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RESUMEN

Las proteinas HSP70 se utilizan como biomarcadores de exposicion y el ostion
Crassostrea virginica es considerado como un organismo bioindicador en
evaluaciones ambientales. De acuerdo con la estacion, el nivel de expresion de la
familia de las HSP70 en ostiones silvestres no ha sido caracterizado. Se
colectaron noventa muestras de ostion en un sitio dentro de la Laguna
Tampamachoco durante las estaciones de secas y “nortes”. Un grupo se mantuvo
bajo condiciones de laboratorio y expuesto a estrés térmico. El pH, la temperatura,
la salinidad y el oxigeno disuelto (DO2) se midieron dentro del sistema salobre
Tuxpan-Tampamachoco. La salinidad y el DOz estuvieron fuera de los limites
recomendados para sistemas salobres en ambas estaciones. El objetivo de este
trabajo fue analizar las diferencias en las expresiones genética y proteica como
respuestas a estrés en los ostiones de la Laguna Tampamachoco utilizando
branquias de C. virginica de manera individual y grupal bajo condiciones naturales.
La electroforesis y el ensayo de inmunodeteccion se llevaron a cabo con
branquias de ostiones. Las isoformas HSP73, HSP72 y HSP69 se expresaron en
tejido de las muestras de la época de secas, mientras que solamente las
isoformas HSP73 y HSP72 se detectaron en tejido de las muestras de época de
nortes y control positivo. La isoforma HSP73 no ha sido reportada previamente en
C. virginica. Se evaluaron grupos de ostiones por medio de electroforesis
bidimensional encontrando 50 o ma&s proteinas similares, y diferencias
significativas en el patron electroforético, siendo las muestras de Alvarado, Control
positivo y Mandinga las mas parecidas entre si. Para evaluar la expresion de la
familia de las proteinas HSP70 a nivel individual y grupal de organismos silvestres

es importante determinar una linea de base de expresion estacional.

Palabras clave: biomarcador, proteinas de estrés, evaluacion ambiental,

Crassostrea viriginica.

XV



ABSTRACT

The HSP70 proteins are used as exposure biomarkers, and the oyster Crasostrea
virginica is considered as a bioindicator organism in environmental assessment.
According to the season, the level of expression of the HSP70 family in wild
oysters has not been characterized before. Ninety oyster samples were collected
at the unpolluted locations from the Tampamachoco Lagoon during the dry and
“north winds” seasons. One group of oysters was maintained under laboratory
conditions and exposed to thermal stress. The pH, temperature, salinity, and
dissolved oxygen (DO2) were measured inside the brackish Tuxpam-
Tampamachoco system. Salinity and DO2 were outside the limits recommended for
brackish systems in both seasons. The aim of this work was to analyze the
proteinic and genetic expression differences between seasons as stress response
in oysters using C. virginica gills from individuals and groups of oysters from the
Tampamachoco Lagoon under natural conditions. The electrophoresis and
immunodetection assay of HSP70 were performed using proteins from oyster gills.
The HSP73, HSP72 and HSP69 isoforms were expressed in dry season tissue
samples, while only the HSP73 and HSP72 isoforms were detected in north winds
season tissue samples and positive control tissue samples. The HSP73 isoform
has not been previously reported in C. virginica. Oysters groups were analyzed by
tow-dimensional electrophoresis founding 50 similar proteins and significative
differences in electrophoretic pattern, been Alvarado, Positive Control and
Mandinga samples the most similar to each other. To evaluate the expression of
HSP70 protein family at individual and group levels from wild animals, it is also

important to determine a seasonal baseline expression.

Key words: biomarker, heat shock protein, environmental assessment, Crassostrea

virginica.
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INTRODUCCION.

Los océanos son ecosistemas de gran importancia para la vida humana, controlan
la temperatura de la Tierra mediante su superficie y sus corrientes debido al
intercambio de gases y calor con la atmoésfera; generan la mayor cantidad de
oxigeno por medio de la fotosintesis de algas, microalgas, pastos marinos vy
demds organismos que forman parte del ecosistema; proveen de alimento a miles
de organismos a través de la cadena tréfica desde los productores primarios hasta
los consumidores terciarios. Sin embargo, su equilibrio puede alterarse con
facilidad por cambios en las condiciones ambientales naturales o por
contaminacion antropogénica, lo que repercute a nivel social, econémico y

ambiental.

