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Resumen.

Los ecosistemas en el planeta estin siendo afectados por el cambio climético
global, éste provoca tanto mortandades como desplazamiento de especies a causa de los
incrementos de temperatura. Escenarios de cambio climético en el caso extremo, pueden
llegar a causar la pérdida de ecosistemas completos, ya que si una especie se extingue,
puede provocar la mortandad de las especies que se alimentan de ella. Por esta razon es
necesario documentar los efectos de los cambios de temperatura en diferentes especies.
En el ambiente marino, el erizo morado de mar (Strongylocentrotus purpuratus)
representa un modelo biologico desde hace mas de 100 afios y junto con el erizo rojo
(Strongylocentrotus fransciscanus), constituyen una pesqueria importante en Baja
California, ademas de que sirven como alimento a diferentes especies marinas de interés
comercial como la langosta. El erizo, habita tanto en el estrato intermareal como en el
submareal. Estos estratos poseen caracteristicas contrastantes; el submareal presenta
condiciones de temperatura y humedad constantes, mientras que el intermareal estd
sujeto a los cambios de marea a lo largo de un dia, con lo cual cambian drasticamente
sus condiciones de temperatura y desecacion. Para evaluar las diferencias en la respuesta
al estrés térmico en el erizo morado, se utilizaron dos disefios experimentales;
inicialmente, se evalud la termotolerancia, sometiendo estadios larvarios y adultos a
diferentes regimenes térmicos y registrando el porcentaje de supervivencia a diferentes
tiempos. Se realizaron comparaciones de la respuesta de organismos del intermareal y
del submareal. Asimismo, se analizaron los niveles de acidos nucléicos mediante un
cociente (RNA/DNA); este cociente se ha utilizado como un “proxi” para evaluar el

estado fisiologico de los organismos. Los resultados obtenidos indicaron que las larvas



de erizo morado de 6 brazos parecen ser més susceptibles a los cambios de temperatura,
por presentar un menor porcentaje de supervivencia, asi como un menor cociente
RNA/DNA. A su vez, los organismos adultos resultaron menos tolerantes que las larvas.
Por ultimo, las larvas de 6 brazos y los adultos que se obtuvieron del intermareal fueron
mas resistentes al estrés térmico que los del submareal. Lo anterior sugiere, que
poblaciones de erizo morado del intermareal, estan mejor adaptadas al estrés térmico y
por lo tanto sean menos susceptibles a ser desplazadas en escenarios de cambio

climatico.
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INTRODUCCION

El calentamiento global es un fenémeno que tiene como consecuencia un incremento de
la temperatura media del planeta, tanto en ambientes terrestres como marinos. En los ultimos
afios éste incremento se ha dado de manera exacerbada debido al efecto antropogénico (Reusch
& Wood 2007; Harley et al., 2006; Osovitz & Hofmann 2005; Somero, 2005). Cuando ocurre
este tipo de variacién, las especies se ven afectadas fisiologicamente, y se ven forzadas a
adaptarse a las nuevas condiciones del medio. Cuando una especie no logra adaptarse
fisiologicamente debe desplazarse hacia zonas con condiciones de temperatura similares a las
que se encontraba originalmente, de lo contrario, los individuos pueden llegar a perecer. De esta
forma, algunas especies se desplazan provocando que algunos nichos queden libres y se
reestructuren las interacciones entre los organismos (Martinez-Meyer, 2005).

Por otra parte, Somero (2002) document6 que cuando individuos de la misma especie se
distribuyen en poblaciones distintas, pueden responder de forma diferente a las variaciones
térmicas. Como ejemplo los moluscos del género Tegula donde se presentan diferencias en la
tasa de crecimiento a lo largo del gradiente vertical desde la zona intermareal hasta el submareal.
La poblacién de organismos que vivian en zonas mas altas (hacia la costa) crecian mas
lentamente y los que vivian en zonas mas profundas crecian maés rapidamente. Esto puede
deberse a que los individuos del submareal no estin sujetos a las condiciones de estrés térmico
natural del intermareal.

La region intermareal resulta ser contrastante en el ambiente marino, ya que diariamente
queda expuesta con las mareas bajas. Esto hace que las especies que habitan en esta zona estén

sujetas a estrés térmico constante de forma natural. Por el contrario, los individuos que habitan



en el submareal permanecen cubiertos por agua y no se ven afectados por cambios tan amplios
de temperatura (Hofmann, 1999).

El erizo morado (Strongylocentrotus purpuratus) es una especie de equinodermo que
habita en las costas de Baja California y vive tanto en la zona del intermareal como en la dell
submareal rocoso. Esta especie ha servido como modelo en diversas areas de la biologia, como
son: la embriologia, la evolucién y la genética y su desarrollo larvario de 4 a 8 brazos y su ciclo
de vida se ejemplifican en las Figuras 1 y 2 respectivamente. De hecho, representa uno de los
modelos mas estudiados en biologia (Smith et al., 2008; Gunaratne et al., 2007; Hart, 2002). En
contraste, elr erizgmjo (Strongylocentrotus franciscanus), se encuentra en la zona submareal; y
aunque es comun encontrar reclutas de esta especie en la zona intermareal, los adultos migran al
submareal, ya que su morfologia no estd adaptada a resistir el oleaje y la desecacion
caracteristicas del intermareal durante marea baja.

Debido a su mayor tamafio, el erizo rojo ha sido explotado en alto grado en Baja
California. Como consecuencia de la sobreexplotacion del éste, el erizo morado ha expandido su
distribucién a la zona submareal en donde compite por espacio y alimento con el erizo rojo,
desplazando sus poblaciones en algunas localidades de Baja California. Ambas especies son
consumidores primarios, ya que se alimentan de macroalgas, principalmente de Macrocystis
pyrifera (Palleiro-Nayar et al., 2008; Salgado-Rogel & Palleiro-Nayar, 2008; Ramirez-Félix,

2000).
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et al., 2008).



Figura 2. Ciclo de vida del erizo de mar: A) Fertilizacién. B) Larvas equinopluteus. C) Larvas competentes.
D) Rudimento Juvenil evertido. E} Metamorfosis. F) Postlarva. G) Adultos. (Fotografias A y B, L. Diaz
Pérez; Dy G, E. Carpizo Ituarte y C, Dy F G. Amador Cano).

Con las condiciones térmicas que se presentan en el intermareal, la respuesta al estrés
térmico es un mecanismo critico para amortiguar los efectos de las variaciones abruptas de
temperatura (Dahlhoff et al, 2007). Existen numerosas técnicas que permiten estudiar la
resistencia al estrés térmico en los organismos. Una primera aproximacién es valorar la
termotolerancia en condiciones extremas de temperatura. Por otra parte, metodologias basadas en
la proporcion de acidos nucléicos, han sido ampliamente utilizadas y aplicadas con éxito en
organismos marinos (Chicharo et al., 2008).

La termotolerancia es la resistencia de los organismos a cambios de temperatura hasta
ciertos limites. Somero (2005) sefiala que los organismos adaptados a ambientes mas calidos
viven mas cerca de sus limites de termotolerancia comparado con aquellos de ambientes

templados o frios. Con esto, puede entenderse una temperatura méxima a partir de la cual los
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organismos comienzan a perecer. Sin embargo, Terblanche et al. (2007) mencionan que la
temperatura de inicio (antes de un enfriamiento o calentamiento), la tasa de cambio de
temperatura y la duracion de la exposicion afectan al limite térmico critico.

Por otra parte, la hipotesis de variabilidad climatica predice que las especies con una
mayor extension de su distribucion latitudinal tienen limites fisiologicos més amplios. En
moluscos del género Nucella , se encontré que las larvas de distribuciones mds surefias resistian
temperaturas mas altas (teniendo como temperatura letal 33.9 °C) que las de distribuciones mas
nortefias (cuya temperatura letal correspondié a 30.1 °C (Zippay & Hofmann, 2009). Entender
c6mo varia la tolerancia al estrés ambiental entre poblaciones, sirve para predecir los efectos del
cambio climatico en especies localmente adaptadas a su ambiente abiodtico (Kuo & Sanford,
2009).

En cuanto a la utilizacién de la proporcién de acidos nucléicos (ARN/ADN), ésta fue
propuesta por primera vez en la década de los 70’s como un indicador bioquimico del estado
fisiologico y nutricional de los organismos en su ambiente natural, y ha sido aplicado con €xito
en los organismos marinos (Chicharo et al., 2008; Berdalet et al., 2005). Este cociente representa
una medida indirecta sensible al estrés en corto plazo debido a que la cantidad de ADN en la
célula permanece constante, mientras que los niveles de ARN varfan con respecto a distintos
factores, primordialmente ambientales (Norkko et al., 2005). Por lo tanto, la proporcién de
4cidos nucleicos resulta una herramienta eficiente para evaluar crecimiento, nutricién y estrés
fisiolégico (Caldarone et al., 2006; 2005; Gorokhova, et al., 2002). Para realizar una buena
interpretacion de este pardmetro, es importante tomar en cuenta, que existen variaciones en esta
proporcién, asociadas a la fisiologia, condicion nutricional y distribucién geografica de los

organismos. Al respecto, Satterwhite (2007) menciona que los individuos que se encuentran en
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buena condicién se caracterizan por tener niveles mas altos de esta proporcion que organismos
en malas condiciones y que han estado sujetos a estrés. Dahlhoff (2004) menciona que esta
herramienta proporciona resultados valiosos en organismos marinos, ya que €s dificil determinar,
de forma precisa, las tasas metabdlicas de peces e invertebrados marinos en su medio ambiente.

