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1. Resumen:

Las condiciones ambientales tienen un fuerte efecto en los organismos, siendo uno de
los principales factores que determina su rango de distribucion. La persistencia de una
poblacion en un determinado ambiente depende de su capacidad de responder a los cambios
ambientales, y esta capacidad de respuesta esta determinada tanto por su constitucion
genética como por su tolerancia fisiologica. La temperatura es uno de los principales
factores determinantes de la distribucion y abundancia de las especies, y en forma muy
significativa para los ectotermos. Para este grupo se ha descrito que la resistencia a
variaciones térmicas, involucra en muchos casos “flexibilidad fenotipica”. Un enfoque para
estudiar flexibilidad fenotipica, es a través de estudios transcriptdmicos en genes claves
llamados “genes candidatos”. En esta tesis, se explor6 el efecto de la temperatura sobre la
capacidad aclimatatoria del erizo rojo Loxechinus albus. En otras palabras, se abord6 la
respuesta de flexibilidad fenotipica de esta especie a la temperatura, utilizando un enfoque
molecular de genes que estarian putativamente involucrados en esta respuesta fisiologica.
En este estudio se observoé la expresion de 5 genes candidatos asociados a estrés en el erizo
rojo Loxechinus albus, recolectado en la localidad Los Molinos. Los erizos fueron
aclimatados a dos tratamientos de temperatura, calor (18+ 1°C) y frio (10£1°C), y un
tratamiento control (14 + 1°C) que utilizado como calibrador. Los individuos fueron
recolectados durante distintos periodos de tiempo (2, 6, 12 y 48 horas) para luego comparar
los valores de expresion, en los 5 genes candidatos, mediante andlisis de RT-qPCR. Los
resultados muestran que existe un efecto significativo de los tratamientos Temperatura y de
Tiempo, mostrando una mayor sobreexpresion de los genes en el tratamiento calor para los
5 genes candidatos seleccionados. Para el caso del tiempo, se observa un aumento de la
expresion al inicio (2 y 6 horas), la cual disminuye en los tiempos restantes (12 y 48 horas),
siendo igual para todos los genes. Asi, la exposicidon a una variacion térmica induciria en L.
albus una respuesta plastica transcripcional que involucraria al menos la sobre expresion en
los 5 genes estudiados en esta tesis, produciendo una alteracion en el fenotipo de un
organismo para aclimatarse a la nueva condicién ambiental. Dicho proceso es una respuesta
plastica flexible que le permite a los individuos volver a sus condiciones transcriptomicas

iniciales una vez alcanzada la aclimatacion.



2. Introduccién:

Las alteraciones ambientales son, en general, percibidas por las poblaciones como
presiones de seleccion sobre uno o un conjunto de rasgos relacionados con el desempeiio
(Gienapp et al. 2008). Es asi que, cuando hay presiones de seleccion generadas por algun
estrés, las poblaciones podrian responder de tres maneras (Davis et al. 2005; Gienapp et al.
2008):(1) persistencia mediada por plasticidad fenotipica, en donde el estrés sigue estando
dentro de los limites tolerables para la especie, la cual es capaz de alterar o modificar
rasgos sin alterar su constitucion genética; (2) migracion, a regiones donde las condiciones
estén dentro de los limites de tolerancia para la especie, provocando eventos de extincion
local o extension de la distribucion, y (3) evolucion, donde las especies generaran
adaptacion local a las nuevas condiciones a través de cambios en la media fenotipica, y
frecuencias alélicas. En la naturaleza, una combinacion de estos tres procesos es la que

generalmente da cuenta de los cambios observados (Davis & Shaw 2001).

La plasticidad fenotipica, una de las respuestas mas generalizadas frente situaciones
de estrés, es la capacidad de un genotipo para generar diversos fenotipos en un gradiente
ambiental, y su descriptor es la norma de reaccion (Stearns 1989; Scheiner 1993; Piersma
& Drent 2003). Asi, la plasticidad fenotipica podria representar una estrategia exitosa de
corto plazo para hacer frente a este factor estresante (Gabriel 2005; Gienapp et al. 2008).
Esta es adaptativa solamente si las modificaciones asociadas al cambio plastico, aumentan
la adecuacion bioldgica del organismo en las nuevas condiciones ambientales (Ghalambor

et al. 2007).

Las respuestas plasticas pueden ser gatilladas por factores bioticos. Por ejemplo,
Daphnia pulex dependiendo de la presencia o ausencia de sus especies depredadoras,
presentard distintas tasas de crecimientos, talla de madurez e incluso diferencias en su
morfologia (Liining 1992; Black 1993). Asi mismo, en erizos, se ha observado que cuando
estan en presencia de depredadores, presentan esqueletos mdas gruesos, gonadas mas
pequenas y cambios en su tasa de crecimiento (Selden et al. 2009). Mas aun, Rusell (1998)
& Ebert (1996) encontraron, para este mismo grupo taxondémico, distintas respuestas
morfolédgicas bajo disponibilidades de alimento variables. Por otra parte, las respuestas de

plasticidad, también pueden deberse a factores abidticos. Por ejemplo, se conoce que en
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varias especies de reptiles, el sexo esta determinado por la temperatura a la cual se incuban
los huevos (Shine 1999). En erizos, Hernandez & Rusell (2010), encontraron que los
distintos tipos de sustrato, afectaran las tasas de crecimiento, su movimiento y

alimentacion.

Ambos factores, ya sea bioticos o abioticos, induciran cambios en la fisiologia,
bioquimica, historia de vida y morfologia, es decir en diversos rasgos del individuo
(Gabriel 2005). El tipo de plasticidad depende del curso temporal del cambio ambiental en
funcion del tiempo generacional. Si el efecto ambiental es mas corto que el tiempo de vida
de un organismo y la plasticidad fenotipica es irreversible, esta no serd adaptativa y
generaria una desventaja para el organismo, ya que no requeriria mas de esa adaptacion
(Piersma & Drent 2003). En el caso de que esta fuera reversible, se ha clasificado como
flexibilidad fenotipica (Piersma & Drent 2003), y permitiria volver al estado anterior en el

caso de que este le confiera una ventaja adaptativa.

La temperatura, es quizas el factor abidtico mas importante y mas estudiado, que
afecta la fisiologia, ecologia y evolucion en animales endotermos y ectotermos (Antinuchi
et al. 2003) y, afecta practicamente todas las actividades bioquimicas y fisiologicas del
organismo. Su variacion espaciotemporal ocurre en diferentes escalas, lo que obliga a los
organismos a verse desafiados constantemente amantener su homeostasis (Johnston &
Bennett 1996). Es asi, que la fisiologia térmica puede llegar a ser un factor significativo que

enfatizara el éxito ecologico y evolutivo en un organismo (Antinuchi et al. 2003)

Los animales endotermos son aquellos que poseen la capacidad de regular la
temperatura, mediante la produccion de calor corporal, mientras que organismos ectotermos
dependen de fuentes externas de calor (Antinuchi et al. 2003). Para ectotermos, la tasa
metabodlica aumenta con la temperatura, lo que ocasiona que absorban y metabolicen los
recursos con lentitud cuando la temperatura es baja, y mayor rapidez si es alta (Iannacone
& Alvarino 2007). Sin embargo, las temperaturas altas pueden ser peligrosas para los
ectotermos, ya que pueden conducir a la inactivacion o incluso la desnaturalizacion de las
enzimas (Somero 1995). Si se somete a un ectotermo a mayores temperaturas durante
varios dias, su respuesta fisiologica sufrird un cambio con respecto a otro organismo que no

haya sido sometido a dicha temperatura, esta respuesta fisioldégica de corto plazo es
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denominada aclimatacion (Barua & Heckathorn 2004; Bowler 2005). Esta ultima es una
forma de flexibilidad fenotipica que se producen en respuesta a los cambios en el medio
ambiente natural (Wilson & Franklin 2002).

Estudios de fisiologia comparada han descrito que los componentes de la
adecuacion bioldgica en ectotermos incrementan gradualmente desde una temperatura
minima critica (CTpiy), alcanzando un optimo a una determinada temperatura (T,p), para
decaer bruscamente cuando la temperatura ambiental se aproxima a su temperatura critica
maxima (Ctp,x). Diversos factores influencian el desempefio térmico de los organismos,
tales como; tiempo de exposicion, edad, tamafo, experiencia térmica previa, estacion del
afio (verano, invierno), entre otros (Schmidt-Nielsen 1995; Huey et al. 2012). Asi, el
desempefio que tenga un ectotermo dependerdde su experiencia térmica previa,
principalmente la temperatura inmediatamente anterior a la actual (Huey et al. 2012). Por
tanto, para minimizar el efecto las condiciones ambientales de procedencia, en estudios de
fisiologia animal, es recomendado someter a los organismos a un periodo de aclimatacion
comun, para favorecer que su metabolismo fisioldgico y bioquimico se ajuste a las nuevas

condiciones.

