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i
Resumen de tesis que presenta Ruth Areli Garcia Villarreal como requisito parcial para
la obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en
Biotecnologia Marina.
Termotoleranciay campo de actividad metabdlico del botete diana (Sphoeroides

annulatus, Jenyns 1842) (Teleostei:Tetraodontidae).

Resumen aprobado por:

Dra. Ana Denisse Re Araujo
Directora de tesis

Se estudiaron las respuestas fisioldgicas y metabdlicas en juveniles de botete diana
(Sphoeroides annulatus, Jenyns 1842). Los peces fueron expuestos a diferentes
condiciones de temperatura, 75 organismos para la fase experimental, los cuales se
encontraban entre 20- 80 g. Se utilizaron las siguientes temperaturas de aclimatacion
(TA) 20, 23, 26, 29 y 32°C, se inici6 con la temperatura preferida correspondiente a 26 *
2 °C (Reyes-Hernandez, 2009); y a una salinidad constante de 35 %o (ppm); se determiné
la temperatura critica minima (TCMin). Se midi6 la Temperatura critica maxima (TCMax)
al final de la exposicién a la TCMax se tomaron muestras de tejido branquial y masculo
para determinar la expresién de las proteinas de choque térmico (“HSP” del inglés, Heat
shock proteins) asociadas a las TCMax. Se disefiaron y seleccionaron los primers
(cebadores) de las HSP70 y HSP90. Con los datos obtenidos de TCMax (95%) y TCMin
(105%) y se midieron las TIRASmax-min para cada temperatura de aclimatacién, donde
la temperatura induce la actividad respiratoria. TIASmax-min fueron calculadas para
obtener la diferencia entre la Tasa metabodlica maxima (MMR, Maximum metabolic rate)
y la Tasa metabdlica estandar (SMR, Standard metabolic rate) por medio del consumo
de oxigeno (VO2).

La ventana térmica obtenida tuvo un &rea total de 485.74 °C2 que corresponde a la zona
de tolerancia térmica y nos permitié inferir que S. annulatus presenta un alto grado de
euritermicidad. El Campo de Actividad Metabdlico (CAM) mostr6 que la MMR asociado a
las temperaturas de aclimataciéon tuvo un maximo que se localiza entre los 23 y 25 °C
muy proximo a lo reportado por Reyes et al, 2012.

El botete diana, presenta un amplio rango de tolerancia a cambios de temperatura, sin
embargo, se pudo observar que el CAM mostré una zona térmica abajo de 26 °C, por lo
cual se recomienda mantenerlo a temperaturas por debajo de este valor, con el fin de
favorecer las condiciones de cultivo, evitar el estrés térmico, asi como disminuir
infecciones asociadas a altas temperaturas.

Palabras clave: S. annulatus, Temperaturas criticas, Campo de Actividad Metabdlico.
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Abstract of thesis presented by Ruth Areli Garcia Villarreal as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Marine
Biotechnology.
Thermotolerance and aerobic scope of puffer fish (Sphoeroides annulatus,

Jenyns 1842) (Teleostei: Tetraodontidae).

Abstract approved by:

Dra. Ana Denisse Re Araujo
Thesis advisor

Physiological and metabolic responses in juvenile bullseye puffer fish (Sphoeroides
annulatus, Jenyns 1842) were studied. Fish were exposed to different temperature
conditions, 75 organisms for the experimental phase, which were between 20- 80 g wet
weight. The following acclimation temperatures (TA) 20, 23, 26, 29 and 32 ° C were used,
acclimation was started with the preferred temperature corresponding to 26 £+ 2 ° C
(Reyes-Hernandez, 2009); and a constant salinity of 35 %o (ppm); the minimum critical
temperature (TCMin) was determined. The maximum critical temperature (TCMax) was
measured at the end of exposure to TCMax gill tissue samples they were taken, and
muscle for the expression of heat shock proteins ("HSP" English, Heat shock proteins)
associated with TCMax. Primers HSP90 and HSP70 were obtained. With the data
obtained from TCMin and TCMax, the oxygen consumption was measured with a TCMax
at 95% and TCMin at 105% for each temperature of acclimation to obtain TIRASmax-min
(temperature induction to respiratory activity). TIASmax-min was measured to obtain the
difference between the maximum metabolic rate (MMR, Maximum metabolic rate) and
standard metabolic rate (SMR, Standard metabolic rate) by oxygen consumption (VO2).
Scope of Metabolic Activity or Aerobic Scope (SMA, SA) showed a maximum where MMR
associated with acclimation temperatures is located between 23 and 25 ° C very close to
those reported by Reyes et al, 2012. The bullseye puffer fish, presents a wide range of
tolerance to temperature changes, however, it was observed that the CAM showed a
thermal zone lower than of 26 ° C, therefore it is recommended to keep at lower
temperatures in order to foster the culture conditions, avoid heat stress as well as reducing
infections associated to higher temperatures. The thermal window obtained had a total
area of 485.74 ° C2 which corresponds to the area of thermal tolerance and allowed us to
infer that S. annulatus has a high degree of eurythermicity.

Keywords: S. annulatus, critical temperatures, Aerobic Scope.
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Capitulo 1. Introduccién

1.1 Generalidades de Sphoeroides annulatus.

Sphoeroides annulatus es un pez marino que se distribuye desde San Diego, California,
hasta Peru, encontrandose en lagunas, estuarios y bahias. Habita principalmente en
aguas tropicales y subtropicales, entre 20y 40 metros de profundidad, aunque prefiere
fondos arenosos poco profundos, es considerada una especie con habitos demersales,
es decir, que prefiere el fondo marino. S. annulatus, el cual también se encuentra citado
en la literatura con una variedad de nombres comunes como: pez globo, pez tamborero,
tamborete, botete tamborin, tamboril anillado, entre otros, siendo botete diana uno de
los mas comunes en espanol, y para el inglés “bullseye puffer fish” y “gulf puffer’
(Thomson, Findley y Kerstitch, 2000; Garcia, Hernandez, Abdo de la Parra y Gonzélez,
2002; Arias-Rodriguez y Del Valle Pignataro, 2008).

Abertura branquial

Desinflado

Sin aletas pélvicas

Inflado

Figura 1. Esquema representativo de Sphoeroides annulatus (Jenyns, 1842). (Recuperado de FAO
1995).

Su nombre, descrito por Jenyns (1842), proviene de la caracteristica que presenta en su
cuerpo, ya que tiene manchas ordenadas a manera de anillos o lineas circulares
(ovoides) que le dan forma a una diana (bullseye), las cuales tienden a obscurecerse en
organismos adultos. A su vez, botete (puffer), por la capacidad que presenta de
aumentar su tamario (inflar su cuerpo) como mecanismo de defensa ante situaciones de
peligro. Segun la descripcion original de Jenyns, S. annulatus presenta una longitud de

hasta 38 cm (siendo mas comun las tallas aproximadas a 20 cm), es elongado con cuerpo
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robusto en forma cilindrica, cabeza grande y aplanada, con piel lisa y suave sin escamas;
lo cual permite que sea capaz de inflarse, no presenta aleta pélvica, presenta una boca
formada por un par de mandibulas fuertes que estan constituidas por dos pares de
dientes muy prominentes, caracteristica que incluso da el nombre a la familia (Thomson
et al 2000; Miller, Minckley & Norris, 2005).

En cuanto a su clasificacion: es un Teledsteo de la clase Actinopterygii, perteneciente a
la Familia Tetraodontidae, los cuales son generalmente conocidos como peces globo, la
familia comprende 19 géneros con alrededor de 121 especies, que se encuentran
generalmente en areas tropicales y subtropicales del océano Atlantico, indico y Pacifico
(Nelson, 1984; Thomson et al., 2000).

S. annulatus se puede encontrar en aguas tropicales y subtropicales. Los rangos de
distribucién en cuanto a temperaturas, como se observa en la figura 2, va desde norte
templado en San Diego California y Baja California México (incluyendo el norte del golfo
de California también llamado mar de Cortés), a través del norte subtropical, desde
México hasta Nicaragua (incluyendo Islas de Revillagigedo), Ecuatorial desde Costa

Rica hasta Ecuador (incluyendo Isla Galapagos, Clipperton, Cocos, Malpelo), hasta el

sur templado en la Provincia de Per (Thomson et al., 2000; Garcia et al., 2002).

Figura 2. Distribucion geogréfica de S. annulatus. (Recuperado de http://www.discoverlife.org/).



Es posible encontrarlo en diferentes hébitats, dependiendo de su estadio: a los juveniles
es comun encontrarlos en zonas de estuarios, lagunas costeras, manglares y en areas
cercanas a desembocaduras de rios, razén por lo que se le considera una especie
eurihalina en sus primeras etapas. La presion osmdética en teledsteos marinos es solo
del 30% o el 50% de la del agua de mar. Los peces tele6steos marinos son muy
hipoosmaticos en relacion con el agua de mar. Por lo cual son considerados reguladores
hipoosmaoticos, ya que la presion osmotica sanguinea es muy inferior a la del agua en
que viven. La presion osmotica de los peces teledsteos marinos en general oscila entre
300 a 500 mOsm; considerandose la presién osmética media en 400 mOsm, siendo la
presion osmotica del agua de mar cerca de 1000 mOsm, dando como diferencia entre la
presidon osmotica de la sangre y la del agua marina aproximadamente 600 mOsm
(Hill, Wyse & Anderson, 2006).

Se considera que el botete diana es altamente tolerable a distintas salinidades, por lo
cual puede ser encontrado en estuarios e incluso en zonas de agua dulce (Reyes-
Hernandez 2009; Pérez, Re, Giffard y Diaz, 2012; Pérez-Robles, 2015; 2016). A los
adultos es comun encontrarlos en &reas de arrecifes de coral, fondos arenosos y a lo

largo de la interface arena-roca (Thomson et al, 2000).

Figura 3. Fotografia de un pez adulto de Sphoeroides annulatus.

Dentro de sus habitos alimenticios en estado silvestre se ha encontrado que su dieta es
a base de crustaceos bentonicos moviles (camarones y cangrejos), gasterépodos,

bivalvos, pulpos, calamares y sepias, aunque también se ha considerado que tiene


http://www.amazon.es/s/ref=dp_byline_sr_book_1?ie=UTF8&field-author=Richard+W.+Hill&search-alias=stripbooks
http://www.amazon.es/s/ref=dp_byline_sr_book_2?ie=UTF8&field-author=Gordon+A.+Wyse&search-alias=stripbooks
http://www.amazon.es/s/ref=dp_byline_sr_book_3?ie=UTF8&field-author=Margaret+Anderson&search-alias=stripbooks
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habitos como forrajeador de plantas acuaticas y detritos. Estudios en la especie
Sphoeroides sp. (Garcia-Ortega, 2007) consideran que pueden ser importantes para el

control de moluscos y crustaceos.



Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Temperatura

La vida animal se limita a un estrecho rango de temperaturas, que va desde pocos grados
antes del punto de congelacién del agua pura (0 °C) hasta aproximadamente + 50 °C.
Refiriendose a la temperatura del organismo, no de sus alrededores. Como ya se
menciono el rango de temperaturas para la vida animal es muy estrecha comparada con
la cédsmica, pero a pesar de eso, la adecuada la podemos encontrar a lo largo de los
océanos. En regiones polares numerosos peces e invertebrados viven en aguas a -1.8
°C. En el otro extremo, en puntos calientes, unos cuantos animales pueden vivir en
alrededor de 50 °C.

La importancia de la temperatura radica en que es considerada uno de los factores
(parametros) ambientales mas importantes cuando de manejo de organismos se trata, ya
gue controlarla tiene una importancia vital. Esta no solo afecta el comportamiento de los
organismos, sino que tiene implicaciones en su fisiologia e incluso su distribucion

geografica (Schmidt-Nielsen, 2007).

Para poder sobrevivir en un habitat tan particular como los son los océanos, todos los
organismos marinos como los peces se han visto en la necesidad de adaptarse a la par
de los cambios de su entorno. Existen muchos tipos de factores que afectan a los

organismos, tanto fisicos como quimicos, bioticos y abiéticos.

Dentro de los diversos factores fisicos que afectan el medio ambiente acuatico, la
temperatura presenta una importancia imprescindible y es considerado como el ‘factor

abidtico maestro' para peces (Brett, 1971).

Elinterés del efecto de las temperaturas en la fisiologia de peces se ha venido estudiando
durante mas de 120 afios (Eme & Bennett ,2009). Esto se debe a la profunda influencia
gue la temperatura tiene en los organismos vivientes y sus procesos metabolicos. Existe

una vasta literatura sobre su importancia en la vida de los peces. Y aunque los primeros
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estudios en peces data de 1800, el conocimiento sobre el rol de la temperatura en peces
se atribuye principalmente al investigador F.E.J. Fry conocido como ‘el padre de la
fisiologia ambiental en peces'’, asi como a sus estudiantes de la Universidad de Toronto,
donde se incluye a J.R. Brett quien en 1956 desarroll6 el paradigma de la primicia térmica
el cual menciona lo siguiente: “debido a la naturaleza omnipresente de la temperatura
ambiental, el requisito fundamental térmico de los peces es un entorno externo mas

adecuado a su temperatura interna” (Beitinger, Bennett & McCauley, 2000).