Seibel et al. (2007) detectaron que las tasas metabolicas de los organismos cambian en
gran escala dependiendo de su localizacion geografica. Speekman (2005) seflala que para adultos
hembra del copépodo Acartia tonsa, el promedio de los cocientes en individuos alimentados fue
de 8.9 £0.4, mientras que para individuos no alimentados fue de 7.9 +0.4. Caldarone et al. (2005)
encontraron que en larvas bien alimentadas de Melanogrammus aeglefinus el cociente
RNA/DNA iba de 2.9 a 4.5, mientras que en larvas en inanicién el cociente llego solamente a
1.4. Satterwhite (2007) menciona que el cociente RNA/DNA obtenido de larvas recién
cclosionadas de Gobiosoma bosc fue de 8.41 £0.22 y que este valor fue disminuyendo desde el
primer dia hasta el final de los experimentos (8 y 10 dias); sin embargo, las larvas con menor
densidad de alimento mostraron un menor cociente que aquéllas con la mayor densidad. En las
larvas (de entre 4 y 9 dias después de la eclosion) del pez Clupea harengus, se tiene un rango de
0.2 a 1.3 en peces no alimentados y con alimento, respectivamente (Malzahn et al., 2007). En
postlarvas de langostino (Macrobrachium rosenbergii), se registraron valores del cociente
RNA/DNA de 2.14 £0.055, 1.56 £0.119 y 1.18 +0.283 para tres diferentes dietas comerciales
(Luna et al., 2007). Vinagre et al. (2008) encontraron que para juveniles de Solea solea en un
hébitat profundo fue de 2.9, mientras que para S. senegalensis fue de 4.01 en el mismo habitat y
de 3.50 para un habitat mas superficial.

El objetivo del presente trabajo es comparar la respuesta a cambios de temperatura de las

poblaciones de erizo morado Strongylocentrotus purpuratus del intermareal rocoso, con aquéllas
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del submareal. La respuesta es evaluada a partir de estudios de termotolerancia y mediante la
cuantificacion del cociente RNA/DNA de los 4cidos nucléicos de organismos en condiciones de
estrés en distintos tratamientos de temperatura y expuestos durante diferentes periodos de

tiempo.



METODOLOGIA

Se realizaron dos salidas de campo al ejido Eréndira, Baja California, México (31° 19'
15.9" LN y 116° 26' 7.9" LW) donde se recolectaron aproximadamente 80 individuos adultos de
erizo morado (Strongylocentrotus purpuratus), 40 del intermareal (zona expuesta durante la
marea baja) y 40 del submareal (a partir del nivel mas bajo de marea). Los organismos, se
colocaron en hieleras que contenian algas y fueron transportados al laboratorio de Ecologia y
Biologia del Desarrollo del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas de la UABC. Una vez en
el laboratorio, se colocaron en tanques de fibra de vidrio, donde permanecieron con circulacion
de agua de mar y aireacion constante hasta su utilizacién en los experimentos. De cada estrato se
tomaron 24 individuos para realizar las pruebas de termotolerancia y cuantificacién de éacidos
nucléicos. Los individuos restantes se utilizaron para realizar desoves y obtener diferentes
estadios larvales con los que se realizaron los experimentos de termotolerancia.

Los desoves se llevaron a cabo utilizando los organismos adultos maduros provenientes
de la misma zona (intermareal o submareal). Se tomé solo una pareja de cada zona para cada
desove, se realizo un desove por pareja con 6 parejas por zona. El desove se indujo mediante una
inyeccion de 2 6 3 mL de KCI (0.53 M) en la cavidad perivisceral, introduciendo la aguja
alrededor de la regién bucal del erizo. Una vez realizada la fertilizacién, los cigotos se
colocaron en cubetas de 18 L sin aeracion, las cuales se mantuvieron semicubiertas con plastico
por un periodo de aproximadamente 2 dias. Una vez que los embriones alcanzaron el estadio
larval de prisma, las larvas fueron cuantificadas y se colocaron en tanques de 45 L con una
densidad de 4 larvas por mL y aireacion constante. La temperatura del cultivo se mantuvo entre

17 y 20° C, con un promedio de 18°C, durante el tiempo de cultivo de las larvas.



Para los experimentos de termotolerancia en adultos se colocaron 4 tratamientos de
temperatura: 13, 20, 26 y 29 °C. Cada tratamiento consistié en introducir 6 erizos, de entre 45 y
65 mm de diametro de testa, en un recipiente circular, de forma equidistante, con disposicion
hexagonal (Figura 3a). A cada uno de los 6 erizos de cada recipiente se le colocd una marca para
poder ubicar individualmente su desplazamiento. Se monitored el comportamiento como “proxi”
del estado fisiologico de cada individuo considerando su morfologia, grado de movilidad y
posicion en el tanque, de acuerdo a los criterios descritos por Hernandez et al., (2004). Este autor
menciona que los individuos ubicados en las paredes del recipiente se encuentran en estado
6ptimo y éste va disminuyendo hasta que el erizo queda inmovil y al fondo del recipiente (Ver
figura 3b). Se realizaron evaluaciones a 1, 4y 8 horas de exposicion a cada temperatura.

Una vez evaluado el comportamiento de los erizos se tomaron muestras de pies
ambulacrales de acuerdo con lo descrito por Osovitz & Hofimann (2005). Se tomaron muestras
de 3 individuos por recipiente después de haber estado expuestos durante 1 hora al tratamiento
de temperatura correspondiente. Cada muestra de pies ambulacrales se colocd en un tubo de 1.5
mL y se agregaron 100 ul de TRIzol® (Invitrogen, C.A., EUA). Posteriormente se macero6 el
tejido y se procedié con la extraccion de RNA 'y DNA total a partir de la misma muestra, segun
el protocolo de Invitrogen, con algunas modificaciones (Ver protocolo en Anexo II). La cantidad
de RNA y DNA para cada muestra se cuantifico con ayuda del espectrofotometro Nanodrop®. El
cociente RNA/DNA a lo largo del texto, esta referido en el caso de las larvas, en relacion con X
microlitos de larvas concentradas en un tubo Eppendorf y en el caso de adultos en relacion a X

ntmero de pies ambulacrales.



aj b}

Figura 3. Sistema de evaluacidn. a) Posicionamiento de los organismos al iniciar el experimento. b}
Clasificacion de calidad del erizo, a mayor calidad se ubica en las paredes del recipiente, con espinas y
pies méviles (E1). A menor calidad llega hasta el punto de inactividad total, al fondo del recipiente y con
evidente pérdida de firmeza en la espinas (E5) (Tomado de Hernandez et al., 2004).

Para los experimentos de termotolerancia en larvas se monitored periodicamente el
estadio larvario durante su desarrollo en los tanques de cultivo y se seleccionaron las larvas
equinopluteus de seis (13 dias de edad a partir de la fertilizacion) y ocho brazos (19 dias). De los
cultivos existentes, se tomaron 540 larvas para cada experimento provenientes de adultos del

intermareal o del submareal. Cada experimento consistié en 5 tratamientos de temperatura (13,

20, 23, 26 y 29 °C). Se evalud el porcentaje de supervivencia en cada tratamiento a 1,3, 6y 24
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horas de ser introducidas las larvas en los recipientes en cada tratamiento y para cada estadio.
Los experimentos se realizaron en cajas de poliestireno de 6 pozos, donde se colocaron tres
réplicas de cada estrato. A los pozos se les agregaron 5 mL de agua de mar filtrada y esterilizada
por medio de UV y en cada réplica se colocaron 30 larvas.

En forma paralela, se realizaron los experimentos para cuantificar el cociente RNA/DNA
en los distintos tratamientos de estrés. Estos se realizaron en vasos de plastico (300 mL
capacidad), con agua de mar filtrada y esterilizada con luz UV y que contenian hasta la mitad de
su capacidad (150 mL). Estos vasos se mantuvieron sumergidos en charolas a 4 temperaturas,
con lo que se generaron tratamientos a 13, 20, 26 y 29 °C con 3 réplicas por tratamiento. Las
larvas se colocaron en los recipientes a una densidad de 5 larvas por mL. Se establecié un ultimo
tratamiento a 4 °C introduciendo la charola con 3 réplicas a un refrigerador para poder evaluar la
respuesta de las larvas al estrés por fiio en condiciones extremas de temperatura. Después de una
hora, se concentraron lgs larvas tamizéndolas con ayuda de una criba con luz de malla de 80 pm
y fueron transferidas de cada vaso a un tubo de 600 pL. Posteriormente se centrifugaron a 2000 x
g por 5 minutos para remover el sobrenadante de agua. Una vez removida el agua, se afladieron
100 puL de TRIzol® a cada tubo y se siguieron los protocolos de extraccion de RNA y DNA de
acuerdo con el fabricante.

Para el andlisis estadistico se realizd inicialmente una prueba de normalidad y
homocedasticidad. Los datos pasaron la prueba de homocedasticidad pero no la de normalidad.
Para poder trabajar con pruebas paramétricas (ANOVA de dos vias) se realizO una
transformacién jerarquica (RANK, recomendada para la prueba de ANOVA de dos vias). El
ANOVA de dos vias se utilizo para evaluar diferencias significativas entre estrato y temperatura

en los diferentes rangos de edad, asi como temperatura y edad para ambos estratos por separado.

11



RESULTADOS

En los experimentos de termotolerancia realizados con individuos adultos detectamos
diferencias en la resistencia segun la zona de donde provenian los adultos. Los individuos, tanto
del intermareal (Tabla I) como del submareal (Tabla II) no presentaron diferencias visibles en su
comportamiento en el tratamiento a 13 °C hasta el final del experimento. Todos los individuos
presentaban las espinas y los pies ambulacrales muy moviles y se localizaban tanto en las
paredes como en el fondo del recipiente. El tratamiento con la temperatura de 20 °C resulto letal
para los erizos del submareal después de haber estado expuestos por 8 horas. En contraste, los
organismos del intermareal en el mismo tratamiento, presentaron una condicion tipo E1 (con
espinas y pies ambulacrales muy moviles, en las paredes del recipiente) y E2 (con espinas y pies

ambulacrales muy moéviles, al fondo del recipiente).