De acuerdo a lo discutido anteriormente, la temperatura puede ser un agente
selectivo importante, y la capacidad de respuesta para ajustar su fisiologia térmica es clave
en determinar su éxito ecologico y evolutivo (Antinuchi et al. 2003). En ectotermos, se ha
descrito que la resistencia a estrés involucra en muchos casos “flexibilidad fenotipica”
(Seebacher 2005). Una forma de estudiar flexibilidad fenotipica como respuesta a estrés, es
a través de estudios transcriptomicos en genes claves llamados “genes candidatos”. Un gen
candidato es cualquier gen putativamente asociado con un rasgo, fendmeno o cambio
evolutivo, en base a comparaciones genéticas o funcionales y para el cual se hipotetiza que
influya de manera similar en el fenotipo de otro organismo (Fitzpatrick et al. 2005;
Hoffmann & Willi 2008; Franks & Hoffmann 2012). Existen varios estudios en que esta
aproximacion es utilizada. Por ejemplo, Hammond & Hofmann (2012) seleccionan genes
candidatos para ver la respuesta transcriptomica en embriones de Strongylocentrotus
purpuratus sometidos, a elevadas tasas de CO,. Por otra parte, Killian (2010), estudia en S.
purpuratus, los patrones de expresion en genes candidatos asociados a la

biomineralizacion, reportando diferencias en los niveles de expresion en distintos tejidos u
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organos. Nufiez y col. (2011) observa en Mytilus chilensis el diferencial de expresion de
distintos genes candidatos, en relacioén a su lugar de origen, para asi poder cuantificar la
diferencia, segun éarea geografica. En erizos marinos, Osovitz & Hofmann (2005)
estudiaron en S. purpuratus, la expresion de un gen candidato (hsp70) asociado a estrés

térmico expuesto a distintas temperaturas.

El erizo rojo Loxechinus albus es un ectotermo endémico de las costas peruanas y
chilenas que esta distribuido desde Isla Lobos de Afuera, Pera (6°- 53 'S), hasta el extremo
sur de América del Sur (Cabo de Hornos, Chile 56° - 70" S)(Vasquez 2001). De
comportamiento gregario (Larrain 1975; Orensanz et al. 2005), habita en el intermareal
rocoso, donde se han obtenido registros de parches de estos erizos hasta los 100 m de
profundidad (Molinet et al. 2012). Es uno de los herbivoros benténicos mas importantes en
estos ecosistemas, pastando grandes algas laminarias intermareales y submareales (Dayton
1985), y algas a la deriva (Castilla & Moreno 1982; Contreras & Castilla 1987).Varias
evidencias indican que esta especie de erizo controla la densidad de varias especies de
algas, presentando un comportamiento “generalista”, es decir preferira el alga con mas
abundancia (Castilla & Moreno 1982; Vasquez 2001). Aun asi, en su dieta prevalecen en

mayor abundancia las algas de los géneros Lessonia y Ulva (Vasquez et al. 1984).

Las poblaciones de Loxechinus albus, estan sujetas de forma natural a estrés
constante ya que la region intermareal resulta ser una zona de ambientes contrastante, con
diversas variaciones abioticas tales como temperatura, pH, salinidad, cambios en la
concentracion de oxigeno disuelto en agua, entre otras (Hewatt 1937; Tomanek & Helmuth
2002). Entre las variaciones bidticas existen factores tales como disponibilidad de alimento,
depredacion, competencia, etc. (Hewatt 1937, Tomanek & Helmuth 2002). Como se
explic6 anteriormente, un mecanismo que presentan los organismos para evitar las
fluctuaciones ambientales, es la migracion. Si bien el desplazamiento diario de L. albus no
ha sido registrado, si se tienen datos para el erizo Strongylocentrotus franciscanus. Para
esta especie se ha registrado un desplazamiento aproximado de7,5 a 15 cm/dia en presencia
de algas, y de 15 a 100 metros, en ausencia de estas (Mattison et al. 1976). Lo anterior nos

hace suponer, que los erizos en general, no se desplazaran grandes distancias, por lo cual



diariamente estdnexpuestos a variaciones abioticas como cambios de marea y a importantes

fluctuaciones térmicas.

Como complemento a las caracteristicas biologicas de Loxechinus albus, es
importante destacar que es una especie de gran importancia econémica, siendo uno de los
equinodermos con mayor captura a nivel mundial y el principal constituyente de la
pesqueria bentonica en Chile (Bustos & Olave 2001), reportandose un desembarque de
30.000 toneladas en el afio 2010 y generando ganancias de 75 millones de dolares durante

el 2011 (IFOP 2012).

La transcriptomica es una poderosa herramienta que permite cuantificar el nivel de
expresion de genes, siendo un potencial recurso para comprender fenomenos complejos
ecoldgicos como cambios en el habitat y adaptaciones locales (Gibson 2002). A su vez, el
estudio de los perfiles de expresion de genes, permite hacer un link entre el conocimiento
estatico del genoma y el dinamismo del proteoma (Lesk 2007), aproximandonos en el
conocimiento de la respuesta celular especifica de los organismos frente al ambiente.La
informacion genética disponible para la especie hasta la fecha es escasa, solo existeun
trabajo donde L. albus es usado como grupo externo en estudios filogenéticos de especies
antarticas utilizando 945pbdel gen Cytochrome oxidase COI (Diaz et al. 2011). Un estudio
reciente, construye el genoma mitocondrial completo de la especie y demuestra que
Paracentrotus lividus seguido de S. purpuratus, son las especies mas cercana a Loxechinus
albus (Aguilar et. al 2013, tesis de pregrado). Es por esto que en esta tesis, la informacion
genética disponible para P. lividus, y S. purpuratus fue utilizada a manera comparativa para

el estudio transcriptomico aca realizado.

Todos estos antecedentes, nos hacen proponer a L. albuscomo un buen modelo para
estudiar la respuesta fisioldgica frente a variaciones ambientales de temperatura. Asi, en
esta tesis exploramos el efecto de la temperatura en Loxechinus albus, abordando su
respuesta de flexibilidad fenotipica mediante un enfoque transcriptomico de genes

candidatos.



3. Hipotesis

La temperatura es uno de los principales factores abioticos que tiene un efecto
inmediato e importante en el metabolismo fisiologico y bioquimico de los organismos
ectotermos y por tanto genera respuestas asociadas a restablecer la homeostasis. Para
Loxechinusalbus, un aumento de la temperatura medioambiental genera flexibilidad
fenotipica en la expresion de genes asociados a estrés. Esto debido a que se favorecera la

aclimatacion y por tanto la restitucion de los niveles de expresion génica iniciales.

4. Obijetivos

4.1 Objetivo general

Explorar los cambios de expresion en los genes candidatos asociados a estrés térmico en

Loxechinusalbus.

4.2 Objetivos especificos

I.  Determinar la respuesta conductual (Definida por Hernandezet. al 2004) a la
aclimatacion en individuos juveniles de L. albus expuestos a diferentes temperaturas
de agua.

II.  Identificar y desarrollar partidores para genes candidatos, seleccionados en base a
una busqueda bibliografica, para un conjunto de genes asociados a estrés en L.
albus.

III.  Caracterizar los perfiles de expresion, mediante RT-qPCR, de los genes candidatos,
bajo estrés térmico y en una escala temporal, incluyendo 3 réplicas bioldgicas por
tratamiento y un control de expresion, que sera utilizado como un nivel de expresion

basal.
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5. Materiales y métodos

5.1 Recoleccidén de muestras:

Mediante buceo auténomo realizado a unos 15 metros de profundidad, se
recolectaron 100 individuos de Loxechinus albus en estado juvenil (30 a 50 mm; Barahona,
2003), de la caleta Los Molinos (39°40'S-73°12'W) (Fig. la). Se escogi6 trabajar con
juveniles con el fin de evitar un “sobre estrés” por una posible liberacion de gametos al
colocarlos en los distintos tratamientos, o sea, trabajar solo con estrés asociado a

temperatura, y no otros factores

a) b)

24°s

30°s

3930

36°s

we o~ Los molinos

42°s

v, 7 0 5y

80°wW 76°W 72°wW

Figura 1. Detalle de la zona de muestreo y las temperaturas superficiales del mar.a) Localidad muestreada “Los
Molinos”. El circulo rojo muestra la zona de donde se obtuvieron las muestras (39°40'S-73°12'W). b) Temperaturas de

aguas superficiales en Chile obtenidas de un analisis satelital.
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5.2 Experimento de aclimatacién:

Un experimento de aclimatacion fue realizado en el Laboratorio costero Calfuco
(39°46'44"S- 73°23'31"W), ubicado aproximadamente a unos 9 Km. desde el sitio de
muestreo, perteneciente a la Universidad Austral de Chile. En una primera instancia,los
erizos fueron colocados en 2 estanques (32.5 x 62.5 cm y 28 cm) de aclimatacion por 2
dias, utilizando una temperatura de 14-15°C,correspondiente a la encontrada en la playa de
Calfuco en la época de Verano. Posteriormente, las muestras fuerondistribuidasen 3

tratamientos de temperatura, en estanques de las mismas medidas para cada tratamiento.

Lastemperaturas de los tratamientos fueron elegidas a través de analisis del rango de
distribucion del erizo en Chile y la variabilidad térmica existente en esta zona en la época
de verano (Fig. 1b), utilizando datos satelitales de las temperaturas superficiales del mar.
Estos datos se obtuvieron del promedio entre los meses de Septiembre 2011 a Abril del
2012, procedentes de la combinacion de sensores Advanced Very High Resolution
Radiometer (AVHRR) y Advanced Microware Scanning Radiometer (AMSR) e
informacion in-situ procedentes de barcos y boyas con las cuales se corrige sus sesgos.
Esta informaciéon se extrajo de http://www.ncdc.noaa.gov/oa/climate/research/sst/oi-
daily.php con una resolucion espacial de 25 km x 25 km (Reynolds et al. 2007), luego el
perfil de temperaturas era confeccionado en el software Ocean Data View (ODV)(Schlitzer
2002). Para el tratamiento calor, la temperatura del agua fue elevada y mantenida entre 18+
1°C utilizando un termostato Atman Electronic Heater, mientras que para el tratamiento
frio, la temperatura fue disminuida a 10 + 1°C y mantenida mediante un enfriador.
Finalmente, para el tratamiento Control, un grupo de erizosfue mantenido a 14 + 1°C. Para
cada tratamiento un minimo de 25-30 individuos fueron mantenidos con el fin de garantizar

un minimo de 3 réplicas bioldgicas finales.