Como consecuencia del desarrollo industrial, cada afio se generan y vierten a los
ecosistemas acuaticos miles de compuestos como sustancias quimicas, metales
pesados, plaguicidas, y detergentes que son potencialmente tdxicos para
organismos silvestres (Bierkens, 2000; Choi et al., 2008). El analisis completo de
los efectos de los contaminantes en sistemas acuaticos es extremadamente
costoso y requiere de personal muy calificado. Por un lado los efectos que
produce la mezcla de contaminantes en los seres vivos (antagonistas, sinérgicos o
aditivos) y, por la otra, se encuentra la evaluacién de los impactos como la
acidificacion del océano, el calentamiento y la hipercapnia (Bierkens, 2000; Byrne,
2012); y, finalmente, la estimacion de como afecta la interaccion de estos factores,

en los organismos a niveles individual, poblacional y en el nivel del ecosistema.



La contaminacion de los sistemas acuaticos se ha incrementado, en los ultimos 50
afios debido al aumento de las actividades humanas como la agricultura; el
escurrimiento desde el continente de lixiviados de fertilizantes, plaguicidas y
vertederos de basura; contaminacion del sedimento por degradacion de plasticos y
otras sustancias que originalmente no son peligrosas, pero pueden formar
productos toxicos durante su descomposicién. Aunado a estos problemas, se
asocia la falta o exceso de nutrientes y reduccion del habitat, de tal manera que
las consecuencias de estos estresores se observan hasta que se ha causado el
dafo, entre otros, las lagunas costeras son ecosistemas que han sido altamente
impactados por estas actividades pues se encuentran intimamente relacionadas
con aportes continentales ademas de ser utilizadas como sitios de pesca
comercial y actividades recreativas (Jenny et al., 2002; Moissenko, 2005; Collin et

al., 2010).

LAGUNAS COSTERAS.

México es un pais posee una extension litoral de 11,600 km (CONABIO, 2006) con
formaciones geoldgicas importantes entre las que destacan las Lagunas Costeras,
que son superficies acuaticas litorales, en donde se lleva a cabo una mezcla de
aguas provenientes del continente y del océano y, como resultado del encuentro
de dos masas de agua con caracteristicas diferentes, se presentan fenomenos
particulares en su comportamiento fisico, quimico y bioldgico; se consideran los
sistemas naturales con mayor productividad primaria del mundo y, ademas, sirven

como lugares de reproduccion y refugio para especies de importancia alimenticia y



econdémica (Contreras-Espinosa, 1993; Macauley et al., 1997; Geffard et al.,

2007).

Zona de estudio

El sistema estuarino-lagunar Tuxpan-Tampamachoco (Figura 1) se encuentra al
norte del Estado de Veracruz, a los 20°58’15” a 21°05’ de latitud norte y los
meridianos 97°20'30” a 97°24’ de longitud oeste, cuenta con una superficie de
aproximadamente 1,800 Ha. Tampamachoco es considerada una laguna de
caracteristicas marinas con influencia de agua dulce, se comunica con el mar casi
directamente, desembocando sobre el estuario Tuxpan cuyo encuentro con el
océano esta proximo a los 2 km; sobresale por su elevada rigueza faunistica con
99 especies residentes (Contreras-Espinosa, 1993; RAMSAR, 2005; Toledo,
2005). Las lagunas de Pueblo Viejo, Tamiahua y Tampamachoco representan el
89% de la extraccion pesquera de ostion en el Estado de Veracruz con alrededor
de 25,000 toneladas de produccion entre 1991 y 2002 (SAGARPA, 2006); sin
embargo, en la Laguna Tampamachoco se ha registrado una disminucion

importante en esta actividad.
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Figural. Laguna Tampamachoco. Estaciones geogréficas en las que se tomaron muestras
de agua para determinar parametro fisico-quimicos.

