante el desarrollo embrionario de P. pytha-
goricus indicarian que las proteinas serfan una pequefia fuente de energia para los
embriones. Este hecho se ha observado previamente en algunas especies de insec-
tos y dcaros donde el contenido de proteinas no varia significativamente durante la
embriogénesis (Agrell & Lundquist 1973; Kamel & Ragaa 1981; Campos et al. 2006).
Sin embargo, esta dindmica no se observa en todas las especies de arafias. Durante
el analisis del desarrollo embrionario de P. saltans se observé un consumo gradual
de las protefnas, atin cuando los niveles de LV no disminufan (Trabalon et al. 2018).
La ausencia de variacidén en la concentracién de proteinas durante el desarrollo
embrionario de P. pythagoricus, mientras el contenido de LV se consume gradual-
mente, sugeriria que en el desarrollo existiria un equilibrio entre la sintesis de nue-
vas proteinas y la degradacién de las proteinas del vitelo, como se ha observado en
otros artrépodos (Kamel & Ragaa 1981; Campos et al. 2006).

Analizando el desarrollo postembrionario de P. pythagoricus, Galiano (1971)
describié que los juveniles que comienzan a emerger de la ooteca son capaces de
producir su propia seda la cual utilizan para movilizarse agilmente sobre el cocén.
Este tipo de actividad requiere necesariamente una movilizacién activa de todo
tipo de reserva, incluyendo las proteinas y LVs, mds aln considerando que estos
juveniles aun viven de las reservas del vitelo ya que no son capaces de cazar presas
(Galiano 1971). En cambio, en los estadios de dispersién (Estadio 7 y 8), se pro-
dujo una disminucién en el contenido de proteinas totales y un agotamiento de
las reservas de LV probablemente dada por la intensa actividad de estas arafias en
comparacién con los juveniles gregarios (Estadio 6). Luego de la dispersién, estos
juveniles pueden comenzar a cazar sus propias presas y abandonar completamente
la ooteca (Galiano 1971), independencia que se refleja en el aumento del conteni-
do de proteinas totales posiblemente debido al consumo de presas. Se ha descrip-
to que el crecimiento de las arafias puede maximizarse a partir de dietas ricas en
proteinas necesarias para producir nuevos tejidos (Jensen et al. 2011; Wilder 2011).

Por otra parte, a partir de los resultados de la caracterizacién proteica se
pudo determinar el consumo diferencial de Los polipéptidos de la LV. De esta ma-
nera, las subunidades de mayor peso molecular (120 y 75 kDa) de la LV se consu-
mieron principalmente en los estadios postembrionarios, mientras que Los de bajo
peso molecular (46 y 30 kDa) fueron consumidos en los estadios emergentes (Fi-
gura V.11). Probablemente, durante el desarrollo, los polipéptidos de mayor peso
molecular podrian encontrarse mas expuestos a las enzimas proteoliticas que Los
de menor peso molecular, hecho que se ha registrado anteriormente en otros ar-

tréopodos donde se observé que Llas subunidades mayores de las LVs eran mds sus-

129



TESIS LIC. SOFIA M. ROMERO CAPITULO V

ceptibles al ataque enzimético (Ezquieta & Vallejo 1986; Lee et al. 1997; Garcia et
al. 2008). De esta manera, la protedlisis de la LV estarfa vinculada a las necesidades
energéticas y estructurales del organismo en desarrollo (Perona & Vallejo 1985;
Peronaet al. 1988; Lu & Warner 1991; Warner et al. 1995).

Hay una gran cantidad de trabajos que exponen laimportancia de laHcen el
transporte de oxigeno en medio acuoso, siendo la funcién principal de esta protef-
na tanto en artrépodos como en otros invertebrados. A lo largo del tiempo, se ha
demostrado la presencia de Hc en los huevos de diferentes especies de artrépodos
(Busselen 1971; Gilchrist & Lee 1972; Terwilliger & Terwilliger 1982), presencia que
también se pudo determinar para este modelo de arafia. Como se menciond pre-
viamente, la presencia de Hc materna en Llos huevos de P. pythagoricus posiblemen-
te se deba a la endocitosis de la Hc por parte de los oocitos y su incorporacién al
vitelo. De esta manera, este contenido de Hc podria brindarle al embrién un pool
inicial de esta proteina que supliera las necesidades del embrién hasta que pueda
ser capaz de sintetizar la suya, mas adn si consideramos que la Hc no es solo una
proteina que transporta oxigeno sino también una proteina que puede almacenar
estamolécula (Foelix 201 1; Starrett et al. 2013). Durante el desarrollo de las arafias,
existe un proceso llamado “inversién” durante el cual ocurren grandes cambios en
la organizacién del cuerpo del embrién que resultan en la incorporacién del vitelo
(Wolff & Hilbrant 2011). De esta manera, el embrién podria incorporar este pool
inicial de Hc junto con el vitelo, sosteniendo de esta forma la demanda de oxigeno
que no podria satisfacerse mediante la difusién simple debido a las grandes tasas
de metabolismo aerébico involucradas durante el desarrollo embrionario (Raks-
hpal 1962; Ingrisch 1987). Por otra parte, esto toma mds relevancia si consideramos
que los huevos son estructuras pequefias e isotérmicas con su microclima Local
desaffados a menudo por la escasez de oxigeno en entornos fluctuantes incluso a
temperaturas ligeramente altas (Woods & Hill 2004; Woods et al. 2005).