En el caso de los organismos que provenian del submareal, para los tratamientos de 26 °C
y 29 °C, los erizos perecieron a la hora 4 y 1 respectivamente. En contraparte, los organismos
provenientes del intermareal perecieron a la hora 4 para ambos tratamientos. Asimismo, para los
individuos del submareal, se registré el desove del 100% de los organismos en el tratamiento a
26 °C transcurridas 4 horas de iniciado el experimento. A 20 °C, desovaron tres individuos antes
de 8 horas y a 29 °C sélo un individuo desovo. En el intermareal, los organismos expuestos a 26
y 29° C desovaron antes de la hora 4 de iniciado el experimento (4 y 6 individuos
respectivamente). Estos experimentos, mostraron que existe una diferencia de respuesta al estrés
entre los individuos provenientes del submareal e intermareal, ya que s6lo los organismos del
intermareal sobrevivieron a 20 °C e incluso soportaron las temperaturas de 26 y 29 °C por mayor

tiempo que aquéllos del submareal.

12



Temperatura | 13° 20° 26° 29°

Tiempo

1h Muy moviles. | Muy méviles. | No mueven las | No mueven las
Pegados al fondoy | Pegados al fondo y espinas. Pies | espinas. Pies
a las paredes del | a las paredes del ambulacrales ambulacrales
recipiente. recipiente. pegados al fondo. | pegados al fondo.
El1yE2 E1yE2 E4 1 desovo.

E4

4h Muy moéviles. | Muy modviles. | Todos muertos. Todos muertos.
Pegados al fondo y | Pegados al fondoy | 4 desovaron. Todos desovaron.
a las paredes del | a las paredes del | E5 ES
recipiente. recipiente.
ElyE2 ElyE2

8h Muy méviles. | Muy méviles.

Pegados al fondoy
a las paredes del
recipiente.

ElyE2

Pegados al fondo y
a las paredes del
recipiente.

ElyE2

Tabla I. Evaluacién de erizo morado (Strongylocentrotus purpuratus) adulto del intermareal a diferentes
tiempos de evaluacion en los distintos tratamientos de temperatura.
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Tabla II. Evaluacién de erizo morado (Strongylocentrotus purpuratus) adulto del submareal a diferentes
tiempos de evaluacion en distintos tratamientos de temperatura.

Temperatura | 13° 20° 26° 29°
Tiempo
1h Muy méviles. | No mueven las | No mueven las | Todos muertos.
Pegados al fondo y | espinas. Pies | espinas. Pies | 1 desovo.
a las paredes del | ambulacrales ambulacrales E5
recipiente. pegados al fondo. | pegados al fondo
ElyE2 E4 E4
4h Muy moviles. | Mdviles. 1 pegado | Todos  muertos.
Pegados al fondoy | en la pared y el | Todos desovaron.
a las paredes del | resto al fondo del | E5
recipiente. recipiente.
ElyE2 E1yE3
8h Muy moviles. | Todos muertos.
Pegados al fondo y | 3 desovaron.
a las paredes del | E5
recipiente.
ElyE2

El cociente de RNA/DNA a partir de los experimentos de termotolerancia en adultos (ver
Tabla III), no indicé diferencias de respuesta al estrés térmico en los diferentes tratamientos. Sin
embargo, si se presentaron diferencias significativas entre estratos. Los individuos sin estresar de
ambos estratos presentaron cocientes bajos; 0.132 +0.00172 para el submareal y 0.22 +0.108

para el intermareal. En los diferentes tratamientos de temperatura, para los organismos del
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submareal, todos los valores fueron menores a 0.5, mientras que para los adultos del intermareal,
todos los valores fueron mayores a 0.99. El caso mas contrastante fue el tratamiento de 20 °C
donde se presentan diferencias significativas mas amplias en el cociente entre los individuos del
submareal (con un promedio de 0.09 £0.007) y los del intermareal (con un promedio de 1.4 +0.3)
(Figura 4).

Los ensayos de termotolerancia en larvas, mostraron un decremento en la supervivencia a
los 26 °C después de un tiempo de exposicion de 24 horas. Sin embargo, a los 29 °C, las larvas
no resistieron més alla de 3 horas de exposicién continua a esa temperatura. En los tratamientos
de 16, 20 y 23°C, la supervivencia de las larvas de 6 brazos provenientes de adultos del
intermareal, disminuy6 al aumentar las horas de exposicion; por el contrario, en las larvas del
submareal la sobrevivencia no disminuy6 bajo los tres tratamientos (16, 20y 23°C) (Fig. 4). La
mayor supervivencia se registro en el tratamiento de 13 °C. Asimismo, en el tratamiento de 23
°C, se encontré6 un mayor porcentaje de sobrevivientes que a 20 °C. La poblacion de larvas
obtenida de progenitores del submareal también mostré mayor supervivencia a 23 °C que a 20

°C, y el tratamiento de 13° C result6 en una mayor mortalidad que los dos anteriores.

Tabla Ill. Cocientes RNA/DNA obtenidos de erizo morado (Strongylocentrotus purpuratus) adulto del

submareal e intermareal en ausencia y presencia de estrés.
Submareal (RNA/DNA)

Intermareal (RNA/DNA)

Sin estrés 0.132 £0.00172 0.22 £0.108
Promedio de tratamientos <0.5 >0.99
Tratamiento extremo 0.09 £0.007 1.4+0.3

(20 C) (Estrés) (Buena condicion)
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10 7 Adultos

[ Intermareal
6 - Submareal

RNA/DNA

NE 13° 20° 26° 29°

Temperatura

Figura 4. Cociente RNA/DNA obtenido a partir de organismos adultos de erizo morado
(Strongylocentrotus purpuratus) sometidos a diferentes temperaturas (indicadas en cada punto). Cada
barra indica la media obtenida a partir de 3 valores, mientras que las lineas verticales representan el
error estandar. NE: Sin estresar.

Las larvas de 8 brazos del intermareal presentaron mayor resistencia que el estadio
anterior, ya que los tratamientos de 13, 20 y 23 °C tuvieron una supervivencia cercana o igual al
100%. Para los individuos del submareal, la supervivencia en estos tres tratamientos fue muy
similar entre ellos (66.6 %) y tnicamente se observé una disminucion en la supervivencia a las
24 horas en todos los tratamientos (Fig. 6).

En las larvas de erizo, no se encontraron diferencias significativas en los valores de los

cocientes RNA/DNA entre los diferentes tratamientos de temperatura y s6lo los individuos de 6
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brazos (figura 8) mostraron diferencias significativas entre estratos. Asimismo, este estadio
presenté el menor valor de los cocientes RNA/DNA donde los promedios de todos los
tratamientos fueron menores a 0.8. Los valores de este cociente para las larvas de 4 brazos
fluctuaron entre 0.5 y 6, aunque estas fluctuaciones no produjeron diferencias significativas. Para
el caso de las larvas de 8 brazos del intermareal, los valores mas altos (0.89 £0.708) del cociente
RNA/DNA se presentaron en el tratamiento de 13 °C; por el contrario, los valores mas bajos (7.2
+2.45) se observaron a 20° C (Fig. 9). Todos los demas tratamientos para este estadio mostraron
cocientes entre 1 y 4. En las larvas competentes todos los promedios del cociente RNA/DNA
fluctuaron entre 1 y 2.53.

En la evaluacién por estrato, para el caso del intermareal, se registraron diferencias
significativas en el cociente RNA/DNA entre el estadio de 6 brazos y todos los demas estadios,
incluyendo los adultos. Sin embargo, para el submareal el estadio de 6 brazos presentd
diferencias significativas con los demas estadios larvarios, pero no con los adultos. De la misma
forma, para las larvas obtenidas de erizos provenientes del intermareal, las larvas de 8 brazos
(figura 9) no presentaron diferencias significativas con las larvas de 4 brazos (figura 7), larvas
competentes (figura 10) y adultos; mientras que en el submareal, mostraron diferencias
significativas con todos los estadios, excepto con el estadio de larva competente.

Comparando los resultados de termotolerancia con los resultados moleculares,
observamos que para el tratamiento de 20 °C en adultos, se presentd la mayor diferencia de los
cocientes. En estos tratamientos, la supervivencia fue diferente a 8 horas entre los tratamientos
de adultos provenientes del intermareal y submareal. Los individuos del intermareal
sobrevivieron hasta el final del experimento de termotolerancia; en contraste con los organismos

del submareal, los cuales no resistieron este periodo de tiempo. Por el contrario, las larvas de 6
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brazos del submareal presentaron una mayor supervivencia, pero una menor proporcion de

acidos nucléicos.
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Figura 5. Andlisis de termotolerancia en larvas de 6 brazos provenientes de progenitores del
intermareal (a) y submareal (b). Se contaron las larvas vivas observadas en diferentes tiempos de
exposicién a 5 tratamientos independientes de temperatura. Cada punto indica la media obtenida de 3
réplicas y las lineas verticales indican el error estandar. n=30. p<0.05. Tratamientos mostrados en 2C.
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Figura 6. Andlisis de termotolerancia en larvas de 8 brazos de los estratos intermareal (a) y submareal
{b). Se contaron las larvas vivas observadas en diferentes tiempos de exposicidn a 5 tratamientos
independientes de temperatura. Cada punto indica la media obtenida de 3 réplicas y las lineas verticales
indican el error estandar. n=30. p<0.05. Tratamientos mostrados en 2C.
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10 1 Larvas 4 brazos