Para los experimentos se utiliz6 agua de marprovenientede la playa Calfuco, y se
mantuvo un flujo constante del agua en los estanques. En cada estanque se introdujeron 30
erizos, el cual estaba dividido en 6 compartimientos con un total de 4 a 5 individuos,
evitando asi la sobrepoblacion de la unidad experimental y facilitando la observacion de los
erizos (Fig. 2). Para todos los tratamientos, los erizos fueron alimentados a saciedadcon el

mismo género de algas (Lessonia) (Fig. 3).
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Figura 2: Detalle de los experimentos en laboratorio. (A) Estanques de erizos vistos desde arriba. (B) Esquema de la
distribucion de los erizaos en los tanques. Los erizos se dispusieron en distintas zonas dentro de cada cuadro (6 cuadros
por estanque), y estos cuadros estaban divididos en mallas que permitieron la adhesion de los erizos.

Figura 3: Alimentacion de los erizos. (A) Alga del género Lessonia ocupada para la alimentacion de los erizos en los
experimentos. (B) Erizos alimentandose de Lessonia.

5.3Sistema de evaluacién para la salud de los erizos:

Para poder determinar la salud de los erizos expuestos a distintos tratamientos, se
utilizd un sistema de evaluacion generado por Herndndez (2004), y se correlaciono a las
temperaturas de agua al momento de obtener la muestra. Herndndez determina que los
erizos muestran una serie de respuestas conductuales bien definidas, clasificando el estado

de salud del erizo en cinco etapas (Fig. 4):

- El: Los erizos de mar se mueven activamente hacia el fondo del acuario con los pies

ambulacrales extendidos al maximo

- E2: Retraccion y disminucion del movimiento de los pies ambulacrales seguido también

por la disminucion del movimiento de las espinas.

- E3: Con los pies ambulacrales retractados, los erizos incrementan el movimiento

utilizando mayormente las espinas dorsales grandes y pequefias.
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- E4: Los erizos dejan de moverse, relajan las grandes espinas, pero la actividad continta

con movimientos ligeros de las pequefias espinas.

- E5: Los erizos detienen el movimiento de todas sus espinas y pies ambulacrales, y en

algunos especimenes el ano se abre.

Figura 4: Sistema de evaluacion estado de salud de los erizos. (A) Posicionamiento inicial de los organismos al iniciar
el experimento. (B) Clasificacion de la respuesta conductual a aclimatacion del erizo. Erizos con mejor estado de salud se
ubica en las paredes del recipiente y con espinas y pies moviles (estado E1). Erizos con menor estado de salud se inactivan
y se ubican en el fondo del recipiente, con evidente perdida de firmeza de espinas ( estado E5) (Hernandez et al. 2004).

5.4 Perfil temporal de expresion:

Con el fin de obtener un perfil de expresion de los genes de interés, bajo los
diferentes tratamientos en evaluacion (tratamientos calor, frio y control) y desarrollar un
perfil temporal de respuesta de cada organismo, se seleccionaron al azar 3 erizos por
tratamiento a 4 diferentes tiempos: 2, 6, 12 y 48 horas. Con esta metodologia se obtuvieron
un total de 12 individuos por tratamiento, con tres réplicas biologicas por cada tiempo y un
total de 36 muestras. El tejido utilizado para la extraccion de RNA fuela “Linterna de

Aristoteles” (Fig. 5), el cual habia sido previamente testeado mostrando los mejores
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resultados en cantidad e integridad de RNA obtenido. Las muestras fueron colocadas en
tubos eppendorf, libre de RNAsa y DNAsa, y con su respectiva rotulacion, para luego ser
depositados dentro de un tanque de nitrégeno liquido. Posteriormente se almacenaron en un

freezer a -80°C, hasta la extraccion de RNA.

Al momento de la extraccion de los individuos desde los distintos tratamientos, se
registro su salud y se clasifico su estado como se indicé en la seccion 2.1 (E1, E2, E3, E4, y

ES).

Figura 5: Procedimiento para la obtencion de tejido. (A) Extraccion linterna de Aristételes de un erizo
Loxechinusalbus. (B) Deposito de la muestra en nitrogeno liquido para la conservacion del RNA.

5.5 Extraccion de RNA v sintesis de cDNA:

A partir de untejido deaproximadamente 20 mg provenientes de la “Linterna de
Aristoteles” se obtuvo RNA total usando el protocolo estandar de TRIZOL (Chomczynski
& Sacchi 1987). En resumen este protocolo consiste en la separacion de fases usando
cloroformo al 100%, luego la precipitacion del RNA se llevo a cabo con isopropanol 100%.
Posteriormente se lavo con etanol al 75% preparado con agua DEPC, para que finalmente
fuera resuspendido en 20 puL de agua DEPC. La concentracion del RNA aislado, fue
estimada mediante fluorescencia utilizando el kit Quant-iT™ RiboGreen® (Life
Technologies) y el fluorometro DQ300 Hoefer. La integridad del RNA se estimd en el
equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent) con el chip Agilent RNA 6000 Nano Kit, el cual es una
plataforma altamente reproducible y adecuada para verificar el nivel de degradacion del
RNA.Este instrumento entrega un valor de integridad del RNA (RIN), con valores de 1 a
10, donde RIN 1 representa un RNA fragmentado y degradado, y un RIN 10 corresponde a

un RNA intacto y no fragmentado (Becker et al. 2010). Si no existian muestras que
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cumplieran este requisito (buena integridad), la extraccion de RNA total fue repetida.
Finalmente el RNA obtenido fue diluido para que asi todas las muestras tengan la misma
concentracion, la cual fue igual a la menor concentracion medida en la fluorescencia,
dejando por muestra un tubo con RNA stock y otro conRNA igualados en concentraciones,

que fueron guardados a -80°C para su posterior uso.

Para asegurar que trabajamos solamente con RNA, el DNA gendémico fue eliminado
utilizando el kit Turbo DNA -free™. Para esto, en un tubo 0,5mL se colocaron 17 pL de
RNA, 2 pL Buffer 10x y 1 uL de DNAsa, dando un total de 20 uL, los que fueron
incubados en un termociclador a 37°C por 30 minutos. A continuacién se agregaron 2 uL
de Reactivo de inactivacion por 2 minutos a temperatura ambiente, para finalmente

centrifugar a 10.000 g por 1 2 minuto, rescatando el sobrenadante en un nuevo tubo.

El siguiente paso en la preparacion de las muestras consistio en la realizacion de una
retrotranscripcion, la cual permite sintetizar DNA complementario (cDNA) a partir de
mRNA a través de la enzima transcriptasa reversa (Freeman et al. 1999). Para esto, se
utilizaron 6 pL. de RNA total (previamente igualadas a una misma concentracién) que fue
retrotranscrito para cada muestra, utilizando el Kit Affinity Script gPCR cDNA Synthesis
(Stratagene). En detalle el protocolo, aplicado a cada muestra, consistio en colocar en un
tubo de 0,2 mL First strand mastermix (10 puL), 3 pL de oligo dt, 1 pL de la enzima
Affinity script y los 6 pL de RNA (tratado con DNAsa). A continuacién en un

termociclador se incubo a:

- 25°C por 5 minutos.
- 42°C por 45 minutos.

- 95°C por 5 minutos.
Una vez terminado el ciclo, los tubos con cDNA fueron almacenados a -20°C.

La retrotranscripcion se realizé utilizando oligo (dT) como partidores, para asegurar que
el cDNA obtenido provenga solo de mRNA. En este paso se incluyeron controles sin
enzima de retrotranscripcidon (No-RT controles) para comprobar que no exista DNA

gendémico en las muestras.
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Todos los procesos llevados a cabo en esta fase, se realizarona bajas temperaturas

(reactivos y muestras sobre hielo), para asi evitar la degradacion del RNA.

5.6 Eleccidn de genes candidatos, disefio de partidores y RT-gPCR:

Los genes candidatos fueron elegidos mediante el andlisis de la literatura cientifica
existente en las bases de datos como ISI Web. La busqueda bibliografica se centrd
principalmente en especies emparentadas filogenéticamente, tales como Strongylocentrotus
purpuratus y Paracentrotus lividus (Aguilar et. al 2013, tesis de pregrado). Ademas, se
eligieron 2 genes, que fueron utilizados como normalizadores. Estos genes son requeridos
para normalizar los resultados de RT-qPCR_y deben cumplir requisitos como: (1) tener una
eficiencia de las reacciones de PCR similar a los genes candidatos y (2) mantener un nivel
de expresion constante entre las distintas muestras. El mejor gen normalizador, fue elegido
a través del algoritmo NormFinder, y fue utilizado para los andlisis de expresion de genes.
Una vez que los genes candidatos y normalizadores fueron seleccionados, se obtuvieron sus
secuencias en bases de datos como GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), y de erizos
marinos (http://www.spbase.org/SpBase/), para finalmente hacer una comparacion
mediante Blast-n con la base de datos transcriptomicos de L. albus del proyecto Fondef

DO0911065 utilizando el Software Genious (Drummond et al. 2011).

