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RESUMEN

Sphoeroides annulatus es un pez estuarino ectotermo que se encuentra distribuido a lo largo
del Pacifico mexicano y es considerado con un alto potencial en acuacultura en Meéxico ya
que su carne es un producto muy apreciado en los mercados mundiales como el japonés y el
coreano. Conocer la fisiologia del pez globo (o botete) es indispensable para entender el
funcionamiento del organismo, mejorar las condiciones de cultivo y por ende su
produccion. Para evaluar como responde el botete al estrés térmico, se evalud la expresion
de tres genes, hsp40, hsp70 y hsp90, los cuales se sobre-expresan durante el estrés,
incluyendo el causado por el incremento de temperatura. Para ello se evaluaron sus niveles
de transcritos en branquias bajo tres condiciones experimentales. En la primera se
sometieron a diferentes temperaturas de aclimatacion (TAs: 20, 26 y 32 °C) durante 21
dias. En la segunda se sometieron al choque de calor, en el cual se expuso a los organismos
al 95% de la temperatura critica maxima (TCMax-5%) que toleran. Por Gltimo se tomaron
muestras después de haber evaluado el consumo de oxigeno para cada temperatura
experimental. En cada una de las tres condiciones se realizaron extracciones de ARN total a
partir de las branquias (n=5), el material genético se tratd6 con ADNasa, se realizo la sintesis
de ADNC, finalmente, se evaluaron los niveles de expresion mediante PCR en tiempo real.
Los resultados de este estudio muestran que el gen que responde mas al estrés térmico es
hsp90 en las tres condiciones experimentales (a=0.05). No se observaron diferencias
significativas de expresion de los genes hsp90 y hsp70 entre las temperaturas de
aclimatacidn pero si en hsp40. La menor expresion durante el chogue térmico se registro a
20 °C y la mayor a 32 °C. Se observé un comportamiento inverso para la condicion de
consumo de oxigeno, obteniéndose la mayor expresion a 20° y la menor a 32 °C.
Finalmente se evalud la expresion de los tres genes en diferentes tejidos (musculo,
branquia, higado y cerebro) bajo condiciones éptimas de temperatura. Los resultados
mostraron que el tejido del cerebro presenta la mayor expresion y que el gen mas abundante
en los cuatro tejidos evaluados fue hsp90. Concluimos que Sphoeroides annulatus muestra
signos de estrés conforme la temperatura de aclimatacion aumenta. Por lo que se

recomienda su cultivo a temperaturas de aclimatacién menores (24-26 °C). Los niveles de



expresion de hsp70 y hsp40 no pueden utilizarse como bioindicadores de estrés en S.
annulatus, pero, el gen hsp90 tiene potencial para utilizarse como indicador del estrés
térmico en el botete diana.

Palabras clave: HSPs, expresion genética, botete, estrés térmico, PCR en tiempo real.
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I. INTRODUCCION

Sphoerides annulatus es un teledsteo marino perteneciente a la familia
Tetradontidae (Chévez Sanchez et al., 2008), de talla pequefia a moderada con cuerpo
robusto y romo (FAO, 1995). Estos peces se caracterizan por poseer un patron de anillos
concentricos en la espalda que se asemejan a una "diana” (tiro al blanco), por ello se le
atribuye el nombre comdn de botete diana, pero dicho patron puede oscurecerse en los
peces adultos. Una caracteristica peculiar de este pez es que contiene tetrodotoxina (una
neurotoxina mortal para el ser humano) en diversos tejidos viscerales (Chulanetra et al.,
2011; Nufiez-Vazquez etal., 2012) lo cual hace altamente letal su consumo si no se
eviscera correctamente. Debido a que los musculos estan libres de este veneno es que se
permite su consumo (Nufiez-Vazquez et al., 2012). S. annulatus representa un producto de
alto valor comercial debido a diversas caracteristicas, como la calidad de su carne (blanca,
firme y filete sin hueso), su delicado sabor, su alto precio en el mercado (de cinco a siete
dolares el kilogramo), su importante potencial para la exportacion debido a la alta demanda
de pescado de la misma familia (fugus) en paises asiaticos como Japon y Corea, donde
tiene el valor de mercado mas alto que cualquier otro pescado (Chavez Sanchez et al.,
2008).

En su héabitat natural, el botete se distribuye desde el estado de California, Estados
Unidos hasta Pert (Chéavez Sanchez et al., 2008). S. annulatus es una especie considerada
de tipo estuarino ya que suele encontrarse en aguas someras y zonas arenosas, dentro de
esteros, lagunas costeras, manglares y en areas cerca de las desembocaduras de rios. Los
estuarios son zonas altamente dinamicas en las cuales ocurren variaciones amplias de
temperatura, salinidad y oxigeno, y donde influyen de manera importante el flujo de agua
dulce proveniente de los rios y arroyos, las precipitaciones pluviales o la evaporacion,
ademas de los ciclos de mareas. Esto significa que el botete tolera amplias variaciones
térmico-salinas (Prodocimo y Freire, 2004). Se sabe que esta especie, bajo condiciones de
cultivo, tolera temperaturas de 25-30 °C (Chavez Sanchez et al., 2008). Se ha determinado

también que su temperatura éptima es de 26 °C (Reyes et al., 2011).



La temperatura es un factor ambiental clave que afecta la fisiologia,
comportamiento y ecologia de todos los organismos, particularmente de los ectotermos
(Sokolova, 2013). En el caso de los ectotermos marinos, como los peces, la temperatura
ambiental tiene efectos generalizados e influye sobre las funciones fisioldgicas y
bioquimicas en todos los niveles de organizacion, desde el molecular hasta el poblacional.
Esto, debido a que, durante condiciones adversas, las respuestas de estrés fisioldgico de los
organismos deben activarse rapidamente para responder saludablemente a la perturbacion,
consecuentemente se activan mecanismos citoprotectores para mantener las células viables
y funcionales, de lo contrario, la supervivencia del organismo estara en peligro (Tang et al.,
2014).

La interrupcion de los procesos metabolicos celulares normales, incrementa y
acelera la sintesis de un grupo de proteinas pertenecientes a la familia de proteinas de
choque térmico (HSPs) (Deane y Woo, 2005). Las HSPs son proteinas celulares altamente
conservadas. Las HSPs llevan a cabo diversas funciones como proteger las membranas
lipidicas, los lipidos, las proteinas, los componentes del citoesqueleto y los &cidos nucleicos
en las células, pero, principalmente son conocidas por participar en la reparaciéon de
proteinas dafiadas en condiciones de estrés (Tkacava y Angelovi¢ova, 2012). Por ello, se
dice que su principal funcién es mediar como chaperonas moleculares, ya que en su
mayoria estan involucradas en el correcto plegamiento de las proteinas citoplasmaticas y en
el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) (Becker y Craig, 1994; Flaherty et al., 1990;
Zhang et al., 2011). Las HSPs se agrupan de acuerdo a su peso molecular, entre ellas se han
descrito tres principales familias; la HSP70 (68-63 kDa), la HSP90 (85-90 kDa) y HSPs de
bajo peso molecular (16-47 kDa) donde se agrupa a la HSP40 (Basu et al., 2002).

Especificamente, la familia HSP90 esta involucrada en la formacion de diversos
componentes del citoesqueleto, asi como la regulacién de la respuesta de hormonas
esteroides (Oksala et al., 2014; Pan et al., 2000). Por su parte, la HSP70 participa en el
plegamiento de las cadenas polipeptidicas nacientes, actia como una chaperona molecular
y media la reparacion y degradacion de las proteinas alteradas o desnaturalizadas (Basu
etal., 2002). La HSP70 necesita de la participacion de la co-chaperona HSP40, la cual



estimula la hidrélisis de ATP y facilita la entrega de algunos sustratos (Doyle et al., 2013).
Se ha demostrado que estas familias de proteinas son sobre-expresadas en los peces durante
el estrés incluyendo el causado por el incremento de temperatura (Deane y Woo, 2005), sin
embargo para S. annulatus no se cuenta, con investigaciones sobre la expresion de los
genes que codifican para estas proteinas en condiciones de estrés térmico u otro factor
estresante. En este estudio se evaluo la respuesta al estrés térmico del botete diana a partir
de la cuantificacion de los niveles de expresion de tres genes de hsp’s (40, 70 y 90) en
diferentes tejidos (mdsculo, branquia, higado y cerebro) bajo condiciones Optimas de
temperatura (TA: 26 °C) asi como la expresion de estos mismos genes bajo condiciones de
estrés térmico (condiciones: TCMax-5% y consumo de oxigeno) utilizando tejido
branquial.



II.  ANTECEDENTES
I1.1 Respuestas fisiologicas al estrés en peces

De acuerdo a lwama (1998) el estrés puede definirse como la respuesta de una
célula u organismo frente a cualquier demanda que se le presente, de tal manera que
ocasione una extension de un estado fisiolégico mas alla del estado normal de reposo. Con
base en esta definicidn, puede decirse que todos los organismos sometidos a algun nivel de
estrés deben tener la capacidad de sobrellevarlo, ya que son precisamente estas respuestas
las que determinan si el organismo puede adaptarse y sobrevivir o si, por el contrario,
muere (Kaur et al., 2011). Los peces, al igual que otros vertebrados, muestran una respuesta
al estrés generalizado que se caracteriza por un aumento en los niveles de hormonas del
estrés y cambios fisiologicos consiguientes que influyen en su desempefio y pueden
manifestarse a nivel de la poblacion entera. En cuanto a las respuestas al estrés celular, la
energia se invierte principalmente en el mantenimiento de la homeostasis y de este

mantenimiento dependera el éxito del organismo (Ilwama et al., 1999).

La respuesta al estrés en los peces se ha categorizado en tres etapas: respuesta
primaria, secundaria y terciaria. La etapa primaria inicia con una respuesta neuroendocrina-
endocrina que forma parte de la respuesta general al estrés en los peces. Principalmente, se
genera una liberacion rapida de hormonas del estrés, como cortisol y catecolaminas en la
sangre (lwama et al., 1999), pero también se induce la expresion de chaperonas moleculares
como las HSPs, que ayudan al plegamiento adecuado de las proteinas, las cuales son
primordiales para el mantenimiento de la homeostasis celular (Templeman et al., 2014).
Las hormonas de estrés activan una serie de vias metabolicas (respuesta secundaria) que
derivan en alteraciones en la quimica y hematologia sanguinea e inducen la produccion de
glucosa (por medio de gluconeogénesis y glucogendlisis) para ser utilizada como fuente de
energia en cerebro, branquias y masculo (lwama et al., 1999). Las respuestas terciarias al
estrés se manifiestan como cambios a nivel del organismo y sus poblaciones (productividad
y diversidad) ya que, cuando el estrés se mantiene constante y el organismo no puede

enfrentarlo adecuadamente, las fuentes energéticas se centran en la supervivencia y se dejan



de lado aspectos como el crecimiento y la reproduccion (lwama et al., 1999; Sokolova,
2013).

11.2 Influencia de la temperatura en la fisiologia de peces

La temperatura es una variable ambiental importante que ejerce un fuerte impacto
en la distribucion, fisiologia, crecimiento y reproduccién de los peces (Choi, 2010). El
aumento de la temperatura en la capa superior del agua disminuye la disponibilidad de
oxigeno disuelto para los peces, acelera su metabolismo, altera la tasa de respiracion y
aumenta la demanda de oxigeno. Los organismos pueden compensar, hasta cierto nivel, los
cambios graduales de temperatura, pero los cambios bruscos alteran la homeostasis,
convirtiéndose en un factor estresante (Kaur et al., 2011). Los peces ectotermos mantienen
su temperatura corporal casi igual a la del medio externo por lo que la temperatura del agua
afecta directamente la regulacion de su temperatura corporal interna y optimiza procesos
fisiol6gicos necesarios para la supervivencia (Reyes et al., 2011).