RNA/DNA

4° 13°

Temperatura

B intermareal
1 submareal

29°

Figura 7. Cociente RNA/DNA obtenido a partir de larvas de 4 brazos de erizo morado de mar
(Strongylocentrotus purpuratus) sometidos a diferentes temperaturas (indicadas en cada punto). Cada
barra indica la media obtenida a partir de 3 valores, mientras que las lineas verticales representan el

error estandar resultante de éstos.
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Figura 8. Cociente RNA/DNA obtenido a partir de larvas de 6 brazos de erizo morado de mar

(Strongylocentrotus purpuratus) sometidos a diferentes temperaturas

(indicadas en cada punto). Cada

barra indica la media obtenida a partir de 3 valores, mientras que las lineas verticales representan el

error estandar resultante de éstos.
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10 - Larvas 8 brazos

RNA/DNA

4° 13°

Figura 9. Cociente RNA/DNA obtenido a partir de larvas de 8 brazos de erizo mor
(Strongylocentrotus purpuratus) sometidos a diferentes temperaturas (indicada

20°

Temperatura

I intermareal
7] submareal

26° 29°

ado de mar

s en cada punto). Cada

barra indica la media obtenida a partir de 3 valores, mientras que las lineas verticales representan el

error estandar resultante de éstos.
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Figura 10. Cociente RNA/DNA obtenido a partir de larvas competentes de erizo morado de mar
(Strongylocentrotus purpuratus) sometidos a diferentes temperaturas (indicadas en cada punto). Cada
barra indica la media obtenida a partir de 3 valores, mientras que las lineas verticales representan el

error estandar resultante de éstos.
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DISCUSION

Los resultados de los experimentds de termotolerancia en adultos indicaron una
diferencia clara en la respuesta entre los individuos del intermareal y del submareal. Estas
diferencias pueden deberse a que los organismos que viven en el intermareal se encuentran
expuestos a condiciones de temperatura extremas dia a dia, por lo cual estdn mejor adaptados
para resistir cambios en la temperatura ambiental. En contraparte, los organismos del submareal
permanecen durante toda su vida adulta cubiertos por agua, con variaciones térmicas mucho
menores a lo largo del dia. Por otra parte, las variaciones de temperatura que se presentan
durante el afio en el submareal, ocurren de forma gradual, por lo que los erizos del submareal no
estan adaptados a los cambios abruptos de temperatura. Los erizos que habitan el intermareal
estan adaptados a condiciones extremas de temperatﬁra, especialmente durante las mareas de
verano. Lo anterior confirma lo descrito anteriormente por Somero (2002) respecto a que
individuos de la misma especie pueden presentar diferencias en la respuesta al estrés térmico,
dependiendo de las condiciones en las que habitan sus poblaciones.

El analisis del cociente RNA/DNA en adultos revelé que responden de manera diferencial
dependiendo de las condiciones del estrato en donde habitan, por esto los del intermareal resisten
temperaturas de .20 °C, mientras que los del submareal no. El hecho de no presentar diferencias
significativas entre temperaturas, en el caso especifico del erizo morado (S. purpuratus), indica
que este cociente se debe emplear con cautela para evaluar el estado fisiologico de los individuos
de esta especie y no como un indicador Unico de estres térmico. Contrario a lo referido por
Norkko et al. (2005), en el caso de S. purpuratus, esta herramienta no representd una medida
sensible al estrés en corto plazo. Por esto, se sugiere que no sea la Unica prueba cuando se

realicen estudios de estrés, aunque se recomienda para descartar diferencias fisiolégicas entre
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individuos que puedan favorecer ciertas condiciones. Comparando nuestros valores con los de
Acartia (Speekman, 2005) y Solea (Vinagre et al., 2008), tenemos que los valores de la
proporcién de 4cidos nucléicos en adultos de erizo fueron mas variables que los valores
obtenidos para las otras dos especies. Esto no indica diferencias en la calidad fisioldgica entre
especies, pero si muestra que para una misma especie, pueden encontrarse diferencias en
poblaciones que habitan a profundidades diferentes. En ambos casos, las poblaciones mas
superficiales registraron valores mayores que las poblaciones de mayor profundidad.

En larvas, el anélisis de termotolerancia puso en evidencia dos temperaturas letales a
diferentes tiempos de exposicion, lo cual presupone que existe una temperatura entre 23y 26 °C
a la cual las larvas de erizo de mar no resisten la exposicion a esta temperatura por un tiempo
prolongado. Las larvas de 6 brazos del intermareal tuvieron una supervivencia menor que las del
submareal, lo cual puede darse como consecuencia de diferencias en los procesos fisiologicos. Al
mismo tiempo, las larvas del intermareal de 8 brazos tuvieron una mayor resistencia al aumento
de temperaturas que las larvas de 6 brazos, ocurriendo lo opuesto para el caso del submareal. De
cualquier forma, esto indica que existe alguna condicion fisiolégica que puede estar afectando a
Jas larvas en esa etapa, ya que se comportaron de manera distinta a lo esperado. Es también
curioso que en larvas de 6 brazos del submareal la temperatura de 13 °C tuviera menor indice de
supervivencia, después de 24 horas, que los tratamientos de 20 y 23 °C, ya que los erizos son
organismos de climas templados-frios y la época de reproduccién corresponde precisamente a las
estaciones de otofio e invierno (Tegner, 2001), cuando la temperatura del agua es menor a 20 °C.
En contraste, para el estadio de 8 brazos, la poblacion del submareal parece resistir mejor la

temperatura de 23 °C que la de 20 °C.
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No se encontfaron datos previos sobre los cocientes RNA/DNA en especies de erizo.
Estos valores son inherentes a cada especie y no dependen de que una especie se encuentre en
mejor estado fisiologico que otra, por lo cual no tenemos un punto de referencia precedente con
el cual comparar nuestros resultados. S6lo podemos sefialar semejanzas que existen con otras
especies, por ejemplo, los valores de los cocientes RNA/DNA obtenidos para erizo morado, se
asemejan a los rangos de Melanogrammus aeglefinus (perteneciente a aguas frias) (Caldarone et
al., 2005); de la misma forma, los cocientes obtenidos para Clupea harengus (de aguas
templadas) y Macrobrachium rosenbergii (de distribucion tropical) (Malzahn et al., 2007; Luna
et al., 2007), también se encontraron en rangos similares a los reportados en este estudio para S.
purpuratus. Como se puede observar, los valores tampoco dependen de la region térmica en la
que habitan. No obstante, con este cociente se puede evaluar el estado fisiologico de los
organismos, asi como la salud y el estado nutricional. Esto se refleja en los valores encontrados
en las larvas de 6 brazos de erizo morado, las cuales posiblemente se encuentran en una
condicién fisiolégica que puede estar originando un cociente menor, es decir, pudiera
considerarse que estan mas estresadas.

Al comparar las larvas con los adultos incluyendo las dos pruebas realizadas, podemos
encontrar una menor tolerancia al estrés térmico por parte de los adultos que de las larvas. Esto
puede suceder por el hecho de que los adultos se encuentran adaptados a su ambiente, mientras
que las larvas atn no han llegado a la etapa de reclutamiento; lo que sugiere que las larvas tienen
un amplio rango de tolerancia y una mayor plasticidad fenotipica, condiciéon que les va a permitir
adaptarse a un ambiente variable durante su permanencia en la columna de agua y a un nuevo
hébitat a partir de su reclutamiento. A su vez, entre las larvas, las del estadio de 6 brazos

manifestaron una susceptibilidad mayor a los cambios de temperatura que los otros estadios; en
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las larvas de 8 brazos ya se encuentra formado el rudimento, por lo cual es posible que su
formacion (la cual comienza a partir del estadio de equinopluteus de 6 brazos) esté ocasionando
que la demanda metabdlica de la larva sea mayor, ya que se encuentra en un periodo de
diferenciacién celular importante, y por lo tanto se encuentre mas susceptible ante los cambios
de temperatura que aquellas larvas de estadios anteriores o posteriores. Los resultados de
supervivencia obtenidos a partir de los experimentos de termotolerancia y los obtenidos con los
cocientes de RNA/DNA son coincidentes, muestran una menor resistencia a los cambios de
temperatura por parte de los individuos provenientes del submareal que comparados con los del
intermareal (a excepcion de la larva de 6 brazos, cuya supervivencia fue mayor en el submareal).

El hecho de que los adultos del intermareal posean una mayor tolerancia a los cambios de
temperatura era esperado, ya que se encuentran adaptados a condiciones de continuo estrés
térmico, por las fluctuaciones naturales del intermareal, a diferencia de los adultos del submareal,
que se encuentran en condiciones més constantes. Sin embargo, la condicién encontrada en las
larvas que exhibi6 una mayor resistencia por parte de las larvas del intermareal que las del
submareal, indica una mayor plasticidad durante el periodo larvario de resistencia a dichas
condiciones extremas de temperatura, por lo cual resulta interesante documentar este proceso

durante varias generaciones, y verificar si es una condicion que pueda heredarse.

Los resultados de este trabajo revelan que un incremento en la temperatura en los
ambientes marinos puede ser fatal para especies de ambos estratos. Especificamente la poblacion
de erizo morado (S. purpuratus) podria no resistir temperaturas mayores a 23 °C. Sumando los
efectos de mortalidad de esta especie con la explotacion comercial del erizo rojo (S.
franciscanus), existe la posibilidad de modificar el estado actual del ecosistema en que estas dos

especies habitan, en escenarios de calentamiento global.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos podemos concluir que en los adultos de erizo morado del
submareal mostraron una diferencia marcada en la termotolerancia con respecto a los individuos
del intermareal, siendo mayor en los primeros que en los ultimos.

Los erizos obtenidos del submareal, tuvieron un cociente RNA/DNA menor que los
individuos del intermareal, es lo que sugiere diferentes condiciones de estrés.