Los partidores especificos para la especie objetivo se disenaron utilizando las
secuencias obtenidas desde el transcriptoma de L.albus, con ayuda del software AmplifX
1.3.7 (Jullien, 2005), y se revisaran con el software FastPCR Professional 5.3.103
(Kalendar et al. 2009), procurando reducir la formacion de dimeros y que todos los

partidores obtenidos tengan temperaturas de alineamiento similares.

5.7 Caracterizacion de los perfiles de expresion:

Las PCR cuantitativas (RT-qPCR), se realizardn con el cDNA obtenido de las

muestras de Loxechinus albus en el equipo Eco Real-Time PCR System de Illumina,
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utilizando el kit Brillant II SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies). Para
realizar las RT-qPCR primero se realizd una prueba y una optimizacién (estandarizacion)
de los partidores, usando 1 pL de cada partidor (forward y reverse de cada gen), 6,25 puL de
SYBR Green QPCR Master Mix, y 3,25 uL de H,O ultra pura.

La eficiencia de los partidores fue estimada, esto debido a que el método de analisis
transcriptomico utilizado posteriormente, requiere que los valores de eficiencia no difieran
en mas de un 10% entre genes (Pfaffl 2001).Esta estimacion se realizo a través de una serie
de diluciones seriadas (3 a 4) y 3 réplicas técnicas para cada una, con lo cual se graficaron
los valores de Cq obtenidos (corresponde al ciclo de termociclacion que alcanza un
determinado valor umbral) versus las diluciones, estimado luego la ecuacion de la recta. La
pendiente de la recta obtenida era ingresada en la siguiente formula para obtener la

Eficiencia (E) de los partidores por gen:E = (10 ~"/Perdiente =1y 5 100(Pfaffl 2001).

Una vez estandarizadas todas las condiciones de PCR para cada gen, se realizaron
las RT- qPCR, donde cada tubo contenia un mix de 1 puL de cada partidor (Forward y
reverse de cada gen), 6,25 pL de SYBR Green QPCR Master Mix, 3,25 pL de H,O ultra
puray 1 uL de cDNA (12,5 pL en total). Este mix era homogenizado mediante vortex y
colocado en las placas de 48 pocillos (Ecoplates, [llumina), utilizando tres réplicas técnicas
por cDNA y dos tubos como control negativo (sin templado), el cual contendria 1 pL de
H,O ultra pura, y serviria para descartar la presencia de contaminantes externos en los
reactivos y agua empleados. A cada Ecoplates, se le coloco un adhesivo que impedia que el
mix junto a la muestra se evaporen, y para evitar burbujas en cada pocillo la placa fue

centrifugada. Las temperaturas y ciclos de la RT-qPCR consisten en:

e Activacion de la polimerasa; 10 minutos a 95°C

e Ciclos de la PCR; 45 ciclos de 15 segundos a 95°C (denaturacién), 30 s a 58°C
(temperatura de alineamiento de los partidores) y 15 s a 72°C (extension del
templado)

e Curva de Melting; 20 s 2 95°C, 10 s a 58°C, 10 s a 95°C

e 1 minuto a 40 °C, dandole un total de 1:23 horas de duracion aproximada a la PCR.
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Por otro lado, el estudio de expresion génica mediante RT-qPCR, se realizo
mediante el andlisis de los valores de Cq (ciclo de cuantificacion, de acuerdo a RDML:

Real-Time PCR Data Markup Language, http://www.rdml.org). El valor de expresion fue

normalizado usando el método descrito por Pfaffl, que permite una comparacion consistente
de los niveles de expresion entre distintos tratamientos, sin requerir estandarizar mediante
el uso de plasmidos (Pfaffl 2001; Schmittgen & Livak 2008). Este método calculalos
niveles de expresion de una muestra y gen de interés en relacion a una muestra de
referencia para el mismo gen de interés (calibrador), utilizando ademds un gen
normalizador (Giulietti et al. 2001). Para las estimaciones se utilizaron tres réplicas técnicas
para cada valor de Cq. La férmula implementada por Applied Biosystem(Pfaffl 2001) para
medir el nivel relativo de expresion de un transcrito en particular (Bookout & Mangelsdorf
2003) es la siguiente: Expresion = 244C9 En esta formula (i) Cq corresponde al ciclo de
termociclacion en el cual se cuenta con una cantidad detectable de ADN, es decir, que
sobrepasa el umbral de fluorescencia basal, (i) ACq es igual a Cq gen interés — Cq gen
endogeno o de referencia y (iii) AACq corresponde a ACq muestra interés — ACq muestra

calibradora.

5.8 Tratamiento Control o muestra calibradora:

El tratamiento control o calibrador escogido corresponde a aquel que emulaba las
condiciones de la Playa Calfuco en la época de verano (14 = 1°C). Por consiguiente, en
relacion a este tratamiento se estimo la expresion de los de los demas tratamientos en los

distintos tiempos (expresion relativa).

5.9 Analisis Estadistico:

Para determinar si existen diferencias significativas entre los niveles de expresion
encontrados, se realizO una ANOVA de 3 vias, utilizando como factores; Tiempo,
Tratamiento, Gen y la expresion relativa como variable respuesta. Se observd si existe

alguna relacion de estos factores individualmente, y entre los distintos factores en relacion a
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la expresion. El supuesto de homogeneidad de varianzas se prob6 con el método estadistico

Hartley F- max, y Bartlett.
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6. Resultados

6.1 Respuesta a la Aclimatacion:

Hasta las 12 primeras horas los erizos se encontraban en muy buenas condiciones,
lo cual se reflejaba en sus movimientos continuos, alimentacion y los pies ambulacrales
extendidos al maximo (Estado E1). Recién a las 48 horas estos empiezan a mostrar una
retraccion y disminucion de sus pies ambulacrales y espinas (Estado E2) en los tratamientos
frio y calor (un individuo por cada tratamiento). No se observo mortalidad en ningtn erizo
en el ultimo tiempo, y el estado maximo alcanzado fue E2. Para el tratamiento control, el

unico estado encontrado en todos los tiempos fue E1.

6.2 Extraccion de RNA para los distintos tratamientos:

Treinta distintas muestras fueron utilizadas en este estudio. La tabla 2 muestra la
distribucion de estas muestras entre los tratamientos y tiempos. La concentracion e
integridad obtenida para las muestras utilizadas en este estudio también es detallada en la
tabla 2. Cada extraccion de RNA realizada fue sometida al analisis de integridad y un valor
minimo de RIN 7 fue seleccionado (ver figura 6), asegurando que se trabajard con RNA
integro lo cual es indispensable para estudios transcriptomicos (Bustin et al. 2009). En
algunos tiempos dentro de cada tratamiento, el nimero de réplicas bioldgicas logradas fue 2
y no 3 como lo estipulado inicialmente. Lo anterior debido a que la tercera réplica no
poseia el RIN necesario para continuar con el siguiente punto de la metodologia. La figura
6 muestra los electoferogramas obtenidos en el equipo Bioanalyzer Agilent, utilizado para
estimar la integridad de las muestras. Todas las muestras se dejaron a una concentracion
final de 8.34ng/uL para hacer comparables los resultados de RT-qPCR, la cual era igual a

la menor concentracion obtenida del total de extracciones.
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Tabla 2: Concentracion y valor de integridad de RNA (RIN) obtenido para las muestras de RNA
incluidas en el estudio

Tratamientos Tiempos (horas) Réplicas Concentracion (pg/mL)
20,6 9,2
Control 11,24 8,7
51,82 9,3
8,34 88
Calor 2 5694 9
63,94 8,7
Frio 17,38 8
17,28 8
287,34 8,1
Control 28.14 83
139 6,9
Calor 6 69.88 92
Frio 499 88
21,32 8,9
7,34 84
Control 52,36 78
184,08 7
12,52 9,1
Calor 12 8,94 9
11,84 9,1
12,74 8,6
Frio 19,94 83
25,36 79
52,28 8,9
Control 8.14 95
118,36 83
Calor 48 10,34 88
50,98 8,9
. 29,9 8
Frio 242 8
Sample 7 Sample 8 Sample 9
RIN: 8.60 RIN: 8.80 RIN: 7.90
[FU] [FU] [FU]
20
20 10 20
9 T T T T T T T T T o T T T T T T T T T ¥ T T T T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s] 20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s] 20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s]

Figura 6: Electroferogramas que muestran la integridad de las muestras de RNA obtenidas. Se muestran tres casos
a modo de ejemplo.
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6.3 Eleccidn de genes candidatos

Luego de una revision exhaustiva de literatura, seis genes candidatos y tres

normalizadores fueron seleccionados para este estudio. El detalle de los genes y la literatura

desde donde fueron seleccionados se muestra en la tabla 3.

Tabla 3: Genes candidatos seleccionados para este estudio. El codigo de acceso, la base de datos

en la que se encuentran, la especie con la cual se realizo el Blast-n, también son detallados. Adicionalmente se

entregan el detalle del articulo en el cudl se ha repostado cambios de expresion de los genes estudiados, el tipo

de estrés al que fueron sometidos los animales y el signo + es utilizado para indicar que la respuesta

transcriptomica obtenida corresponde a sobre expresion.

genndeﬁiatos Funcion Primaria | Cddigo de acceso | Especie Articulo ;—sltpr 2Sde Expresion
HSP 70 Ic\flzi)éecrlélr?a XM _791153.3 S. purpuratus Zl{i)%eetal. Temperatura .