Debido a su importancia econémica, ecoldgica y social es necesario monitorear la
salud de las lagunas costeras a través de la evaluacion de sus organismos

residentes para lo que se eligen organismos bioindicadores como el ostién, que se

utilizan para tomarlos como referencia en el resto de la biota.

ORGANISMOS BIOINDICADORES.

Los bioindicadores son organismos en los que se estudian los efectos adversos

producidos por quimicos a nivel de organismo, poblaciébn y ecosistema

considerando las siguientes caracteristicas: 1) Amplia distribucion; 2) Estilo de



vida generalmente sésil; 3) Extraidos de grandes poblaciones o cultivados. Los
bioindicadores pueden proporcionar informacién acerca del riesgo, asi como de
los efectos y mecanismos de accién de los contaminantes (Jenny et al., 2002;

Gerhardt et al., 2004; Zurita et al., 2005).

Los sistemas acuaticos costeros estan influidos por los ecosistemas oceanicos y
los terrestres, para su evaluacién se analizan organismos bioindicadores como los
ostiones y los mejillones debido a que su estilo de vida es sésil y su alimentacién
por filtracion permite la acumulacion de xenobibticos y, con esta informacion se
puede estimar la contaminacion a través de las respuestas bioldgicas que produce

en los organismos (Andrew et al., 2010).

OSTION AMERICANO (CRASSOSTREA VIRGINICA).

El ostion Crassostrea virginica fue identificado por Gemlin en 1791, pertenece al
Phyllum Mollusca; Clase Bivalvia; Subclase Pterimorphia; Orden Ostreoidea;
Familia Ostreidae; Genero Crassostrea; Especie Crassostrea virginica; se
distribuye en estuarios y lagunas costeras desde el Golfo de San Lawrence en
Canada hasta Yucatan en el Golfo de México (Matthiessen, 2001; Quilang et al.,

2007).

C. virginica es un organismo eurihalino y euritérmico con un rango de adaptacion
de salinidad entre 5 y 30 UPS y de temperatura de 1 a 36°C, sus habitos
filtradores hacen que las corrientes de agua sean los medios para obtener su

alimentacion, su habitat ideal requiere de flujos continuos, pero no turbulentos;



estos flujos provocan que los ostiones filtren y retengan contaminantes que
permanecen en la columna de agua o de los sedimentos. Es por estas
caracteristicas que estan intimamente vinculados con la salud de las Lagunas y se
consideran como organismos bioindicadores para utilizarlos en la vigilancia de

estos habitats criticos del Golfo de México (Toledo, 2005).

El ostién C. virginica se desarrolla en estuarios, pero también vive en ambientes
marinos costeros. Descarga sus gametos en la columna de agua en respuesta a
una variedad de estimulos, incluyendo temperaturas mas calidas, feromonas y la
presencia de fitoplancton apropiado, los huevos fertilizados, de aproximadamente
50um, se desarrollan en larvas trocéforas nadadoras capaces de desplazarse
rapidamente por medio de d6rganos filiformes o cilios y se alimentan del vitelo;
durante las siguientes 24 horas se forman sus dos valvas y se alimenta de
microalgas y se convierte en una larva véliger con concha, que usa un 6rgano
ciliado (velum) para capturar alimento y para nadar, después de dos o tres
semanas, dependiendo de las condiciones de alimento y temperatura, la larva
véliger desarrolla una mancha ocular y un pie larval (ahora es llamada larva con
0jo o pedivéliger) con el cual explora sustratos potenciales para su asentamiento,
desciende al fondo para rastrear un sustrato favorable, como conchas de otros
ostiones, botellas de vidrio, botes, pastos marinos, rocas, etcétera; en ese estado
ya mide cerca de 300um y tiene un érgano muscular llamado pie que le permite
moverse en el fondo, una vez estimulada a asentarse, cementa su valva izquierda

al substrato y se transforma, por metamorfosis, en un juvenil de ostra descartando



su velum, reabsorbiendo su pie y agrandando sus branquias, en ese momento ya
no es capaz de moverse por lo que permanece unido a ese sustrato por el resto

de su vida (Matthiessen, 2001; Kennedy, 2009).