Las larvas mostraron una mayor termotolerancia que los adultos. Especificamente las
larvas del intermareal poseen mayor resistencia a los cambios térmicos que las del submareal.
Las larvas de 6 brazos fueron mas susceptibles ante las variaciones de temperatura que en el otro
estadio estudiado.

La prueba del cociente RNA/DNA sélo sirve para indicar el estado fisiolégico de un
organismo; en el presente estudio, su eficiencia como indicador de estrés térmico fue menos
clara. Esta prueba si nos ayuda a encontrar una mayor 0 menor calidad fisiologica de los
organismos, lo cual se vio reflejado en la resistencia ante el estrés, pero los valores no cambiaron

por causa directa de las condiciones de estrés termico.
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ANEXO L. ANOVA de dos vias realizado para los datos de los cocientes RNA/DNA.

Two Way Analysis of Variance Wednesday, October 28, 2009, 3:55:13 PM
Data source: Data 1 in 4B

Balanced Design

Dependent Variable: rank(col(4))

Normality Test: Passed (P =0.607)

Equal Variance Test:  Passed (P =0.880)

Source of Variation DF SS MS F P
Estrato 1 108.300 108.300 1.568  0.225
Temperatura 4 558.667 139.667  2.022  0.130
Estrato x Temperatura 4 199.200 49.800 0.721 0.588
Residual 20 1381.333 69.067

Total 29 2247.500 77.500

The difference in the mean values among the different levels of Estrato is not great enough to exclude the possibility
that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences in
Temperatura. There is not a statistically significant difference (P = 0.225).

The difference in the mean values among the different levels of Temperatura is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences
in Estrato. There is not a statistically significant difference (P = 0.130).

The effect of different levels of Estrato does not depend on what level of Temperatura is present. There is not a
statistically significant interaction between Estrato and Temperatura. (P = 0.588)

Power of performed test with alpha = 0.0500: for Estrato : 0.104
Power of performed test with alpha = 0.0500: for Temperatura : 0.259
Power of performed test with alpha = 0.0500: for Estrato x Temperatura : 0.0500

Least square means for Estrato :
Group Mean
intermareal 17.400
submareal 13.600

Std Err of LS Mean = 2.146

Least square means for Temperatura :
Group Mean

4°C 17.167
13°C 14.500
20°C 10.167
26°C 22.833
29°C 12.833

Std Err of LS Mean = 3.393

Least square means for Estrato x Temperatura :
Group Mean
intermareal x 4°C 15.667
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intermareal x 13°C
intermareal x 20°C
intermareal x 26°C
intermareal x 29°C
submareal x 4°C
submareal x 13°C
submareal x 20°C
submareal x 26°C
submareal x 29°C

19.333
11.667
27.667
12.667
18.667

9.667

8.667
18.000
13.000

Std Err of LS Mean = 4.798
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Two Way Analysis of Variance Wednesday, October 28, 2009, 3:56:09 PM
Data source: Data 1 in 6B

Balanced Design

Dependent Variable: rank(col(4))

Normality Test: Passed (P =0.590)

Equal Variance Test:  Passed (P =0.707)

Source of Variation DF SS MS F P
ESTRATO 1 456.300 456.300 5.529 0.029
TEMPERATURA 4 39.000 9.750 0.118 0.974
ESTRATO x TEMPERATURA4 101.533 25.383 0.308 0.869
Residual 20 1650.667 82.533

Total 29 2247.500 77.500

The difference in the mean values among the different levels of ESTRATO is greater than would be expected by
chance after allowing for effects of differences in TEMPERATURA. There is a statistically significant difference (P
=0.029). To isolate which group(s) differ from the others use a multiple comparison procedure.

The difference in the mean values among the different levels of TEMPERATURA is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences
in ESTRATO. There is not a statistically significant difference (P = 0.974).

The effect of different levels of ESTRATO does not depend on what level of TEMPERATURA is present. There is
not a statistically significant interaction between ESTRATO and TEMPERATURA. (P = 0.869)

Power of performed test with alpha = 0.0500: for ESTRATO : 0.519
Power of performed test with alpha = 0.0500: for TEMPERATURA : 0.0500
Power of performed test with alpha = 0.0500: for ESTRATO x TEMPERATURA : 0.0500

Least square means for ESTRATO :
Group Mean

intermareal 19.400

submareal 11.600

Std Err of LS Mean = 2.346

Least square means for TEMPERATURA :
Group Mean

4°C 14.667
13°C 16.500
20°C 13.667
26°C 16.167
29°C 16.500

Std Err of LS Mean = 3.709

Least square means for ESTRATO x TEMPERATURA :

Group Mean
intermareal x 4°C 19.667
intermareal x 13°C 18.333

intermareal x 20°C 19.333
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intermareal x 26°C 21.667
intermareal x 29°C 18.000

submareal x 4°C 9.667
submareal x 13°C 14.667
submareal x 20°C 8.000
submareal x 26°C 10.667
submareal x 29°C 15.000

Std Err of LS Mean = 5.245

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):
Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor: ESTRATO
Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?

intermareal vs. submareal 7.800 2.351 0.0291 0.050 Yes
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Two Way Analysis of Variance Wednesday, October 28, 2009, 3:57:35 PM
Data source: Data 1 in 8B

Balanced Design

Dependent Variable: rank(col(4))

Normality Test: Passed (P =0.755)

Equal Variance Test:  Passed (P=0.715)

Source of Variation DF SS MS F P
ESTRATO 1 28.033 28.033 0.324 0.575
TEMPERATURA 4 307.000 76.750 0.888 0.489
ESTRATO x TEMPERATURA4 184.467 46.117 0.534 0.712
Residual 20 1728.000 86.400

Total 29 2247.500 77.500

The difference in the mean values among the different levels of ESTRATO is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences
in TEMPERATURA. There is not a statistically significant difference (P = 0.575).

The difference in the mean values among the different levels of TEMPERATURA is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences
in ESTRATO. There is not a statistically significant difference (P = 0.489).

The effect of different levels of ESTRATO does not depend on what level of TEMPERATURA is present. There is
not a statistically significant interaction between ESTRATO and TEMPERATURA. (P =0.712)

Power of performed test with alpha = 0.0500: for ESTRATO : 0.0500
Power of performed test with alpha = 0.0500: for TEMPERATURA : 0.0500
Power of performed test with alpha = 0.0500: for ESTRATO x TEMPERATURA : 0.0500

Least square means for ESTRATO :
Group Mean

intermareal 16.467

submareal 14.533

Std Err of LS Mean = 2.400

Least square means for TEMPERATURA :

Group Mean
4°C 11.000
13°C 14.000
20°C 19.167
26°C 14.167
29°C 19.167

Std Err of LS Mean = 3.795

Least square means for ESTRATO x TEMPERATURA :
Group Mean
intermareal x 4°C 14.333
intermareal x 13°C 18.000
intermareal x 20°C 17.000
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intermareal x 26°C 12.667
intermareal x 29°C 20.333

submareal x 4°C 7.667
submareal x 13°C 10.000
submareal x 20°C 21.333
submareal x 26°C 15.667
submareal x 29°C 18.000

Std Err of LS Mean = 5.367
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Two Way Analysis of Variance ~Wednesday, October 28, 2009, 3:58:19 PM
Data source: Data 1 in LC

Balanced Design

Dependent Variable: rank(col(4))

Normality Test: Passed (P =0.390)

Equal Variance Test: Passed (P =0.925)

Source of Variation DF SS MS F P
ESTRATO 1 124.033 124.033 1.965  0.176
TEMPERATURA 4 218.667 54.667  0.866  0.501
ESTRATO x TEMPERATURA4 642.133 160.533 2.543 0.072
Residual 20 1262.667 63.133

Total 29 2247.500 77.500

The difference in the mean values among the different levels of ESTRATO is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences
in TEMPERATURA. There is not a statistically significant difference (P = 0. 176).

The difference in the mean values among the different levels of TEMPERATURA is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences
in ESTRATO. There is not a statistically significant difference (P = 0.501).

The effect of different levels of ESTRATO does not depend on what level of TEMPERATURA is present. There is
not a statistically significant interaction between ESTRATO and TEMPERATURA. (P =0.072)

Power of performed test with alpha = 0.0500: for ESTRATO : 0.145
Power of performed test with alpha = 0.0500: for TEMPERATURA : 0.0500
Power of performed test with alpha = 0.0500: for ESTRATO x TEMPERATURA : 0.384

Least square means for ESTRATO :
Group Mean

intermareal 17.533

submareal 13.467

Std Err of LS Mean = 2.052

Least square means for TEMPERATURA :

Group Mean

4°C 17.167
13°C 19.833
20°C 12.500
26°C 13.167
29°C 14.833

Std Err of LS Mean = 3.244

Least square means for ESTRATO x TEMPERATURA :
Group Mean
intermareal x 4°C 23.333
intermareal x 13°C 19.667
intermareal x 20°C 12.333
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intermareal x 26°C 21.667
intermareal x 29°C 10.667

submareal x 4°C 11.000
submareal x 13°C 20.000
submareal x 20°C 12.667
submareal x 26°C 4.667
submareal x 29°C 19.000

Std Err of LS Mean = 4.587
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Two Way Analysis of Variance Wednesday, October 28, 2009, 4:02:03 PM
Data source: Data 1 in ADULTOS

General Linear Model

Dependent Variable: rank(col(4))

Normality Test: Passed (P=0.574)

Equal Variance Test: ~ Passed (P =0.572)

Source of Variation DF SS MS F P
estrato 1 869.532  869.532  26.176  <0.001
temperatura 4 245.299 61.325 1.846 0.162
estrato x temperatura 4 198.632 49.658 1.495 0.243
Residual 19 631.167 33.219

Total 28 2030.000 72.500

The difference in the mean values among the different levels of estrato is greater than would be expected by chance
after allowing for effects of differences in temperatura. There is a statistically significant difference (P = <0.001).
To isolate which group(s) differ from the others use a multiple comparison procedure.