Lo anterior se relaciona directamente con la caracteristica que presentan los peces en
cuanto a su temperatura corporal, ya que son ectotermos. Los poiquilotermos, también
denominados ectotermos [Gr. ecto, fuera + therme, calor], son animales que poseen una
temperatura corporal (Tb) determinada por el equilibrio logrado con las condiciones
térmicas del exterior, es decir, cuya temperatura es controlada, principalmente, por un
fuente externa de calor y su capacidad de generar calor metabdlico es insignificante. Con
frecuencia estos animales termorregulan. Su mecanismo de termorregulacion es
conductual; un poiquilotermo controla su Tbh mediante el traslado de su cuerpo hacia
ambientes que permiten que la Tb se mantenga en un nivel deseable. La temperatura
corporal (Th, body temperature) es quiza la variable ecofisolégica mas importante que
afecta el desempenio de los ectotermos. Casi todos los aspectos del comportamiento y la
fisiologia en ectotermos es sensible a la Tb. Actualmente se utiliza el término
termoconformador para designar a estos organismos (Curtis, Barnes, Schnek &
Massarini, 2008; Hill et al., 2006; Diaz, Salas, Re, Gonzalez, & Reyes, 2011).

Al ser la temperatura un factor clave en la ecologia de poiquilotermos los cambios
drasticos de la T° del agua que los circunda influyen directamente en sus procesos
metabolicos, comportamiento, migracion, crecimiento, reproduccién y supervivencia
(Portner, 2001). Los cambios en la temperatura ambiental estimulan a los animales
ectotérmicos a mostrar respuestas compensatorias, tanto fisiolégicas como
conductuales, con lo cual pueden aminorar los efectos de la temperatura sobre el

metabolismo (Hazel & Prosser, 1974).

Existen muchos mecanismos y procesos fisiolégicos de comportamiento que los

organismos acuaticos han desarrollado para soportar los cambios relacionados con la


https://www.google.com.mx/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Helena+Curtis%22
http://www.medicapanamericana.com/Autores/Autor/19851/Adriana-Schnek.html
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temperatura manteniendo asi sus funciones vitales estables, esto para que no sean
totalmente dependientes de los cambios en la temperatura, este mecanismo se conoce
como termorregulacion (Reyes-Hernandez, 2009). EI comportamiento termorregulatorio
es utilizado por los poiquilotermos para reducir el impacto de la variacion temporal y

espacial de la temperatura ambiental de la Tb.

La temperatura ejerce gran influencia en muchos de los procesos individuales en que
intervienen el agua y las sales, como son las tasas de difusiéon y ésmosis, indices de
transporte activo, coeficientes de produccion de orina y permeabilidad de membranas,
entre otros. Por lo tanto es de esperar que la temperatura también afecte la regulacién
de la composicién de los liquidos corporales. Asi que no sorprende observar variaciones
de la presion osmdtica total y de la concentracion de ciertos iones conforme existen
variaciones de temperatura. Se ha encontrado que para algunas especies el margen de
la tolerancia a la salinidad varia con la temperatura, e incluso hay ocasiones en que
causan un colapso potencialmente letal, en cuanto a la regulacibn osmética-idnica
(osmorregulacion). En estudios han encontrado que la concentracion de sodio en los
liquidos corporales disminuye cuando la temperatura desciende. La disminucién de la
concentracion sanguinea con la temperatura ha sido estudiado en organismos como el
cangrejo de rio Astacus, Carassius auratus L y la trucha Salmo trutta, lo anterior es
causado posiblemente por un descenso de la absorcién activa de iones. Poco se conoce
sobre estos efectos. Sin embargo, se sabe que si existe una correlacién del margen de

la tolerancia a la salinidad con la temperatura (Hill et al, 2006).

Existen muchos factores que limitan o favorecen el crecimiento de los organismos que
son mantenidos en cultivo, dentro de los cuales se incluyen salinidad, densidad de cultivo,
la alimentacion y la temperatura, entre otros. Dentro de estos factores, la temperatura se
considera como decisiva, ya que, como ya se menciond afecta directamente en los
procesos fisioldgicos. Para el caso de organismos que seran mantenidos en condiciones
de laboratorio, controlar el parametro temperatura es esencial, ya que no conocer las
implicaciones que conlleva el llevar a cabo alguna modificacién o no mantener al pez en

la temperatura preferencial, puede tener como consecuencia la pérdida del organismo.



2.2 Temperaturas criticas.

Fry (1947) describe detalladamente los conceptos relacionados con la termotolerancia.
Desde entonces las respuestas a la temperatura por los peces se han dividido en
tolerancia, resistencia y preferencia. Con el fin de definir las zonas de tolerancia y
resistencia, se han realizado graficos de temperaturas letales incipientes (limite de
tolerancia) y temperaturas a las cuales la muerte es rapida (limite de resistencia) ambos
se hacen frente a la temperatura de aclimatacion. Las temperaturas letales incipientes
superior e inferior (upper and lower incipient lethal temperatures UILT y LILT) representan
las temperaturas a las que, en teoria, 50% de la poblacion podrian sobrevivir
indefinidamente. Fuera de las temperaturas de tolerancia se encuentra la zona de
resistencia, dentro de la cual existe una fuerte interaccion entre la temperaturay el tiempo
de exposicion. El limite superior de la zona de resistencia esta representada por la
temperatura critica maxima (CTM), que es una medida de la resistencia térmica
determinada mediante el aumento de la temperatura del agua a una velocidad de 1 °C
min-1 hasta que el pez pierde el equilibrio. Los tiempos de supervivencia por encima de
CTM son practicamente cero. EI UILT, LILT y la CTM dependen de la temperatura de
aclimatacion y la historia térmica previa de los peces (Jobling, 1981).

Limite letal {— Zona de resistencia
@ / de alta intensidad
' Zona de tolerancia |
de compatibilidad o
A biocinética Il
Zona de resistencia —_— Fae ik
de baja intensidad

Figura 4. Relacion entre las zonas de tolerancia y de resistencia de un organismo Las flechas
indican el aumento de los limites de tolerancia del organismo como consecuenciade laaclimatacion
al factor. (Tomado de: Espinay Vanegas, 2005).

En cuanto a temperatura se han manejado dos criterios principalmente. Los cuales son
los estudios a corto plazo o agudos y a largo plazo o crénicos. Dentro de la zona de

tolerancia térmica de los peces, cuando se les da la opcion, pasaran la mayor parte del
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tiempo dentro de las aguasdeuna cierta temperaturay estas temperaturas
preferidas dependen también de la aclimatacion térmica previa y se conoce como
Preferéndum térmico agudo. El Preferéndum térmico agudo se  determina, por lo
general, durante un periodo corto, pero silos peces se dejan expuestos a un gradiente
de temperatura durante un periodo mas largo, gravitaran gradualmente hacia una
temperatura caracteristica determinada para la especie y se conoce como

Preferéndum térmico final.

Los analisis basados en el corto plazo nos dan informacion en cuanto a la letalidad en
relacion a la proporcion de estrés suministrado; aquellas pruebas de largo plazo ayudan
a medir las respuestas, como la sobrevivencia, campo de crecimiento y el éxito
reproductivo, asi como la tolerancia al estrés, ya que una exposicion al estrés mayor a la
tolerada produce cambios irreversibles de las funciones vitales de un organismo llevando
a una inminente muerte en caso de ser expuestos mas del tiempo que el organismo

puede soportar terminan siendo indices letales (Espina y Vanegas, 2005).

Si se toma en cuenta el rango de tolerancia del organismo se forma una especie de
gradiente del complejo ambiental en el que el organismo es capaz de vivir de manera
indefinida a lo largo del gradiente, pero fuera de este, es decir, hacia ambos extremos,
les es posible sobrevivir pero solo por un lapso determinado. A esta zona del gradiente
se le denomina zona de tolerancia, de compatibilidad o de capacidad de adaptacién; a
las porciones extremas del gradiente se les conoce como zona de resistencia o letales, y
las cuales se han venido analizando con ayuda de las TCMax y TCMin (Espina y
Vanegas, 2005).

Dentro de la zona de resistencia, se presentan por una parte la zona de tolerancia, y por
otra los limites letales tanto superior como inferior, donde es posible encontrar a las
temperaturas criticas maximas (TCMax) y minimas (TCMin) las cuales marcan el limite
entre las zonas de resistencia y las zonas letales. Dependiendo de la intensidad del factor

puede llevar incluso a la muerte del organismo.
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La TCMax y TCMin se definen como las temperaturas a las cuales la actividad locomotora
se desorganiza y el animal pierde la capacidad para escapar de la condicion que de
mantenerse, finalmente provocara la muerte (Cowles & Bogert, 1944).

La determinacion de las temperaturas criticas, constituye una herramienta util para los
estudios ecofisioloégicos de adaptacion y de estrés. Existe una variedad de factores que
influyen en las temperaturas criticas de los animales, como son el estado fisioldgico y la
edad de los organismos; las estaciones del afo, la salinidad del medio, asi como la
historia térmica previa de los organismos. Estos factores alteran la tolerancia a la
temperatura de los especimenes (Wiesepape, Aldrich & Strawn, 1972; Burton, Capizzi,
Margrey & Wakefield, 1981; Buchanan, Steward & Davies, 1988). Paladino y
colaboradores (1980) sefialan que pueden ser un buen indicador de la capacidad que
presentan los organismos para aclimatarse a la temperatura, y a su vez de la accion
sinérgica de los estresores en el ambiente (Paladino, Spotila, Schubauer & Kowalski,
1980).

En estos intervalos, la temperatura impone limites a la tasa metabdlica, y aqui es donde
los organismos consiguen ejercer sus funciones eficientemente. En estudios de juveniles
de Metapenaeus bennettae se comprob6 que la aclimataciéon a las temperaturas altas o
bajas aument6 el limite letal superior y disminuyd el limite letal inferior (Aziz &
Greenwood, 1981).

Es importante no confundir la aclimatacibn que es a corto plazo e inducida en el
laboratorio al variar uno 0 mas factores particulares del medio. Mientras que la
aclimatizacion puede ocurrir en el lapso de la vida del organismo en el medio natural,
donde muchos factores actian al unisono (Bowler, 1963; Newell, 1978; Prossel, 1991).
El efecto de la aclimatacion térmica sobre las temperaturas criticas y las respuestas al
estrés térmico se ha comprobado también en los juveniles del camardn Penaeus aztecus
(Vanegas, 1988; Vanegas, Espina y Sanchez, 1990) y en Procambarus clarkii (Diaz,
Espina & Bickle, 1994). Aunque diferencias en las metodologias experimentales se
pueden traducir en variacion de los resultados, esto es, obtencion de valores mas altos
0 mas bajos de las temperaturas criticas (Becker & Genoway, 1979; Cox & Beauchamp,
1982).
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2.3 Ventanas térmicas

Junto con los estudios de fisiologia en peces se iniciaron los estudios relacionados con
la tolerancia térmica, existe informacion que data de hace mas de 120 afios (Beitinger et
al., 2000). Y aunque los primeros estudios se enfocaron solo en medir la tolerancia de
puntos finales, generalmente sin informacion del historial de aclimatacion previa (Heath,
1884, Carter, 1887; Eme & Bennett, 2009).

Afos después se enfatiza la importancia de la historia de aclimatacion, esto por Fry y
colegas en 1940, quienes empezaron usando valores bajos y altos de tolerancia, esto
para crear el primer poligono de tolerancia térmica; estos se describen como

representaciones gréaficas que definen el nicho térmico en peces.

En 1942, Fry, Brett y Clawson construyeron los primeros poligonos utilizando la técnica
de Temperatura Letal Incipiente (de las siglas en inglés, ILT), en sus experimentos los
grupos de peces eran sumergidos en series de altas y bajas temperaturas, hasta poder
determinar la temperatura letal del 50 % de la poblacion (descripcion completa en Fry,
1967). Este tipo de poligonos no se siguieron utilizando desde principios de los 50s, ya

gue eran bastante pesados y requerian de un gran nimero de organismos y equipo.

La Metodologia de temperatura critica (CTM) vino a reemplazar ampliamente a la técnica
ILT como un medio para determinar la tolerancia térmica (Lutterschmidt & Hutchinson,
1997; Beitinger et. al., 2000). A diferencia con la ILT la CTM requiere relativamente menos
peces, menos equipo y proporciona una rapida valoracién de la tolerancia térmica,
ademas de ser no letal (Fry, 1967; Beitinger et al., 2000; Noyola, Caamal-Monsreal, Diaz,
Re, Sanchez & Rosas, 2013).

Fue hasta 1997 que Bennett y Beitinger construyeron el primer poligono-CTM, utilizando
los valores de tolerancia térmica (CTM). Para esas fechas de los ~ 25 (aprox.) poligonos

de peces completos, solo cinco eran basados en el CTM (Eme & Bennett, 2009).