Fuera de las valvas, el ostidbn parece una masa amorfa; sin embargo, al observar
detenidamente su anatomia (Figura 2) podemos observar que cuenta con 6rganos
y sistemas que son utiles y muy necesarios para su sobrevivencia, particularmente
el elaborado sistema de las branquias que filtra el plancton, circulando el agua que

lo rodea (Matthiessen, 2001; Toledo, 2005).
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Figura 2. Anatomia del ostién: se distinguen el eséfago, la glandula digestiva, el estbmago,
los intestinos ascendente y descendente, el saco del estilete, el estbmago, el
recto, el ano, la camara cloacal, el manto con cilios sensores y las branquias
(Imagen modificada de (Ruppert y Barnes, 1996).

Anatomia de las branquias.

El tejido branquial del ostion es un 6rgano importante para el organismo pues sirve

simultdneamente, como una estructura de alimentacion que atrapa y selecciona el



plancton via un mucus producido por las células branquiales y movido hacia la
boca del animal; y como un érgano de captacion de oxigeno (Tomanek, 2012)
tanto la alimentacion como la captacion de oxigeno son facilitadas por la amplia
superficie de las branquias que estan constituidas por una demibranquia interior y
una exterior que, vistas transversalmente forman una “W”; cada una tiene un
plegamiento ascendente y un descendente llamados lamelas compuestas de
numerosos filamentos ciliados que se organizan en una fila; este complejo
maximiza la eficiencia funcional de las branquias y divide la cavidad palial en dos
la cavidad inhalante y la exhalante que se comunican a través de pequefias
aberturas llamadas ostia que abren la camara de agua plical y estan conectadas
con tubos de agua (12 filamentos forman una plica o plegamiento de fondo), su
rigidez es debido a dos varillas esqueléticas de colageno que corren a lo largo de
los ejes de cada filamento, cada filamento esta unido por colagena en enlaces
cruzados entre las varillas. En la seccién media de las branquias, cercanas al
corazén y al masculo abductor, las dos camaras epibranquiales de cada branquia
se fusionan para formar una Unica branquia. El agua fluye entre la cAmara promial
y la camara epibranquial que ocupan la mayor parte de la porcion ventral y ventro-

posterior de la cavidad del manto.

Es asi como la anatomia, desarrollo y habitos del ostién C. virginica determinan
gue sea considerado como un organismo bioindicador, pues ademas de tolerar un
amplio intervalo de estrés natural y antropogénico (anoxia, estrés osmdtico,

variacion térmica), responden al estrés en cada una de sus células lo que conlleva



a alteraciones fisioldgicas. Estas respuestas son particularmente importantes en la
respuesta adaptativa de los invertebrados sésiles intersticiales como los mejillones
y los ostiones (Hamdoun et al.,, 2003) y una forma de medirlas es a través de

biomarcadores.

BIOMARCADORES.

Los biomarcadores son mediciones que se efecttan en cualquier nivel de la escala
biol6égica de poblaciones silvestres o experimentalmente expuestas a estresores
fisicos, quimicos o biologicos, que proveen indices de exposicion o efectos
subletales. Cuando una molécula se expresa como parte del mecanismo de
defensa, reparacion o detoxificacion de la célula; se conoce como biomarcador
de exposicién; cuando se trata de una respuesta fisiolégica al dafio debida al
contacto con un estresor potencialmente toéxico del cual la célula u organismo se
puede recuperar se denomina biomarcador de efecto (Ryan y Hightower, 1996;

Bierkens, 2000; Ortiz-Zarragoitia y Cajaraville, 2006; Sarkar et al., 2006).

Las primeras interacciones entre los contaminantes y la biota suceden en la
superficie de la célula y sus efectos son apreciables a nivel subcelular vy,
posteriormente, en los siguientes niveles de la escala bioldgica; los biomarcadores
subcelulares y moleculares son una buena herramienta para detectar los efectos
de la presencia de contaminantes en el ambiente pues evitan el reto de interpretar

el riesgo mediante el analisis y sintesis de datos toxicologicos a gran escala



(Bierkens, 2000; Fent, 2004; Sarkar et al., 2006; Farcy et al., 2007; Farcy et al.,

2008; Farcy et al., 2009).