The difference in the mean values among the different levels of temperatura is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences
in estrato. There is not a statistically significant difference (P = 0.162).

The effect of different levels of estrato does not depend on what level of temperatura is present. There is not a
statistically significant interaction between estrato and temperatura. (P =0.243)

Power of performed test with alpha = 0.0500: for estrato : 0.999
Power of performed test with alpha = 0.0500: for temperatura : 0.216
Power of performed test with alpha = 0.0500: for estrato x temperatura : 0.140

Least square means for estrato :

Group Mean SEM
intermareal 20.333 1.488
submareal 9.300 1.561

Least square means for temperatura :
Group Mean SEM
SE 9.583  2.631
13°C 17.667  2.353
20°C 17.167  2.353
26°C 16.500  2.353
29°C 13.167  2.353

Least square means for estrato x temperatura :
Group Mean SEM
intermareal X SE 9.667 3.328
intermareal x 13°C 25.000 3.328
intermareal x 20°C 23.000 3.328
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intermareal x 26°C 24.333 3.328
intermareal x 29°C 19.667 3.328

submareal x SE 9.500 4.075
submareal x 13°C 10.333 3.328
submareal x 20°C 11.333 3.328
submareal x 26°C 8.667 3.328
submareal x 29°C 6.667 3.328

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):
Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor: estrato
Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?

intermareal vs. submareal 11.033 5.116 0.0000614 0.050 Yes
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Two Way Analysis of Variance LARVAS INTERMAREAL Wednesday, October 28, 2009, 4:08:05 PM
Data source: Data 1 in Notebook 3

Balanced Design

Dependent Variable: rank(col(5))

Normality Test: Passed (P =0.067)

Equal Variance Test: ~ Passed (P =0.501)

Source of Variation DF SS MS F P
edad 3 5475.933 1825.311 8.068  <0.001
temperatura 4 715.500 178.875 0.791 0.538
edad x temperatura 12 2753.567 229.464 1.014 0.455
Residual 40 9050.000 226.250

Total 59 17995.000 305.000

The difference in the mean values among the different levels of edad is greater than would be expected by chance
after allowing for effects of differences in temperatura. There is a statistically significant difference (P = <0.001).
To isolate which group(s) differ from the others use a multiple comparison procedure.

The difference in the mean values among the different levels of temperatura is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences
in edad. There is not a statistically significant difference (P = 0.538).

The effect of different levels of edad does not depend on what level of temperatura is present. There is not a
statistically significant interaction between edad and temperatura. (P = 0.455)

Power of performed test with alpha = 0.0500: for edad : 0.976
Power of performed test with alpha = 0.0500: for temperatura : 0.0500
Power of performed test with alpha = 0.0500: for edad x temperatura : 0.0534

Least square means for edad :

Group Mean
4 brazos 32.867
6 brazos 14.333
8 brazos 38.600
larva competente 36.200

Std Err of LS Mean = 3.884

Least square means for temperatura :

Group Mean
4°C 30.667
13°C 31.667
20°C 27.167
26°C 36.250
29°C 26.750

Std Err of LS Mean = 4.342

Least square means for edad x temperatura :
Group Mean
4 brazos x 4°C 33.333
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4 brazos x 13°C 35.667

4 brazos x 20°C 22.333
4 brazos x 26°C 55.333
4 brazos x 29°C 17.667
6 brazos x 4°C 14.000
6 brazos x 13°C 12.667
6 brazos x 20°C 17.667
6 brazos x 26°C 15.667
6 brazos x 29°C 11.667
8 brazos x 4°C 33.667
8 brazos x 13°C 42.000
8 brazos x 20°C 38.333
8 brazos x 26°C 32.000
8 brazos x 29°C 47.000
larva competente x 4°C 41.667
larva competente x 13°C 36.333
larva competente x 20°C 30.333
larva competente x 26°C 42.000
larva competente x 29°C 30.667

Std Frr of LS Mean = 8.684

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):
Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor: edad

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?
8 brazos vs. 6 brazos 24.267 4.418 0.0000740 0.009 Yes
larva competente vs. 6 brazos 21.867 3.981 0.000281 0.010 Yes
4 brazos vs. 6 brazos 18.533 3.374 0.00165 0.013 Yes
8 brazos vs. 4 brazos 5.733 1.044 0.303 0.017 No
larva competente vs. 4 brazos 3.333 0.607 0.547 0.025 No
8 brazos vs. larva competente 2.400 0.437 0.664 0.050 No
Two Way Analysis of Variance AGAIN THE SAME Wednesday, October 28, 2009, 4:52:49 PM

Data source: Data 1 in Notebook 3

Balanced Design

Dependent Variable: rank(col(5))

Normality Test: Passed (P =0.067)

Equal Variance Test: Passed (P =0.501)

Source of Variation DF SS MS F P
edad 3 5475.933 1825.311 8.068  <0.001
temperatura 4 715.500 178.875  0.791 0.538
edad x temperatura 12 2753.567 229.464 1.014 0.455
Residual 40 9050.000 226.250

Total 59 17995.000 305.000
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The difference in the mean values among the different levels of edad is greater than would be expected by chance
after allowing for effects of differences in temperatura. There is a statistically significant difference (P = <0.001).
To isolate which group(s) differ from the others use a multiple comparison procedure.

The difference in the mean values among the different levels of temperatura is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences
in edad. There is not a statistically significant difference (P = 0.538).

The effect of different levels of edad does not depend on what level of temperatura is present. There is not a
statistically significant interaction between edad and temperatura. (P = 0.455)

Power of performed test with alpha = 0.0500: for edad : 0.976
Power of performed test with alpha = 0.0500: for temperatura : 0.0500
Power of performed test with alpha = 0.0500: for edad x temperatura : 0.0534

Least square means for edad :

Group Mean
4 brazos 32.867
6 brazos 14.333
8 brazos 38.600
larva competente 36.200

Std Err of LS Mean = 3.884

Least square means for temperatura :

Group Mean
4°C 30.667
13°C 31.667
20°C 27.167
26°C 36.250
29°C 26.750

Std Err of LS Mean = 4.342

Least square means for edad x temperatura :

Group Mean
4 brazos x 4°C 33.333
4 brazos x 13°C 35.667
4 brazos x 20°C 22.333
4 brazos x 26°C 55.333
4 brazos x 29°C 17.667
6 brazos x 4°C 14.000
6 brazos x 13°C 12.667
6 brazos x 20°C 17.667
6 brazos x 26°C 15.667
6 brazos x 29°C 11.667
8 brazos x 4°C 33.667
8 brazos x 13°C 42.000
8 brazos x 20°C 38.333
8 brazos x 26°C 32.000
8 brazos x 29°C 47.000
larva competente x 4°C 41.667
larva competente x 13°C . 36.333
larva competente x 20°C 30.333
larva competente x 26°C 42.000
larva competente x 29°C 30.667
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Std Err of LS Mean = 8.684

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor: edad

Comparison Diff of Means  p
8 brazos vs. 6 brazos 24.267 4
8 brazos vs. 4 brazos 5.733 4
8 brazos vs. larva competente 2.400 4
larva competente vs. 6 brazos 21.867 4
larva competente vs. 4 brazos 3.333 4
4 brazos vs. 6 brazos 18.533 4

q
6.248

1.476
0.618
5.630
0.858
4.772

P
<0.001
0.725
0.972
0.002
0.929
0.009

P<0.050
Yes
No
Do Not Test
Yes
Do Not Test
Yes

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is found between two means that

enclose that comparison. For example, if you had four means sorted in order, and found no difference between
means 4 vs. 2, then you would not test 4 vs. 3 and 3 vs. 2, but still test 4 vs. 1 and 3 vs. 1 (4 vs. 3 and 3 vs. 2 are
enclosed by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not testing the enclosed means is a procedural rule, and a result of Do Not
Test should be treated as if there is no significant difference between the means, even though one may appear to

exist.
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Two Way Analysis of Variance ~Wednesday, October 28, 2009, 4:11:01 PM
INTERMAREAL TODOS

Data source: Data 1 in Notebook 4

General Linear Model (No Interactions)

Dependent Variable: rank(col(5))

Normality Test: Passed (P =0.249)

Equal Variance Test: ~ Passed (P= 0.601)

Source of Variation DF SS MS F P
edad 4 0888.721 2472.180  7.499  <0.001
temperatura 5 4084.121 816.824  2.478 0.041
Residual 65 21429.346 329.682

Total 74 35150.000 475.000

The difference in the mean values among the different levels of edad is greater than would be expected by chance
after allowing for effects of differences in temperatura. There is a statistically significant difference (P = <0.001).
To isolate which group(s) differ from the others use a multiple comparison procedure.

The difference in the mean values among the different levels of temperatura is greater than would be expected by
chance after allowing for effects of differences in edad. Thereis a statistically significant difference (P = 0.041). To

isolate which group(s) differ from the others use a multiple comparison procedure.

Power of performed test with alpha = 0.0500: for edad : 0.991
Power of performed test with alpha = 0.0500: for temperatura : 0.481

Least square means for edad :

Group Mean SEM
4 brazos 35706  5.083
6 brazos 11.440  5.083
8 brazos 43.573 5.083
larva competente 40.573 5.083
adulto 38.135  4.805

Least square means for temperatura :
Group Mean SEM

4°C 39.563 5.371

13°C 42.333 4.688

20°C 35.600 4.688

26°C 45.867 4.688

29°C 33.200 4.688

SE 6.750  11.484

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):
Overall significance level = 0.05
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Comparisons for factor: edad

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?
8 brazos vs. 6 brazos 32.133 4.470 0.0000320 0.005 Yes
larva competente vs. 6 brazos 29.133 4.053 0.000137 0.006 Yes
adulto vs. 6 brazos 26.696 3.817 0.000304 0.006 Yes
4 brazos vs. 6 brazos 24.267 3.376 0.00124 0.007 Yes
8 brazos vs. 4 brazos 7.867 1.094 0.278 0.009 No
8 brazos vs. adulto 5.437 0.777 0.440 0.010 No
larva competente vs. 4 brazos 4.867 0.677 0.501 0.013 No
8 brazos vs. larva competente 3.000 0.417 0.678 0.017 No
larva competente vs. adulto 2.437 0.349 0.729 0.025 No
adulto vs. 4 brazos 2.429 0.347 0.729 0.050 No
Comparisons for factor: temperatura

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?