Una manera sencilla de visualizar el efecto de algin factor estresante, incluida la
temperatura, en el metabolismo de un organismo es el modelo descrito por Sokolova,
(2013). En dicho modelo se indica como se da la inversién de la energia (ATP) conforme
avanza el nivel de estrés, los niveles de estrés se clasifican en cuatro intervalos optimum
(sin estrés), pejus (estrés moderado), pessimum (estrés extremo) y lethal (estrés extremo
seguido de la muerte del organismo). Para cada uno de éstos intervalos se describe como, a
medida que el nivel de estrés va en aumento, el organismo comienza a dejar de invertir
energia en procesos como actividad, crecimiento y reproduccion para centrarse en la
supervivencia (mantenimiento). Del mismo modo, al ir aumentando los niveles de estrés, el
metabolismo inicialmente aerdbico comienza a modificarse hacia metabolismo anaerobico

(Descripcion mas detallada se muestra en la Figura 1).

Una respuesta eficaz contra el incremento de temperatura crénica y aguda es la
induccion de HSPs (Templeman et al., 2014). Analizando el modelo anterior, se observa
que la induccion de HSPs sucede en el intervalo pejus, es decir a condiciones de estrées
moderado, ya que es precisamente en este intervalo donde se invierte energia adicional para

proteccién ante el estrés (Sokolova, 2013).
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Figura 1. Marco bioenergético para evaluar los impactos del estrés en la fisiologia de un organismo. Las
funciones que demandan energia se muestran en el lado izquierdo de cada escala. La asignacion relativa de energia
a diferentes procesos que demandan energia es variable entre especies y etapas de vida, pero el tamafio de las
casillas correspondientes no refleja la asignacion energética real. EI ATP para estos procesos se proporciona
mediante el metabolismo aerdbico (color crema) y anaerdbico (color marrén) que se muestra en el lado derecho en
cada escala. En el intervalo optimum (A), el alcance aerdbico es maximo y el suministro de ATP aerdbico es
suficientemente alto para cubrir los costos metabdlicos basales e invertir en actividad, crecimiento, reproduccion y
desarrollo. El exceso de energia se deposita en compuestos de almacenamiento tales como glicégeno o lipidos.
Durante el estrés moderado en el rango pejus, los costos de mantenimiento aumentan y satisfacen las demandas de
energia adicional para la proteccion contra el estrés y para reparar el dafio (B), o (dependiendo del estresor) la
asimilacién de alimentos y / o la capacidad para el metabolismo aerdbico se deterioran (C) que conduce a una
disminucion en el alcance aerdbico. El almacenamiento de energia esta ausente o reducido en estas condiciones.
Durante el estrés extremo en el intervalo de pessimum, el aumento progresivo de la demanda de ATP para el
mantenimiento y / o el deterioro progresivo del metabolismo aerdébico sobrepasa el suministro de ATP mediante el
metabolismo aerébico (D). El alcance aerébico desaparece y el metabolismo cambia a anaerobiosis parcial que
alimenta los costos esenciales de mantenimiento y apoya el tiempo de supervivencia limitada del organismo. En
algunas especies, la supervivencia en el intervalo de pessimum puede ser mejorada por una depresién de la tasa
metabdlica (E) que reduce las tasas de renovacion de la energia a expensas del cierre de las funciones exigentes de
ATP que no son esenciales para la supervivencia inmediata. Cabe sefialar que el equilibrio energético se interrumpe
temporalmente durante las transiciones entre los intervalos optimum, pejus y pessimum, pero finalmente se
restablece a medida que el organismo se aclimata o climatiza a estas condiciones. En el intervalo lethal de las
condiciones ambientales (F), el equilibrio de la oferta y la demanda de ATP se interrumpe permanentemente,
dando como resultado un alcance aer6bico negativo y la muerte final del organismo; Esto ocurre en presencia o
ausencia de parada metabdlica. La supervivencia a largo plazo de la poblacion solo es posible en los intervalos
optimum y pejus, aunque pueden tolerarse transiciones temporales en el intervalo de pessimum, siempre que la
duracién del tiempo que un organismo gaste bajo condiciones optimum y pejus sea suficiente para permitir el
desarrollo, Crecimiento y reproduccion (Modificado de Sokolova, (2013); (2012)).



11.3 Proteinas de Choque Térmico (HSPs)

Cuando las células se encuentran sometidas a algun tipo de estrés generalmente
responden a este manifestando cambios en la expresién génica, lo que desencadena la
regulacion de la produccién de los niveles en sangre y tejidos de un grupo de proteinas
denominadas Proteinas de Choque Térmico (HSPs por sus siglas en inglés) (Roberts et al.,
2010).

Las HSPs son a menudo conocidas como proteinas de estrés, debido a que pueden
ser inducidas por la temperatura y también por factores oxidantes, toxinas, metales pesados,
radicales libres, virus, entre otros factores de estrés (Mahmood et al., 2014; Roberts et al.,
2010). Los genes de las HSPs (genes hsps) se encuentran altamente conservados a través de
la evolucion (Sgrensen et al., 2003), por ejemplo, el nivel de identidad de aminoéacidos
entre todas las proteinas HSP70 procariotas y eucariotas es de aproximadamente el 50%
(Parsell y Lindquist, 1993).

Este grupo de proteinas fue descubierto por primera vez en células de la glandula
salival de moscas de la fruta Drosophila busckii y D. melanogaster poco después de un
choque de calor (Ritossa, 1962). La funcion principal de las HSPs es como chaperonas
moleculares al ayudar a las células a realizar un correcto plegamiento de proteinas cuando
han sido sometidas a algun tipo de estrés, incluyendo el causado por incremento de la
temperatura. Ademas, se ha demostrado que, aunque estas chaperonas ayudan a la célula a
protegerse y resistir los efectos adversos del estrés, las hsp’s también son esenciales en
condiciones normales de crecimiento (Becker y Craig, 1994).

Los chaperones moleculares incluyendo las HSPs intervienen en casi todas las
funciones celulares. Debido a ello, pueden encontrarse en muchos de los compartimientos
de las células como el citoplasma, mitocondrias y reticulo endoplasmico (Doyle et al.,
2013) y en condiciones de estres celular protegen a las células gracias a su capacidad de
reconocer polipéptidos nacientes, regiones no estructuradas de proteinas y tramos

hidrofobicos expuestos de aminoacidos. Lo cual les permite sostener, translocar o replegar
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proteinas desnaturalizadas por estrés y prevenir asi su agregacion irreversible con otras
proteinas en la célula (Nollen y Morimoto, 2002). Para realizar estas actividades, la
mayoria de las HSPs utilizan la unién y/o hidrolisis de ATP como fuente de energia (Clare
y Saibil, 2013).

Como se ha mencionado anteriormente, las HSPs se encuentran agrupadas de
acuerdo a su peso molecular en kDa, dividiéndose de este modo en varias familias. Dentro
de estas destacan tres familias principales: HSP70, HSP90 y HSP40. En la tabla 1 se
muestra una descripcion méas detallada de las funciones de cada una de estas familias,
realizada por Parsell y Lindquist (1993), la cual esta basada en las observaciones de
estudios realizados con tres organismos modelo: la bacteria Escherichia coli, la levadura

Saccharomyces cerevisiae y la mosca de la fruta Drosophila melanogaster.

Finalmente, una caracteristica destacable de las HSPs es que la mayoria de sus
genes inducibles no contienen intrones, esto evita todo el proceso de empalme alternativo,
lo que genera que el ARN mensajero se traduzca répidamente, formando péptidos y
proteinas funcionales solo unos minutos después de la exposicion al estrés (Basu et al.,
2002; Iwama et al., 1998). En tilapia, por ejemplo, la ausencia de intrones en hsp70 se
relaciona con la preferencia de sintesis en condiciones de estrés celular (Molina et al.,
2000). A pesar de que las HSPs tienen una vida media relativamente corta, sus niveles en
los organismos se mantienen elevados mucho después de que se elimina el factor estresante
(Basu etal., 2002). Debido a esta persistencia, se ha planteado que el aumento en los
niveles de las HSPs induce la tolerancia de las células, tejidos y del organismo entero a
factores estresantes posteriores, lo cual sugiere la posibilidad de desarrollar estrategias para

aumentar la tolerancia al estrés mediante la induccion de la respuesta al estrés celular.



Tabla 1. Descripcion de tres de las principales familias de HSPs (hsp90, hsp70 y hsp40).

Recuperado y modificado de (Parsell y Lindquist, 1993).

Familia | Miembros de | Localizacion en . ) .
- L . Funciones en estrés Otros comentarios
proteica | la familia eucariotas
* Dimero
« Asociados con inmunofilinas,
hsp70, actina, tubulina,
receptores de hormonas
* Esencial para la esteroides, quinasas
viabilidad (levadura hsp/ | relacionadas con src
c82) * Promueve la actividad de la
hsp82, grp94, | Citoplasma, RE, | * Mayor concentracion caseina quinasa Il, los
hsp90 HtpG nacleo necesaria para el receptores de hormonas
crecimiento a esteroides, la quinasa v-src;
temperaturas mas altas Reprime los receptores y
(levadura) kinasas-src mientras esta
asociado
* Puede tener actividad de
acompafiamiento general
* Actividad ATPasa
* Chaperona molecular
necesaria para el
ensamblaje de proteinas,
secrecién, importacion en | « Mondémero, dimero;
ER y orgénelos Oligomerizacion de orden
* Proteinas inducibles por | superior puede servir para
calor necesarias para el inactivar proteinas
crecimiento a * Une proteinas y péptidos
temperaturas desplegados
Citoplasma, moderadamente altas * Coopera con hsp60 en el
hsp70 DnakK, grp78, nL’J_CIeo, _ (levadura, E. coli) mgntaje de_= proteinas
hsc70, BiP, mitocondria, * Promueve la mitocondriales y el plegado de
Kar2, Ssa, cloroplastos, RE | supervivencia a sustratos desnaturalizados
Ssb, Ssc temperaturas extremas * Asociacion con Dnal (hsp40)
(levadura, Drosophyla, y GrpE influye en la interaccion
mamiferos) con los sustratos y promueve la
* Facilita la protedlisis de | hidr6lisis del ATP
proteinas anormales (E. * Asociados con hsp90
coli) * Actividad ATPasa
* Regula negativamente la
sintesis de hsp (E. coli,
levadura, Drosophila)
* Trabaja con hSp_7O para | e
promover la reactivacion | . h
de sustratos dafiados por | | ¢ &socia con ofras hsps,
. . . incluyendo hsp70, GrpE, hsp90
Scjl, Ydjl, . el estrés 4
hspd0 | Sisl, Hdjl Citoplasma, « Facilita la protedlisis de | - >C 1188 @ ambos sustratos de
P , HAlL membranas . P proteinas plegados y
Sec63, ResA proteinas anormales (E.

coli)
* Regula negativamente la
sintesis de hsp (E. coli)

desplegados
* Ayuda a DnaK (hsp70) a
unirse varios sustratos




I1.4 Niveles de expresion de hsp's en diferentes 6rganos

Las HSPs se expresan en todos los organismos en condiciones normales (no
estresantes). Sin embargo, bajo condiciones de estrés son sobre expresadas, es decir, se
genera un numero de copias, para estos genes, significativamente mayor al que
normalmente se tiene. Son pocos los estudios que han evaluado su expresién comparativa
en los diferentes tejidos de un organismo. En estudios realizados en peces, se ha observado
que las HSPs se expresan de manera ubicua, tanto en condiciones estresantes como no

estresantes. Algunos de estos estudios se resumen en esta seccion.