Aunque en toxicologia clinica los biomarcadores se consideran paradmetros
indicadores de salud general, en toxicologia ambiental su uso se define de
acuerdo con el tipo de organismo, xenobidtico y ecosistema que se esté
evaluando y la mayoria de autores coinciden en que son respuestas biolégicas de
organismos expuestos a estrés, considerando que la respuesta de un individuo por
exposicién a contaminacion ambiental depende de sus caracteristicas genéticas y
fisiol6gicas, asi como de la ruta de exposicion y la dosis (Eason y O'Halloran,

2002; Kite-Powell et al., 2008).

Al ser una herramienta sensible de alerta temprana, los biomarcadores permiten
calcular el impacto de los contaminantes en la calidad ambiental y sus efectos
deletéreos en el ecosistema, en evaluaciones de riesgo ambiental se han
empleado biomarcadores a nivel de transcripcibn de genes y de proteinas
(Bierkens, 2000; Sarkar et al., 2006; Farcy et al., 2007). Los estresores pueden
alterar directamente la expresion genética asi como la conformacion y estabilidad
de las proteinas porque son suficientemente labiles para interactuar con sus
sustratos ademas de ser susceptibles a desnaturalizarse o sobre-expresarse por
causa de cambios en el ambiente (Hamdoun et al.,, 2003), por lo que son
considerados como la respuesta efectora a sefales del ambientales, como

ejemplo se conocen las proteinas de estrés o HSP (por sus siglas en inglés).
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PROTEINAS DE ESTRES HSP.

Las proteinas de estrés o HSP fueron descritas por Ritossa (1996) en Droshophila
bucsckii; sin  embargo, estdan ampliamente distribuidas, ubicuas y muy
conservadas a través de la evolucion, en arqueo-bacterias, eu-bacterias, plantas y
animales (Singer et al., 2005), la respuesta celular a condiciones desfavorables
provoca el incremento transitorio de su expresion (Piano et al., 2004), y su sintesis
es el evento mas notable antes de los cambios en la actividad y fisiologia celular

(Piano et al., 2004; Arya et al., 2007).

Para mantener la homeostasis y como respuesta al estrés, la maquinaria celular
induce la sintesis de HSP para proteger a otras proteinas contra procesos de
desnaturalizacién, oxidacion, cambios de pH, interaccibn con xenobiéticos,
cambios bruscos de temperatura, estrés osmdético, etcétera, lo que ayuda a
mantener la homeostasis celular bajo condiciones adversas (Chapple et al., 1997;
Boutet et al., 2003a; Arya et al., 2007; Ivanina et al., 2008a). En evaluaciones de
toxicidad ambiental se han propuesto como biomarcadores sensibles de efecto no
especifico y en las investigaciones mas recientes son utilizadas como
herramientas en un primer nivel de diagndstico para revelar respuestas bioldgicas
inducidas por efectos de contaminacion ambiental (Ait-Aissa et al., 2000; Bierkens,

2000; Franzellitti y Fabbri, 2005).

Bajo condiciones de estrés las proteinas muestran sus dominios hidrofobicos,

causando interacciones proteicas no especificas, las HSP impiden su
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desplegamiento mediante funciones de estabilizacion proteica evitando la
desnaturalizacién; por otra parte, en condiciones sin estrés, las chaperonas
moleculares son requeridas para estabilizar los dominios hidrofébicos de las
proteinas que estan expuestos al ambiente acuoso de la célula durante la sintesis

y translocacion entre compartimentos celulares (Hamdoun et al., 2003).

Clasificacién de las HSP.

Las HSP se han clasificado con base en su masa molecular, secuencias de
aminoacidos y funciones, en las familias HSP100, HSP90, HSP70, HSPG6O,
HSP40, HSP24, HSP16 y HSP10kDa, en general sus funciones son como
chaperonas y replegamiento de proteinas; sin embargo algunas son especificas
dependiendo de su ubicacién u organismo en el que se expresen (Bierkens, 2000;

Franzellitti y Fabbri, 2005; Arya et al., 2007) como se muestra en la (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacidn de las proteinas de la familia de las HSP.