Gracias al uso de los poligonos de tolerancia térmica se ha podido describir la habilidad
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de los peces a tolerar rangos particulares de temperatura, aplicando tanto para
organismos euritermos como estenotermos, aunque los peces euritermos presentaran
poligonos de tolerancia térmica amplios, siendo lo contrario para peces estenotermos,
los cuales tendran poligonos de tolerancia térmica relativamente pequefios. Dichos
poligonos despliegan tanto el maximo como el minimo de temperaturas extremas que
toleran, asi como los efectos térmicos de aclimatacion de estas temperaturas, esta
limitado a temperaturas altas y bajas por las temperaturas maximas y minimas que
pueden ser toleradas por periodos relativamente largos, por lo tanto un poligono de
tolerancia térmica es una caracterizacion completa de la zona de tolerancia de un
organismo, y el area encerrada dentro del poligono es una medida que representa el
grado de euritermicidad de las especies, en ecologia este término se maneja como la
capacidad de soportar considerables variaciones de temperatura. Un poligono de
tolerancia térmica resume el maximo y el minimo de temperaturas que las especies

pueden tolerar por periodos de tiempo relativamente cortos (Evans, 2006).

Los poligonos de tolerancia térmica son utiles debido a su habilidad para proveer mucha
mas informacion que los poligonos de tolerancia de puntos finales por si solos. El area
total de los poligonos (reportados como °C2) nos presenta un indice comparativo Gtil y
conveniente sobre la euritermicidad entre especies. Dentro de los atributos de los
poligonos de tolerancia térmica se encuentran; identificar las tacticas de supervivencia
relacionados con la temperatura, predecir la propagacion de especies exoticas,
cuantificar los nichos térmicos de especies en peligro, y determinar las condiciones
Optimas de cultivo. Dando una importante percepcién sobre la ecologia de los peces, asi
como su distribucion. Adicionalmente, estos definen zonas de tolerancia intrinsecas, esto
es, tolerancia independiente al historial de aclimatacion térmica previa; al igual que las
zonas de tolerancia adquiridas (altas y bajas); tolerancia térmica obtenida a través de
aclimatacion. Dichas zonas muestran la relacion existente entre la estrategia térmica de
aclimataciéon y el régimen térmico, esto es, historia de vida o el medio ambiente de los

peces.
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2.4 Campo de actividad metabdélico (CAM)

CAM son las siglas para Campo de Actividad Metabolico o Campo Metabolico, mientras
que en inglés se maneja como Aerobic Scope (AS) o AMS (Aerobic Metabolic Scope)
(Farrell, 2016; Claireaux & Chabot, 2016; Jgrgensen, Enberg & Mangel, 2016; Chabot,
Steffensen & Farrell, 2016)

Para llevar a cabo la comprension de este novedoso tema es necesario tener varios
conceptos esclarecidos, como lo es, el metabolismo; el cual proviene del griego
metabole=cambio, y se refiere a todos los procesos fisicos y quimicos que tienen lugar
dentro de una célula o de un organismo y que incluyen los procesos de sintesis y
degradacion de energia. A su vez integra todos los procesos bioquimicos que permite la
homeostasis para el organismo, manteniendo asi el flujo anabdlico y catabdlico, en
conclusion, son el conjunto de transformaciones por el cual las células y los organismos
adquieren, reorganizan y anulan los productos basicos en formas que sustentan la vida
(Hill et al., 2006; Curtis et al., 2008; Elsas II, 2011).

El metabolismo basal, el cual, es la cantidad minima de energia necesaria para mantener
las funciones vitales de las células, esto es, el gasto energético de un organismo en
reposo. Esta energia minima es utilizada por la célula en las reacciones quimicas
intracelulares necesarias para la realizacion de funciones metabdlicas esenciales, como
es el caso de respiracion, circulacion sanguinea, regulacién de la temperatura corporal,
contraccion muscular, digestion de alimentos y nutrientes, eliminacion de los desechos a
través de la orina 'y de las heces, funcionamiento del cerebro y los nervios. Para conocer
los consumos de energia de un animal se utiliza la Tasa metabdlica, la cual nos ayuda
a conocer la velocidad a la que se convierte la energia de enlaces quimicos en calor y
trabajo externo, en poiquilotermos se conoce como Tasa metabdlica estandar (Fanjul e
Hiriart, 1998; Hill et al., 2006; Curtis, et al., 2008). La tasa metabdlica es ampliamente
medida en animales, la cual es variable y puede ser influenciada por factores tanto
endodgenos como aspectos fisiologicos, masa corporal y exdgenos como disponibilidad

de oxigeno y la temperatura (Chabot, Steffensen, and Farrell, 2016).


https://scholar.google.com.mx/citations?user=0FR0gVMAAAAJ&hl=es&oi=sra
https://scholar.google.com.mx/citations?user=8VhNHtsAAAAJ&hl=es&oi=sra
https://scholar.google.com.mx/citations?user=-HwCwkAAAAAJ&hl=es&oi=sra
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Metabolismo activo

Consumo de oxigeno

Tiempo, H

Figura 5. Tasa metabélica medida como consumo de oxigeno en un organismo acuatico hipotético
(botete diana). Mantenido en ayunas por 24 h, si latasa se hubiese medido en animales alimentados
con actividad maxima o en inanicién y en reposo, la curva se habria desplazado como se indica en
el esquema. AM= amplitud metabdlica de rutina; CA= campo de actividad.

(Tomado y modificado de: Espinay Vanegas, 2005).

La tasa metabdlica estdndar (SMR) y la tasa metabdlica maxima (MMR) son dos variables
fisiologicas fundamentales que proporcionan el suelo (parte inferior) y el techo (parte
superior) en el metabolismo energético aerdbico. La cantidad total de energia disponible
entre estas dos variables constituye el Campo del metabolismo aerdbico (AMS), tal y

como se observa en el grafico del extremo izquierdo de la figura 6.
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Figura 6. Gréaficos que representan las Tasas metabdlicas (extremo izquierdo) para la obtencién del
Campo metabélico (extremo derecho). Tomado y modificado de Verberk et al., 2016.

La SMR se define como la tasa metabdlica en reposo, esto es el mantenimiento minimo
de un organismo, no sometido a esfuerzo, aclimatado a las condiciones experimentales,

esto es por debajo del cual las funciones fisioldgicas se ven alteradas (Fry, 1971; Chabot


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verberk%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26506130
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et al, 20 16). Por lo tanto, la SMR representa el coste de vida basico (basal) y es de gran
importancia funcional. Por ejemplo, la teoria de la historia de vida postula que la energia
adquirida se asigna entre las funciones como el crecimiento, la reproduccion y la auto-
mantenimiento (por ejemplo la SMR). En el otro extremo de la escala metabdlica, la MMR
proporciona el limite superior para el metabolismo de energia aerdbica (Norin & Clark,
2016). La MMR se mide convencionalmente en el punto de agotamiento. Un término
similar es la tasa metabdlica activa (AMR), que se mide usando respirometria de natacion
y refleja la tasa metabdlica en la velocidad de nado maxima sostenible (Brett, 1964;

Schurmann and Steffensen, 1997; Svendsen et al, 2016).

La diferencia que se obtiene entre la MMR vy la SMR proporciona una medida del AMS,
el cual representa el Campo de actividad metabdlico que es la cantidad total de energia
aerdbica a disposicion del animal para procesos que requieren energia incluyendo la
digestion, la locomocion, el crecimiento y la reproduccién (Rosewarne, Wilson and
Svendsen, 2016).

Actualmente también es posible encontrarlo como Campo aerébico absoluto (AAS). Si se
considera dentro de un rango de temperaturas de aclimatacion, la curva resultante de
AAS ofrece una descripcion clara, definitiva y cuantitativa de la capacidad aerdbica y se
ha denominado la curva del campo aerébico de Fry en su honor La medicion del
metabolismo aerobio de un animal in vivo se hace generalmente de forma indirecta a
través del consumo de oxigeno (VO2), ya que este se encuentra
intimamente asociado con el trabajo y el flujo de energia metabdlica que el organismo
puede utilizar para el control de mecanismos homeostéticos. La mediciéon del consumo
de oxigeno es considerado como una herramienta que nos ayuda a conocer de una
manera mas directa la interaccion entre un animal y el medio adyacente (Noyola et al
2013; Rosewarne, et al., 2016; Farrell, 2016).

En sintesis, el modelo del campo aerdbico de Fry expresa graficamente la dependencia
térmica y la capacidad aerdbica absoluta para llevar a cabo actividades (tales como el
movimiento, la alimentacion, crecimiento y reproduccién). Ademas, la curva del campo
aerobico de Fry muestra la temperatura cuando el Campo de Actividad Aerbbica (AAS)
alcanza un valor pico (denominada la temperatura Optima, Topt), que representa la

temperatura en la que un pez tiene su capacidad aerébica maxima para llevar a cabo
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actividades. Lo referente a el estudio de la temperatura y la relacion que tiene con la
influencia que presenta en el metabolismo animal tiene una larga historia, asi como la
utilizacion del AAS para hacer predicciones generales acerca de la capacidad que
presentan los peces para llevar a cabo actividades con respecto a la temperatura del
medio ambiente (Fry, 1947; Brett, 1971; Claireaux y Lefrancois, 2007; Farrell et al., 2008;
Elliott and Elliott, 2010). Fry en 1971 también establecié el paradigma de que otros
factores ambientales a parte de la temperatura pueden aumentar ya sea SMR de un pez
o reducir su MMR (el limite). A la fecha el paradigma general de Fry (1971) no ha
cambiado, solo algunos detalles (Fry, 1971; Farrell ,2016).

Norin y Clark, (2016) realizaron una descripcion detallada de los métodos para
determinar la Tasa metabdlica maxima en peces (MMR, Maximum metabolic rate) y
sugieren que también estos métodos deben de ser considerados para aplicarse en otros
ectotermos acuaticos. La COST (European Coorperation in Science and Technology,
2016) y con ayuda de ecofisidlogos expertos en el &rea crearon un documento conocido
como Sl (special issue), en el cual se hacen revisiones y recomendaciones de las
caracteristicas que deben de tener los diferentes métodos y protocolos, asi como nuevas
técnicas apropiadas para medir y calcular las tasas metabdlicas. En el documento que
consta de 13 articulos cientificos donde se mencionan las instrucciones para usar y
disefiar protocolos y equipamiento apropiado para medir las rasgos metabdlicos con

precision y de manera confiable en peces de laboratorio.

Por otra parte en el continente americano en la primera reunion de la Red de colaboracion
Internacional TEMPOXMAR 2014, se presentaron como resultados dentro de los
proyectos expuestos una serie de modelos que cubre los diversos aspectos de la vida
marina y los posibles efectos que la temperatura y el oxigeno disuelto tienen en especies
que se distribuyen desde Chile hasta México. En dicha reunion se reconocieron los
modelos en los cuales se han basado y que explican las respuestas fisiologicas de los
organismos marinos, sin embargo sale a relucir la importancia que tienen el efecto del
tiempo de exposicién, asi como el origen de los organismos. Ya que los modelos en los
gue se han basado han utilizado especies de ambientes principalmente polares. Por lo
cual se sugiere proponer modelos complementarios que incluyan las adaptaciones que

muestran las especies tropicales.
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Dentro de los modelos propuestos sale a relucir los procedimientos utilizados en este
estudio el cual es basado en el método propuesto por Paschke et al., (2014), donde se
incluyen nuevos términos como TIAS del inglés “Temperature Induction Activity Scope”
que significa Tasa de Incremento de Actividad inducido por la Temperatura y TIRA
(Temperature Induced Respiratory Activity) ain mas reciente, y que se traduce como
actividad respiratoria inducida por temperatura. Los cuales siguen teniendo

modificaciones conforme el método se ha ido afinando.
2.5 Estudios realizados para S. annulatus.

Para botete diana de los estudios realizados, destacan sobre todo los relacionados con
fisiologia, toxicidad, parasitologia, cultivo, reproduccion y crecimiento (Garcia-Ortega,
2007; Sanchez-Cardenas, 2007; Chavez, Alvarez, Abdo de la Parra y Garcia, 2008;
Garcia, Ibarra, Abdo de la Parra, Rodriguez y Velasco, (2008); Reyes et al., 2012; Nufiez
et al., 2012; Pérez et al., 2012; Abdo de la Parra, Rodriguez, Garcia, Velasco e lbarra,
2013), en menor cantidad también existe informacién relacionada a alimentacion (Garcia
et al., 2002; Garcia-Ortega, 2009).

Sin embargo en cuanto a tolerancia térmica se refiere, son contados los estudios que se
encuentran para la especie en cuestion. Reyes-Hernandez en 2009 realizé un estudio de
termotolerancia, en el cual se evalué la temperatura preferida (TP), la temperatura 6ptima
de crecimiento (TOC), la Temperatura critica maxima (TCMax) y el consumo de oxigeno
(VO2) asociado a diferentes temperaturas de aclimatacion. En dicho estudio fueron
probadas cinco temperaturas de aclimatacion (19, 22, 25, 28 y 31 °C), logrando encontrar
que la temperatura preferida es de 26 + 2°C. Con la medicién de la Temperatura critica
méaxima (TCM), se determinaron las temperaturas de evitacion y la tasa de consumo de
oxigeno (TCO).