Zhang et al. (2011) evaluaron los niveles de expresion de hsp90 del pargo cabezén
(Lutjanus sanguineus) después de una infeccion bacteriana encontrando la mayor expresion
en rifion, bazo, timo e higado y la menor en corazon, mientras que Ni et al. (2014)
compararon los niveles de expresion de hsp70 y hsp90 en el esturion japonés (Acipenser
schrenckii), los cuales fueron mas altos en higado, corazon y bazo. En el pez roca coreano
(Sebastes schlegeli), se registrd baja expresion de hsp70 en el estbmago, la grasa y los
ciegos piléricos, mientras que el mas alto fue en higado, branquia y rifidén anterior (Mu et
al., 2013). En la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) se encontr6 mayor expresion en
branquia, seguido de musculo, piel, corazon y rifion anterior, mientras que los niveles mas
bajos se registraron en estdmago, intestino e higado (Zhang et al., 2014). En la corvina roja
(Sciaenops ocellatus), los niveles mas altos se obtuvieron en corazon, seguido de bazo e
higado, mientras que el nivel méas bajo fue en musculo (Dang et al., 2010). Por altimo, los
niveles de expresion mas altos en el nedn chino (Tanichthys albonubes), fueron en higado
seguido de musculo, intestino y branquias, mientras que los niveles mas bajos se obtuvieron
en aleta, seguido de ovario, cerebro y ojo (Jing et al., 2013). En conclusion, los resultados
de estos estudios muestran que no existe un organo especifico para la sintesis de hsp’s sino
que varia de acuerdo a la especie. En particular, ain no se han realizado estudios que

determinen el patron de expresion de hsp's en diferentes tejidos de S. annulatus.
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11.5 Estudios previos de expresion de hsp’s en peces bajo factores de estrés.

La mayoria de datos sobre HSPs en peces se han obtenido a partir de estudios
protedmicos y existen pocos estudios de niveles de expresion génica en este taxa (Safari et
al., 2014). De todas las familias de HSPs, la HSP70 ha sido la méas estudiada. Esta juega un
papel clave y puede funcionar como un biomarcador de estrés, ya que refleja el dafio celular
en las proteinas (Deane y Woo, 2005; Ming et al., 2010), mejora la supervivencia celular y
aumenta la tolerancia a los factores de estrés ambiental o dafio celular (Ming et al., 2010),
el gen hsp70 es altamente inducido después de una exposicion a factores estresantes,

particularmente durante un choque térmico agudo (Deane y Woo, 2005).

Los estudios realizados para hsp70 bajo algun factor estresante abarcan varias
especies de peces como la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), donde se detectaron altos
niveles causados por intoxicacion con deltametrina (Atamanalp y Erdogan, 2010; Ceyhun
et al., 2010). En el nedn chino (Tanichthys albonubes) incrementaron los niveles de hsp70
ante diferentes concentraciones de cadmio (Jing et al., 2013). En cuanto a la temperatura
como factor estresante, se ha comprobado que hsp70 se sobreexpresa después de un choque
térmico agudo en especies de peces como la dorada amarilla (Sparus sarba) (Deane y Woo,
2005), la Carpa de Wuchang (Megalobrama amblycephala) (Ming et al., 2010), el pez
cabeza de serpiente moteada (Channa punctata) (Kaur et al., 2011) y el falso halibut del
Japon (Paralichthys olivaceus) (Choi, 2010).

La cantidad de estudios sobre hsp90 en peces se reduce ain mas y estos se basan
principalmente en analisis protedmicos. En dichos estudios, se evaluo6 la expresion de este
gen bajo diversos factores de estrés. Por ejemplo, para el salmon del Atlantico (Salmo
salar) se evalud la expresion de hsp90 bajo estrés térmico y osmotico, encontrando una
sobreexpresion después de la exposicion a los factores estresantes, Los resultados de ese
estudio muestran que la expresion de hsp90 bajo estrés térmico se incrementa 132% en
lamelas branquiales y 117% en tejido renal (Pan etal., 2000). Padmini et al. (2008)
evaluaron la expresion de este gen en el mujol gris (Mugil cephalus) en ambientes

naturales, encontrando una mayor expresion en el ambiente contaminado con residuos
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industriales en comparacion a uno no contaminado. Los estudios en los cuales se ha
trabajado expresion génica directamente, y no con la proteina, son aln mas escasos, un
ejemplo, son los estudios del pez globo (Takigufu obscurus), donde la expresion del gen
hsp90 aumentd después de la exposicion a amoniaco (Cheng et al., 2015) y a bisfenol-A
(BPA) un producto quimico que altera el sistema endocrino. El cual es utilizado como un
monomero primario en resinas de policarbonato y plésticos (Kim et al., 2013). Otro
ejemplo es el estudio del pargo cabezon (Lutjanus sanguineus), donde los niveles de
expresion de hsp90 aumentaron significativamente después de una infeccion bacteriana
(Zhang et al., 2011).

Por ultimo, hsp40 ha sido el gen menos estudiado en peces. Un estudio muestra que,
en el falso halibut del Japon (Paralichthys olivaceus), el gen hsp40 se sobreexpreso
significativamente después de un tratamiento viral y al exponerlo a un choque térmico
(Dong et al., 2006). Actualmente, no existen estudios donde se evalué la expresion de hsp’s

inducidas por estrés térmico u otro factor estresante en S. annulatus.

11.6 Aclimatacion en peces

La temperatura de aclimatacion ejerce un efecto importante en la tolerancia a la
temperatura de la mayoria de las especies de peces de América del Norte (Beitinger et al.,
2000) y se define como el proceso por el cual se modifica la maquinaria celular al exponer
a un organismo a una nueva condicion ambiental, permitiendo asi enfrentarse exitosamente
al nuevo ambiente (Currie et al., 2000). Dicho proceso estd relacionado con aspectos
fisiolégicos del organismo, como las condiciones de temperatura optima o temperatura

preferida, la cual dependera de la temperatura de aclimatacion previa (Muller, 1977).

La respuesta de choque térmico también se ve influenciada por la temperatura de
aclimatacion del organismo, ya que las temperaturas de aclimatacion afectaran los niveles
basales de hsp’s en los peces (Currie et al., 2000; Das et al., 2005; Deane et al., 2007;
Prunet et al., 2008; Shi et al., 2015) .

12



11.7 Temperatura Critica Maxima (TCMax)

El conocer la tolerancia térmica de las especies de peces ha resultado de gran interés
para el estudio de la fisiologia de peces, asi como para la optimizacion de su cultivo a lo
largo del tiempo. Por lo tanto, se han utilizado diversos ensayos, dentro de los cuales el mas
destacado y empleado por diversos autores se conoce como CTM (Critical Thermal
Methodology). Dicho ensayo consiste en estimar la tolerancia térmica, exponiendo a los
peces a una tasa constante de aumento o disminucion de la temperatura del agua, que sea lo
suficientemente lenta para rastrear la temperatura corporal, pero lo suficientemente rapida
para prevenir la aclimatacion térmica durante el ensayo (Fangue y Bennett, 2003). El
ensayo CTM incluye tanto los valores de temperatura criticos méaximos (TCMax) como
minimos (TCMin).

Los ensayos de TCMax tienen varias aplicaciones potenciales, por ejemplo, la
evaluacion de la interaccion de temperaturas de estrés en la fisiologia de peces (Patra et al.,
2007). La determinacion de la temperatura critica maxima TCMax requiere un cambio
progresivo de aumento de temperatura (0.1 a 1 °C por minuto) partiendo de la temperatura
de aclimatacion hasta la exposicion de una respuesta de desorganizacion fisica.
Generalmente, la pérdida de equilibrio del pez es el criterio de valoracion para las pruebas
de TCMax (Becker y Genoway, 1979).

Existen algunos estudios que determinan la tolerancia térmica de Sphoeroides
annulatus por medio del ensayo TCM. Reyes et al. (2011) reportan que los valores de
TCMax varian de acuerdo a las temperaturas de aclimatacion (TAs) en las que a mayor TA,
mayor valor de TCmax. Ademas observaron un aumento de 3.4 °C en la tolerancia térmica

a medida que la temperatura de aclimatacion se elevé de 19 a 31 °C.
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11.8 Consumo de oxigeno y estrés

El consumo de oxigeno y, por ende, el gasto energético que lleva a cabo un
organismo bajo cierta condicién puede medirse por medio de un equipo denominado
respirdbmetro, el cual esta conformado por varias camaras respirométricas. La medicién de
la tasa de consumo de oxigeno (OCR por siglas en inglés) en los organismos acuaticos
incluyendo los peces, se utiliza como método para evaluar el efecto de factores
ambientales, tales como temperatura, salinidad, exposicion a contaminantes, intensidad
luminosa y oxigeno disuelto. (Reyes et al., 2011). La medicion de la OCR se realiza con un

sistema de respirometro semi-abierto como el descrito por Diaz et al. (2007).

La metodologia por la cual se mide el consumo de oxigeno y su relacion con los
cambios de temperatura en peces, se lleva a cabo utilizando los valores previamente
calculados de TCMax ajustados al 95% (TCMax-5%), de esta forma se lleva a los
organismos lo mé&s cercano a su limite térmico pero sin comprometer su supervivencia. Ya
que, si se utilizaran los valores reales de TCMax los organismos se encontrarian en un alto
nivel de agotamiento y posiblemente no soportarian el proceso de medicién de oxigeno
correspondiente a cada TA. Esto debido a que durante la determinacién de las TCMax se
culminé con la pérdida del equilibrio lo cual es un punto subletal. Es decir, para que los
organismos logren sobrevivir deben removerse de forma inmediata y colocarse en su TA

previa (Reyes, 2009).

El ajuste antes mencionado, sobre la Temperatura Critica Maxima, fue determinado
por la metodologia de Paschke et al. (2017). Actualmente el mismo autor ha recomendado
una reduccion de un 10% a la TCMax para la medicion del consumo de oxigeno. El hecho
de que en este trabajo se hayan utilizado los valores de TCMax-5% nos dice que estuvimos

mas cerca del umbral de tolerancia térmica de los organismos.

La tasa de respiracion y su dependencia de la presion parcial de oxigeno estan
directamente relacionadas con el trabajo metabdlico y el flujo de energia de un organismo

los cuales a su vez pueden estar involucrados en los mecanismos de control de la
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homeostasis (Salvato et al., 2001). Una tasa alta de consumo de oxigeno, implica que el
organismo esta haciendo uso del metabolismo aerdbico para llevar a cabo sus funciones de
forma dptima (menor estrés/o sin estrés), mientras que una tasa metabolica menor indica
que el organismo esta llegando al limite en cuanto al uso del metabolismo aerobico y esta
utilizando también su metabolismo anaerdbico (mayor estrés), en estas condiciones, al
organismo le queda cada vez menor cantidad de energia libre para utilizar en aspectos como
el crecimiento y la reproduccién (Brougher et al., 2005) ya que la mayoria de la energia se

centra en la sobrevivencia del organismo.

Los datos sobre el consumo de oxigeno pueden correlacionarse con los niveles de
expresion de hsp’s debido a que ambas variables se encuentran relacionadas con el estrés.
Es decir, tasas de consumo de oxigeno menores deben obtener niveles de expresion de
hsp’s mas altos y tasas de consumo de oxigeno mayores obtendrén niveles de expresion de

hsp’s mas bajos.
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I1l.  JUSTIFICACION

Los peces ofrecen una alternativa y un excelente sistema para investigar los genes
de HSPs, ya que, al ser ectotermos, pueden soportar mas las variaciones en la temperatura
ambiental. La temperatura es un factor importante que influye en aspectos fisiologicos
(crecimiento y reproduccién) y ecoldgicos (distribucion) de las especies. El botete diana,
resulta de interés al ser una especie considerada estuarina que se enfrenta a constantes
cambios ambientales y estrés térmico. Por otro lado, al ser una especie de actual relevancia
para la acuacultura, conocer aspectos sobre su fisiologia es de utilidad para hacer mas
eficiente su cultivo. La evaluacion de hsp's ayuda a identificar las condiciones en las que se
presentan evidencias de estrés térmico (o cualquier otro factor de interés) que pueden

reflejarse posteriormente en deficiencias de crecimiento o incluso calidad de la carne.