HSP Funciones / Sobre-expresion Autor

HSP100 — Agregacion y desagregacion de proteinas durante estrés (Zolkiewski et al., 2012)
— Chaperona
— Propagacion de semillas *

* Se han encontrado en bacterias, levaduras y plantas, pero no
en animales y humanos hasta el momento.

HSP90

Ciclo celular, (Choi et al., 2008)
—  Sobrevivencia celular

—  Hormonal

—  Vias de sefializacion

—  Metales

—  Quimicos

— Temperatura,

—  Salinidad

HSP70 —  Chaperonas (Singer et al., 2005)
— Plegamiento de proteinas
—  Estrés térmico
—  Estrés ambiental
—  Metales pesados

HSP60 — Activacion de la respuesta del sistema inmune innato por (Shietal., 2016)
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esclerosis e inflamacion

— Apoptosis

— Ciclo celular

— Diferenciacion celular de los espermatozoides

— Desarrollo reproductivo

— Respuesta al estrés ambienta

— Prevencion de desnaturalizacién de las proteinas bajo estrés
térmico

HSP27 — Modulacién de la agregacion proteica (T. Reid et al., 2019)
— Manutencién de la integridad del citoesqueleto
— Regulacion de la apoptosis
— Estrés oxidante
— Envejecimiento
— Cancer

HSP10 — Proteccion celular por infeccién e inflamacion (Jia etal., 2011)
— Chaperona en la mitocondria
— Inmunomodulacion
— Proliferacion celular
— Diferenciacioén celular
— Cancer
— Enfermedades autoinmunes

En eucariontes, cada familia de HSP comprende varias isoformas que se
sintetizan y regulan de manera independiente, las que se encuentran de forma
constitutiva en la célula pertenecen a las chaperonas que son importantes durante
el plegamiento correcto de proteinas nacientes y desnaturalizadas; en la
translocacién de proteinas entre diferentes compartimentos celulares; y en la
estabilizacion de la célula; las HSP que son inducidas se expresan sélo después
del estrés, para reparar y proteger proteinas celulares y minimizar su agregacion

(Bierkens, 2000; Franzellitti y Fabbri, 2005; Singer et al., 2005; Arya et al., 2007).

Regulacion de los genes de las HSP70 (Heat shock protein).

Las proteinas chaperonas HSP70 acompafian el replegamiento de péptidos
desnaturalizados por estrés para minimizar la degradacion proteolitica como parte
de un fenémeno conservado denominado “respuesta al choque térmico”. El estrés

fisiologico, puede incluir temperatura elevada, dafio mecéanico, hipoxia, pH
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reducido y generacion de especies reactivas de oxigeno, lo que lleva a la

expresion del gen hsp70 (Silver y Noble, 2012).

Existen dos genes que codifican para mRNAs de la subfamilia de las HSP70, que
corresponden a las formas constitutivas o cognadas (HSC) de alrededor de 72kDa
y las inducidas (HSP) de 68-70kDa. La regulacion de la expresion de los genes de
HSP en eucariontes es dependiente del factor de transcripcion de estrés térmico
(HSF por sus siglas en inglés). HSF, inmediatamente después de su sintesis en
los ribosomas es secuestrado por la HSP70 y otras chaperonas, y es presentado
al proteasoma para su degradacién. Después del estimulo estresor, el HSF se
libera de las HSP en el citoplasma y forma un homotrimero el cual migra al nicleo
y se une a los elementos de estrés térmico (HSE por sus siglas en inglés) en la
region promotora de los genes hsp, provocando la activacion de la transcripcion de
esos genes (Ait-Aissa et al., 2000; Boutet et al., 2003a; Hamdoun et al., 2003;

Franzellitti y Fabbri, 2005).

Las proteinas mal plegadas constituyen una de las sefales que inducen la
transcripcion de las HSP70; se ha demostrado su sintesis en C. gigas, M. edulis y
M. Galloprovincialis (Ait-Aissa et al., 2000; Boutet et al., 2003a), Farcy (2009)
sefiala que un incremento significativo sus niveles indica que las células estan
reaccionando a los estimulos (internos o externos) por lo que pueden considerase

como indicadores tempranos de condiciones de estrés.
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Debido a su importancia en el mantenimiento de la homeostasis proteica y
sensibilidad al estrés ambiental se decidio evaluar las proteinas de estrés HSP70;
su expresion a nivel genético y el perfil proteico total de branquia de ostiones en

diferentes condiciones ambientales.
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JUSTIFICACION.