26°C vs. SE 39.117 3.154 0.00244 0.003 Yes

13°C vs. SE 35.583 2.869 0.00555 0.004 No

4°C vs. SE 32.813 2.588 0.0119 0.004 No

20°C vs. SE 28.850 2.326 0.0232 0.004 No

29°C vs. SE 26.450 2.132 0.0368 0.005 No

26°C vs. 29°C 12.667 1.910 0.0605 0.005 No

26°C vs. 20°C 10.267 1.549 0.126 0.006 No

13°C vs. 29°C 9.133 1.378 0.173 0.006 No

13°C vs. 20°C 6.733 1.016 0.314 0.007 No

4°C vs. 29°C 6.363 0.892 0.375 0.009 No

26°C vs. 4°C 6.304 0.884 0.380 0.010 No

4°C vs. 20°C 3.963 0.556 0.580 0.013 No

26°C vs. 13°C 3.533 0.533 0.596 0.017 No

13°C vs. 4°C 2.771 0.389 0.699 0.025 No

20°C vs. 29°C 2.400 0.362 0.719 0.050 No

Two Way Analysis of Variance INTER TODOS Wednesday, October 28, 2009, 4:54:41 PM

Data source: Data 1 in Notebook 4

General Linear Model (No Interactions)
Dependent Variable: rank(col(5))

Normality Test: Passed (P =0.249)

Equal Variance Test:  Passed (P =0.601)

Source of Variation DF SS . MS F
edad 4 9888.721 2472.180  7.499
temperatura 5 4084.121 816.824  2.478
Residual 65 21429.346 329.682

Total 74 35150.000 475.000

<0.001
0.041
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The difference in the mean values among the different levels of edad is greater than would be expected by chance
after allowing for effects of differences in temperatura. There is a statistically significant difference (P = <0.001).
To isolate which group(s) differ from the others use a multiple comparison procedure.

The difference in the mean values among the different levels of temperatura is greater than would be expected by
chance after allowing for effects of differences in edad. Thereis a statistically significant difference (P = 0.041). To

isolate which group(s) differ from the others use a multiple comparison procedure.

Power of performed test with alpha = 0.0500: for edad : 0.991
Power of performed test with alpha = 0.0500: for temperatura : 0.481

Least square means for edad :

Group Mean SEM
4 brazos 35706  5.083
6 brazos 11.440  5.083
8 brazos 43,573  5.083
larva competente 40.573  5.083
adulto 38.135  4.805

Least square means for temperatura :
Group Mean SEM

4°C 39.563 5.371

13°C 42.333 4.688

20°C 35.600 4.688

26°C 45.867 4.688

29°C 33.200 4.688

SE 6.750  11.484

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor: edad

Comparison Diff of Means  p q P P<0.050

8 brazos vs. 6 brazos 32.133 5 6322 <0.001 Yes
8 brazos vs. 4 brazos 7.867 5 1.548 0.809 No
8 brazos vs. adulto 5.437 5  1.099 0.936 Do Not Test
8 brazos vs. larva competente 3.000 5  0.590 0.994 Do Not Test
larva competente vs. 6 brazos 29.133 5 5.732 0.001 Yes
larva competente vs. 4 brazos 4.867 5 0.958 0.961 Do Not Test
larva competente vs. adulto 2.437 5 0.493 0.997 Do Not Test
adulto vs. 6 brazos 26.696 5 5398 0.003 Yes
adulto vs. 4 brazos 2.429 5 0491 0.997 Do Not Test
4 brazos vs. 6 brazos 24.267 5 4.774 0.011 Yes
Comparisons for factor: temperatura

Comparison Diff of Means P q P P<0.050

26°C vs. SE 39.117 6 4460  0.028 Yes

26°C vs. 29°C 12.667 6 2702  0.405 No

26°C vs. 20°C 10.267 6 2.190 0.635 Do Not Test

26°C vs. 4°C 6.304 6 1251 0949 Do Not Test

26°C vs. 13°C 3.533 6 0.754 0.995 Do Not Test

13°C vs. SE 35.583 6 4.057 0.059 No
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13°C vs. 29°C
13°C vs. 20°C
13°C vs. 4°C
4°C vs. SE
4°C vs. 29°C
4°C vs. 20°C
20°C vs. SE
20°C vs. 29°C
29°C vs. SE

9.133
6.733
2,771
32.813
6.363
3.963
28.850
2.400
26.450

[ YKo Ne e Ne Ne)Nlo) Nl No)

1.948
1.436
0.550
3.660
1.262
0.786
3.289
0.512
3.016

0.740
0.911
0.999
0.115
0.947
0.994
0.199
0.999
0.284

Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is found between two means that

enclose that comparison. For example, if you had four means sorted in order, and found no difference between
means 4 vs. 2, then you would not test 4 vs. 3 and 3 vs. 2, but still test4 vs. 1 and 3 vs. 1 (4 vs. 3 and 3 vs. 2 are
enclosed by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not testing the enclosed means is a procedural rule, and a result of Do Not
Test should be treated as if there is no significant difference between the means, even though one may appear to

exist.
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Two Way Analysis of Variance SUBMAREAL LARVAS Wednesday, October 28, 2009, 4:16:38 PM
Data source: Data 1 in Notebook 5

Balanced Design

Dependent Variable: rank(col(5))

Normality Test: Passed (P =0.207)

Equal Variance Test: ~ Passed (P =0.861)

Source of Variation DF SS MS F P
edad 3 8665.933  2888.644  18.578  <0.001
temperatura 4 203.667 50.917 0.327 0.858
edad x temperatura 12 2906.067 242.172 1.558 0.144
Residual 40 6219.333 155.483

Total 59 17995.000 305.000

The difference in the mean values among the different levels of edad is greater than would be expected by chance
after allowing for effects of differences in temperatura. There is a statistically significant difference (P = <0.001).
To isolate which group(s) differ from the others use a multiple comparison procedure.

The difference in the mean values among the different levels of temperatura is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences
in edad. There is not a statistically significant difference (P = 0.858).

The effect of different levels of edad does not depend on what level of temperatura is present. There is not a
statistically significant interaction between edad and temperatura. (P =0.144)

Power of performed test with alpha = 0.0500: for edad : 1.000
Power of performed test with alpha = 0.0500: for temperatura : 0.0500
Power of performed test with alpha = 0.0500: for edad x temperatura : 0.259

Least square means for edad :

Group Mean
4 brazos 28.200
6 brazos 12.000
8 brazos 43.533
larva competente 38.267

Std Err of LS Mean = 3.220

Least square means for temperatura :
Group Mean

4°C 30.250
13°C 29.500
20°C 28.917
26°C 29.750
29°C 34.083

Std Err of LS Mean = 3.600

Least square means for edad x temperatura :
Group Mean
4 brazos x 4°C 43.000
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4 brazos x 13°C

4 brazos x 20°C

4 brazos x 26°C

4 brazos x 29°C

6 brazos x 4°C

6 brazos x 13°C

6 brazos x 20°C

6 brazos x 26°C

6 brazos x 29°C

8 brazos x 4°C

8 brazos x 13°C

8 brazos x 20°C

8 brazos x 26°C

8 brazos x 29°C

larva competente x 4°C
larva competente x 13°C
larva competente x 20°C
larva competente x 26°C
larva competente x 29°C
Std Err of LS Mean = 7.199

17.000
18.000
33.667
29.333

9.333
20.667

7.333

9.333
13.333
32.667
36.333
52.667
46.333
49.667
36.000
44.000
37.667
29.667
44.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):
Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor: edad
Comparison

8 brazos vs. 6 brazos
larva competente vs. 6 brazos
4 brazos vs. 6 brazos
8 brazos vs. 4 brazos
larva competente vs. 4 brazos
8 brazos vs. larva competente

Diff of Means t
31.533 6.926
26.267 5.769
16.200 3.558
15.333 3.368
10.067 2.211

5.267 1.157

Two Way Analysis of Variance SUB LARVAS

Data source: Data 1 in Notebook 5

Balanced Design

Dependent Variable: rank(col(5))

Normality Test:
Equal Variance Test:

Source of Variation
edad

temperatura

edad x temperatura
Residual

Total

12
40
59

DF

Passed (P =0.207)

Passed (P =0.861)

SS

8665.933

203.667

2906.067
6219.333
17995.000

MS
2888.644
50.917
242.172
155.483
305.000

Unadjusted P

0.0000000238
0.000000999
0.000980
0.00169

0.0328
0.254

F
18.578
0.327
1.558

<0.001
0.858
0.144

Critical Level Significant?

0.009 Yes
0.010 Yes
0.013 Yes
0.017 Yes
0.025 No
0.050 No

Wednesday, October 28, 2009, 4:55:55 PM

54



The difference in the mean values among the different levels of edad is greater than would be expected by chance
after allowing for effects of differences in temperatura. There is a statistically significant difference (P = <0.001).
To isolate which group(s) differ from the others use a multiple comparison procedure.

The difference in the mean values among the different levels of temperatura is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences
in edad. There is not a statistically significant difference (P = 0.858).