Debido a la relevancia de las funciones de las HSPs en la resistencia al estrés
(principalmente el correcto plegamiento de proteinas), es importante investigar las
caracteristicas de expresion de los genes de estas proteinas bajo factores estresantes (Ming
et al., 2010). En este estudio, se pretende obtener el patron de expresion de tres genes de
hsp“s 40, 70 y 90, en diferentes tejidos bajo condiciones dptimas. Ademas se busca evaluar
sus niveles de expresion utilizando Unicamente tejido branquial, pero, bajo diferentes
condiciones de temperatura. La mayoria de los estudios en peces se basan Unicamente en el
analisis de una HSP: hsp70, por lo tanto, es fundamental la evaluacion de la expresion de
otros genes de estas chaperonas. En este estudio, se examinaron los patrones de expresion
de tres genes de estrés (hsp40, hsp70 y hsp90), para determinar cOmo estos intervienen en
la respuesta al estrés térmico y evaluar su potencial como bioindicadores de estrés térmico

para S. annulatus.
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IV. OBJETIVOS

V.1 Objetivo General

% Evaluar la respuesta de botete diana Sphoeroides annulatus a diferentes condiciones
de temperatura utilizando como indicadores de estrés los niveles de expresion de

hsp’s.

IV.2 Objetivos Particulares

1. Obtener el patron de expresion de tres genes que codifican para proteinas de estrés
(hsp40, hsp70 y hsp90) en diferentes tejidos de S. annulatus a la temperatura de
aclimatacion o6ptima (26° C por Garcia-Villarreal, 2016).

2. Evaluar los niveles de expresion de tres genes que codifican para proteinas de estrés
(hsp40, hsp70 y hsp90) en branquias de S. annulatus bajo diferentes condiciones de
temperatura (20, 26 y 32 °C) y tres condiciones experimentales (TAs, TCMax-5% y

consumo de oxigeno).

3. Analizar los niveles de expresion géenica con respecto a la tolerancia a cambios de

temperatura cuando los organismos se expusieron a TCMax-5%.
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HIPOTESIS

Los genes hsp40, hsp70 y hsp90 se expresan en branquias, musculo, higado y
cerebro de manera diferencial bajo condiciones de temperatura Optima de
aclimatacion (TA: 26° C).

Los genes hsp40, hsp70 y hsp90 se sobre expresan en los organismos expuestos a
estrés térmico como el que se presenta en TCMax modificada al 5%. Y la mayor
expresion se obtiene en los organismos de la TA de 32°C lo cual corresponderia a

un mayor nivel de estrés térmico.

Los altos niveles de expresion de hsp40, hsp70 y hsp90 se correlacionan con menor
tolerancia a altas temperaturas y es factible su uso como bioindicadores de estrés
térmico para S. annulatus ya que de acuerdo a Sokolova, (2013) a partir de un rango

de estrés moderado se obtiene una elevada expresion de HSPs.
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VI. METODOLOGIA
V1.1 Obtencion de muestras

Los experimentos se desarrollaron utilizando muestras obtenidas a partir de un
bioensayo realizado de enero a marzo del 2015 en el Departamento de Biotecnologia
Marina del Centro de Investigacion Cientifica y Educacion Superior de Ensenada
(CICESE). EIl bioensayo consistio en el mantenimiento de los organismos a 26 °C
(temperatura Optima) con aireacién y recambios de agua ocednica constantes. Los
organismos se alimentaron diariamente con trozos de calamar “baby” (Loligo opalescens)
de acuerdo a lo reportado por Garcia-Villarreal (2016).

La aclimatacion de los organismos se realizé a partir de la temperatura 6ptima (26
°C) con 3 diferentes temperaturas experimentales de aclimatacion (TA: 20, 26 y 32 °C)
utilizando grupos de 15 organismos. Cabe mencionar que, aunque los bioensayos realizados
por Garcia-Villarreal (2016) consistieron en la evaluacién de 5 diferentes temperaturas de
aclimatacion, para el desarrollo de este trabajo se utilizaron Gnicamente tres de ellas (TA:
20, 26y 32 °C).

Posteriormente, se realizd un experimento para determinar la temperatura critica
méaxima tolerada por los organismos (TCMax), utilizando 10 organismos para cada
temperatura de aclimatacion. Los peces pasaron un minimo de 21 dias a la temperatura de
aclimatacion correspondiente y se mantuvieron en ayuno de 24 horas antes de llevar a cabo
el experimento. Después, estos fueron colocados en estanques de 50 L con un nivel de agua
constante de 10.5 cm, dejandolos en reposo por un periodo de 25 minutos antes del ensayo
para evitar estrés por manipulacion. Una vez transcurrido el tiempo de reposo, se procedio
al aumento de la temperatura de forma gradual (1 °C por minuto). La figura 2 muestra un
grafico con los datos para las evaluaciones de TCMax (Garcia-Villarreal, 2016; Reyes,
2009).
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Figura 2. Grafico de datos
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Temperatura de aclimatacion (°C)

para para las evaluaciones de TCMax, circulos en rojo

muestran corresponden a las TAs utilizadas en este trabajo (Tomado de Garcia-Villarreal,

(2016).

Tabla 2. Condiciones experimentales de TCMax-5% a las que fueron sometidos los peces

para la evaluacion de la expresién de hsp’s en botete diana Sphoeroides annulatus (Garcia-

Villarreal, 2016).

TA(°C) TCMax (°C) TCMax-5% ( °C)
20 377 36
26 40 38
32 413 39
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Después de obtener la TCmax, se realiz6 un Gltimo ensayo para la determinacion
del consumo de oxigeno para cada una de las temperaturas de aclimatacion. El ensayo
consistié en someter a los organismos a la temperatura correspondiente a la TCMax-5%
(Tabla 2) y se pasaron a un respirdmetro, donde se mantuvieron por cinco minutos,
tomando mediciones cada 30s, para determinar el consumo de oxigeno de los organismos
en cada temperatura de aclimatacién (Figura 3). La figura 4 corresponde al gréafico obtenido
por Garcia-Villarreal, (2016) se muestran los resultados de consumo de oxigeno para las
diferentes TAs. Finalmente, se realizaron disecciones de los organismos, los cuales fueron

previamente anestesiados (2-phenoxyethanol) y se colectaron las muestras para su posterior

andlisis (Tabla 3). Ver Garcia-Villareal (2016) para mas detalles de esta metodologia.

Figura 3. Sistema de respirdbmetro utilizado durante el bioensayo para determinar el
consumo de oxigeno. A; respirdmetro vista panordmica; B: cAmaras respirométricas vistas de

cerca, cada una de ellas contenia un ejemplar.
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Figura 4. Gréafico de resultados para el consumo de oxigeno en cada temperatura de
aclimatacion. Circulos en rojo muestran los resultados obtenidos para las TAs utilizadas en
este trabajo (Tomado de Garcia-Villarreal, (2016).

Tabla 3. Condiciones a las que fueron tomadas las muestras de tejidos. Se realizaron
diferentes tratamientos para la evaluacion de hsp’s en S. annulatus (TA: temperatura de

aclimatacién; TCmax-5%: temperatura critica maxima ajustada al 95%).

TA Oraano Control | TCMax Respirémetro Medio de
(°C) g (n) (-5%) (n) conservacion
20 Branquia 5 5 5 RNA-Later
26 Branquia, higado, 10 5 5 RNA-Later

musculo y cerebro
32 Branquia 5 5 5 RNA-Later

n=numero de individuos.
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V1.2 Extraccion de ARN total

A partir de los tejidos preservados descritos en la tabla 3 se realizaron extracciones
de ARN total. Todo el material utilizado para este proceso fue previamente esterilizado y
tratado con DEPC (dietil pirocarbonato) el cual es un inhibidor de ARNasas. Este
tratamiento es indispensable para evitar la degradacion del ARN.

El ARN total de todas las muestras se obtuvo por medio de la técnica de TRI-
Reagent (SIGMA). Se cortaron y pesaron 50 mg de tejido de las muestras preservadas
(Tabla 3). Cada fragmento se enjuagd en 500 uL de agua DEPC, se homogeneiz6 en 500
uL de TRI Reagent, se centrifugo en frio (4 °C) a 12,000g durante 10 minutos, se recuperé
el sobrenadante y se incubd a temperatura ambiente 5 minutos. Ademas se adicionaron 50
uL de 1-bromo-3-cloropropano (se agito vigorosamente por 15s) seguido de una incubacion
a temperatura ambiente de 3 minutos y centrifugacion en frio de 15 minutos a 12,000g.
Después, se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo. EI ARN total se precipit6 con 150 uL
de 2-propanol, se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos y centrifugd en frio por 10
minutos a 12,000g. Se elimino el sobrenadante y el pellet se lavd una vez con 500 uL de
etanol al 75%, se centrifugd en frio durante 5 minutos a 12,0009 y se elimind el etanol. El
pellet se dejé secar a temperatura ambiente por 5 minutos y se disolvié en 80 uL de H,O
ppi. Posteriormente, todas las muestras de ARN fueron tratadas con ADNasa |
(Invitrogen™) para eliminar cualquier posible contaminacion por ADN gendémico

(protocolo en anexos). Las muestras se almacenaron a -70 °C hasta su uso posterior.

V1.3 Sintesis de ADNc por RT

La sintesis de ADN complementario se realiz6 siguiendo el protocolo para 1-5 pL
de ARN total SIGMA. EIl protocolo se compone de dos reacciones. La primera reaccion
consiste en utilizar 2 uL de dNTPs (10 mM), 2 uL de oligodT (0.70 uM), 1000 ng de ARN
total y H20 ppi hasta completar un volumen de reaccion de 20 pL. Esta reaccion se incub6

a -70 °C por 10 minutos. Después, se afiadio la reaccion 2, en la cual se agregaron 4 uL de
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M-MLV RT-Buffer (5X) (Promega), 2 uL de M-MLV RT-Enzima (Promega), 0.6 uL de
inhibidor de RNasa (invitrogen: 30-50 u/ul) y 6.7 pL de H20 ppi obteniendo un volumen
final de 40 pL. Se incubd a 37 °C por una hora, seguido de otra incubacién a 80 °C por 10
minutos para desactivar la enzima. Las muestras se conservaron a -20 °C para su uso

posterior en PCR de punto final y PCR en tiempo real.

V1.4 Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final

Se realizo la amplificacion de los genes de hsp40, hsp70 y hsp90 por medio de PCR
de punto final. Los cebadores se disefiaron utilizando el programa GENEIOUS v.8.0.1 y se
analizaron por medio del programa Vector NTI® v.11.5. (Invitrogen). Se utilizaron
cebadores especificos previamente publicados para el gen hsp40 (Barrén-Vivanco et al.,
2005). Se disefiaron cebadores especificos a partir de la secuencia del gen hsp90 para S.
annulatus registrada en el Gen-Bank (AY394438.1). Por ultimo, se disefiaron cebadores
degenerados por medio de un alineamiento multiple para lograr amplificar la secuencia
parcial de hsp70 de botete y, a partir de ella, disefiar cebadores especificos para gPCR
(Tabla 4).

Tabla 4. Cebadores utilizados para la amplificacion de hsp’s de S. annulatus. Los
cebadores marcados con * se utilizaron también para PCR en tiempo real.