Pérez-Robles (2010) realizé un estudio donde se evaluo el efecto de la salinidad sobre el
consumo de oxigeno, la excrecion nitrogenada, asi como también la osmorregulacion del
botete diana. En dichos analisis se utilizaron seis salinidades (10, 17, 23, 29, 35y 41

ppm) en relacién a la TCO, la tasa de excrecién de amonio (TEA) vy la relaciéon atomica
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oxigeno-nitrégeno (O: N).

Asi mismo Pérez-Robles y colaboradores en 2015 analizaron los efectos de la salinidad
en la supervivencia, crecimiento y en la capacidad osmorreguladora (osmoregulatory
capacity, OC) en larvas de botete diana (Sphoeroides annulatus). Su trabajo se dividio
en dos experimentos en el primero compararon el crecimiento de la larva mantenida a
una temperatura constante (28 + 0.5 °C) bajo siete niveles de salinidad (5, 12, 19, 26, 33,
35 and 40 psu) por un periodo de 28 dias, en este experimento no encontraron diferencias
significativas en el crecimiento larval. Sin embargo, encontraron que la salinidad afecta
significativamente la supervivencia, En el segundo experimento, encontraron que la
supervivencia incremento junto con el aumento de la salinidad seguido directamente de
la exposicion de las mismos siete niveles de salinidades en un periodo de 72-h.

demostrando una alta eurihalinidad, con un 95% de supervivencia.

Lo mas reciente de Pérez-Robles y colaboradores (2016) fue un estudio de los efectos
de la salinidad en la tasa de eclosion, tiempo de eclosién, porcentaje de supervivencia,
patron de osmorregulacién y la incidencia de anormalidades en las larvas recién
eclosionadas, en embriones de S. annulatus que fueron expuestos a 5, 12, 19, 26, 33, 35
y 40 psu. El porcentaje de eclosién (hatching percentage, HP), el porcentaje de
supervivencia (survival percentage, PS), porcentaje de larvas normales (PN), porcentaje
de larvas deformes (PD) y el tiempo de eclosion (hatching time, HT) que fueron afectados
significativamente por la salinidad (P < 0.05). Siendo este el primer estudio llevado a
cabo en embriones para esta especie; por lo tanto la informaciéon que obtuvieron es

esencial para mejorar las estrategias de cultivo en los primeros estadios de desarrollo.
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2.6 Justificacion

La importancia de este pez radica en que es considerada un producto con una creciente
demanda de consumo. El botete diana es considerado una de las primeras especies
nativas con la cual se ha logrado un éxito en cuanto a la reproduccion artificial se refiere,
ya que presenta un potencial para soportar las condiciones de cultivo. La importancia de
colaborar con investigacion para su cultivo, se debe a su apreciable valor comercial, ya
que es considerado por asiaticos como un platillo exquisito (gourmet), sin olvidar que es
necesario retirar piel y érganos venenosos. Los adultos pueden ser utilizados como
alimento y los juveniles como peces ornamentales en acuarios marinos (por su curioso

comportamiento).

Para poder llevar a cabo el cultivo de un organismo, es necesario conocer su habitat y
distribucion, asi como sus habitos alimenticios; lo cual nos ayudara a conocer sus

caracteristicas conductuales, apareamiento, desove y alimentacion.

El criterio considerado mas importante para determinar el potencial que tiene la especie
para cultivo en acuicultura es la alta tolerancia a los cambios de salinidad y temperatura
(Pérez-Robles et al., 2012); es considerado eurihalino (0-35gL™), con una alta tolerancia

a la temperatura (25-30°C), entre otras caracteristicas.

En México, algunas especies de peces marinos son sujetos a estudios como potenciales
candidatos para la acuicultura comercial (Garcia-Ortega y Lazo, 2004), dentro de los

cuales podemos destacar a S. annulatus.

Resaltando la importancia que tienen los estudios relacionados con la termotolerancia y
los aspectos de distribucion geogréfica, asi como la respuesta a los cambios climéticos

actuales.
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Capitulo 3. Hipotesis

Al exponer a Sphoeroides annulatus a los limites criticos térmicos maximos y minimos,
se obtendra una modificacion en la capacidad aerdbica del organismo y con ello sera

posible determinar el campo de actividad metabdlico inducido por la temperatura.
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Capitulo 4. Objetivos

4.1 Objetivo general
Determinar las respuestas fisiologicas y metabdlicas de juveniles de S. annulatus

expuesto a cinco diferentes temperaturas de aclimatacion.

4.2 Objetivos particulares

. Determinar la Temperatura critica minima (TCMin) para juveniles de botete diana.

. Determinar la ventana térmica de S. annulatus.

. Determinar la osmoregulacion asociada al cambio térmico de los organismos después de
ser expuestos al TCMax.
. Obtener las TIRASmax y TIRASmin para determinar asi el Campo de Actividad

Metabdlico (CAM) de Sphoeroides annulatus.
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Capitulo 5. Materiales y Métodos

5.1 Obtencion de los organismos.

Los organismos experimentales, juveniles de Sphoeroides annulatus, se obtuvieron a
través del CIAD (Centro de Investigacion en Alimento y Desarrollo, Unidad Mazatlan), los
cuales fueron trasladados via aérea desde la planta piloto en el estado de Sinaloa hasta
Tijuana B.C., posteriormente fueron transportados via terrestre hasta el CICESE, estos
fueron transportados en bolsas con oxigeno a saturacion, y se mantuvieron en una
hielera con temperatura apropiada para recibirlos en el mejor estado posible.

Los organismos se recibieron en buenas condiciones, aunque con reacciones normales
de estrés debido al traslado como falta de apetito y nado lento, sin embargo, no hubo
pérdidas durante la travesia, aunque se pudo observar que venian lastimados de sus
aletas (Caudal, anal y pectorales), esto se debe a que estos organismos al ser carnivoros
y presentar una fuerte dentadura, acostumbran a morder a otros peces en caso de estrés

0 hambre.

Al llegar fueron colocados en estanques de 2000 L que se ubican en el invernadero del
Departamento de Biotecnologia Marina, se mantuvieron en observacion y bajo
condiciones controladas de temperatura (26 + 2 °C), oxigeno 5.8 £ 0.5 mg/L de oxigeno
disuelto, 7.5-8 pH, amonio y a una salinidad de 35 %.. Los organismos no fueron
alimentados durante las primeras 24 horas, ya que debido al estrés no aceptan ningun

tipo de alimento.

5.2 Mantenimiento de los organismos.

Los juveniles de S. annulatus fueron instalados en un invernadero del departamento de
Biotecnologia Marina. 100 peces pertenecientes al primer lote y 300 pertenecientes al
segundo lote, obteniendo un total de 400 peces al iniciar el mantenimiento.
Posteriormente fueron divididos en grupos de 133 por estanque; en estanques de 2000

L, con aireacion y recambio de agua oceanica constante, asi como con un controlador
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de nivel y temperatura. La temperatura se mantuvo a 26 + 1 °C como lo recomendado

por (Reyes-Hernandez, 2009), asi como una salinidad de 35 %o.

El mantenimiento consté de varias partes, una de ellas fue alimentarlos diariamente con
calamar fresco cortado en trozos pequefios y adicionado con alimento peletizado de
camarén, y la otra fue mantener las mejores condiciones en cuanto a limpieza, la cual
estuvo dividida en dos secciones: una consistio en sifonear restos que fueran evidentes,
y la otra en frotar de manera periodica las paredes de los estanques con una esponja

para evitar el crecimiento de algas, asi como recambios diarios de agua del 50%.

Al iniciar el mantenimiento se les proporcionaba alimento a saciar una vez por dia. El
peso inicial de los peces se encontraba entre 6-12 gramos (promedio= 8.2 g). Sin
embargo, se observO que periddicamente los peces se encontraban lastimados
(mordidos) de sus aletas (pectorales, caudal y anal), siendo un indicativo de que no se
les estaba proporcionando suficiente alimento, razén por la cual se opt6é por aumentar la
cantidad y dosis alimento, se modific6 a dos veces al dia. La primera entre 8:00 - 8:30
am, y la segunda entre 4:00 - 4:30 pm, la segunda ronda de alimento se recomienda que
siempre sea antes de oscurecer, ya que los organismos tienden a irse al fondo y a

despreciar la comida en ausencia de luz.

Después de modificar las sesiones de alimento la cantidad de organismos lastimados
disminuy6 considerablemente. Conforme los organismos fueron creciendo la cantidad de
organismos lastimados de las aletas (mordidos) empez6 a aumentar, y se opté por
agregar una sesibn mas de alimento, siendo esta cada 4 horas, esto para evitar

canibalismo.

El alimento consisti6 inicialmente de trozos de calamar (Loligo opallecens), sin embargo
al transcurrir las semanas se detectd un cuadro de infeccion en piel, esto probablemente
se debié a la calidad del alimento. Dicha infeccion se mostraba generalizada en los
organismos, los cuales llegaron al punto de despreciar la comida en su totalidad. Se

recurrio a un tratamiento para las infecciones presentadas (Ver anexo).
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5.3 Aclimatacion de los organismos a cinco T° experimentales.

Los organismos experimentales fueron divididos en grupos de 15 organismos por
temperatura. Para llegar a las temperaturas de aclimatacion se partio de la temperatura
preferida obtenida por Reyes-Hernandez (2009), la cual corresponde a 26 + 1 °C. Para
lograr llegar a las temperaturas, se aumentd o se disminuyo (segun la temperatura de
aclimatacion) entre 1 y 2 grados centigrados por dia, hasta alcanzar las temperaturas
deseadas; es decir 20, 23, 26 ,29 y 32 °C. Los organismos estuvieron un minimo de 21
dias en las temperaturas antes mencionadas, previo a cualquiera de los experimentos

realizados, como lo recomendado por Diaz et al. (2007).

5.4 Determinacion de la Temperatura critica minima (TCMin).

Para obtener la temperatura critica minima se utiliz6 un gradiente térmico horizontal,
como el que se muestra en la figura 7-b, el cual corresponde a un tubo de PVC de 4
metros de longitud y 20 cm de diametro dividido en 20 secciones correspondientes a las
camaras (Diaz et al. 2007). Para obtener el gradiente térmico en un extremo se coloco
un calentador de 1000 W, mientras que en el extremo contrario un enfriador (Neslab HX-
150) se recircula el agua donde al estar en contacto con el serpentin de acero inoxidable
sumergido en el extremo del gradiente se enfria, se utilizan piedras de aireacién para
eliminar la estratificacidn, esto a lo largo de todo el gradiente, tal y como se detalla en la

figura 7-b.
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Figura 7. a) Esquema detallado del Gradiente térmico horizontal, partes: A) Sistema de enfriamiento,
B) Piedra de aireacion, D) Serpentin, G) Lector térmico, H) Sensor térmico, O) Resistencia térmica,
R) Drenaje de sistema, L) LAmpara luz blanca, M) LAmpara luz roja, N) Sistema de entrada de agua.
b) Fotografia del Gradiente térmico horizontal.

Para obtener las TCMin, se utilizaron dos grupos de organismos (5 por grupo) segun las
temperaturas de aclimatacion, dando un total de 10 organismos para cada temperatura,
los cuales fueron llevados a través del gradiente con intervalos de disminucion de
temperatura a una tasa de 1 °C por minuto aproximadamente. Estos fueron manejados

en canastillas marcadas, como se muestra en la figura 8-b.
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Previamente antes de ingresar a los organismos a la fase experimental estos fueron
separados durante 25 minutos para evitar el estrés por manejo al ser colocados a las
canastillas (Figura 8-a), se mantuvieron en ayuno, esto para evitar la interferencia del

alimento, y a su vez evitar lo regresaran debido a la manipulacion.

a) b)

Figura 8. a) Estanque con organismos separados previos al experimento (lado izquierdo).
b) Organismos transportados en canastillas a través del gradiente (lado derecho).

5.5 Determinacion de la Temperatura critica maxima (TCMax).

Repeticion.

Para llevar a cabo la medicién de la TCMax, se utilizaron 50 organismos, 10 por cada
temperatura de aclimatacion, la cual tuvo una duracién minima de 21 dias. Previo a
ingresar los organismos al experimento, éstos se mantuvieron en ayuno durante
aproximadamente 24 horas; fueron aislados en canastillas cerradas, pero que permiten

el acceso del agua (fig. 8-b).

Para el experimento se dividieron en 2 grupos de 5 individuos, hasta completar los 10
organismos correspondientes a las TA, estos fueron colocados en acuarios
experimentales con capacidad de 60 L, pero a un nivel de agua constante el cual
corresponde a 10.5 cm de la altura del acuario provistos con un calentador de 1000W y
sujetos a una piedra de aireacion; con esto se logré difundir el calor de manera uniforme
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y mantener una concentracién de oxigeno disuelto adecuada. Se introdujeron a los
organismos durante 25 minutos, para evitar el estrés por manejo previo a iniciar el

incremento de la temperatura (Reyes, 2009).