HSP 90 Ic\fl‘;l)éecr‘(‘)fa NM 2146432 |S. purpuratus %eeta" Temperatura N
%_ng;/m fé’i?ﬁi sodio AMS562805 P lividus %ﬂem' €02/ pH +
E/;TI;Z;/ K+ E:gs'?g sodio AMS54663.1 | P lividus %ﬂma" o it .
4Cg(t)ochrome P Detoxificacion SPU 010576 * S. purpuratus fm%m No aplica
SM30D Biomineralizaciéon | XM 790831.2 S. purpuratus %ﬂmal' No aplica
Genes de

referencia

188 1.28036.1 . purpuratus {a{ulrggif Qnee'[ Localidad Normalizador
RBMSA XM 7824343 | S. purpuratus ;i)%eeta" Temperatura | Normalizador
Alphatubulin XM 775024 S. purpuratus é%ﬁ“m Localidad | Normalizador
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6.4Diseno v validacidon de partidores:

A través de un blast-n del transcriptoma de L. albus, con los genes ya existentes en la
literatura para las especies P. lividus y S. purpuratus, se obtuvieron partidores para cada
gen (forward y reverse). La tabla 4 entrega las secuencias de los partidores disefiados y

utilizados en esta tesis.

Tabla 4: Partidores realizados de los genes elegidos en este estudio, todos de 20 pb y temperaturas de
alineamiento similares.

Nombre primer | Primer For Primer Rev

Genes Candidatos 5 3 5 3
hsp70 HSP70-A TGCCCGGTTTGAAGACATGA |[GTTGAGCTCTTT GCCGTT GA
hsp90 HSP90-A TGA AGA CCACGG CAACAGAT |TCAGGAGTC GCT CAACGAAT
a-Na+/K+/ATPase aATPase-A AGC GTATCCTTGACCGTTGT ATC GGC TGG CAT GAAGCATT
b-Na+/K+/ATPase bATPase-A ACAACT TTC GGG CAG CGAAT | AGG CCC AGAATG CAGCTAAA
Cytochrome P450 Cyt P450- A TGG CAT GAT CCG CACGTATT TGC TGG AAG AGG TTG GTG AA
SM30D SM30D- A TAG CGC CAAACC GCATCT GA | TAG CGC CAA ACC GCA TCT GA
Genes de referencia

18S 18S-A GTGGAGCGATTTGTCTGGTT |AAGGGCATCACAGACCTGTT
RBMSA RBMSA-A GCGGACGTTTTGGACATTCA |CATCGTCAGCTGTTCGGATT
alphatubulin aTubulin-A AAG CGT ACCATCCAGTTCGT | TGGTGT TGC TCA ACATGC AG

Para ver el correcto funcionamiento de los partidores, principalmente su
selectividad, lo que se traduce en un solo producto de PCR amplificado, se realiz6 al final
de cada RT-qPCR una curva de disociacion (curva de melting). Una tUnica curva es
indicativa de un solo producto de PCR (ver figura 7). Si para un gen se obtiene mas de una
curva es debido a que los partidores amplifican mas de un producto y por tanto no sirven
para su cuantificacion (Fig. 8). Para los siguientes genes se obtuvieron amplificaciones que
cumplian con todos los requisitos para ser utilizado en estudios de expresion génica
relativas: hsp 70, hsp90, a-Na*/K*"ATPase, A-Na'/K*/ATPase, Cytochrome P 450, 18 S y
RBMB8A. Otros 2 genes fueron probados, SMB30(gen involucrado en biomineralizacion) y
alphatubulin (gen a utilizar putativamente como normalizador), los cuales no amplificaron

correctamente independiente de las multiples variaciones en las condiciones de PCR

testeadas y por consiguiente fueron excluidos del estudio.
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Assay:  aATPasa Assay:  bATPasa
Color: by Assay Color: by Assay

P 60,254 b 60,254

Derivative Fluorescence

50 65 70 75 80 85 20 60 65 70 80
Temperature (°C) Temperature (°C)

Figura 7: Curva de melting o disociacion, correspondiente a los genes a-Na*/K*”ATPase y gNa*/K*/ATPase. En el eje
X se observa la temperatura, mientras que en el eje Y, la fluorescencia obtenida. Se observa un solo producto amplificado
para ambos genes con de 4 réplicas técnicas y dos bioldgicas. En naranjo se observa el control agua, el cual no presenta

amplificacion, tal como se espera.

Figura 8: Curva de melting para el gen alphatubulin. En el eje X se observa la temperatura, mientras que en el eje Y, la
fluorescencia obtenida.La curva muestra que los partidores disefiados no son especificas ya que al menos 2 productos

amplificados. En naranjo se observa el control agua, el cual no presenta amplificacion.

25



Por otra parte, debido a que el método de analisis transcriptomico utilizado requiere
que los valores de eficiencia de los partidores son difieran en mas de un 10%, la eficiencia
para cada gen fue calculada (ver materiales y métodos para mas detalles). En la Tabla 5, se

muestran estos resultados.

Tabla 5: Eficiencia de los genes mostrada en porcentaje (%). Para ninguno de los genes de interés se

encontré una diferencia de eficiencia mayor a 109 entre estos y los genes de referencia.

Gen Eficiencia (%)

a-Na+/K+/ATPase 93,56
b-Na+/K+/ATPase 9458
Cyt P 450 93,77
HSP 70 93,56
HSP 90 100,64
18 S 96,14
RBMSA 93,69
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6.5Perfiles de expresion:

6.5.1 a-Na'/K'ATPase:

La expresion relativa de este gen usando comoreferencia el gen 18S (Fig. 9), mostro
que hubo un aumento de la expresién a las 2 (X: 2,19 logo+ 0,56) y 6 horas (X:1,08 log,+
0,28) en el tratamiento calor, con respecto al tratamiento control, la cual disminuye a las 12
y 48 horas. Para el tratamiento frio se observa un aumento a las 6, seguido de una baja en

los siguientes horarios.

3 A .
8%“ —e— Tratamiento calor
| —O— Tratamiento frio
(<5}
(%]
[3+ .
3 2
l_
<
+
< 1
+
[0+
Z
[}
c 0+—
[<5]
()]
T
©
ERR
T
s
S
S 2
‘B
(<)
s
x
Lu '3 T T T T T 1

0 10 20 30 40 50
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Figura 9: Expresion del gen de interés “a-Na*/K*”ATPase” (log,+error estandar). El gen 18S fue usado como
normalizador. La linea punteada en cero, representa la linea basal de no cambio de expresion. Valores sobre 0 indican

sobre-expresion y valores menores a 0 indican sub-expresion entre tratamientos (frio y calor).
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6.5.2 B- Na'/K'/ATPase:

La expresion relativa de este gen (Fig. 10) en los distintos tiempos, mostro un claro
aumento a las 2 horas (X: 2,97 log,+1,28) en el tratamiento calor, y en las siguientes horas
esta sobreexpresion no es tan clara, mostrando variacion entre réplicas biologicas. Para el
tratamiento frio, la expresion del gen presenta un patron similar al del tratamiento calor,
mostrando una sobreexpresion a las 2 horas (X: 1,61 logo+ 0,607), y bajando a las horas

siguientes.

—e— Tratamiento calor
—O— Tratamiento frio

1
—_—

Expresion relativa del gen b-Na+/K+/ATPase Log,

1
\S]

0 10 20 30 40 50

Tiempo (horas)

Figura 10: Expresién relativa del gen “p-Na‘/K*”ATPase”(log,+error estandar).Se grafica el promedio de cada
expresion a las distintas horas, relativo a la expresion del tratamiento control a las mismas horas. El gen 18S fue usado
como normalizador.La linea punteada en cero, representa la linea basal de no cambio de expresion (Tratamiento control).

Valores sobre 0 indican sobre-expresion y valores menores a 0 indican sub-expresion entre tratamientos (frio y calor).
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6.5.3 CitocromoP 450:

La expresion relativa para el gen Citocromo P 450(Fig. 11)para el tratamiento calor,
muestra una clara sobreexpresion de transcritos a las 2 horas (Y: 3,69 logy= 0,89), la cual
disminuye en forma constante hasta llegar a las 48 horas, donde presenta un leve aumento.
Para el tratamiento frio se observa un patron similar, aumento leve de los transcritos a las 2

y 6 horas de tratamiento, seguido de una disminucion mantenida hasta las 48 horas.
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Figura 11: Expresién basal del gen de estrés “CitocromoP 450 (log,terror estandar). El gen 18S fue usado como
normalizador. La linea punteada en cero, representa la linea basal de no cambio de expresion (Tratamiento control).

Valores sobre 0 indican sobre-expresion y valores menores a 0 indican sub-expresion entre tratamientos (frio y calor).
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6.5.4 HSP 70:

La expresion relativa para este gen (Fig. 12), muestra en el tratamiento calor, una
sobreexpresion de los transcritos en todos los tiempos, pero se observa que a las 2 (X: 2,47
log,+ 0,75) y 6 horas (7: 3,302 logy*+1,13), este aumento es maximo, disminuyendo a las
siguientes horas. Para el tratamiento frio, en términos generales, no se observa una
tendencia clara de sobre-expresion, principalmente a causa de la variacion entre réplicas
bioldgicas, sin embargoa las 2 horas (X: 0,57 logy+ 0,49) y 12 horas (X: 0,73 logy+ 1,37)

existen un aumento de los transcritos.
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Figura 12: Expresion basal del gen de estrés “HSP 70” (log,terror estandar). El gen 18S fue usado como
normalizador. La linea punteada en cero, representa la linea basal de no cambio de expresion (Tratamiento control).