Gen Ft’(')a%pmbe)” Cebador F (5'-3") Cebador R (5'-3")
(Barrrc]’JSnpj/Oir/anco 17 GCCTATTTAAGGAGAGCTCAG | CGCCCAGAACCTTGTAGTAATCT
et al., 2005) TGC T
hsp70 606 GGCACCACCTACTCCTG CNTCRATBGTCAGGATGG
hsp70* 309 GCCGAAAATCCAGGTAG CCTCCTCCCAGGTCAAAG
hsp90* 102 CATCAACAACCTGGGCACC CCCACTCCGAACTGACCG
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Una vez obtenidos los cebadores, se realizo la estandarizacion del PCR de punto
final para verificar la amplificacion, asi como las condiciones de reaccion Optimas de cada
gen a evaluar. Finalizada la estandarizacion, se realizaron PCRs de punto final con algunas
de las muestras de ADNc y asi verificar la sintesis realizada por medio de la
retrotranscripcion.

Las reacciones de PCR (con un volumen final de 25 pL) consistieron en 1uL del
templete de cDNA, 10 pL de Gotaq master-mix (Promega), 1uL de cada cebador (10 uM
cada uno) y H20 ppi (hasta completar volumen final). La amplificacién por PCR se realiz
en un termociclador eppendorf Mastercycler® personal, con los siguientes parametros: 95
°C por 7 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30s, temperatura de alineamiento (Tm)
para cada gen (hsp40: 59.5 °C, hsp70: 49.5 °C y hsp90: 55 °C) por 30s, 72 °C por 45s y una
elongacion final a 72 °C por 10 minutos. Las amplificaciones se corroboraron por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los productos de PCR obtenidos para cada gen se
purificaron y enviaron a secuenciar a SEXCEL en San Diego, CA. Las secuencias
obtenidas fueron analizadas utilizando el programa GENEIOUS v.8.0.1. La comparacién de
similitud de nucledtidos para verificar que se tratase del gen deseado se realizé utilizando
BLAST en NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). La secuenciacion de los genes hsp40 y

hsp90 se realizd para comprobar el amplicon, mientras que para hsp70 la secuencia
obtenida se sometio a Gen-Bank NCBI y se utilizé para el disefio de cebadores especificos

utilizados en PCR en tiempo real.

V1.5 PCR en tiempo real (QPCR)

El paso inicial para el PCR en tiempo real consistio en la estandarizacion del
método, para lograr obtener los parametros de reaccion optimos de cada uno de los genes a

evaluar y confirmar la especificidad de los cebadores utilizados.

El proceso de estandarizacion consistié en llevar a cabo varias rondas de qPCR. Se
comenzd por ajustar la Tm hasta encontrar la adecuada para cada uno de los genes

evaluados. Se utilizé un gradiente de temperatura para seleccionar aquella que presentara la
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mejor amplificacion y curva de fusion. Seguido de esto, se ajustd la concentracion de
cebadores a utilizar para cada uno de los genes. Se realizaron gradientes de concentraciones
de cebadores de 2.5 uM a 10 uM, resultando la concentraciéon 6ptima a 10 UM ya que a
concentraciones menores la eficiencia de amplificacion disminuia. Después, se determind el
volumen de reaccion, comenzando con reacciones de 20 pL y disminuyendo a 15 pL. No se
vio afectada la amplificacion de ninguno de los genes con esta Gltima, por lo que se decidio
utilizar este volumen de reaccion y asi disminuir la cantidad total de SYBR-Green a
utilizar. Finalmente, estandarizamos la cantidad de templete (ADNCc) por reaccion. Se
realizaron pruebas de reacciones con 0.5 pL y 1 pL y, como no se afecto la amplificacion
previamente obtenida, se opto6 por utilizar 1L de templete para optimizar la reaccién. Una
vez estandarizadas las condiciones de reacciones, se procedio con el procesado de las

muestras de ADNCc.

Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en un termociclador
iCycler CFX96 de BIORAD. Se utilizaron cebadores especificos para cada gen evaluado
(Tabla 4). Se realizaron reacciones con un volumen final de 15 pL, conteniendo 7.5 pL de
mezcla de buffer Fast SYBR® Green 2x de Applied Biosystems, 0.75 pL de los cebadores
sentido y anti sentido para cada gen (10 uM), 5 pL de agua ppi y 1 pL de ADNc molde. Se
utilizaron los siguientes parametros de reaccion: 95 °C por 1 minuto, seguido de 40 ciclos
de 95 °C por 15s; Tm variable (dependiendo del gen: hsp40: 64 °C, hsp70: 59.3 °C y
hsp90: 65.4 °C) por 30s. El perfil térmico utilizado para la curva de disociacion fue de 95
°C por 15, 60 °C por 1 miny 95 °C por 5s.

La determinacion de los niveles de expresion para cada gen evaluado se realiz6 por
medio de una cuantificacién absoluta, la cual consiste en la interpolacion de los datos del
ciclo umbral (Cq: Ciclo umbral, corresponde al ciclo al cual comienza la deteccion de la
fluorescencia en una reaccion de qPCR) para cada muestra con los valores de una curva
estandar.

Las curvas estandar para cada gen se realizaron a partir de productos de PCR
purificados, los cuales se cuantificaron por medio de un espectrofotdmetro Nano-Drop
(ND2000) vy, a partir de la concentracion obtenida, se calculd el nimero de copias/pL en
cada reaccion utilizando la ecuacion 1 (Tabla 5). A partir de cada producto de PCR

purificado se realizaron diluciones seriadas utilizando un factor de dilucion 1:10 para la
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curva estandar. ElI nimero de copias de cada gen se determiné a partir de los valores my b

de las curvas estandar con la ecuacion 2 (Tabla 5).

Tabla 5. Ecuaciones empleadas para obtener el nimero de copias de cada punto de la curva

estandar a partir de los valores de Cq de cada muestra obtenidos en el PCR en tiempo real.

Ecuacion1 6.022E10%%(moléculas/mol) X [ADN] (g/uL) (Dhanasekaran et al.,
No. copias/uL a partir de -
- Numero de pares de bases X 660 daltones 2010)
concentracion de ADN
Ecuacion 2 ARquI-'[_lme FG)CF;
No. copias a partir de valores de No. Copias/uL=10(abym pplications fSulde.
Cq BIO-RAD.

Donde: Cg= Ciclo umbral (al cual se produce una sefial fluorescente detectable); b= punto de
interseccion con el eje Y; m= pendiente de la recta.

V1.6 Determinacion del patron de expresion de los genes hsp40, hsp70y hsp90 en
diferentes tejidos a temperatura 6ptima.

Se utilizaron muestras de ADNc de branquia, higado, masculo y cerebro de S.
annulatus (n=10) del tratamiento control (TA= 26 °C). Se utilizaron placas de 96
pocillos para cada uno de los genes. Se siguieron las condiciones y parametros de
reaccion descritos en el apartado anterior. Después, se realiz6 el analisis de cada placa,
realizando la interpolacion con la curva estandar correspondiente para la determinacion

de la expresion de cada gen en cada uno de los tejidos evaluados.

V1.7 Evaluacion de los niveles de expresion de hsp's (40, 70 y 90) bajo condiciones de
estrés térmico.

Se utilizaron las muestras de ADNc de branquia de S. annulatus, las cuales se
obtuvieron de los tratamientos de las temperaturas de aclimatacion a 20, 26 y 32 °C. Se
evaluaron 15 organismos por cada condicion experimental, de los cuales 5 pertenecen a
las temperaturas de aclimatacion, 5 fueron sometidos a la TCmax-5% correspondiente a
cada temperatura de aclimatacion y otros 5 fueron evaluados por medio del

respirometro para determinar su consumo de oxigeno. Se utiliz6 una placa de 96 pozos
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para cada uno de los genes utilizando las condiciones y parametros de reaccion
descritos en el apartado anterior. Al igual que para la expresion en tejidos, se realizo el
analisis de cada placa por medio de la interpolacion con la curva estdndar y
cuantificacion absoluta correspondiente para la determinacion de la expresion de cada

gen en cada una de las condiciones experimentales.

V1.8 Tolerancia al estrés térmico

Se realiz6 una comparacion bibliografica entre los resultados obtenidos de este
trabajo y los estudios previamente realizados sobre tolerancia al estrés en peces con el fin
de esclarecer de qué manera se relacionan los niveles de expresion de las hsp’s con cambios

de temperatura.

V1.9 Analisis estadistico

Se utilizaron pruebas no paramétricas debido a que los datos no presentaron un

comportamiento correspondiente a una distribucion gaussiana.

Primero, se realizé un ANOVA no paramétrico de una via, también conocido como prueba
Kruskal-Wallis, para determinar si habia diferencias entre las muestras. Posteriormente, se
realizaron contrastes multiples utilizando la prueba Wilcoxon para dos muestras
independientes, también conocida como prueba de Mann-Whitney, para encontrar en donde
las muestras son diferentes. Para ambas pruebas se utilizd un valor de alfa de 0.05

(intervalo de confianza del 95%).
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VIl. RESULTADOS
VI11.1 Extracciones de ARN total

La calidad de las extracciones de ARN total realizadas a partir de los tejidos conservados
(Tabla 3) se comprobd después de haber aplicado el tratamiento con ADNasa. Lo anterior
se realiz6 por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 1%, donde se evalud la
presencia de dos bandas correspondientes a una extraccion de ARN (subunidades
ribosomales 28S y 18S), lo cual indica que el ARN extraido es de buena calidad y que no

sufrio degradacion durante la extraccion y el tratamiento con ADNasa (Figura 5).

1 2 3 4 5

Figura 5. Ejemplo de extraccion de ARN. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se
cargaron 500 ng del ARN total correspondientes a tejido branquial de la condicion
experimental TCMax-5% de cinco peces aclimatados a 20 °C. Se observan ambas bandas
correspondientes a las subunidades ribosomales y puede constatarse la ausencia de

contaminacion por ADN gendmico. 1-5 indica nimero de individuo.
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VI11.2 Amplificacion de hsp’s por PCR de punto final

La estandarizacion de las reacciones, asi como la verificacion de la especificidad de
los cebadores fueron favorables, ya que se generd el amplicon esperado para cada gen por
medio de una amplificacion por PCR de punto final. Lo anterior se comprob6 en una
electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 6) donde se observd una sola banda del
tamano esperado para cada uno de los genes: hsp40-172pb, hsp70-309pb y hsp90-102pb.

Figura 6. Productos de amplificacion de PCR de punto final de hsp’s. Electroforesis en gel
de agarosa al 1% con productos de PCR correspondientes a cada gen (hsp40, hsp70 y
hsp90), asi como el control negativo para cada uno de ellos. 1Kb (Invitrogen) como
marcador de peso molecular.
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V11.3 Secuencias parciales obtenidas para cada gen.

Los resultados de la secuenciacion obtenidos para cada gen evaluado en el PCR en
tiempo real se muestran en la Tabla 6. Como se mencion6 anteriormente, la secuenciacion
de hsp40 y hsp90 se realiz6 Unicamente para verificar que los productos de amplificacion
efectivamente correspondian a ellos a partir de la comparacion con secuencias ya
publicadas para S. annulatus. Por otro lado, no se contaba con secuencias ya publicadas del
gen hsp70 para S. annulatus, por lo tanto, la secuenciacion sirvid para comprobar la
existencia un producto de amplificacién y verificar que correspondiera al gen esperado. Se
registro la secuencia parcial de hsp70 de S. annulatus obtenida en este estudio en Gen-Bank
con el No. de acceso: KX599338.

Tabla 6. Secuencias de nucledtidos (nt) parciales obtenidas para cada gen evaluado en
gPCR.