Durante el experimento una persona se encargé de medir el tiempo con un cronémetro y
verificar las temperaturas con un termometro de mercurio de una precision de 0.2 °C;
mientras otra persona registraba la temperatura y el comportamiento indicador de estrés
térmico que mostraban los peces, tales indicadores de estrés son aumento de actividad
del organismo, cambio de color de ojos, nado y al llegar a la desorientacion final (DT)
obtenido por Reyes et al (2012) y repetido durante este estudio, los organismos se

extraian y se regresaban a la Temperatura de aclimatacion.

Figura 9. Acuarios utilizados para la evaluacion de las TCMax.

5.6 Elaboracion de ventana térmica.

Para llevar a cabo la elaboracion de la ventana térmica. Se utilizaron los datos obtenidos
de la exposicién de los peces a la TCMax y TCMin respectivamente. Con los datos que
se obtuvieron a partir de dichos experimentos y con ayuda del programa SigmaPlot, se
procedié a la realizacion de la figura correspondiente a dicha informacion (se utilizaron
las medias de estos datos), lo anterior para las cinco temperaturas de aclimatacién (TAs:
20, 23, 26, 29 y 32 °C). Una vez que se obtuvieron los puntos en el grafico (diagrama o
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gréafico de dispersion), se procedio a unirlos con ayuda de una linea de regresion lineal,
esto tanto para las temperaturas criticas maximas como minimas, para simplificar la
medicion del &rea fue necesario unir los puntos de los gréficos obtenidos de regresion
lineal, para asi obtener un cuadrilatero y obtener el area del poligono. Con ayuda de una
hoja milimétrica el poligono se fraccion6 en figuras (triangulos) mas reducidas para
disminuir el error la cual se reporta en °C2?, debido a que representa unidades de area
(Eme et al., 2009). Una vez que se obtuvo el area total, se utilizaron las temperaturas
preferidas para obtener las areas correspondientes a los pejusMax, pejusMin y la zona
optima, finalmente con ayuda del programa ImageJ (Image Processing and Analysis in

Java) se procedi6 a obtener la equivalencia de las areas en °C2,

5.7 Presion osmotica en Sphoeroides annulatus.

El ensayo se realizé en un total de 75 organismos, de los cuales 50 correspondian a los
organismos que fueron expuestos a TCMax, TCMin y que a su vez ingresaron a las
camaras respiromeétricas. Los 25 organismos restantes correspondian a los organismos
control, los cuales solo fueron sometidos a TCMax y TCMin, sin entrar al respirémetro.
Para realizar la medicidén de la presién osmotica se extrajo una muestra de 10 ul de
sangre de los organismos de manera individual con una jeringa hipodérmica estéril de 1

ml (27 G), las muestras se tomaron de la zona entre la aleta dorsal y la aleta caudal.

Inmediatamente después de haber tomado la muestra esta se inocula luego en un disco
de papel sin soluto tras lo cual se inserta al portamuestras en el osmémetro de presion
de vapor (Wescor ® 5520), se cierra la camara de muestras y el cierre inicia la secuencia
de medicion automética y obtener asi la cuantificacion de la presién osmética interna
(PO). La presion osmatica del medio interno de los organismos asi como la del externo
se expres6 en mOsmol/kg. El osmdémetro se calibré previamente con estandares de 100,
290 y 1000 mOsmol/kg (OPTI-MOLE, Wescor).
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5.8 Determinacion del Campo de Actividad Metabdlico mediante la
metodologia de las (TIAS-Min y TIAS-Max) utilizando el 105% y 95 % de

las temperaturas criticas respectivamente.

Una vez que se determiné la TCMin y se realizo la repeticion de la TCMax, también se
les midié el Campo de Actividad Metabdlico (CAM), esto mediante la metodologia del
TIAS, se realizé para cada una de las temperaturas de aclimatacion. Para esto fue
necesario calcular los valores al 95%, tanto de la Temperatura Critica Maxima y el 105%
de la Minima los cuales fueron previamente determinados, para esto los organismos
fueron expuestos a la TCMax y TCMin al 95% y 105%, para posteriormente colocarlos
en el respirdmetro, es necesario que este se encuentre a la misma temperatura
experimental. Los organismos fueron colocados en las camaras respirométricas, para asi
medir la concentracion inicial de oxigeno con un OXY-10 de 10 canales (Presens), las
camaras permanecieron cerradas durante 5 minutos, el Presens toma medidas cada 30
segundos durante los 5 minutos que los organismos estan expuestos a la temperatura y
por diferencia entre la concentracion final menos la inicial se calcula el oxigeno
consumido por los organismos para cada temperatura de aclimatacion y cada
temperatura de induccion. El mismo procedimiento se realizé para la mediciéon de la TIAS-
Min. Para obtener los calculos de los consumos de oxigeno se utiliza la siguiente férmula.
VO2= (n1-n2)/volume*60*ww, lo anterior es Consumo Final — Consumo inicial / volumen
de la cadmara/ hora /gramos de peso humedo. El consumo de oxigeno (VO2) de los

organismos se expresé en mgO2h-1Kg-1p.h. (p.h. corresponde al peso hiumedo).
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Figura 10. Esquema representativo de respirémetro

a) b)
Figura 11.a) Respirémetro (lado izquierdo), y b) ejemplar de botete diana en camara respirométrica

(lado derecho).

5.9 Andlisis estadistico.

Los datos de los bioensayos se analizaron estadisticamente con el software SigmaPlot
11.0 (Systat Software, Inc.) Se realizaron analisis de varianza de una via (One Way
ANOVA) con un limite de aceptacién/rechazo a= p < 0.05. En todos los casos, se

consideraron los supuestos de homocedasticidad y de normalidad para las pruebas
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paramétricas y no paramétricas. Los cuales fueron corroborados mediante las pruebas
de Shapiro-Wilk, también se utiliz6 el procedimiento de comparacion multiple por parejas
de datos con el método de Holm-Sidak.
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Capitulo 6. Resultados

6.1 Temperatura critica minima (TCMin).

La temperatura critica minima aumento en las primeras 4 temperaturas de aclimatacion
(TAs: 20, 23, 26 y 29 °C), excepto para la temperatura correspondiente a 32 °C, la cual

se mantuvo cercana alade 29°C.

Para lo cual se realiz6 un Analisis de varianza de una via, con el cual se pudo determinar
que existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los valores

obtenidos en los tratamientos de TCMin con un valor de (P = <0,001).

Con los datos obtuvieron se realizé una prueba de Shapiro-Wilk con la cual se obtuvo un
valor de P=0,144, esto para corroborar la normalidad y la homoscedasticidad de las
varianzas (P=0,210).

TCMax. y TCMin S. annulatus
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Figura 12. Gréfico de resultados obtenidos para temperaturas criticas maximas y temperaturas
criticas minimas por Garcia et al (2015).
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Figura 13. a) Coloracién de organismos previos al experimento (organismo en red negra, lado
izquierdo) Vs b) cambio de coloraciéon evidente en organismos expuestos a TCMin (organismo en
camara respirométrica, lado derecho).

Figura 14. Pérdida de la horizontalidad en organismo expuesto a TCMax.

6.2 Integracion de los datos de TCmin y TCmax en la Ventana Térmica.

Al integrar los datos obtenidos en los experimentos de TCMin y TCMax se obtuvo el area
total de la ventana térmica y fue de 485.74 °C2, lo anterior bajo el intervalo de aclimatacion
entre 20 y 32 ° C. En la ventana térmica se puede observar que esta dividida en tres
areas: zona superior (Pejusmax), zona inferior (Pejusmin) y zona central (Zona 6ptima).
Las areas que se encuentran dentro de la Zona Optima (Zona central), a partir del punto
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medio que corresponden a las Temperaturas preferidas (TP), obtenidas por Reyes en
2009 con el método agudo (TP por TA: 28.2, 26.7, 27.8, 23.5 y 26.3 °C) tanto hacia la
parte inferior como superior representan las zonas de tolerancia adquirida, las cuales se
consiguen gracias a la aclimatacion. Los puntos que se observan en la grafica de
regresion lineal simple reflejan los resultados de los ensayos de TCMax y TCMin,

basados en los promedios de estos experimentos.

Sphoeroides annulatus
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Figura 15. Ventanatérmica de juveniles de S. annulatus (botete diana) aclimatado a cinco diferentes
temperaturas.

6.3 Presion osmotica en S. annulatus.

Se realiz6 un analisis de varianza de una via (One Way ANOVA), con el cual se determino
que las diferencias entre los valores medios entre los grupos de tratamientos
experimentales son mayores que los que se esperarian por azar, lo anterior muestra que
existe una diferencia estadisticamente significativa de P=0.012.

Con la ayuda de la prueba de Shapiro-Wilk se pudo determinar que los valores que se
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obtuvieron de presion osmaética para organismos experimentales (bajo TIAS-TCMax)
tienden a la normalidad (P= 0,957), a su vez con la prueba de igualdad de varianzas se

pudo corroborar que los datos experimentales presentaron homoscedasticidad.

Asi mismo se realiz6 un procedimiento de comparacion multiple por parejas de las TA,
esto con el método de Holm-Sidak. El cual arroja un total de nivel de significancia= 0,05.
En el total de comparaciones pareadas no hubo diferencias significativas, excepto para

los valores de 23 °C, 26 °C y 29 °C vs 32 °C. Tal y como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Comparacion de las presiones osmaticas de la sangre medidas en los organismos en las
las TA. Exp= experimentales, después de ser expuestos a las TIAS-Max donde PO= presion
osmotica (mmol kg™).

Comparacion Dif. entre medias t P P> 0,050
PO 29 Exp vs. PO 32 Exp 152,306 4,65 <0,001 Yes
PO 26 Exp vs. PO 32 Exp 129,556 3,446 0,014 Yes
PO 23 Exp vs. PO 32 Exp 124,156 3,302 0,019 Yes
PO 20 Exp vs. PO 32 Exp 84,656 2,733 0,069 No
PO 29 Exp vs. PO 20 Exp 67,65 2,116 0,228 No
PO 26 Exp vs. PO 20 Exp 44.9 1,216 0,734 No
PO 23 Exp vs. PO 20 Exp 39,5 1,07 0,75 No
PO 29 Exp vs. PO 23 Exp 28,15 0,733 0,85 No
PO 29 Exp vs. PO 26 Exp 22,75 0,592 0,805 No
PO 26 Exp vs. PO 23 Exp 5,4 0,127 0,9 No

En el caso del analisis de la presion osmatica bajos las TA de los organismos control se
pudo determinar con el analisis de varianza de una via (one way ANOVA) que no existen
diferencias estadisticamente significativas, con un valor de P=0,139, a su vez mostraron
a través de la prueba de normalidad Shapiro-Wilk una tendencia a la normalidad con un
valor P=0,487, y a través de la prueba de igualdad de varianzas se obtuvo un valor de

P=0,450, lo cual prueba que existe homocedasticidad entre varianza.
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Presion Osmadtica de S. annulatus
(Antes y después de serexpuesto a TIAS-Max)
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Figura 16. Comparacién entre los valores obtenidos para la presion osmética en sangre de S.
annulatus. Controles @ y Experimentales @ .

Los valores de presibn osmotica mas altos para organismos experimentales se
registraron para las TAs de 23 °C y 29 °C (481,6 + 55,7 y 509,7 = 78,5 mOsm/Kg
respectivamente), siendo los TAs Experimentales con valores mas bajos las de 20 °Cy
32 °C, después de haber sido expuesto a las TCMax con un promedio de 427,1 + 79,55
y 374,1 £ 58,29 mOsm/Kg (Tabla 2).

Tabla 2. Valores obtenidos para la presién osmotica en sangre de S. annulatus. Controles y
Experimentales en mmol kg (Incluyendo la desviacién estandar).

TA (°C) 20 23 26 29 32
Control 427 +30,13 | 450,4+30,78 396,6+8,67 417,2+19,34 346 +3514

Experimental = 427,1 + 25,25 481,6 + 24,9 457 £ 16,7 509,75 + 27,78 374,11 + 19,43
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6.4 Campo de actividad metabdlico mediciones de Consumo de

oxigeno en las condiciones de TIRAS-max. y TIRAS-min.

Se utilizaron los consumos de oxigeno obtenidos de los experimentos correspondientes
a TIASMax y TIASMin para obtener el Campo de Actividad Metabdlico (CAM) de S.
annulatus. Los consumos de oxigeno para TIASMax segun las temperaturas de
aclimatacion de 20, 23, 26, 29 y 32 °C fueron los siguientes, 700.40 + 51.02, 636 %, 29.49,
580.70 + 47.38, 299 + 20.7, 147 = 11.4 respectivamente. Mientras que los consumos
correspondientes a TIASMin para las mismas temperaturas de aclimatacion fueron los
siguientes, 250 + 32.4, 297.5 + 29.1, 226 + 23.4, 187 + 31.2y 106.3 + 6.1.