Aunque no podemos descartar la sintesis temprana de Hc embrionaria, po-
driamos considerar que durante el desarrollo Los mayores niveles de expresiéon de
Hc se dan en etapas avanzadas como fue descripto para algunos artrépodos (Chen
et al. 2015; Pick et al. 2010), incluidos algunos miembros del Subphylum Chelice-
rata, donde se ha observado un aumento en el contenido de Hc después de la pri-
mera muda embrionaria (Sugita & Sekiguchi 1979). ELaumento en la concentracién
de Hcdurante el desarrollo postembrionario podria permitir a Los juveniles adquirir
nuevas herramientas para lidiar con el entorno luego de la eclosién, ya que la Hc
posee una gran variedad de funciones entre las que se destacan la participacién
en la defensa contra los patdgenos y el transporte de lipidos, como también ser
componente de la cuticula y presentar actividad fenoloxidasa. Esta Ultima funcién

que esta asociada al proceso de esclerotizacion es destacable si consideramos que
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en este estadio (Estadio 5) comienza a evidenciarse el proceso de pigmentacion
de la cuticula (Figura V.1). Aunque en varias especies de crustaceos se describe
que la Hc embrionaria puede diferir de la Hc materna (Busselen 1971; Wache et al.
1988; Terwilliger & Dumler 2001), a partir de los datos presentados en el marco de
esta tesis, se podria considerar al menos que la Hc de la descendencia presentaria
la misma identidad inmunolégica que la Hc de la madre como ocurre en algunos
crustaceos y quelicerados (Sugita & Sekiguchi 1979; Durliat 1984; Kempter 1986).

Los carbohidratos son de gran importancia, encontrdndose asociados con
las Vgs formando glucoproteinas que luego son almacenadas en el vitelo y que
participan activamente durante la embriogénesis (Mohamed 2000; Campos et al.
2006; Santos et al. 2008; Santana et al. 2014; Trabalon et al. 2018). Aunque el glu-
cégeno almacenado en los huevos se consume antes de las primeras etapas em-
brionarias, se ha observado que el contenido del mismo puede aumentar en las
Ultimas etapas embrionarias en Drosophila melanogaster, momento en el que se da
la organogénesis (Yamazaki & Nusse 2002; Waltero et al. 2020). Esto podrfa asociar-
se a lo observado durante el desarrollo embrionario de P. pythagoricus, donde un
aumento en la concentracion de glucdgeno fue observado en estadios avanzados
donde la organogénesis ya era evidente (Estadio 3). A su vez, diferentes fuentes de
carbohidratos, tal como el glucégeno, pueden ser importantes para la biosintesis
de quitina en etapas avanzadas de desarrollo la cual requiere grandes cantidades
de glucosa (Chippendale 1985). En P. pythagoricus se observé un consumo gradual
y constante de estos carbohidratos a partir del periodo postembrionario, evento
previamente reportado para la arafia P. saltans (Trabalon et al. 2018). Sin embar-
go, estas reservas en los huevo de P. pythagoricus no alcanzan a representar el 1%,
acompafiando las observaciones previas donde se ha descripto que la glicosilacion
de las LVs en esta especie era minima representando menos del 2% (Laino et al.
2011b). Sin embargo, el porcentaje de glicosilacion de la LV de la arafia S. malitiosa
fue mayor (3,6%) siendo el contenido total un 17% de la masa de los huevos (Laino
etal. 2013), mientras que la arafia P. saltans muestra un nivel intermedio con valores
de 2,7% (Trabalon et al. 2018).