%o similitud con secuencia

Gen Secuencia obtenida (5"-3") publicada en Gen-Bank

No. de acceso AY 394434
TATTTAAGGAGAGCTCAGTGCTACATGGACACGGAGCAGTATGAAGAGGCCGT

hSp40 ACGAGACTATGAGAAAGTTTATCAGACTGAAAAGACGTCAGAGCACAAACACT Z .
(172pb) TGTTGAAGACGGCTCAGCTGGAGCTGAAGAAGAGCAAGAGGAAAGATTACTA (Barron_VIVanCO et al" 2005)

CAAGGTTCTGGGCG .
Similitud: 96%

GACACAGAGAGGCTCATTGGGGATGCAGCAAAGAACCAGGTGGCCTTGAACC
CCAACAACACTGTGTTTGATGCCAAGAGACTGATTGGAAGAAAGATGGACGAT
CCAACCGTTCAAGATGACATGAAACTCTGGCCATTCAAGGTGATTGGAGATGG No. de acceso: KX599338
AGATAAGCCGAAAATCCAGGTAGAATACAAAGGAGAGCAAAAGAGCTTCTACC -
hsp70 CCGAGGAGATTTCCTCTATGGTTCTGGTGAAGATGAAGGAGGTTGCAGAGGCC
(503pb) TACCTCGGCCAGAAGGTGACCGACGCCGTCGTTACAGTCCCGGCGTACTTCAAC
GACTCCCAGAGACAGGCCACCAAAGATGCAGGTGTCATCGCTGGATTGAACGT
CCTGAGAATTATCAATGAGCCCACAGCTGCTGCCATCGCATACGGTCTGGACAA
AAGCCAGTCAGGAGAACGTAACGTCCTGATCTTTGACCTGGGAGGAGGCACCT
TTGATGTGTCCATCCTGACCATCGA

(este estudio)

No. de acceso AY 394438

hSp90 TCAACAACCTGGGCACCATCGCCAAGTCTGGCACCAAGGCCTTCATGGAGGCTT

(102pb) | TGCAGGCTGGAGCCGACATCTCCATGATCGGTCAGTTCGGAGTGGGTT (Barron-Vivanco et al., 2005).

Similitud: 100%
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V11.4 Curvas estandar.

La curva estandar se construyd para cada uno de los genes. Los datos obtenidos
fueron los utilizados para llevar a cabo la cuantificacion absoluta de la expresion. Los
valores para los genes hsp40 y hsp90 se encuentran dentro de los rangos establecidos para
que el ensayo de cuantificacion sea valido (Valor de eficiencia E=90-105%, correlacion
R?= >0.98 y un valor de la pendiente m= -3.2 a -3.6). Los valores de E y m para el gen
hsp70 cayeron fuera de estos rangos (Tabla 7), aun asi se realiz6 la cuantificacion con dicha
curva ya que se trata de un gen para el cual no se cuenta con estudios previos en la especie

en cuestion y este tipo de valores se han validado para especies no modelo.

Tabla 7. Datos de las curvas estandar obtenidos por qPCR.

Gen Eficiencia, E (%) R? Pendiente (m) Intersec(ck:)i;jn eje Y
hsp40 93.9 0.990 -3.478 49.898
hsp70 80.3 0.998 -3.907 50.216
hsp90 90 0.996 -3.588 50.933
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Figura 7. Curva estandar para el gen hsp40. A: Amplificacion lineal de cada punto de la
curva (3.71X10° — 3.71X10° No. copias/uL); B: curva estandar y ecuacion de la recta
(flecha); C: curva de fusién, donde se nota la presencia de un solo pico, por lo tanto un

solo producto de amplificacion Tm= 77°C.
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Figura 8. Curva estandar para el gen hsp70. A: Amplificacion lineal de cada punto de la
curva (1.0X10° — 1.0X10° No. copias/uL); B: curva estandar y ecuacion de la recta
(flecha); C: curva de fusion, donde se nota la presencia de un solo pico, por lo tanto un
solo producto de amplificacion Tm= 81°C.
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Figura 9. Curva estandar para el gen hsp90. A: Amplificacion lineal de cada punto de la
curva (6.26X10° — 6.26X10° No. copias/pL); B: curva estandar y ecuacion de la recta

(flecha); C: curva de fusion, donde se nota la presencia de un solo pico, por lo tanto un solo
producto de amplificacion Tm= 80°C.
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VI11.5 Evaluacion de la expresion de hsp’s.

Los niveles de expresion de hsp’s en tejidos fueron mas abundantes en cerebro,
seguido de musculo, branquia e higado respectivamente. EI gen que obtuvo los niveles de
expresion mas altos fue hsp90, mientras que los niveles mas bajos se observaron para
hsp70. Se encontraron diferencias estadisticas entre los tres genes en tejido del cerebro,
expresandose hsp90 12% mas que hsp40 y 569% maés que hsp70. La expresion de hsp90 en
musculo fue estadisticamente mayor que en hsp70, expresandose 59% mas. Nuevamente se
encontraron diferencias significativas entre hsp90 y hsp70 para branquias, donde hsp90 se
expresd 56% mas que hsp70. Finalmente, la expresion de hsp90 para higado fue
estadisticamente mayor que la expresion de hsp70, expresdndose 51% maés (Figura 10).

El gen que respondié mas al estrés téermico fue hsp90. No se encontraron diferencias
significativas de expresion entre las temperaturas experimentales de aclimatacion (20, 26 y
32 °C) para los genes hsp90 y hsp70, pero si en hsp40, encontrandose la mayor expresion a
26 °C y la menor a 32 °C, donde hsp40 se expresdé 10% menos que a 26 °C (Figura 11A).
Unicamente se encontraron diferencias significativas en TCMax-5% para hsp90. Aqui se
observo gque la menor expresion fue a 20 °C y la mayor a 32 °C (Figura 11B), mientras que
para la condicién de consumo de oxigeno se observd un comportamiento inverso,
obteniéndose la mayor expresion a 20 °C y la menor a 32 °C donde hsp90 se expresé 10%
menos que a 20 °C (Figura 11C).
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Figura 10. Expresién de hsp40, hsp70 y hsp90 en diferentes tejidos de S. annulatus bajo condiciones
de temperatura optima (TA= 26 °C). Letras diferentes indican diferencias significativas. Se utilizé un

valor de a=0.05 y n=10.
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aclimatacion (A), TCMax-5%: temperatura critica maxima ajustada al 95% (B), consumo de
oxigeno (C). Letras diferentes indican diferencias significativas. Se utiliz6 un valor de 0=0.05
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V11.6 Posible isoforma de hsp90

Al realizar la evaluacion de la expresion de hsp’s en los diferentes tejidos analizados
(masculo, branquia, higado y cerebro), se llevo a cabo el analisis de la curva de fusion, el
cual se utiliza para identificar diferentes productos de reaccion, incluyendo productos no

especificos.

Dicho andlisis consiste en, una vez finalizada la reaccion de amplificacion, generar
una curva de fusion aumentando la temperatura en pequefios incrementos y monitorizando
la sefial fluorescente en cada paso. Conforme el ADN de doble cadena (ADNds) se
desnaturaliza la fluorescencia disminuye. En este proceso, se utiliza la primera derivada del
cambio en la fluorescencia como una funcién de la temperatura, generando asi un pico
caracteristico de la temperatura de fusion del amplicon (Tm, la temperatura a la que se
separan el 50% de los pares de bases de un duplex de ADN), que lo distingue de otros
productos como dimeros de cebadores u otros productos inespecificos los cuales se funden

a diferentes temperaturas.

Los resultados del analisis de las curvas de fusion mostraron que hsp40 y hsp70
efectivamente generan un solo pico y sus Tms son iguales entre los tejidos evaluados. Sin
embargo, las muestras correspondientes a musculo para hsp90 generaron una curva de
disociacién diferente (Tm= 82 °C) a la generada por los otros tres tejidos evaluados (80 °C)
(Figura 12). Cabe recordar que el pico de dicha curva de disociacion indica la especificidad
de la amplificacion, un Unico pico indica amplificacion especifica del producto de interés
mientras que mas de un pico indica que se estan generando amplificaciones inespecificas.

Estos resultados podrian asociarse a una isoforma de hsp90 para muasculo en S. annulatus.
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Figura 12. Curvas de disociacion obtenidas para hsp90 a partir de las muestras de ADNc
de tejidos de S. annulatus. A: curvas de disociacion de branquia, higado y cerebro (Tm=80
°C); B: curva de disociacién de musculo (Tm=82 °C); C: curvas de disociacién de todos los
tejidos evaluados, se observa que la curva para musculo se encuentra desplazada a la
derecha: Tm=80 °C + 2°C.
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VI11.7 Tolerancia al estrés térmico.

Comuanmente, se correlaciona la induccion de hsp’s por estrés térmico con una
tolerancia posterior al calor extremo (Feder y Hofmann, 1999; Parsell y Lindquist, 1993;
Somero, 1995) y esta tolerancia se relaciona con una capacidad que permite a los
individuos sobrevivir en temperaturas elevadas bajo estimulos de estrés agudo o letal
(Oksala etal., 2014). Se ha observado que la mayoria de los organismos, en cierto
momento, responden al estrés térmico induciendo la produccion de hsp’s, sin embargo, la
temperatura a las cuales se da la induccion difiere entre ellos. La temperatura a la cual se da
la respuesta a dicho estrés dependerd del organismo de estudio y su ecologia (Dietz y
Somero, 1992; Narum et al., 2013; Parsell y Lindquist, 1993). Por ejemplo, peces para los
gue su temperatura optima es de 28 °C tendran una temperatura de induccion de hsp’s mas

elevada que especies de peces cuyas temperaturas optimas sean de 14°C.

Un ejemplo sobre la correlacion de la induccion de la expresion de hsp’s con la
termo-tolerancia en peces es el estudio de Sung et al. (2014) en la carpa comun (Cyprinus
carpio). En el estudio reporta que los organismos sometidos a estrés térmico, seguido de un
proceso de recuperacion y nuevamente sometidos a un choque de calor agudo, adquieren
tolerancia al estrés causado por el calor, dicha tolerancia se ve reflejada primero, en el
aumento de la sobrevivencia de los organismos (aumento de 20-40%) y segundo, en la
sobreexpresion de genes que codifican para proteinas de choque térmico. Otro ejemplo, es
el trabajo realizado por Newton et al. (2012) para la perca gigante (Lates calcarifer) donde
los peces fueron previamente aclimatados a 28 °C (temperatura optima reportada para la
especie) por tres semanas, seguido de una exposicién a 36 °C por un periodo de una hora,
regresando a 28 °C y tomando las muestras a las dos semanas. Se evaluo la expresion de
hsp70 y hsp90 y se observo que los niveles basales (condicion control, organismos
aclimatados a 28 °C) para hsp70 fueron menores en comparacién con los niveles en peces
aclimatados a 28 °C después de dos semanas de haber sido sometidos al choque de calor

(no se encontraron diferencias para hsp90). Dicho aumento en los niveles basales de hsp70
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después de haber pasado por un chogue térmico podria relacionarse con una mayor

tolerancia al estrés por parte de los organismos a choques térmicos posteriores.

El presente trabajo es el primero para la especie S. annulatus donde se evaltan los
niveles de expresion de hsp’s bajo condiciones de estrés térmico. Los resultados obtenidos
muestran que el patron de expresion de hsp’s varia en el tiempo. Al analizar las graficas de
la figura 11, se constata que cuando se evaluaron los niveles de hsp’s para cada temperatura
de aclimatacion a mayor TA mayores niveles de expresion de hsp’s. Al someter a los
organismos al shock térmico (TCMax-5%) dicho patrén se mantuvo y se observd una
sobreexpresion. Minutos después del shock térmico, en la condicién de consumo de
oxigeno, el patron de expresion se invirtid y a TAs mas bajas niveles de expresion mas
altos. Cabe mencionar que esta variacion en el patron de expresion ocurrié en tan solo unos

minutos.