Valores sobre 0 indican sobre-expresion y valores menores a 0 indican sub-expresion entre tratamientos (frio y calor).
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6.5.5 HSP 90:

En la expresion relativa para el gen HSP 90 (Fig. 13) en el tratamiento calor, se
observa que a las 2 horas(X: 2,23 logy1,13) existe una sobreexpresion para este gen, la
cual va en disminucion para los siguientes 3 tiempos (6 horas X: 1,10 log,+1,65; 12 horas
X: 0,14logy+ 0,71; 48 horas X: 0,94 logy+ 0,64), se observa variacion entre réplicas
biologicas. Para el tratamiento frio se observa un ligero aumento de los transcritos a las 2
horas (X: 0,42 log»+ 0,85), seguido de una baja prolongada en la expresion en los siguientes
tiempos (6 horas X: 0,016 logy,= 0,94; 12 horas X: - 0,69 logy+ 0,57; 48 horas X: - 3,02
log,).
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Figura 13: Expresion basal del gen de estrés “HSP 90” (log,terror estandar). El gen 18S fue usado como
normalizador. La linea punteada en cero, representa la linea basal de no cambio de expresion (Tratamiento control).

Valores sobre 0 indican sobre-expresion y valores menores a 0 indican sub-expresion entre tratamientos (frio y calor).
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6.6 Analisis estadistico:

Para poner a prueba el efecto de los tratamientos, los tiempos y los genes
estudiados, se utilizo un ANOVA factorial de 3 vias, con factores: Tiempo, Tratamiento y
Gen (Tabla 6). Se encontrd efectos significativos de “Tratamiento” (F (160=21,109;
p=0.000023), detectandose en general una sobreexpresion en el tratamiento calor y sub
expresion en el tratamiento frio (Fig. 14). Ademas se identificaron efectos no lineales
significativos del factor “Tiempo” (F 4 69= 11,58348; p=0.000004) (Fig. 15), observandose
un aumento de la expresion en las primeras horas (2 y 6 horas) y una disminucion en los
siguientes tiempos (12 y 48 horas). No se observa un efecto del factor “Gen”, ya que todos
los genes se sobre o sub- expresan de manera similar. Tampoco se observd una interaccion
entre los factores. El supuesto de homogeneidad de varianzas fue evaluado con la prueba

Hartley F- max (Hartley 1959), y Bartlett (Bartlett 1950) aceptandose el supuesto.

Tabla 6: ANOVA de 3 vias, donde sus factores son; Tiempo, tratamiento y gen. En rojo se observa un valor
significativo >0,05.

3S Grados de
libertad MS F P

Gen 16,0098 4 4,00246 1,91718 | 0,119216
Tiempo 72,5479 3| 24,18265| 11,58348| 0,000004
Tratamiento 44,0691 1| 44,06914| 21,10910| 0,000023
Gen*tiempo 29,3905 12 2,44921 1,17317( 0,322751
Gen*tratam 12,3255 4 3,08138 1,47598 | 0,220767
tiempo*tratam 13,6658 3 4,55525 2,18196| 0,099458
Gen*tiemp*trat 32,3098 12 2,69248 1,28970( 0,248437
Error 1252611 60 2,08768
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Tratamientos; LS M eans
Current effect: F(1, 60)=21,109, p=,00002
Effective hypothesis decomp osition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 14: Grafico tratamiento versus expresion relativa de todos los genes candidatos estudiados con respecto al
tratamiento control. Se grafica el promedio +error estandar. El gen 18 S es usado como normalizador. Se observa que
existe efecto significativo del tratamiento (frio-calor) con un p=0,000023. Se detecta que el tratamiento calor tiene en

general un efecto de sobreexpresion para los genes, por otra parte el tratamiento frio muestra en promedio una sub

expresion de los genes.
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Tiempo; LS M eans
Current effect: F(3, 60)=11,583, p=,00000
Effective hypothesis decomp osition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 15: Grafico Tiempo versus expresion. Con un P= 0,000001 se ve una tendencia de aumento de la expresion

para cualquier gen a las 2 horas, disminuyendo hasta las 48 horas.

6.6.1 Analisis estadistico incluyendo el gen RBM8A como gen candidato:

Para testear si existe un efecto significativo de los genes, se utiliz6 un ANOVA de 3
vias, con factores: Tiempo, Tratamiento y Gen (Tabla 7), pero esta vez se incluyd los
cambios de expresion del gen RBMBS8A, seleccionado inicialmente como un putativo
normalizador, dentro de los genes de interés. Se detectaron efectos significativos de los
factores “Tratamiento”, y “Tiempo”, tal como en la prueba estadistica anterior, pero
interesantemente en este caso, el factor “Gen” si present6 un efecto significativo (Fig. 16).
Indicando entonces que el gen RBM8A se sale del patrén de sobre y sub expresion que
presentaron los demas genes en este estudio. Las pruebas para homogeneidad de varianzas
fueron realizadas al igual que en el analisis anterior. En este analisis, no todos los genes de
sobre o subexpresan de igual manera, siendo el gen RBMS8A la excepcion. Nuevamente, no
se observd interaccion entre los factores. Al igual que en el andlisis estadistico del punto
anterior, el supuesto de homogeneidad de varianzas se testeo con la prueba Hartley F- max,

y Bartlett, aceptandose.
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Tabla 7: Analisis con la inclusién del gen RBMB8A, se observa un ANOVA de 3 vias, donde sus factores son;

Tiempo, tratamiento y gen. En rojo se observa un valor significativo >0,05.

Figura 16: Gréafico Genes versus expresion. Con un P= 0,012843 se ve una respuesta significativa de los genes.

3S Grados de
libertad MS F P
Gen 26,5280 5 5,30559 3,14402| 0,012843
Tiempo 57,5514 3| 19,18380( 11,36806| 0,000004
Tratamiento 29,9107 1| 29,91075( 17,72470| 0,000075
Gen*tiempo 24,0762 15 1,60508 095115 0,514217
Gen*tratam 10,8994 5 2,17988 1,29177| 0,277361
tiempo*tratam 10,3357 3 3,44522 2,04159 0,115926
Gen*tiemp*trat 15,3951 15 1,02634 0,60820| 0,858578
Error 118,1263 70 1,68752
Genes; LS Means
Current effect: F(5, 70)=3,1440, p=,01284
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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7. Discusion

Las condiciones ambientales tienen un fuerte efecto en los organismos, siendo uno
de los principales factores que determina el rango de distribucion de las especies
(Hammond & Hofmann 2010; Hofmann & Todgham 2010). La persistencia de una
poblacion en un determinado ambiente depende de su capacidad de responder a los cambios
ambientales (Antinuchi et al. 2003) y esta capacidad de respuesta estd determinada tanto

por su constitucion genética como por su tolerancia fisioldgica (Hoffmann & Willi 2008).

La temperatura es uno de los principales factores determinantes de la distribucion y
abundancia de las especies (Johnston & Bennett 1996; Antinuchi et al. 2003) y para
ectotermos la temperatura ambiental condiciona los limites en que la poblacién es capaz de
ajustar su fisiologia (Antinuchi et al. 2003). Diversos estudios de fisiologia comparada han
examinado y comparado la tolerancia térmica de ectotermos (Hofmann & Todgham 2010),
haciendo énfasis en conocer los mecanismos subyacentes que definen los limites,y 6ptimos

de sus capacidades fisiologicas (Huey et al. 2012).

En esta tesis, se exploro el efecto de la temperatura sobre la capacidad aclimatatoria
del erizo rojo Loxechinus albus. En otras palabras, se abordo6 la respuesta de flexibilidad
fenotipica de esta especie a la temperatura, utilizando un enfoque molecular de genes que

estarian putativamente involucrados en esta respuesta fisioldgica.

7.1Caracterizacion de la viabilidad de los erizos frente a variacion térmica.

Cinco diferentes estados conductuales (E1 a E5) han sido caracterizadas para el
erizo Strongylocentrotus franciscanus cuando es expuesto a temperatura (Hernandez et al.
2004). Estos estados estan inversamente relacionados con la viabilidad del erizo. Para los
experimentos descritos por Hernandez y colaboradores (2004), los erizos fueron
aclimatados a 3 temperaturas (15, 18 y 21 °C) durante una semana, para luego determinar
que la temperatura critica maxima (CTnay) de esta especie esta entre 33.2 °C - 33.6 °C,
independiente de la temperatura inicial de aclimatacion. Todos los individuos empleados en
este trabajo y caracterizados a través de este sistema de observacion, presentaban un estado

E1 al inicio del experimento, sin diferencias entre tratamientos. Esta condicion se mantuvo,
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en casi todos los organismos, hasta las 48 horas de iniciado el experimento térmico. Solo
dos erizos (uno por tratamiento: calor y frio) mostraron un estado conductual E2 y no
fueron seleccionados para los experimentos de expresion génica. Lo anterior refleja que los
erizos en experimentacion en esta tesis, no se encontraban en una situacidon cercana a la
muerte, con lo cual se pudieron mantener vivos hasta el final de los experimentos y cumplir
con el principal objetivo de esta tesis: determinar la flexibilidad fenotipica a nivel
molecular de los cambios en la expresion de genes gatillados como parte de la respuesta

aclimatatoria.