The effect of different levels of edad does not depend on what level of temperatura is present. There is not a
statistically significant interaction between edad and temperatura. (P = 0.144)

Power of performed test with alpha = 0.0500: for edad : 1.000
Power of performed test with alpha = 0.0500: for temperatura : 0.0500
Power of performed test with alpha = 0.0500: for edad x temperatura : 0.259

Least square means for edad :

Group Mean
4 brazos 28.200
6 brazos 12.000
8 brazos 43.533
larva competente 38.267

Std Err of LS Mean = 3.220

Least square means for temperatura :
Group Mean

4°C 30.250
13°C 29.500
20°C 28.917
26°C 29.750
29°C 34.083

Std Err of LS Mean = 3.600

Least square means for edad x temperatura :

Group Mean
4 brazos x 4°C 43.000
4 brazos x 13°C 17.000
4 brazos x 20°C 18.000
4 brazos x 26°C 33.667
4 brazos x 29°C 29.333
6 brazos x 4°C 9.333
6 brazos x 13°C 20.667
6 brazos x 20°C 7.333
6 brazos x 26°C 9.333
6 brazos x 29°C 13.333
8 brazos x 4°C 32.667
8 brazos x 13°C 36.333
8 brazos x 20°C 52.667
8 brazos x 26°C 46.333
8 brazos x 29°C 49.667
larva competente x 4°C 36.000
larva competente x 13°C 44.000
larva competente x 20°C 37.667
larva competente x 26°C 29.667

larva competente x 29°C 44.000
Std Err of LS Mean = 7.199
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All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor: edad

Comparison Diff of Means p q P P<0.050
8 brazos vs. 6 brazos 31.533 4 9794 <0.001 Yes

8 brazos vs. 4 brazos 15.333 4  4.763 0.009 Yes
8 brazos vs. larva competente 5.267 4  1.636 0.657 No
larva competente vs. 6 brazos 26.267 4 8.158 <0.001 Yes
larva competente vs. 4 brazos 10.067 4 3.127 0.138 No
4 brazos vs. 6 brazos 16.200 4 5.032 0.005 Yes



Two Way Analysis of Variance Wednesday, October 28, 2009, 4:18:31 PM
SUBMAREAL TODOS

Data source: Data 1 in 3waytry

General Linear Model (No Interactions)

Dependent Variable: rank(col(5))

Normality Test: Passed (P=0.131)

Equal Variance Test:  Passed (P =10.788)

Source of Variation DF SS MS F P
EDAD 4 18010.237  4502.559 19.272  <0.001
TEMPERATURA 5 148.111 29.622 0.127 0.986
Residual 64 14952.246 233.629

Total 73 33762.500 462.500

The difference in the mean values among the different levels of EDAD is greater than would be expected by chance
after allowing for effects of differences in TEMPERATURA. There is a statistically significant difference (P =
<0.001). To isolate which group(s) differ from the others use a multiple comparison procedure.

The difference in the mean values among the different levels of TEMPERATURA is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences
in EDAD. There is not a statistically significant difference (P = 0.986).

Power of performed test with alpha = 0.0500: for EDAD : 1.000
Power of performed test with alpha = 0.0500: for TEMPERATURA : 0.0500

Least square means for EDAD :

Group Mean SEM
4 brazos 38.534  4.403
6 brazos 16.534  4.403
8 brazos 57.067  4.403
larva competente 51.601 4.403
adulto 22.163  4.176

Least square means for TEMPERATURA :
Group Mean SEM

4°C 37.162 4.521

13°C 37.533 3.947

20°C 35.667 3.947

26°C 36.400 3.947

29°C 39.800 3.947

SE 36.517 11.506

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):
Overall significance level = 0.05
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Comparisons for factor: EDAD

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?
8 brazos vs. 6 brazos 40.533 6.509  0.0000000134 0.005 Yes
8 brazos vs. adulto 34.904 5.752  0.000000268 0.006 Yes
larva competente vs. 6 brazos 35.067 5.631  0.000000428 0.006 Yes
larva competente vs. adulto 29.437 4.851 0.00000822 0.007 Yes
4 brazos vs. 6 brazos 22.000 3.533  0.000769 0.009 Yes
8 brazos vs. 4 brazos 18.533 2976  0.00411 0.010 Yes
4 brazos vs. adulto 16.371 2.698  0.00892 0.013 Yes
larva competente vs. 4 brazos 13.067 2.098  0.0398 0.017 No
adulto vs. 6 brazos 5.629 0.928  0.357 0.025 No
8 brazos vs. larva competente 5.467 0.8378  0.383 0.050 No
Two Way Analysis of Variance SUB TODOS Wednesday, October 28, 2009, 4:57:27 PM

Data source: Data 1 in 3waytry

General Linear Model (No Interactions)
Dependent Variable: rank(col(5))

Normality Test: Passed (P=0.131)

Equal Variance Test:  Passed (P =0.788)

Source of Variation DF SS MS F P
EDAD 4 18010.237  4502.559 19.272  <0.001
TEMPERATURA 5 148.111 29.622 0.127 0.986
Residual 64 14952.246 233.629

Total 73 33762.500 462.500

The difference in the mean values among the different levels of EDAD is greater than would be expected by chance
after allowing for effects of differences in TEMPERATURA. There is a statistically significant difference (P =
<0.001). To isolate which group(s) differ from the others use a multiple comparison procedure.

The difference in the mean values among the different levels of TEMPERATURA is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of differences

in EDAD. There is not a statistically significant difference (P = 0.986).

Power of performed test with alpha = 0.0500: for EDAD : 1.000
Power of performed test with alpha = 0.0500: for TEMPERATURA : 0.0500

Least square means for EDAD :

Group Mean SEM
4 brazos 38.534 4403
6 brazos 16.534  4.403
8 brazos 57.067  4.403
larva competente 51.601 4.403
adulto 22.163  4.176

Least square means for TEMPERATURA :
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Group Mean SEM

4°C 37.162 4.521
13°C 37.533 3.947
20°C 35.667 3.947
26°C 36.400 3.947
29°C 39.800 3.947
SE 36.517  11.506

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor: EDAD

Comparison Diff of Means P
8 brazos vs. 6 brazos 40.533 5
8 brazos vs. adulto 34.904 5
8 brazos vs. 4 brazos 18.533 5
8 brazos vs. larva competente 5.467 5
larva competente vs. 6 brazos 35.067 5
larva competente vs. adulto 29.437 5
larva competente vs. 4 brazos 13.067 5
4 brazos vs. 6 brazos 22.000 5
4 brazos vs. adulto 16.371 5
adulto vs. 6 brazos 5.629 5

9.205
8.134
4.209
1.242
7.964
6.860
2.968
4.996
3.815
1.312

P
<0.001
<0.001

0.032
0.904
<0.001
<0.001
0.234
0.007
0.066
0.885

P<0.050
Yes
Yes
Yes

No
Yes
Yes

No
Yes

No

No
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ANEXO II. Protocolos.
Protocolo de extraccion de RNA de Invitrogen (modificado)
Se utilizaron 100 pL de TRIZOL por cada muestra de 10 mg de tejido. Para almacenar se guardo
la muestra a -20°C.
1. Homogeneizar

Se homogeneizé la muestra con ayuda de una pipeta automatica, ya que las larvas son
muy fragiles y no se ocupaba la ayuda de maceradores.

Posteriormente se afiadieron 20 pL de cloroformo y se agit6 en vortex. Se dejé reposar
por 2 minutos y se centrifugd por 15 minutos a 12,000 x g a una temperatura de 4°C.

2. Precipitacion de RNA

Se paso6 el sobrenadante a un tubo nuevo, al cual también se le afiadieron 50 uL de
isopropanol. Inmediatamente después, se guardé a -20°C por toda la noche. (El remanente se
guardd para la extraccion de DNA: ver Protocolo de extraccion de DNA).

Al dia siguiente, se centrifugaron los tubos por 10 min a 12,000 x g a una temperatura de
4°C. (Se debe observar el pellet en el fondo).

3. Lavado de RNA
Se removio el sobrenadante y se agregaron 100 pL de etanol al 75%. Se centrifugd por 5
min a 7400 x g (a 4°C).

4. Secado

Se removid el sobrenadante y se colocaron abiertos y en posicion invertida sobre una
gasa estéril para secar.
Una vez secos los pellets, se resuspendieron en 15 pl de agua inyectable y se almacenaron a -
20°C hasta su cuantificacion en el espectrofotémetro Nanodrop.
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Protocolo de extraccion de DNA a partir de TRIZOL de Invitrogen (modificado)
1. Precipitacion del DNA

A los tubos con el remanente (del inicio del protocolo anterior), se les afiadieron 30 pL de
etanol 100% y se guardaron a -20°C por toda la noche.

Al dia siguiente se centrifugaron por 5 minutos a 2000 x g a una temperatura de 4°C y se
removi6 el sobrenadante.

2. Lavado del DNA

A cada tubo se le agregaron 100 pL de citrato de sodio 0.1M en etanol 10%. Se dejé
reposar por 30 min, mezclando el contenido periodicamente; posteriormente se centrifugé por 5
minutos a 2000 x g a una temperatura de 4°C y se removié el sobrenadante. Se repiti6 el
procedimiento.

Se colocaron 100 pL de etanol al 75% en cada tubo y se dejé reposar por 20 min.
Posteriormente se centrifugd por 5 minutos a 2000 x g a una temperatura de 4°C y se removid el
sobrenadante.

3. Resuspension del DNA

Se colocaron los tubos abiertos y en posicién invertida sobre una gasa estéril para secar.
Una vez secos los pellets, se resuspendieron en 60 pL de NaOH 8mM, se centrifugd por 10 min
a 12000 x g y se pas6 el sobrenadante a un tubo nuevo. Estos tubos se almacenaron a -20°C hasta
su cuantificacion en el espectrofotometro Nanodrop.
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