Si comparamos estos niveles de expresion con los resultados para consumo de
oxigeno obtenidos por Garcia-Villarreal, (2016) vemos que el consumo de oxigeno
disminuyd conforme mayor fue la TCMax (Figura 3), lo cual reafirma el hecho de que a

mayor TCMax corresponden niveles mayores de estrés.
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VIIl. DISCUSION

Los resultados de las extracciones de ARN total fueron de buena calidad, lo cual es
necesario para realizar la evaluacion de la expresion de hsp’s por medio de PCR en tiempo
real, ya que permite que las muestras sean comparables unas con otras. Cuando la calidad
del ARN es variables entre las muestras se corre el riesgo de que la cantidad de ARN
utilizado para la sintesis de ADNc no sea equivalente en todas las muestras. Ademas, es
importante comprobar la especificidad de los cebadores antes de comenzar con los ensayos
de gPCR, con ello se evita acarrear problemas de amplificaciones inespecificas y facilita la
correccion o cambio de cebadores antes de avanzar en los analisis. Por otro lado, se llevo a
cabo la estandarizacién del gPCR, con lo que se constatd que el dedicar tiempo a este
proceso ayuda a utilizar las condiciones y volimenes de reaccién adecuadas para la
amplificacion de cada uno de los genes. Lo que evita el uso incensario tanto de reactivos

como de templete, los cuales en ocasiones son el limitante.

El patron de expresion de hsp’s en los diferentes tejidos evaluados mostré una
mayor expresion en cerebro, seguido de musculo, branquia e higado respectivamente. Este
patron de expresion (Grganos con mayor 0 menor expresién de hsp's) puede variar de
acuerdo a la especie y al factor de estrés infringido, por lo tanto, se infiere que el patrén
obtenido en este estudio es especifico para S. annulatus. Ademas, se sabe que la respuesta
de choque térmico genera una expresion especifica de hsp’s en los tejidos de diversas
especies de peces (Currie et al., 2000). Cui et al. (2011) reportaron el siguiente patrén de
expresion para hsp70 en Epinephelus coioides en células sanguineas > bazo > branquia >
timo > madsculo, mientras que para Sciaenops ocellatus el patron obtenido fue en corazén >
bazo > higado > cerebro > sangre > rifion > branquia > musculo (Dang et al., 2010). Otros
autores (Dong etal., 2006; Liu etal., 2015; Mu etal., 2013; Ni etal., 2014) también

encontraron un patron especifico para la especie que evaluaron.
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Ahora bien, el hecho de que el 6rgano con una sobreexpresion mayor fue el cerebro
puede asociarse a la funcion del 6rgano en si. El cerebro es el 6rgano principal para el
correcto funcionamiento de un organismo, al encargarse de enviar todas las sefiales de
respuesta ante condiciones adversas. En los organismos ectotermos, como es el caso de los
peces, se ha visto que el cerebro puede percibir pequefias variaciones de temperatura y
regular la aclimataciéon térmica (Das etal., 2005). Es sabido ademas, que en peces es
precisamente la region de la cabeza, y no la parte posterior del cuerpo, la que detecta la
temperatura durante un proceso de aclimatacion y es, por lo tanto, en donde se integra la
experiencia térmica para posteriormente ser expresada por medio del comportamiento
(Muller, 1977).

Por otra parte, se observd que el gen con una mayor expresion en todos los tejidos
evaluados fue hsp90, lo cual indica que, para la especie de estudio y bajo condiciones no
estresantes, este gen es mas abundante en comparacion a hsp70 y hsp40. El gen hsp90 esta
relacionado con la recepcidn de hormonas esteroides (Oksala et al., 2014; Pan et al., 2000).
La produccién de este tipo de hormonas forma parte de la respuesta primaria al estrés en
peces (lwama et al., 1999). Ademas, se ha reportado que hsp90 es una de las proteinas
chaperonas celulares mas abundantes en las células, llegando a representar
aproximadamente del 1-2% de las proteinas totales en células no estresadas aumentando
este porcentaje a 4-6% de las proteinas totales bajo condiciones de estrés (Goetz et al.,
2003).

En el presente estudio, se evaluaron tres condiciones experimentales: TAs, TCMax-
5% y consumo de oxigeno, para evaluar la expresion de Asp’s en tejido branquial bajo
condiciones estresantes. La primera condicion nos permite evaluar el efecto de la
temperatura de aclimatacion en la expresion génica. En este estudio, unicamente se
encontraron diferencias estadisticas para las TAs correspondientes a hsp40 y no se
encontraron diferencias significativas para hsp90 y hsp70. El gen hsp40 funciona como
cochaperona de hsp70 estimulando la sintesis de ATP y facilitando la entrega de algunos
sustratos (Doyle etal., 2013). Por lo que, su abundancia pudiese relacionarse con su

disponibilidad para hsp70 en caso de requerirse.
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Por otra parte, la condicion de TCMax-5% revel0 que, la respuesta que se genera
después de un choque térmico, esté influenciada por la temperatura de aclimatacion previa.
Ya que, al aplicar el choque de calor, peces aclimatados a temperaturas mas altas
obtuvieron niveles de expresion mayores. Este resultado indica que fueron estos peces los
que respondieron de forma inmediata al incremento de temperatura. Mientras que peces
aclimatados a temperaturas mas bajas tardaron mas en sobreexpresar sus niveles de hsp’s y
presentaron niveles més altos de expresion minutos después de haber sido sometidos al
estrés téermico (condicion: consumo de oxigeno). Estudios previos reportan que la expresion
de hsp’s se ve influenciada por la temperatura de aclimatacion. Y tiempo después del
choque térmico, observaron que, a temperaturas de aclimatacion bajas se obtuvieron los
niveles de expresion mas altos y los niveles de expresién mas bajos correspondieron a las
TAs mas altas (Currie et al., 2000; Das et al., 2005; Deane y Woo, 2005; Shi et al., 2015).

Lo anterior podria relacionarse con el trabajo de Johnson y Kelsch (1998), quienes
mencionan que especies que experimentan cambios de temperatura a largo plazo como es el
caso de las especies de zonas templadas, tienen el tiempo necesario para realizar cambios
metabdlicos que daran lugar a cambios sustanciales en las temperaturas o rangos de
tolerancia. Mientras que especies que experimentan sus mayores cambios de temperatura a
corto plazo, como sucede con las especies tropicales, deben tener un amplio rango de
tolerancia que les permita sobrevivir a cambios de temperatura relativamente rapidos que
no permitan la aclimatacion. Otro ejemplo sobre esta relacion, es el estudio realizado por
Currie et al. (2000) con la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). En dicho estudio, Se
encontrd que la plasticidad que existe en la deteccidn de estrés térmico es indicacion de que
la historia térmica del animal debe considerarse cuando se usa el ARNm de hsp’s como

signo de estrés inicial y que posiblemente esto deba extenderse a otras especies de peces.

Al igual que en la evaluacion de la expresion de hsp’s en tejidos, el gen hsp90
presento la mayor expresion para las condiciones experimentales en tejido branquial. Este
resultado es inesperado, ya que en la mayoria de los estudios de este tipo en peces, el gen
gue presenta los mayores niveles de expresion bajo condiciones de estrés es hsp70. Por el
contrario, en este estudio, el gen hsp70 es el que obtuvo los niveles méas bajos de expresion

después del estrés termico. En un estudio realizado con el bacalao comin (Gadus morhua)
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se asocia un bajo nivel de expresion de hsp70 después de un choque térmico al hecho de
que los niveles constitutivos de este gen son lo suficientemente altos como para cubrir las
variaciones potencialmente dafiinas de la temperatura dentro del rango fisioldgico
(Zakhartsev et al., 2005). Lo anterior podria haber ocurrido también para S. annulatus. Otro
aspecto que pudo influir en los niveles de expresion obtenidos para este gen es el tiempo de
exposicion al factor estresante, por ejemplo, se ha observado que en larvas de la carpa
Cirrhinus mrigala hay un incremento de 20 veces en la expresion de hsp70 después de 30
minutos de haberlas transferido de 23 a 37 °C (Das et al., 2005).

Por otro lado, la respuesta de sobreexpresion del gen hsp40 despues del estrés
térmico fue baja, tanto que no se obtuvieron diferencias significativas. Actualmente, los
trabajos en peces donde se evalla la expresion de este gen bajo condiciones de estrés, son
casi nulos. En uno de los trabajos al respecto, con el falso halibut del Japdn (Paralichthys
olivaceus) se determind que se necesita por lo menos una hora después de haberse aplicado
el estrés para que el gen comience a aumentar sus niveles de expresion (Dong et al., 2006).
Por esta razon, es posible que el bajo nivel de expresion del gen hsp40 observado en este
estudio se deba al tiempo de respuesta, ya que la toma de muestras fue inmediata al choque

térmico y aproximadamente cinco minutos después de este.

La sobreexpresién obtenida para hsp90 en tejido branquial bajo condiciones de
estrés térmico fue inesperada. Se esperaba que hsp70 fuera el gen con mayor
sobreexpresion ya que estudios previos han demostrado que los niveles mas altos de
expresion en condiciones estresantes se obtienen con hsp70 en comparacion con hsp90. Tal
es el caso del salmén (Salmo salar) en el estudio realizado por Pan et al. (2000). A pesar de
esto, se ha visto que la expresion de estos genes varia enormemente entre las distintas
especies de peces, por lo que un resultado como este puede deberse simplemente a aspectos

relacionados con la fisiologia y ecologia de S. annulatus.

Por otra parte, se obtuvieron diferencias en la curva de fusion para las muestras
correspondientes a musculo al evaluar el patron de expresion de hsp90 en tejidos. Esto nos
lleva a sospechar la posible presencia de una isoforma de hsp90 en el tejido muscular que
no esta siendo diferenciada por los cebadores disefiados. Se han reportado dos isoformas

citosolicas de hsp90 en humanos, hsp90a y hsp90B, las cuales estdn fuertemente
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relacionadas, ambas inducibles en condiciones estresantes y aun no se han determinado
diferencias en cuanto a las actividades que estas chaperonas llevan a cabo (Goetz et al.,
2003). Estas isoformas también han sido registradas en peces. La isoforma hsp90f fue
identificada y caracterizada en algunas especies de peces como el pargo cabezon (Lutjanus
sanguineus) (Zhang et al., 2011) y el salmén (Salmo salar) (Pan et al., 2000), mientras que
la isoforma hsp90a se ha estudiado en especies como la lisa (Mugil cephalus) (Padmini et
al., 2008) y en el pez gato (Clarias batrachus) (Mohindra et al., 2015).

Finalmente, en cuanto a la relacion de los niveles de expresion de hsp’s con el estrés
térmico, en base a los resultados, los organismos mantienen niveles de estrés mas bajos a
temperaturas de aclimatacion menores (20 y 26) que a TAs mas elevadas (32°), lo cual
concuerda con lo reportado por Das et al. (2005). Por ende, mantener a S. annulatus a
temperaturas de aclimatacion arriba de los 30 °C implicaria mayores niveles de estrés ya
gue como constatamos se dio de forma inmediata una sobreexpresion de hsp’s después de
aplicar el choque térmico. Ademas, los niveles basales para las temperaturas de
aclimatacion mas elevadas fueron mayores y los consumos de oxigeno menores se
obtuvieron a la TA maés alta (32 °C). El mantener a los organismos en el menor estrés
térmico posible ayuda al 6ptimo crecimiento de los mismos, ya que cuando un individuo se
encuentra en condiciones de estrés prolongadas deja de invertir energia en aspectos como
crecimiento y reproduccion y se centra Unicamente en su supervivencia ante el factor
estresante (lwama et al., 1999; Sokolova, 2013). Por lo que se recomienda mantener al
botete diana a temperaturas de aclimatacion mas bajas (intermedio entre 20 y 26°C,
posiblemente 24 °C) ya que al hacer una comparacion entre niveles de estrés y consumo de
oxigeno vemos que los valores dptimos se encuentran dentro de este intervalo de

temperatura.
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IX. CONCLUSIONES

Los genes de hsp40, hsp70 y hsp90 se expresaron de forma diferencial en los tejidos
evaluados del botete diana, Sphoeroides annulatus. Ademas, el patron de expresion
obtenido para estos genes en los diferentes tejidos bajo condiciones 6ptimas de temperatura
es especifico para la especie. ElI dérgano con niveles mas altos de expresion de hsp’s al

comparar los tejidos evaluados fue el cerebro.