De acuerdo a la metodologia para la obtencién del CAM que es la diferencia entre la
tasa metabolica aerdbica maxima (MMR) vy la tasa metabdlica estandar (SMR) con los
cual se obtuvieron los siguientes datos 450, 338, 354.70, 112 y 40.7 para la realizacion

del grafico correspondiente al Campo de Actividad Metabdlico.

Tabla 3. Datos de las TCMax y TCMin para obtener las temperaturas correspondientes a las
TIASMéax y TIASMin.

Temp. Increm. Activity Scope

TCMin -
TA TCMax TCMax-5% TCMin 105%

20°C 37.7 36 11.98 12.6
23 °C 38.8 36.9 13.47 14

26 °C 40.0 38.00 15.38 16.15
29 °C 40.9 38.85 18.38 19.3

32°C 41.3 39 18.68 19.61
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TIRAS max-min S. annulatus
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Figura 17. Valores obtenidos para la SMR (Tasa metabélica estandar) y MMR (Tasa metabdlica
maxima).

Campo de Actividad Metabdlico de S. annulatus
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Figura 18. Grafico obtenido para CAM de Sphoeroides annulatus.
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Capitulo 7. Discusién

Para teleGsteos, como el botete diana, se sabe que el consumo de oxigeno se encuentra
influenciado por factores externos, como la temperatura (Pérez-Robles, 2010). En el
presente trabajo fue posible observar claramente que los cambios de temperaturas
influyen significativamente en las TCO. Das (2005) menciona que la TCO se aumenta

significativamente con el incremento de las TAs.

Pérez-Robles (2010) menciona cuatro respuestas fisiologicas descritas por Kinne en
1967, estas respuestas estan relacionadas con la salinidad. Con base en lo anterior, pero
utilizando como variable la temperatura podemos mencionar tres respuestas fisioldgicas
en cuanto a temperatura se refiere; (1) La tasa de consumo de oxigeno es influenciada
por la temperatura, (2) la tasa metabdlica de los organismos se incrementa en
temperaturas elevadas y disminuye en bajas temperaturas, (3) la tasa de consumo de

oxigeno es elevada en altas temperaturas y disminuida en bajas temperaturas.

En cuanto a la disminucion o aumento de la tasa de consumo de oxigeno (TCO) en la
respuesta metabdlica para S. annulatus en las diferentes TAs, arroja la correlacion
existente, como lo observado para otras especies como Litopenaeus stylirostris (Re et
al., 2004), Labeo rohita (Das, 2005) , Micropterus salmoides ( Diaz et al., 2007), Lutjanus
guttatus (Larios, 2013), En estos estudios se pudo observar que en TAs abajo de la
temperatura Optima existe una reduccién de la tasa metabdlica y observandose un efecto
contrario para TAs arriba de la temperatura éptima, siendo congruente con lo observado
en S. annulatus. S. annulatus exhibié una correlacion entre la aclimatacion previa y la
resistencia o “tolerancia” a cambios de temperatura, contrario a lo descrito por Reyes
(2009) en relacion a temperatura-preferencia, donde menciona que la temperatura

preferida final es independiente a la temperatura de aclimatacion previa.

Es evidente que la aclimatacion juega un papel importante a la hora de someter a los
organismos a experimentos o bioensayos, por lo tanto, se puede corroborar que los peces
se encuentran adaptados a las temperaturas ambientales a las que se hayan expuesto

previamente. Ya que como sabemos, los ambientes naturales son sumamente
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fluctuantes, a causa de que presentan variaciones de temperatura a lo largo del dia y de

las estaciones del afo.

Sin dejar de lado la importancia de la talla y peso de los organismos, ya que en juveniles
el gasto energético se deriva a procesos de crecimiento y maduracion principalmente. El
botete diana es considerado dentro de las especies que presentan un comportamiento
termorregulador. Segun la informacion presentada por Reyes-Hernandez (2009)
y Pérez-Robles et al. (2012) quien manejé como temperatura preferida 26 + 1°C para S.
annulatus, sin embargo en este estudio y con ayuda de las observaciones realizadas y
el monitoreo constante se pudo detectar un incremento en la tasa de crecimiento a una
temperatura menor, es decir a 23 °C, asi como mayor consumo de alimento y menor tasa
de mortalidad. Las temperaturas mas cercanas a la temperatura preferida son las que
presentaron un mejor desempefio de los organismos (TAs 23, 26 y 29 °C), siendo las
temperaturas de los extremos las que presentaron dificultades para el mantenimiento de

los organismos, esto es para las temperaturas de 20 y 32 °C.

Por lo anterior es probable que esta temperatura sea éptima para los organismos en esta
etapa. Esto coincide con Jobling (1981) donde menciona que el preferéndum térmico final
se puede encontrar en un intervalo de + 2 °C de la temperatura preferida. En este caso,
para botete diana se considera mantener a los organismos 2 °C abajo de su temperatura
preferida, ya que es preferencial para su desarrollo y supervivencia lo anterior para

organismos juveniles mantenidos en cautiverio.

S. annulatus como la mayoria de los peces entra dentro de la clasificacion de los
ectotermos, la relacion existente entre la temperatura del cuerpo del pez y de las aguas
donde habita ha sido tema de estudio por mas de 150 afios (descripcion por Morro y
Mauro, 1950).

Es importante realizar analisis del comportamiento de los organismos contra cambios
climaticos, ya que éstos se encuentran con constantes fluctuaciones de temperatura en
el medio ambiente. Van desde cambios que ocurren en un ciclo diurno a corto plazoy a
través de las estaciones del afio a largo plazo. Y como ejemplo la variacion de la

temperatura que hay de un habitat a otro.
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Cuando los organismos estan expuestos a temperaturas criticas y se encuentren en la
zona que corresponde a la transicion entre el 0ptimo y el Pejus estos estaran estresados
hasta que pueda escapar o bien disminuya o aumente la intensidad del factor segun sea
el caso. Dentro de esta zona, los organismos aun estando sometidos a un factor de estrés
(para nuestro caso la Temperatura) presentan la capacidad de tolerar estos cambios
ambientales adversos, aunque es importante mencionar que dependen de
ciertos margenes; como es la capacidad del organismo, la intensidad del factor y del
tiempo de exposicion, sin olvidar el tiempo de aclimatacion para el caso de organismos
experimentales. Ya que es sumamente estudiado y conocido que la aclimatacion modifica
los limites de tolerancia. Para el caso de la temperatura, varios autores mencionan que
el periodo de aclimatacion condiciona de tal manera al animal, que puede tolerar niveles
gue serian deletéreos por encontrarse fuera de la zona de tolerancia, esto segun algunos

autores como Hutchinson (1957) y Jobling (1981), quienes son pioneros en el tema.

Los estudios en cuanto a las caracteristicas comunes que presentan los organismos al
estar expuestos a temperaturas letales, en peces destaca la pérdida de horizontalidad,
desequilibrio y la aparicién de espasmos (OS) los cuales se han considerado como el
punto final definitivo para determinar la tolerancia a la temperatura critica maxima
(TCMéax). En un estudio realizado con diferentes especies se midieron las TCMax de 610
animales en tres clases de vertebrados, Actinopterigios, Amphibia y Reptilia. En este
estudio todos los organismos mostraron una pérdida media significativamente menor de
la respuesta de enderezamiento. Dicho estudio concuerda que los espasmos son el punto
final més significativo porque se ajusta mas estrechamente la definicion original de la
temperatura critica maxima descrito por Cowles y Bogert en 1944 (Jobling, 1981,
Lutterschmidt & Hutchison, 1997).

Para el caso de las temperaturas criticas maximas (TCMéax) la tendencia del organismo
es buscar una manera de escape, ya que el tiempo de exposicion a altas temperaturas
resulta ser letal a menor tiempo en comparacion con las temperaturas criticas minimas

(TCMin). También es importante mencionar que si el organismo es sometido a un estrés
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severo, se traducira en limitaciones en la capacidad del organismo de manera directa o
indirectamente a través del aumento de la sensibilidad a patdgenos, como los cuadros

de infeccidn inicial vistos en los organismos expuestos a altas temperaturas.

Sin embargo para las Temperaturas criticas minimas el organismo presenta mayor
resistencia en cuanto al tiempo de exposicién. Razén por lo cual es comun que los
organismos se observen tranquilos e incluso aletargados, como lo observado en nuestro

estudio.

La Ventana térmica que se obtuvo después de la integracion de los datos de TCmin y
TCmax tuvo un area total de 485.74 °C?, esto representa una amplia zona de tolerancia
térmica, ésta informacion nos permite inferir que S. annulatus es un organismo
euritermo. En 1997 Bennett y Beitinger describieron en el pez bolin Cyprinodon
variegatus la ventana térmica mas amplia que se conoce y que probablemente sea el pez
con mayor euritermicidad de todas las especies conocidas, con areas de 1380 °C2y 1470

°C2 para aspectos tanto fisioldégicos, como ecoldgicos respectivamente.

Diaz y colaboradores (1998) obtuvieron un poligono térmico en Macrobrachium
rosenbergii para postlarvas de 821.2°C?2 y 816.9°C? para juveniles, el cual también
muestra un alto grado de euritermicidad. Para 2002 el equipo de Diaz-Herrera obtuvo el
poligono para Macrobrachium acanthurus con un area de 644 °C2. También hay reportes
para especies tropicales como C. mrigala , L. rohita y C. catla con valores de sus zonas
de tolerancia térmica de 801.8 °C2? , 744.8 °C2 y 728.8 °C?, respectivamente para un
intervalo de aclimatacion de 12-40 °C2 (Das et al., 2005). Eme y Bennett en 2009
reportaron los poligonos de tolerancia térmica para cinco especies; Bathygobius fuscus,
Liza viagiensis, Bathygobius sp., Dascylus aruanus y Apogon novemfasciatus donde
obtuvieron rangos desde 408 °C2? hasta 829 °C2 Todas las especies anteriormente

mencionadas presentan las caracteristicas de especies euritermas.

Mientras que lo reportado para L. gutattus por Larios en 2013 fue un valor de zona de
tolerancia térmica de 336.47 °C? bajo un intervalo de aclimatacién de 20- 35 ° C, y
clasificAndose dentro de los organismos estenotermos en comparacién con las especies

tropicales antes mencionadas. Asi como lo reportado para Octopus maya con un valor
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de 210.0 °C? bajo un rango de aclimatacién de 18-30 °C (Noyola et al., 2013). Finalmente
y dentro de los trabajos mas recientes, se encuentra lo realizado en 2015 por Noyola y
su equipo en el cual presentaron seis nuevas ventanas térmicas para predadores y
presas de O. maya , en donde las especies con ventanas térmicas mas grandes
fueron M. corona bispinosa (328.8°C2), C. similis (322.8°C2), L. dubia (319.2°C2), C.
undecimalis (288.6°C2), O.chrysurus (237.5°C2), mientras que la ventana con menor

area fue para S. pugilis (202.0°C2).

La Presion osmoética y su relacion con la temperatura se ha estudiado en otros
organismos. Para S. annulatus Pérez-Robles (2009) menciona que la osmolaridad del
plasma en S. annulatus esté relacionada de manera lineal con la salinidad ambiental, tal
como se ha descrito para otros teledsteos eurihalinos, razén por la cual se considera que
el botete diana es un organismos fuertemente osmorregulador. Sin embargo, para
nuestro caso en el cual la salinidad que se manejé en todos los experimentos fue
constante se pudo observar que S. annulatus para todas las TAs se encontré dentro de
los valores que son considerados normales en teledsteos marinos ya que para
organismos experimentales la presion osmaotica menor fue de 374,11 mOsm/Kg para TA:
32°C y 509,75 mOsm/Kg a la TA de 29. Y en organismos control la menor fue de 346
mOsm/Kg ala TA: 32 ° C yla mayor a la TA: 23 °C de 450,4 mOsm/Kg. De lo anterior
cabe resaltar que las presiones osmoéticas menores se encontraron tanto para control
como para experimentales a la temperatura de 32 ° C, esto probablemente se debe a que
los organismos expuestos a la temperatura més alta de aclimatacion o que se encuentran
mas alejados de la temperatura Optima presentaron mayores dificultades para
mantenimiento, a temperaturas altas, donde los organismos dejan de comer, por lo tanto
pierden peso, en nuestro caso fue necesario aclimatar dos lotes de organismos para esta
temperatura, ya que el primer lote dejé de consumir alimento dentro de las primeras 3 a

4 semanas, finalmente se perdio todo el lote.

El desempefio de los organismos a altas temperaturas y la baja presiéon osmaética que
presentan se ve disminuido debido a que si no existe un balance osmdético, tampoco
existe un correcto funcionamiento fisioldgico, por lo tanto no se pueden mantener

procesos bioldgicos esenciales como la digestion y asimilacién de nutrientes.
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Lo anterior se puede corroborar con los datos obtenidos por Larios (2013), ya que en sus
dos ultimas temperaturas de aclimatacion que fueron 32 ° C y 35 ° C también se observa
una disminucion de la presibn osmotica tanto para organismos control como
experimentales, aqui menciona que cuando existe un incremento de temperatura corporal
también existe una pérdida de agua en las células, ya sea a través de la orina o debido a
la deshidratacion a la que se exponen, debido al efecto del aumento de temperatura.
Siendo la disminucion de la presion osmdética un indicador del impacto energético el cual
resulta en un desequilibrio osmotico y altera los procesos gastrointestinales y provoca

una disminucion en la ingesta de alimento, tal y como lo observado en S. annulatus.