A partir de Llos resultados expuestos y las comparaciones realizadas, es claro
que el conocimiento de los recursos energéticos que sostienen el desarrollo em-
brionario y postembrionario en las arafias es bastante limitado. Una de las razones
principales es el escaso estudio del vitelo de estos organismos, ya que en algunas
especies de artrépodos se estudian las Vgs/ LVs como la Unica o principal fuente
de energia (Lee 1991; Cunningham et al. 2001; Garcia et al. 2006, 2008; Walker et
al.2006), sin embargo, se sabe que las LVs no son el Unico recurso. En los huevos de
la arafia S. malitiosa se ha determinado que un gran porcentaje de los lipidos no se

encuentra relacionado o vinculados a las LVs (Laino et al. 2013). A pesar de la pre-
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sencia de una gran cantidad de estudios sobre el rol de las diferentes biomoléculas

durante el desarrollo de varias especies de artropodos, Los escasos estudios en ara-

fias y las diferentes maneras en que los autores expresan Los resultados hacen que

lainterpretacién, comparaciény articulacién de los mismos sea bastante complejo

y se convierta en un gran desafio para realizar generalizaciones del proceso.

V.5 Conclusiones generales

A partir de las hipdtesis planteadas, Los objetivos propuestos y los resulta-

dos obtenidos con la metodologia aplicada en el presente capitulo, podemos re-

saltar las siguientes conclusiones:

Durante el desarrollo de P. pythagoricus, en condiciones de temperatura
y humedad controladas, el contenido de agua no varia significativamen-
te.

Los fosfolipidos, especialmente la fosfatidiletanolamina, son el principal
recurso lipidico consumido durante el desarrollo postembrionario.

Los triacilgliceroles se consumen cuando los juveniles comienzan a dis-
persarse.

Los acidos grasos libres aumentan durante los estadios postembriona-
rios hasta la primera muda luego de la emergencia (Estadio 7).

Luego de la eclosion el glucédgeno se consume gradualmente, pero re-
presenta menos del 1% de las reversas.

Las reservas de lipovitelinas se consumen gradualmente durante el de-
sarrollo.

El consumo de las lipovitelinas es diferencial: Las subunidades de mayor
peso molecular se consumen principalmente durante el desarrollo pos-
tembrionario, mientras que las subunidades de bajo peso molecular se
consumen durante las etapas posteriores a la emergencia, agotdndose
estas reservas luego de la dispersion.

El contenido de hemocianina aumenta a partir de los estadios postem-

brionarios avanzados.
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Conclusiones y
consideraciones finales

En los organismos oviparos, la vitelogénesis representa el proceso estacio-
nario mas importante mediante el cual las hembras acumulan todos los recursos
necesarios que serdn transferidos a los huevos. De esta manera, este proceso en el
que intervienen diferentes tipos de biomoléculas asegura que todos los recursos
acumulados en los ovarios y destinados a la produccién de los huevos, permitan el
desarrollo adecuado y la supervivencia de la descendencia.

A pesar de ser considerado uno de los grupos de animales més importantes
y diversos, el estudio de la vitelogénesis y la vinculacién de este proceso con el
desarrollo en las arafias ha sido relegado durante mucho tiempo. Esta problema-
tica ha impedido el aporte de estudios que analicen Los aspectos bioquimicos y
fisioldgicos de estos procesos complejos, Los cuales son necesarios para compren-
der de manera integral y global la reproduccién y el desarrollo de este grupo de
artrépodos.

A partir de los objetivos planteados, la metodologia aplicada y los resulta-
dos obtenidos, este trabajo de tesis permitié analizar diferentes aspectos bioqui-
micos que ocurren durante la vitelogénesis de P. pythagoricus y, por primera vez
para un modelo de arafia, permitié vincular la vitelogénesis con el desarrollo de-
terminando los diferentes recursos que se movilizan y se consumen durante los
distintos periodos que comprende este proceso.

A modo de conclusién podemos destacar que durante la vitelogénesis las
hembras de P. pythagoricus sufren cambios anatémicos, aumentando progresiva-
mente el peso corporal y el tamafio del opistosoma. Acompafiando estos cambios,
se produce un incremento del peso de las génadas y del didmetro de los ooci-
tos, los cuales llegan a ocupar gran parte del ovario y del opistosoma. A su vez, el
indice gonadosomatico calculado durante las distintas etapas de la vitelogénesis, y
acompafiado de un anélisis morfolégico y morfométrico, seria un buen pardmetro
para determinar el estado reproductivo de las hembras de P. pythagoricus y podria