7.2 Respuesta molecular de la capacidad aclimatatoria en Loxechinus albus.

Los cinco genes estudiados, fueron seleccionados por su rol putativo en la respuesta
aclimatatoria de ectotermos (Osovitz & Hofmann 2005; Goldstone et al. 2006; Martin et al.
2011; Runcie et al. 2012). Esta tesis revela plasticidad a nivel de la expresion de genes para
los 5 genes candidatos, ya que aumentaron sus niveles de expresion en algunos casos hasta
15 veces, cuando los erizos fueron sometidos a tratamientos superiores e inferiores al
promedio ambiental. En resumen, con respecto al tratamiento control existid una sobre
expresion de los genes cuando los erizos se sometieron a calor, y esta sobre expresion fue
disminuyendo con el tiempo. Para el tratamiento frio, también se detectaron cambios en los
niveles de expresion de los genes, pero esta respuesta presento mayor variacion entre
réplicas biologicas, detectandose en general una sobre-expresion inicial (aunque menor a la
detectada para el tratamiento calor), que con el paso de las horas se transform6 en una sub-
expresion. A continuacion se discute la respuesta molecular para cada gen en los dos

tratamientos.

7.3 Genes codificantes Na‘*/K*-ATPase(Subunidadesa. v B)

Se sabe que las enzimas Na'/K*-ATPase (Subunidades o y B), estan encargadas de
impulsar los procesos de transporte de energia en erizos marinos. Estas enzimas trabajan en
la bomba sodio potasio, una proteina integral de la membrana fundamental en la fisiologia
de las células, ya que permite el intercambio de los iones inorganicos sodio (Na") y potasio

(K") entre el medio extracelular y el citoplasma a través de transporte activo (gasto de
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ATP), y que posee diversas funciones; (1) Mantenimiento de la osmoralidad y volumen
celular, (2) Absorcion y reabsorcion de moléculas, (3) Potencial eléctrico de membrana, (4)
Mantenimiento de los gradientes sodio y potasio, (5) Transduccion de sefiales(Nelson et al.
2001). Elmantenimiento degradientesionicos enlascélulasesuno delosprocesosque mas
energiaconsume, siendo de un 20-30% de la energia total(Tomsi¢ et al. 2011). Es bien
sabido que un aumento en las temperaturas generard en organismos ectotermos un aumento
de su tasa metabolica, tal es el ejemplo de Ulbricht 1973 , quien demostrd que en el erizo
S. franciscanus la tasa metabolica (medida en consumo de oxigeno), es directamente
proporcional al aumento de temperatura. Por otra parte, un aumento de las temperaturas,
provocara un aumento de las concentraciones de Na" debido a la evaporacién del agua. Por
consiguiente, las evidencias mostradas nos darian a entender que los erizos para poder
mantener todas sus funciones vitales aumentardn la actividad enzimatica de la bomba sodio

potasio (Leong & Manahan 1997; Leong & Manahan 1999; Tomsi¢ et al. 2011).

Los niveles de expresion para los genes que codifican para las proteinas de la
bomba de Na*/K*-ATPase (Subunidadesc. y B) fueron medidos en este trabajo. Se observa
que tanto el tiempo como la temperatura tienen un efecto significativo sobre el cambio de
expresion de estos genes en relacion al control, siendo mayor en el tratamiento calor y a
horas iniciales, mostrando un resultado similar en ambos genes Na*/K*-ATPasey aHSP. El
mayor efecto del tratamiento calor, es debido probablemente a los mayores efectos que el
tratamiento de calor aplicado tiene sobre la fisiologia de los organismos(mayor tasa
metabolica, aumento de las concentraciones de Na™ en el medio). En cuanto al tiempo, el
aumento al inicio del tratamiento se puede deber a una respuesta aclimatatoria de los
individuos para asi poder mantener su homeostasis, mientras que la disminucion a mayores
tiempos se deberia a que los organismos ya alcanzaron un nuevo nivel de aclimatacion,
recuperando su normal funcionamiento. En el caso del tratamiento frio, se observa un
patrén similar en cuanto a los tiempos para el gen S—Na*/K*-ATPase pero en el caso del
gen a—Na'/K*-ATPase, no se observa una tendencia clara, mostrando una gran variacién
entre réplicas biologicas. Leong & Manahan (1999) encontraron una relacion directa entre
la temperatura y la actividad enzimatica de Na'/K'-ATPase para los erizos marinos S.

purpuratus y Lytichenus pictus. A la fecha, no existen estudios de los cambios de expresion
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de estos genes en respuestas a cambios de temperatura en erizos. Por consiguiente, este

trabajo es el primero en ver la respuesta de estos genes a distintas temperaturas.

7.4 Gen codificante para Citocromo P 450

Este sistema de monooxigenasas (enzimas que incorporan un grupo hidroxilo en
sustratos en muchas rutas metaboélicas) es un complejo multienzimdtico cuya oxidasa final
es una hemoproteina denominada Citocromo p450 (CYP), que participa en el metabolismo
de sustratos de naturaleza exogena (xenobidticos) como drogas, insecticidas,
procarcindgenos, anestésicos, solventes organicos, entre muchos otros (Goeptar et al.
1995). La denominacion citocromo P450 proviene de la caracteristica de que esta
hemoproteina en su forma reducida y unida a mondxido de carbono que presenta un
maximo de absorbancia a los 450 nm (Coon et al. 1992). La gran gama de reacciones
quimicas catalizada y la amplia especificidad de sustratos caracteristicos de estas enzimas,
hacen de ellas uno de los catalizadores mas versatiles conocidos (Gillam et al. 1995).
Ademas de la induccion de estos genes por una amplia gama de xenobidticos en una gran
variedad de grupos animales y plantas (i.e Myzuspersicae (Silva et al. 2012); Culex sp
(Hardstone et al. 2009); Arabidopsis sp. (Bak et al. 2001)), la actividad y la induccion de
enzimas del citocromo P450 en peces se ha observado que esta influenciado por un gran
numero de otros factores bidticos y abioticos, tales como la temperatura del agua, dieta, la

edad, el sexo y la madurez sexual (Andersson & Forlin 1992; Sleiderink et al. 1995).

Para los erizos de mar,se ha descrito que contienenmas de 120 genes CYP, y entre estas, las
familias de CYP 1 y 4, constituyen el 80% del total (Goldstone et al. 2006). Estas enzimas
en erizos son claves en la biotransformacion de productos quimicos endobidticos y
xenobidticos, y ademds son importantes como mecanismos de defensa contra el estrés
oxidativo (Zhang et al. 2012). A la fecha, no existen estudios transcriptomicos para

Citocromo P450, en relacion a cambios térmicos en erizos marinos.

En este estudio, se observd un patron similar de cambio de expresion para el gen Citocromo
P450 en relacion a los otros genes, con un efecto significativo del tiempo y los tratamientos
de temperatura. Para ambos tratamientosde temperatura, calor y frio, se detectd6 un aumento

inicial de la transcripcion a las 2 horas, seguido de una baja prolongada.Tal como para los
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genes anteriores, este aumento inicial de expresion seria producto a la respuesta y su
posterior disminucién se deba a que ya una vez aclimatado, ya no requiere este mecanismo

y la mantencion de €l solo les conllevaria a un costo energético extra.

7.5 Genes codificantes para proteinas de choque térmico, familia 70 v 90

Los genes de choque térmico (HSP), codificantes de las proteinas de choque térmico
(HSP), corresponden a uno de los mecanismos de respuesta molecular a estrés mas
generalizados y estudiados (Osovitz & Hofmann 2005; Gupta et al. 2010; Hammond &
Hofmann 2010; Hofmann & Todgham 2010). Las proteinas de estrés térmico de la familia
70 (HSP70) y 90 (HSP90) parecen cumplir funciones de proteccion y reparacion celular,
actuando como chaperonas estabilizadoras que reducen laagregacion y conformaciones no
nativas que sufren las proteinas a causa del estrés celular (Feder & Hofmann 1999;
Serensen et al. 2003). En particular para el estrés térmico de ectotermos, la sobreexpresion
de HSP ha sido detectado en especies como Strongylocentrotus purpuratus y Paracentrotus
lividus (Sconzo et al. 1992; Osovitz & Hofmann 2005; Hammond & Hofmann 2010;
Runcie et al. 2012), y el ostion Crassostrea gigas (Farcy et al. 2009).

Este trabajo apoya la propuesta inicial de que los genes candidatos HSP70 y HSP90
estudiados, estarian involucrados en la respuesta a estrés térmico del erizo rojo, ya que se
observd un cambio de expresion significativo de estos genes en el tiempo y los dos
tratamientos, con respecto al control. La sobre expresion detectada para los genes HSP70 y
90 en el tratamiento calor, alcanza su maximo entre las 2 y 6 horas de exposicion, y
comienza paulatinamente a disminuir en el tiempo. Para el tratamiento frio, la respuesta no
es tan clara a las primeras horas de exposicion, pero se observa la tendencia de sub-
expresion en estos genes con el tiempo. Esta cinética puede ser explicada por la respuesta
aclimatatoria de L. albus, reflejando que después de las 12 horas, el organismo no requiere
el mecanismo de reparacion y proteccion celular mediados por estos genes. Por
consiguiente, la disminucion de 4 grados en la temperatura ambiental del erizo, no
requeriria este mecanismo de aclimatacion. En efecto, para aumentos de la temperatura,
autores como Tomanek, 2010 y Runcie, 2012 proponen que los aumentos en la expresion
de estos genes HSP, serian parte de la estrategia fisiologica de los organismos intermareales

para ocupar nichos ecologicos cerca de sus limites térmicos. En adicion, Osovitz &
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Hoffman (2005), observaron en S. purpuratus, la sobre-expresion de HSP70 cuando fueron
sometidos a distintos tratamientos térmicos, concluyendo que para resistir la variacion
térmica la sobreexpresion de este gen es esencial y suficiente. Por otra parte, Runcie el
2012, ve la expresion en larvas de S. purpuratus para los genes HSP 70 y 90, pero a
temperaturas subextremas, concluyendo que una exposicion cronica a intensidades bajas de
estrés térmico (temperaturas bajo el CT,y) es suficiente para inducir la expresion de estos

genes.