A la fecha la mayoria de los estudios correspondientes al campo de actividad metabdlico
(CAM) se ha realizado en su mayoria en peces polares como son: Zoarces viviparus,
Macrozoarces americanus, Cyclopterus lumpus, Myoxocephalus Scorpius, Pagothenia
borchgrevinki , Oncorhynchus nerka, Salmo trutta, Carassius auratus, Fundulus
heteroclitus, Gadus morhua, Oncorhynchus mykissin, Oncorhynchus kisutch entre
muchas otras mas (Fry et al., 1942 ;Tytler & Calow,1985; Forster, Franklin, Taylor &
Davison, 1987; Pdrtner & Knust, 2007; Farrell et al., 2008; Eliason et al., 2011; Auer,
Salin, Rudolf, Anderson & Metcalfe,2015; Holt & Jgrgensen, 2015; Brennan, Hwang, Tse,
Fangue & Whitehead, 2016; Raby et al., 2016).

Los estudios para encontrar el CAM en especies tropicales no es tan extenso, sin
embargo ya hay equipos que estan ayudando a que esta lista aumente. Entre ellos se
encuentran especies como: Elacatinus lobeli , Elacatinus oceanops y Pseudocrenilabrus
multicolor victoriae, aunque si es posible encontrar informacion para otras especies
marinas como lo es en artropodos y moluscos (Le, Alfaro, Ragg Hilton & King, 2016;
McDonnell & Chapman; 2016; Di Santo & Lobel; 2016).

En nuestro estudio se utilizaron las TIASMax Y TIASMin para obtener el Campo de
Actividad Metabolico (CAM) de Sphoeroides annulatus. Los experimentos referentes a
las tasas de consumo de oxigeno en relacion a temperatura son bastante amplios, sin
embargo, no es comun llevar a cabo la integracion de ambas tasas, ya que implica mayor
trabajo. Efectuar dicha integracién nos proporciona informacién en cuanto a la amplitud

0 campo en el cual la especie presenta un mayor y mejor desempefio, y debido a que
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hay especies que son mas vulnerables ante cambios tales como la disminucién de
oxigeno disuelto y el ascenso o descenso de temperatura, es que se han desarrollado
los estudios para la obtencién del CAM en especies con interés comercial.

Las mediciones del campo aerobico (la diferencia entre la tasa de consumo de oxigeno
maximo y minimo), se ha incrementado como una herramienta para responder cuestiones
en relacion a la ecologia de los peces y los efectos del cambio climético (Clark, Sandblom
& Jutfelt, 2013).

El campo metabdlico aerdbico (CAM, campo de actividad metabdlico) varia de acuerdo a
las especies y el estadio de desarrollo, asi como también es influenciado por variables
ambientales, como lo es la temperatura. Por lo tanto se ha convenido normalizar los datos
con respecto a las tasas metabodlicas maxima y estandar (MMR y SMR, respectivamente)

(Pride, 1985) para la obtencién del campo aerdbico.

En los estudios del CAM generalmente solo se toman ciertos estadios de vida, no
obstante son pocos los estudios que abarcan la historia completa de los organismos. En
2007, Killen, Costa, Brown y Gamperl se dieron a la tarea de realizar una investigacion
gue abarcara todos las etapas de vida de tres especies de peces marinos, encontrando
gue el Campo aerébico (SA, CAM) depende ampliamente del tamafio y la trayectoria de
desarrollo de los organismos experimentales, siendo extremadamente pequefio en las
primeras etapas (factorial aerobic scope<1.5). Sus hallazgos sugieren que el campo
aerdbico se modifica en relacién a la etapa en la que se encuentre el organismo. Lo
anterior tiene una implicacién sobre los estudios que se han realizado, ya que basandose
en su informacion el CAM para S. annulatus tenderia a presentar un aumento en etapas

posteriores.

También hay estudios que muestran una relacion entre la amplitud o el tamafio del campo
de actividad metabdlica en relacién a la alimentacion, es decir, en una mejor dieta los
organismos tienden a un mejor desempefio, y su Campo aerdbico aumenta (Auer et al.,
2015).
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Muchas son las variables que modifican el Campo de actividad metabdlica, para el caso
de S. annulatus nuestro analisis responde solo una pequefia parte de todas las

interrogantes en cuanto a su termotolerancia, asi como sus respuestas metabolicas.
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Capitulo 8. Conclusiones

1. Se determinaron las Temperaturas criticas minimas (TCMin) para juveniles de
botete diana, los valores obtenidos son 11.98, 13.47, 15.38, 18.38 y 16.68 °C, con

respecto a las cinco Temperaturas de aclimatacion (20, 23,26, 29 y 32 °C).

2. Con base en el trabajo realizado, S. annulatus puede ser considerado como un
organismo euritermo, ya que al ser expuesto a las temperaturas criticas se pudo
obtener una ventana térmica con una zona de tolerancia térmica amplia (485.74
°C?).

3. Se evalud la presion osmotica asociada al cambio térmico de los organismos
después de ser expuestos a las TCMax, donde se encontrd que el valor mas bajo
(374,11 + 19,43 mOsmol/kg) fue a la TA més alta, correspondiente a 32 °C, lo

anterior nos ayuda a esbozar el estado de salud del organismo.

4. Con las mediciones de consumo de oxigeno en las TIASMax y TIASMin se
calcularon las TIRASmax y TIRASmin para obtener el Campo de Actividad
Metabdlico (CAM) de Sphoeroides annulatus, el cual muestra graficamente la
forma tipica correspondiente a un organismo que tiene una alta capacidad para

tolerar temperaturas criticas.

5. La termotolerancia reflejada por S. annulatus es caracteristica de esta especie,
debido a su amplia distribucién, que va desde zonas con temperaturas frias a
zonas con temperaturas bastante calidas, para nuestro estudio los juveniles

mostraron sus mejores caracteristicas de crecimiento a la temperatura de 23 °C.
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Capitulo 9. Perspectivas

En los estudios fisiologicos realizados se obtuvieron las respuestas esperadas, sin
embargo el corroborar resultados con los aspectos moleculares nos da una mayor validez
en cuanto a la informacion obtenida, en este estudio se tomaron muestras
correspondientes a las TIASMax para confirmar la expresion de las Hsp70 y Hsp90, a su
vez se diseflaron primers y se enviaron a secuenciar los productos PCR, falta obtener la
secuencia completa de la Hsp70, someterla al NCBI y realizar analisis de PCR en tiempo
real (QPCR).

Como ya se ha mencionado los cambios de temperatura estan directamente relacionados
con el consumo de oxigeno en los organismos, se sabe que bajos niveles en las
concentraciones de oxigeno disuelto estimulan la respuesta respiratoria de los peces. Es
por esto que al someter al organismo a disminuciéon o aumento de la temperatura (factor
de estrés) conlleva a una condicién hipéxica en los tejidos lo cual llevaria a la muerte del
organismo, por lo anterior también es recomendable analizar los genes relacionados a

hipoxia.
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Anexos

1. Tratamiento con formaldehido.

Durante el periodo de cuarentena los organismos presentaron signos de inapetencia, se
pudo observar que dejaron de comer, y a los pocos dias comenzaron a morir, la
mortandad se incrementd progresivamente, de los 400 organismos con los que se
contaba al iniciar el mantenimiento y aclimatacion se perdieron alrededor de 100
organismos en tan solo 5 dias, razén por la cual se solicitaron asesorias al Dr. Leonardo
Ibarra del CIAD, quien nos recomend6 aplicar un tratamiento con formaldehido, 0.17 ml/L,
el primer tratamiento se dio al estanque 4 (E4) organismos que corresponden al lote 1 ,
los cuales fueron los primeros en presentar los sintomas. En un estanque de
aproximadamente 150 litros se agregaron 25.5 ml de formaldehido y se dejé actuar por
una hora. La recomendacion del investigador, fue que se les diera un bafio con agua
dulce durante 20 minutos, sin embargo nos parecio que el cambié de salinidad seria muy
brusco y el tiempo muy prolongado, razén por lo cual solo se disminuy6 la salinidad a
10.5 ppm, la cual corresponde a la isoosmotica. Se mantuvieron los peces en esa
salinidad durante 30 minutos, para regresar a la salinidad de 35 ppm se conecto al
sistema de agua oceanica, y recambio constante, se verificé la salinidad, hasta constatar
que habia regresado a la salinidad de agua de mar.

De los 50 peces que recibieron el tratamiento se pudo observar una gran mejoria (90%

de los peces), asi como una disminucion notable en la cantidad de peces muertos, razén

por la que se les dio el tratamiento al resto de los organismos.

Figura 19. Avance de primer cuadro de infeccion y laceraciones.
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Hubo un segunda ocasion de pérdida de organismos masiva, sin embargo no existia un cuadro
de infeccion aparente o no presentaban los mismos signos del primer cuadro de infeccion, razén
por lo cual se procedi6 a realizar un andlisis de los tejidos de los organismos en los cuales se
encontrd una infestacion por un parasito el cual aparentemente tapa las branquias y ocasiona la

muerte de los organismos por asfixia.

Figura 20. Frotis de branquia de S. annulatus, donde se muestra la infestacion por
Amyloodinium ocellatum (Colaboracién de: Candy Armuelles Laboratorio de fisiopatologia-
CICESE).
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2. Toma de muestra en branquias para evaluar la expresion de las proteinas de
choque térmico (HSPs).
Se tomaron 15 muestras para cada organismo proveniente de las TA (20, 23, 26, 29y 32
°C), dando un total de 75 muestras.
La toma de muestra fue a la par de los experimentos antes mencionados. Las cuales se
dividieron de la siguiente manera: 5 peces corresponden a los expuestos a TCMax, pero
sin pasar por el estrés del respirbmetro, otros 5 peces que pasaron por TCMax, y también
pasaron por el respirometro y finalmente otros 5 organismos que corresponden al control,
los cuales no fueron ni sometidos a TCMax, ni entraron al respirometro, estos solo se
mantuvieron en los acuarios a la TA, durante 25 minutos, para proceder con la toma de
muestras.
Una vez que los organismos pasaron por la fase experimental, inmediatamente eran
introducidos en un recipiente con 1 litro de agua de mar (a la TA), a la cual se le adicion6
anestésico (2-phenoxyethanol), para proceder a la toma de la branquia izquierda, esto
se realiz6 con material esterilizado y pasado por un tren de agua oxigenada (H202),
seguido de agua destilada (H20d) y finalmente de agua destilada adicionada con DEPC
(H20Od + Dietilpirocarbonato), este funciona para eliminar ribonucleasas.
Una vez que se tomo la muestra, estd se pasaba a un portaobjetos también esterilizado
y con ayuda de navajas nuevas y estériles se eliminaba la parte correspondiente al arco
branquial, solo se recuperaban las lamelas branquiales, estas eran pesadas para obtener
un peso aproximado a 50 mg de tejido, posterior a este paso era introducida
inmediatamente a un tubo eppendorf con 500 pl de TRI Reagent®, y puesto
inmediatamente en frio, una vez en frio este se homogenizaba con un pistilo previamente
esterilizado y tratado con agua-DEPC. Todos los pasos realizados fueron con material

esterilizado.
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3. Metodologia para extracciéon de RNA en Sphoeroides annulatus.
Primeramente se tomaron muestras de tejidos de botete diana (branquia y musculo)
para evaluar la expresion de las proteinas de choque térmico (HSPs).
Se tomaron 15 muestras para cada organismo proveniente de las TA, dando un total de
75 muestras, las anteriores se dividieron como se muestra en la siguiente tabla (4).

Tabla 4. Distribucion de organismos experimentales por TAy prueba realizada. 5 peces por prueba
y temperatura.

20°C ~ 20°CTCMax  20°CTCMax  20°C TCMax Control
23°C 23 °C TCMéax 23 °C TCMéax 23 °C TCMéax Control
26°C 26 °C TCMax 26 °C TCMax 26 °C TCMéax Control
29°C 29 °C TCMax 29 °C TCMax 29 °C TCMéx Control
32°C 32 °C TCMéax 32 °C TCMax 32 °C TCMéax Control

Los organismos control no fueron sometidos a TCMéax ni entraron al respirometro, sélo
se mantuvieron en los acuarios a la TA durante 25 minutos y se procedio con la toma de
muestras. Al tomar la muestra se pretendia obtener un peso aproximado a 50 mg de
tejido, posterior a este paso se introducian inmediatamente a un tubo eppendorf con 500
pl de TRI Reagent®, y puestas inmediatamente en frio, una vez en frio se homogenizaba
con un pistilo previamente esterilizado y tratado con agua-DEPC. Todos los pasos
realizados fueron con material esterilizado, los pasos realizados fueron siempre en frio.
La extraccion de RNA se realiz6 con ayuda del reactivo TRI Reagent ® (Sigma), se utilizd
el protocolo recomendado por el proveedor con algunas modificaciones.