ser aplicado para futuros estudios.
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Durante este proceso se incrementa el contenido de Lipidos totales en los di-
verticulos intestinales, siendo siempre los triacilgliceroles los Lipidos mayoritarios,
y se observa un aumento en la concentracién de proteinas totales. Este aumento
se acompafia de un incremento en el volumen hemolinfatico en las hembras vi-
telogéncicas tardias y en el contenido de estas biomoléculas en la hemolinfa, las
cuales serdn finalmente transportadas y acumuladas en los oocitos. Finalmente,
las hembras acumulan cantidades considerables de lipidos y proteinas en las géna-
das y se observa un incremento en el tamafio de los granulos de vitelo en los ooci-
tos. Dentro de los diferentes componentes del vitelo, las lipovitelinas de P. pytha-
goricus son un recurso fundamental que se consume de manera gradual durante el
desarrollo hasta que los juveniles se dispersan. Los componentes proteicos de las
lipovitelinas presentan polipéptidos que parecen provenir principalmente del ova-
rio (endc’)geno, 120,75, 46y 30 kDa), y, en menor medida, del aporte extraovarico
de los diverticulos intestinales (170 kDa) y de la hemolinfa (67 kDa con identidad
de hemocianina). Futuros estudios seran necesarios para comprobar que estos sean
los sitios de sintesis de estas subunidades.

En cuanto al contenido de lipidos, Los ovarios se cargan de cantidades con-
siderables de fosfolipidos, especialmente de fosfatidiletanolamina, y de triacilgli-
ceroles, reservas que seran transferidas a Los huevos y consumidas posteriormente
por los juveniles en desarrollo. Asimismo, los ovarios acumulan cantidades sustan-
ciales de hemocianina durante la vitelogénesis, la cual formarfa parte de los gra-
nulos de vitelo como componente de la LV2. La hemocianina acumulada progre-
sivamente brindaria a los embriones de un pool inicial de esta importante proteina
hasta que los individuos puedan generar su propia hemocianina en estadios mas
avanzados del desarrollo.

Luego de la puesta, en las hembras postvitelogénicas disminuye considera-
blemente el tamafio del opistosoma, el peso corporal y se produce una reducciéon
en las concentraciones de lipidos y proteinas en los ovarios. Asimismo, el conte-
nido de lipidos de los diverticulos intestinales disminuye considerablemente en
las hembras postvitelogénicas, reduciéndose el gran contenido de triacilgliceroles
que presentaba este érgano en etapas anteriores. De esta manera, parte de los re-
cursos acumulados durante la vitelogénesis podrian darse en virtud de sustentar
el metabolismo de las hembras durante la oviposicién y el posterior periodo de
mantenimiento y cuidado de la ooteca. Esta hipdtesis se puede enfatizar si consi-
deramos también que durante esta etapa se observan nuevos oocitos previtelo-
génicos que marcarian el inicio de un nuevo ciclo de este proceso, implicando el
requerimiento de la movilizacién de las reservas de las hembras.

Durante el desarrollo embrionario de P. pythagoricus se comienzan a con-

sumir de manera gradual y constante las lipovitelinas presentes en el vitelo. Sin
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embargo, el mayor consumo y movilizacién de los distintos recursos acumulados
durante el proceso de vitelogénesis se produce a partir del periodo postembriona-
rio. En este perfodo Los juveniles movilizan principalmente Las reservas de fosfoli-
pidos previamente acumulados por las hembras, especialmente La fosfatidiletano-
lamina y la fosfatidilcolina, mientras que al mismo tiempo se observa el consumo
de las subunidades de mayor peso molecular de las lipovitelinas, y comienzan a
movilizarse las escasas reservas de glucégeno. En etapas avanzadas del desarrollo,
cuando los juveniles comienzan a adquirir cierta pigmentacién cuticular, se observa
un incremento de la concentracién de hemocianina la cual aumenta hasta la dis-
persion de Los juveniles.

Una vez que las arafias emergen de la ooteca, Llos juveniles adquieren cierta
capacidad de locomocién que los hace considerablemente mas activos. A partir
de estos estadios comienzan a movilizarse las reservas de triacilgliceroles con el
consiguiente aumento significativo de los niveles de acidos grasos libres. A su vez,
se intensifica el consumo de Las subunidades de bajo peso molecular de las Llipovi-
telinas, las cuales se agotan completamente una vez que los juveniles se dispersan.
En este periodo, disminuye la concentracién de las principales biomoléculas y re-
servas acumuladas durante la vitelogénesis y las arafias se dispersan abandonando
completamente la ooteca e independizdndose. A partir de este momento hasta
la vida adulta, las arafias mantienen estos niveles bajos de concentraciones de las
principales biomoléculas analizadas, destacdndose solo el aumento en la concen-
tracion de las proteinas y de los triacilgliceroles respecto a los juveniles dispersos.

A partir de todo Lo expuesto en este trabajo de tesis y Lo concluido respec-
to a diferentes aspectos bioquimicos de estos procesos esenciales analizados, es
importante enfatizar la necesidad de futuras investigaciones que se aborden de
manera interdisciplinaria y que impliquen la generacién de nuevos aportes donde
se analicen distintos aspectos de forma global e integral que enriquezcan el cono-

cimiento sobre este destacable grupo de artrépodos
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