Bajo condiciones de estrés térmico, los genes hsp70 y hsp40 mantuvieron una
expresion constante en tejido branquial de botete diana, mientras que el gen hsp90 fue el
mas sensible al estrés térmico, manifestando los niveles de expresion mas altos
inmediatamente después de aplicar el choque por temperatura (TCMax-5%). Se determind
que la expresion de hsp’s fue influenciada por la aclimatacion previa de los organismos.
Asi mismo, los niveles de expresion de hsp’s variaron con el tiempo de exposicion al estrés
térmico. Por ello, es necesario evaluar la expresion de estos genes en una serie de tiempo
mas larga (minimo de 30 minutos hasta algunas horas) y con muestreos programados, para
tener una vision mas amplia y asi poder determinar el tiempo que toma llegar al pico
maximo de expresion de estos genes después de haberse aplicado el choque térmico en la

especie de intereés.

Los niveles de expresion de hsp70 y hspd0 no pueden utilizarse como
bioindicadores de estrés en S. annulatus, ya que sus niveles de expresion se mantuvieron
constates bajo las condiciones experimentales. Por su parte, el gen hsp90 podria tener
potencial para utilizarse como indicador del estrés térmico en el botete diana, sin embargo
es necesario realizar estudios que complementen y amplien la informacion obtenida
mediante el presente trabajo, donde se evalGen tiempos de exposicion al estrés mas
prolongados y con muestreos programados en el intervalo de tiempo establecido. Ademas,
la informacion brindada por hsp90 podria complementarse con otros indicadores como lo es

el nivel de cortisol en sangre.
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Por otra parte, se determind la presencia de una posible isoforma de hsp90 en
masculo de S. annulatus. Por ende, es necesario el desarrollo de trabajos posteriores que
permitan identificar y caracterizar de forma adecuada esta posible isoforma.

El presente trabajo es la primera aproximacion a la correlacion de los niveles de
expresion de hsp’s con una tolerancia al estrés térmico en Sphoeroides annulatus. Los
resultados mostraron que existe cierta relacion ya que los niveles mas altos de expresion de
hsp’s, después del choque térmico, se obtuvieron para las TCMax-5% mayores, lo cual
sugiere niveles de estrés mas elevados a estas temperaturas. Lo anterior se refuerza al
comparar los niveles de expresion con los consumos de oxigeno reportados por Garcia-
Villarreal. (2016) donde se observa que a mayor TCMax-5% menor tasa de oxigeno (Figura
3) y esto equivale a mayor nivel de estrés en los organismos. A pesar de ello, creemos que
se necesita de ensayos que permitan evaluar los niveles de expresion de estos genes en una
serie de tiempo mas larga que incluya tiempos bien definidos de exposicion al estrés
térmico (en trabajos previos generalmente se utilizan 30 minutos y 1 hora), asi como
tiempos de recuperacion (minimo de 8 horas y hasta dias o semanas) antes de la toma de
muestras, para poder determinar si se obtiene una tolerancia mejorada al incremento de
temperatura. En este estudio el tiempo de exposicion al estrés térmico fue inmediato
(TCMax-5%) y aproximadamente cinco minutos después (condicion: consumo de oxigeno).
Ademas, resulta interesante la inclusion de mas temperaturas de aclimatacion como por
ejemplo 24°C y 30°C.
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X. ANEXOS

X.1 Lista de abreviaciones

Abreviacion Significado
ADNc Acido desoxirribonucleico complementario
ARNmM Acido ribonucleico mensajero
HSPs Proteinas de Shock Térmico
hsp 0 hsp”s Genes de proteinas de shock térmico
pb Pares de bases
gPCR PCR en tiempo real
RT Retrotranscripcion
TAs Temperaturas de aclimatacion
TCMax Temperatura critica maxima
TCMax-5% Temperatura critica maxima al 95%
RER Reticulo endoplasmatico rugoso
ADN(ds ADN de doble cadena
BPA Bisfenol A
nt nucledtidos
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X.2 Extraccion ARN TRI-Reagent (SIGMA)

Cortar y pesar 50 mg de tejido.

Homogeneizar con 500 pl de TRI-Reagent.
Centrifugar a 12000Xg por 10 minutos A 4 °C.
Recuperar sobrenadante en un tubo nuevo.

Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

Incubar 2 minutos a temperatura ambiente (2-15 min.).

Centrifugar a 12000g por 15 minutos a 4 °C.

© 0o N o g bk~ w D

Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo.

10. Afadir 150 pl de 2-propanol y mezclar por inversion.

11. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

12. Centrifugar a 12000g por 10 minutos a 4 °C (se formaré pellet).
13. Eliminar el sobrenadante.

14. Lavar el pellet en 500 pl de etanol al 75% y mezclar por inversion.

15. Centrifugar a 12000g 5 minutos a 4 °C y decantar el sobrenadante.

16. Dejar secar el pellet a temperatura ambiente de 5-10 minutos.
17. Disolver en 80 ul de H20ppi.

Afadir 50 ul de 1-Bromo-3-Cloropropano y agitar vigorosamente por 15 segundos.

51



X.3 Tratamiento con ADNasa

-Usar tubos para PCR de 0.5 ml.

- Usar 50 ul de ARN sin importar la concentracion, si no hay suficiente completar el

volumen con H2Oppi.

A los 50 pl de ARN afiadir 5 pl de buffer DNasa.

Afadir 1 pl de DNasa (2U por pl, para concentracion final de 2U en 50 pl).
Incubar a 37 °C por 30 minutos.

Hielo de 2-5 minutos.

Incubar a 65 °C por 10 minutos

Hielo.

5 ul (1/10 de volimen) de NaAc 3M pH 5.2. Centrifugar brevemente.
2 pl de glicégeno (10 mg/ml).

175 ul (2.5 volumenes) de etanol al 100% (-20 °C).

10. Incubar 1 hora a -20 °C o 15 minutos a -80 °C.

11. Centrifugar a 120009 por 30 minutos a 4 °C.

© 0o N o g bk~ w0 DD

12. Decantar sobrenadante sin perder el pellet.
13. Afadir 400 pl de etanol al 75% (-20 °C).
14. Centrifugar a 120009 por 5 minutos a 4 °C.
15. Decantar sobrenadante sin perder el pellet.
16. Secar 5 minutos a temperatura ambiente.
17. Resuspender el pellet en 30 pul de H20 ppi.
18. Conservar a -70 °C.

-Verificar en gel de agarosa al 1%.
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X.4 Retrotranscripcion (RT)

-Para un volumen final de 40 pl.

Reaccion 1
dNTPs (10mM) 2 ul
Oligo dT (0.7uM) 2 ul
ARN templado 1000 ng (5 pl)
H20Oppi 11 pl
Volumen Total 20 ul
-Agitar suavemente y centrifugar rapidamente.
-Incubar a -70 °C 10 min poner en hielo y continuar en frio.
-A cada tubo con la reaccion uno afadir la reaccion 2 (20 pl).
Reaccion 2
RT-Buffer 5X 8 ul
RT-Enzima 2 ul
RNasa out (invitrigen) 0.6 pl
H20Oppi 9.4 ul
Volumen Final 40 pl

-Incubar a 37 °C 1h

-Incubar a 80 °C 10 min

-Conservar a -20 °C
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X.5 Purificacion de productos PCR

. Ajustar el volumen a 50 pl con agua ppi

. Afadir 2.8 ul de glicégeno

. Vortex

. Agregar 7 pl de NaAc 3M pH 5.2

. Vortex

. Afadir 175 pl de etanol al 100% (guardado previamente a -20 °C)

. Vortex

coO N oo o b~ w N

. Incubar 16 minutos a -80 °C

9. Centrifugar a 12000g por 30 minutos (4 °C)

10. Eliminar el alcohol por decantado

11. Lavar en 400 pl de etanol al 70%

12. Dar vortex leve (No disolver, solo lavar la pastilla)
13. Centrifugar a 12000g por 5 minutos a 4 °C

14. Secar pellet a temperatura ambiente por 5 minutos
15. Eluir en 20 pl de H2Oppi

16. Almacenar a -20 °C
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X.6 Concentraciones de ARN total (después del tratamiento con ADNasa)

Tabla 1.- Resultados de la cuantificacion de las concentraciones de ARN total de las

muestras de tejidos de S. annulatus bajo condiciones control obtenidos por la cuantificacion

en Nano-Drop (ND2000), para todas las muestras evaluadas en PCR en tiempo real.

Muestra [ng/ulL] 260/280
1M 94.3 1.98
2M 122.5 1.99
3M 99.7 2.01
am 105.7 1.99
5M 131.9 1.95
6M 217.1 1.98
™ 142.3 1.95
8M 160.6 2
IM 165.1 1.98
10M 209.6 2.06

1B 371.8 2.01
2B 57.9 1.96
3B 583.3 2.02
4B 530.2 2.01
5B 559.2 2.04
6B 686.8 2.03
7B 814.6 2.06
8B 690.3 2.1
9B 1447 .1 2.11
10B 1631.3 2.12
1H 1398.7 2.05
2H 1828.8 2.03
3H 708.1 2.04
4H 721.7 2.01
5H 1049.1 2.04
6H 1563 2.05
7H 1810.3 2.04
8H 1586 2.07
9H 1546.8 2.08
10H 1622 2.06
1C 550.7 2.03
2C 287.6 2.02
3C 287 2.01
4C 755 2.02
5C 11.3 2.09

55




6C 450.9 1.99
7C 582.3 2.03
8C 201.3 1.99
9C 18.8 1.98
10C 476.6 2.02

Tabla 2.- Resultados de la cuantificacion de las concentraciones de ARN total de las

muestras de tejido branquial de S. annulatus en las diferentes condiciones experimentales

obtenidas las muestras fueron evaluadas por PCR en tiempo real.

Muestra [ng/ulL] 260/280
20C1 604.9 1.98
20C2 1162.2 2.08
20C3 633.2 1.97
20C4 707 2.01
20C5 536.5 2.01

20MX1 819.7 2.02

20MX2 689.1 1.99

20MX3 980.9 2.06

20MX4 806.6 2.02

20MX5 598 1.99
20R1 762.3 1.99
20R2 368.7 1.95
20R3 657.2 1.98
20R4 458.1 1.95
20R5 311.9 1.93
26C1 752.1 2.03
26C2 570.8 1.99
26C3 590.5 2.01
26C4 486.9 1.96
26C5 665.6 2.01

26MX1 844.8 2.03

26MX2 1581.4 2.12

26MX3 943 2.06

26MX4 634 2.01

26MX5 754 2.02
26R1 183.4 1.99
26R2 438.7 1.96
26R3 154.7 1.93
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26R4 197.3 1.94
26R5 511.3 1.98
32C1 530.2 1.99
32C2 394.6 1.94
32C3 121 1.91
32C4 639.5 1.99
32C5 819.2 2.04
32MX1 481.5 1.97
32MX2 930.5 2.03
32MX3 754.3 1.92
32MX4 1122.8 2.07
32R1 1968.9 2.15
32R2 528.2 1.98
32R3 1156.4 2.08
32R4 1021.9 2.05
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