Las muestras obtenidas previamente con un peso de 50 mg de tejido (branquial y
musculo), se mantuvieron en refrigeracion durante 24 horas. Una vez transcurrido este
tiempo el tejido se homogenizé en 500 ul del TRI Reagent ®. Se procedio a centrifugar
las muestras a una velocidad de 12,000 g durante 10 min a 4°C. Se recupero el
sobrenadante (procurando eliminar grasas, en caso de que existieran en la superficie del
sobrenadante).

Se dejaron las muestras durante 1 hora a -80 ° C. Después se dejaron a Temperatura
Ambiente (TA) por 5 minutos.

En el protocolo original sugiere utilizar 500 ul de 1-bromo-3-cloropropano, sin embargo la
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extraccién no fue posible con este reactivo, por lo cual se procedié a utilizar 250 ul
cloroformo con sus debidas precauciones por cada 50 mg de tejido, se agitd
vigorosamente durante 15 segundos. Se dejé incubar durante 2 minutos a TA. Se realizé
una centrifugacion a: 12,000 g por 15 minutos a 4°C, con los anterior se obtuvieron 3
fases, observando el tubo Eppendorf (de 1.5 ml) de la parte posterior a inferior las fases
corresponden a RNA-DNA-Proteina, respectivamente. Se transfirid sélo la fase acuosa a
un tubo limpio, la cual corresponde a RNA. Fue necesario prestar especial cuidado en
este paso para asi evitar tocar cualquiera de las otras fases, ya que existia el riesgo de
contaminar la muestra con ADN o proteina (se almacenaron los tubos a 4° C, los cuales
contenian las fases restantes, esto en caso de desear aislar DNA y/o proteina).
Se afnadieron 250 pl de 2-propanol y se mezcld con cuidado. Se dej6 incubando durante
5 minutos a TA. Después se realiz6 una centrifugacion a: 12,000 g / 10 min/ 4°C y se
removio el sobrenadante. Aqui se anadieron 500 yl EtOH al 75 % y se da un pulso con
vortex para que se homogenizaran las muestras. Se ingresaron de nuevo a Centrifugar
a: 7,500 g 0 12,600 g / 5 min/ 4°C. En este paso es posible observar un pellet que se
forma en la punta del tubo, por lo cual fue necesario eliminar el EtOH de manera
cuidadosa para evitar perder el pellet, ya que corresponde al RNA, los tubos se dejaron
boca abajo encima de un papel secante durante 5 min a TA, es muy importante que quede
lo mas seco posible. Para realizar la cuantificacion de la cantidad de RNA concentrado
en el pellet se disuelve la pastilla obtenida en 20 ul en H2Oppi y se ley6 en un NanoDrop
a una Absorbancia de 260/280, posteriormente se realizdé un gel de poliacrilamida para
electroforesis. Lo anterior se realiz6 de acuerdo a lo que se muestra en la siguiente figura
21.
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Figura 21. Metodologia utilizada para extraccion de RNA, realizado en tejido de S. annulatus.
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Figura 23. Resultado de la extraccion de RNA de branquias de un organismo control, donde se
observan las bandas correspondientes a RNAm.
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Figura 24. Resultado después de recibir el tratamiento con DNAsa, donde se observan las bandas
correspondientes a RNAm en branquias de S. annulatus. Bl: Branquia izquierda, P: pez.
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4. Disefio de Primers para Sphoeroides annulatus (cebadores).

Busqueda informética de secuencias y disefio de primers (cebadores) degenerados.

Se realizé un rastreo de secuencias homoélogas para genes Hsp70 y Hsp90, donde se
incluyeron a organismos de todas las especies pero preferencialmente peces cercanos al
organismo de estudio. La busqueda se realiz6 ingresando al banco de genes del NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Se realizé la alineacion de las secuencias obtenidas utilizando los programas Blast y
Geneious (http://www.geneious.com/). Una vez realizados los alineamientos multiples se
identificaron las regiones mas conservadas entre las secuencias A partir de estas regiones
se disefiaron los cebadores degenerados, con ayuda de los programas Vector NTI.
Finalmente para ver la calidad de los primers disefiados se analizaron con el programa Oligo

Analysis.

Seleccionando aquellos que reunieran las mejores caracteristicas (Pérez, 2013).

1. Cada cebador debe contar con una longitud de entre 12 a 25 bases.

2. Se debe mantener un contenido de G: C (Guanina:Citosina) entre 45y 55 %.

3. Los cebadores deben de tener temperatura de fusion —Tmll de entre 50°C a 60°C y con
una diferencia entre ambos de 5 °C como maximo.

4. La secuencia de los cebadores individuales debe iniciarse y terminarse con 1 o 2 bases
puricas.

5. Evitar regiones con potencialidad para formar estructuras secundarias internas.

6. Evitar poli X.

7. Evitar nucleétidos degenerados en los extremos 5.

Cédigo IUPAC/IUB:

A:adeninaR: A0 G

C:citosinaW: Ao T

G:guaninaS:Co G

T:timinaenel ADNY:CoT

U:uraciloenel ARNK:GoT

N:AoCoGoTH:AoCoT;noG

M:AoCB:CoGoT;n0A

V:AoCoG;noTD:AoGoT;noC


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

5. Resultados de los primers obtenidos y enviados a sintetizar.

HSP90

Forward posicion: 235-254 pb (pares de bases).
PFSaHSP90 5-CAUCAACAACCUGGGCACC-3

Reverse posicion: 319-337 pb
5 CGGUCAGUUCGGAGUGGG-3’

Inverso complementario

PRSaHSP90 5"-CCCACTCCGAACTGACCG-3’

F&R 102 pb

Oligo Analysis

Oligonucleotide: Length: 19

# DNA (_IBNA  [7] Complementary

Parameters Results
dG Temperature (C) 250 Mol. Wt
Probe Conc.(pMol) 2500 %GC
Salt Conc(mMol) 2000 Tremim
% Formamide 00 %GCTm

. 3Endlength(op) 7 dG
Palindromes (bp) 6 3'EnddG
Nucl Repeats (bp) 4 dH
Stem Length (bp) 3 as

Dimers & Hairpin Loops...

57888
979
633
581
-327
-176

-1438

-3665

3 |

‘Save Results Close

Palindromes: 0 total

Repeats: 0 total

Dimers & Hairpin Loops

Dimers 0 Jor 0
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Hairpin Loops: 0 for @

Figura 25. a)Oligo Analysis y b) Dimers & Hairpin Loops de primer PFSaHSP90.

R2 posicién: 372-391 pb

CGGUCAUCACGAAGCACAAC

Inverso complementario

PR2SaHSP90 5-GTTGTGCTTCGTGATGACCG-3’

F&R2 157 pb



HSP70

Posicion: 1324-1346 = 17 pb (pares de bases).
Hsp70 SaF 5- GGCACCACCTACTCCTG - 3

Hsp70 SaFD 5- GGCACCACCTACTCCTGBGTBGG -3

B=T,G,C

Oligo Analysis

Ciigorucisctide.  Lengih 17
GOCACCACTTACTOCTE

=/ LNA s [T] compamentany

Faramizhons Rl

dG Temperature () (25.0 Tl W 51534
Probe Core(pilal)  250.0 wao £47

Salt Concimial 2000 hem Im A E

T Fomamide 0.0 L
¥ End Length (bp) |7 A 216
Paindromes (6p) ¥ AEndda 127
Misd Reopesite by il 1370
Stam Length by a5 W73

Timers & Hangiin | s

» N

S Resaills Cluse

Haindromes.  D1otEl

Repsals: 0 tatal

70

Dimers & Hairpin Loops ?
[nriars: > - o of 0 sy
Hairpin Loaps: . ¢ oo

Figura 26. a) Oligo Analysis y b) Dimers & Hairpin Loops de primer Hsp70 SaF.

Posicion: 1546-1562 =17 pb

Reversel GACATGAAGCAYTGGYC

Inversa complementaria GRCCARTGCTTCATGTC

F1 & R1 238 pb

Oligo Analysis

Oiigonucieotide: Length: 17

« DNA | BNA  [] complementary

Paramelers Resulls

dG Temperature (C) 25.0 Mol Wt 52815
Probe Conc.(pMal)  250.0 BWGC 520
Salt Conc.(mMal)  [2000 Therm.Tm 526
% Formamida 00 %GeTm 519
3 End Length (bp) 7 G 263
Palindromes (bp) 6 I EnddG 147
Nugi Repeals (bp) 4 aH -121.6
Slem Length (bp) & s 3138

Dimers & Hairpin Loops.

* N

Save Resulls Close.

Palindromes: 0 fotal

Repeats:  ( total

Dimers & Hairpin Loops

Dimens: = g 1 jmi

» IEl

GACATGARGCAYTGEVE
1
CYGETYRCGARGTACAG

Sten Length = 8
Diner 46 : -0.8 keal/mol

HapnLoops - - 0 of [0

Figura 27. a) Oligo Analysis y b) Dimers & Hairpin Loops de primer Hsp70 Reversel.
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Posicion: 1913-1930, 18 pb
Reverse2 CCATCCTGACVATYGANG

Inversa complementaria CNTCRATBGTCAGGATGG
F1 & R2 606 pb

i i ? -
Rligoianelysis Dimers & Hairpin Loops ? n
Oligonudieotide: Length: 18 £
\TCCTGACVATYGANG| Dimers: 5 o |ef O flosey
;
#/DNA C)BNA [ Complementary Save Resulls. . Close |
Parameters Results
Palindromes: 0 total

dG Temperature (C) 25.0 Mol Wt 55152

Probe Conc (pMol)  250.0 %Ge 537 L
Salt Conc.(mMol) 2000 Therm Tm 574 Hairpin Laops: = o |ef D

% Formamide 00 %GCTm 544

3'End Length (bp) 7 4G 291 ﬁewaw )

Palindromes (bp) 6 3EnddG 136

Nucl Repeats (bp) 4 dH 1316

Stem Length (bp) 3 ds 338.1

Dimers & Hairpin Loops...

Figura 28. a) Oligo Analysis y b) Dimers & Hairpin Loops de primer Hsp70 Reverse2.

Posicion: 2370-2386, 17 pb
Reverse3 CAARAGCATYAACCCNG

Inversa Complementaria CNGGGTTRATGCTYTTG
F1 & R3 1062 pb

Oligo Analysis ?

Dimers & Hairpin Loops ?

Oligonucleotide: Length: 17
o col ool i Jor Close
“/DNA (IRNA  [C] Complementary Analyze Save Resits Close caakaacaTvancctI:r;nI;
e gt Palindromes: 0 total Stem Length - chccnnvmceannc
dG Temperature (C) 25.0 Mol Wt 52147 Dimer dG = -0.1 keal/mol
Probe Conc (pMol)  250.0 %GC 50.0
Salt Conc. (mMol) 200.0 Therm. Tm 54.8 ! ! '
% Formamide 00 %GCTm  |507 Hairpin Loops: << s> [0 Jorfo
3'End Length (bp) 7 dG 284 Repeals 0 total
Palindromes (bp) 6 3'EnddG -16.0
Nucl. Repeats (bp) 4 dH 1331
Stem Length (bp) 3 ds 3404

‘ m\ ,

Dimers & Hairpin Loops.

Figura 29. a) Oligo Analysis y b) Dimers & Hairpin Loops de primer Hsp70 Reverse3.



Posicion: 2637-2653 = 17 pb
Reverse4d GACNARRGACAACAACC

Inv Compl GGTTGTTGTCYYTNGTC
F1 & R4 1329 pb

Oligo Analysis ?

Dimers & Hairpin Loops ?
Oligonucleotide: Length: 17 =
BTN, . sl D o f Cuse
#/DNA (IBNA ] Complementary Analyze Save Results Close
Parameters Results
Palindromes: 0 total
dG Temperature (C) 25.0 Mol. Wt 52482

Probe Conc.(pMol)  250.0 %G 50.0 T T
Salt Conc.(mMol) ~ 200.0 Therm. Tm 483

% Formamide 0.0 %GCTm 907

3'End Length (bp) |7 dG 247 Repeats: 0 total
Palindromes (bp) 6 FEnddg -135

Nucl. Repeals (bp) 4 aH -120.0

Stem Length (bp) 3 ds -3136

Dimers & Hairpin Loops..

Figura 30. a) Oligo Analysis y b) Dimers & Hairpin Loops de primer Hsp70 Reverse4.
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G- DNA RIC-  Rog.
BEDNAT S

PCR S. annulatus, SaHSP, 09-06-15
SaHSP70 SaHSP90

RAC- R2C- RIC-
R4cDNA  R2¢DNA  RI1cDNA

Figura 31. Resultados del PCR con los primers disefiados para HSPs en S. annulatus. (PCR y

fotografia realizados por Maricela Cortez-Garcia).