7.6Gen RNA-bindingprotein 8A (RBMSA)

El gen RNA-binding protein 8 A (RBM8A), codifica una proteina de union a mRNA, de
preferencia a aquellos producidos luego de una modificacion post-transcripcional del
mRNA (Genecard.org). Este gen fue usado por Runcie y colaboradores en un estudio del
2012 como un gen constitutivo para estudiarla expresion de 2 genes codificantes de
chaperonas (hsp 70 y 90) frentea un aumento en las temperaturas. Un gen constitutivo es
aquel que constantemente se estd expresando, debido a que es requerido para el correcto
funcionamiento y mantenimiento de funciones celulares, como también procesos
metabolicos de un organismo, por ende no se encuentra regulado y se expresa en forma
continua (Pierce 2010). En esta tesis, el gen constitutivo RBM8A inicialmente fue incluido
como normalizador junto al gen 18S, sin embargo, en un andlisis estadistico fue incluido
como un nuevo gen candidato para observar si su expresion diferia significativamente de
los demas genes del estudio. Un ANOVA de 3 vias realizado, muestra un efecto
significativo del factor gen, al incluirse el gen RBM8Acomo gen de interés, indicando que
estos genes son buenos candidatos y muestran una respuesta transcriptomica similar frente

a variaciones de temperatura.

7.7 Flexibilidad fenotipica

El término"flexibilidad fenotipica" se utiliza para describir las respuestas plasticas que
son reversibles y repetibles en el tiempo de vida de un individuo (Piersma & Drent 2003), y
que se producen en respuesta a las fluctuaciones ambientales. Asi por ejemplo, Fansler
(1983) trabajando con el erizo S. purpuratus, demostrdé que el tamafno de la mandibula

cambiaba por distintos tipos de alimentos, y que este cambio morfoldgico era reversible en

41



cuanto se le cambiaba la dieta. También, Levitan (1989) demostré que el erizo del caribe
Diadema antillarum, es capaz de cambiar de tamafio en respuesta a las variaciones en las
condiciones locales de alimentos. Concluye que esta respuesta aclimatatoria de un ajuste en
el tamafio corporal, va a reducir los costes de mantenimiento, para asi optimizar su
reproduccion y supervivencia segun la disponibilidad local de alimentos. Sedden et al. 2009
observo en el erizo Strongylocentrotus droebachiensis, que cuando estan en presencia de
depredadores, presentan esqueletos mas gruesos, gonadas mas pequefias y cambios en su
tasa de crecimiento, mientras que en ausencia los rasgos recién nombrados se presentaban
de forma normal. Asi, la mayoria de los trabajos que demuestran algun tipo de plasticidad
reversible, estdn mostrando flexibilidad en rasgos asociados a crecimiento, fisiologia o
comportamiento (Fansler 1983; Levitan 1989; Ebert 1996; Hernandez & Russell 2010). Se
sabe ampliamente que los cambios antes descritos estan principalmente generados por
diferencias en expresion génica en distintos ambientes(Auld et al. 2010), sin embargo la
literatura cientifica para estudios transcriptomicos a cambios de temperatura es escasa, mas
aun en erizos marinos. Se sabe que los fenotipos son determinados por la expresion génica
en condiciones ambientales particulares (Auld et al. 2010). Por ejemplo, Podrabskyet. al
2004, trabajando en el pez de agua dulce Austrofundulus limnaeus, al cual expuso a 4
tratamientos distintos de temperatura (tres tratamientos fijos 20°C, 26°C, 37°C y un
tratamiento fluctuante cada 4 horas de 20°C a 37°C, todos por un total de 348 horas),
observaron que la expresion de genes (caracterizada por microarreglos) a ambientes
constantes y fluctuantes provocan diferentes respuestas transcriptomicas y probablemente
fisiologicas. Para el caso de los erizos, O'Donell et al 2009, trabajando con larvas de S.
franciscanus criadas a altas condiciones de CO,, y sometidos a cambios de temperatura,
mostr6 una reduccion y retraso de la respuesta en el nivel de transcripcion de hsp70. Esto
sugiere, que la respuesta fisiologica puede ser inhibida a un nivel molecular, como
resultado de una exposicion anterior al CO,. Por otra parte Martinet al. 2011 mostraron que
existe plasticidad transcriptomica en larvas de P. lividus expuestas a distintos pH pues
observaron un aumento en la expresion de genes asociados al desarrollo y
biomineralizacion en un funcién de una disminucion del pH (pH>7,25). Sin embargo,
valores inferiores de pH hacen que los transcritos vuelvan a aumentar sugiriendo que existe

un alto costo fisioldgico de las células para funcionar en un ambiente tan alterado.
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En este trabajo, el ANOVA factorial entregaun efecto significativo del tiempo de
exposicion a las distintas temperaturas, mostrando una tendencia a aumentar de golpe la
expresion de todos los genes candidatos en las primeras 2 y 6 horas (siendo mayor a las 2
horas). Sin embargo, a las 12 y 48 horas se observo una disminucion significativa de los
niveles de transcritos. Por consiguiente, es posible inferir que la expresion de los genes
estudiados alcanza rapidamente un maximo, momentoen el que se logra la aclimatacion.
Luego de ello, no necesitara seguir generando mas transcritos lo que se refleja en la
reduccidon posterior en la expresion génica. Esto representa un interesante caso de
flexibilidad fenotipica en equinodermos, la cual esta principalmente interpretada por los

costos de mantener un fenotipo exacerbado en forma constitutiva.

Los costos de la plasticidad estan con frecuencia citados como un tema importante que
requieremas estudio (DeWitt et al. 1998). El costo de la plasticidad se evidencia en un
ambiente focal, cuando un organismo plastico exhibe una menor adecuacion bioldgica para
el valor de un rasgo que un organismo no plastico(i.e., canalizado) (DeWitt et al. 1998).
Usando este razonamiento, DeWitt (1998) propuso 5 posibles costos de la plasticidad.
Primero, los costos de mantenimiento, que representan gastos energéticos de los sistemas
sensoriales necesarios para detectar las condiciones ambientales;Segundo, los costos de
produccion que se refieren a los costos de un individuo pléstico para expresar cierto rasgo
comparado con un individuo canalizado expresando el mismo rasgo; Tercero,los costos de
adquisicion de informacidn, son los que incurren los organismo plasticos para obtener
informacion sobre las condiciones ambientales (individuos canalizados no requieren esta
informacion para la construccion de su fenotipo); Cuarto,los costos de la inestabilidad del
desarrollo,que representan gastos asociados con la asociacidon fenotipo-ambiente, debido a
procesos de desarrollo ambientalmente sensibles; y por tltimo,los costos genéticos , que
resultan directamente de la interaccion entre un genplastico y un gen que afecta
negativamente la adecuacion bioldgica, teniendo como consecuencia interacciones
epistaticas negativas. A pesar de los altos costos que se requieren para mantener la
maquinaria de la aclimatacion constantemente encendida, es un costo menor en relacion a
un organismo canalizado (i.e que no es plastico para algin rasgo), el cual mantendra
constante un determinado fenotipo en los distintos ambientes (Meiklejohn & Hartl 2002).

Esto debido a que en ambientes tan contrastantes como en los que habita el erizo aca
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presentado, es necesario mostrar un diverso abanico de respuestas aclimatatorias, para asi
poder sobrevivir y prosperar, por lo que el costo de poseer rasgos canalizados para la

aclimatacion podria llevar a un costo tan alto como la muerte.

Finalmente, Osovitz y Hofmann (2005), concluyen que para poder resistir la variacion
térmica en S. purpuratus, es suficiente con los efectos de la regulacion de genes sensibles al
calor como HSP 70. En esta tesis, se observa que la variacion transcriptomica incurrida es
mas general y que al menos involucraria los 5 genes acé estudiados. Asi, seria necesario el
funcionamiento en conjunto de multiples genes, los cuales permitirdn al organismo

aclimatarse antela situacion de estrés térmico.
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8. Conclusién

La exposicion a una variacion térmica induciria en Loxechinus albus una respuesta
plastica transcripcional que involucraria al menos sobre expresion en los 5 genes candidatos
estudiados en esta tesis, produciendo una alteracion en el fenotipo de un organismo para
aclimatarse a la nueva condicién ambiental. Dicho proceso es una respuesta plastica
flexible que le permite a los individuos volver a sus condiciones transcriptomicas iniciales
una vez alcanzada la aclimatacion, permitiéndoles no incurrir de forma excesiva, los altos
costos energéticos necesarios para mantener encendidos de forma constantes los

mecanismos de aclimatacion.

No es raro que estos erizos de mar sean capaces de amortiguar los efectos del estrés
térmico, poseen una distribucion latitudinal muy amplia y viven en la zona intermareal. Por
otra parte, su ciclo de vida posee una larva pluteus, la cual estd provista de largas
prolongaciones sostenidas por un delicado esqueleto calcareo, que les permitirian moverse
a la deriva de las corrientes, indicando una buena dispersion y un amplio flujo de genes
entre poblaciones que habitan a distintas temperaturas, promoviendo que la seleccion de

alelos que promuevan el desarrollo en distintas temperaturas, sea muy eficiente.
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