Los océanos representan una fuente de alimentos ricos en proteinas de alta
calidad, sus costas son sitios de descanso y esparcimiento para el ser humano,
son generadores potenciales de recursos energéticos renovables, asi como
proveedores de oxigeno para la vida; sin embargo, el ser humano ha degradado el

hébitat por explotacion o contaminacion incontroladas.

México se encuentra entre los paises con mayor cantidad de linea de costa del
mundo conformada por ecosistemas como las lagunas costeras, estuarios y del
que son espacios estratégicos para el desarrollo econémico, social y ecoldgico de
un pais, es por esta razdn que su preservacion es la clave para mejorar la
competitividad y el crecimiento. Una forma de prevencién es evaluar a los
organismos residentes en las lagunas costeras, pues al extrapolar los resultados
al resto de la biota en el ecosistema (incluyendo al ser humano) se pueden
adoptar medidas de mejoramiento y se obtendr4 un ambiente costero sano

necesario para alcanzar el potencial de su zona econémica exclusiva.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢ Existira diferencia en la expresion de los genes y las proteinas de estrés HSP70
asi como en la expresion del perfil proteico de los ostiones extraidos durante

condiciones naturales y de laboratorio?

HIPOTESIS.

Si la Laguna Tampamachoco no esti sujeta a contaminacion, los ostiones
residentes y bajo condiciones éptimas controladas y sometidos a estrés térmico
(laboratorio), presentaran respuestas fisiologicas diferentes debidas a las
condiciones ambientales. Los resultados de la evaluacion de la expresion de los
genes y las proteinas HSP y los perfiles proteicos en ostiones silvestres y de
laboratorio proporcionaran un indicio de su estado de salud que podra ser

extrapolado y comparado con el resto de la biota residente en el ecosistema.
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OBJETIVO GENERAL.

Evaluar las diferencias en las expresiones genética y proteica como respuestas a
estrés en los ostiones de la Laguna Tampamachoco en dos estaciones climaticas

caracteristicas de la zona.

OBJETIVOS PARTICULARES.

e Analizar el patron proteinico mediante electroforesis de branquias de ostiones
de la Laguna Tampamachoco.

e Comparar el patron proteinico mediante electroforesis de branquias, manto y
glandula digestiva de ostiones de la Laguna Tampamachoco.

e Comparar el patrén proteinico mediante electroforesis bidimensional de
branquias de ostiones de la Laguna Tampamachoco con otras Lagunas.

e Evaluar el estado de induccion de estrés mediante la identificacion de las
isoformas de proteinas HSP70 por medio de inmunodeteccion en branquia de

ostiones de la Laguna Tampamachoco.
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MATERIALES Y METODOS.

La metodologia consistié en dos partes: el Trabajo en Campo y el Trabajo en
Laboratorio.

TRABAJO EN CAMPO.

Se llevaron a cabo tres recolectas, en época de secas (abril de 2013); en época de

nortes (enero de 2014) y (febrero de 2016).

En diez estaciones geogréficas dentro del Sistema Estuarino-Lagunar Tuxpam-
Tampamachoco se midieron los parametros fisico-quimicos: Temperatura (°C);

Oxigeno Disuelto (OD mg/L); pH y salinidad (UPS).

En un banco ostricola dentro de la Laguna (Estacién geogréfica 2) se recolectaron

50 muestras de ostidon durante cada recolecta.

Caracterizacion y diseccion de muestras.

A los ostiones recolectados en 2013 y 2014 se les disecaron las branquias
después de medirlos y pesarlos. A los ostiones recolectados en 2016 ademas se

les diseco el manto y la glandula digestiva.

Para los ensayos individuales se utilizaron 10 individuos; para los ensayos en
grupos se utilizaron 5 individuos recolectados en 2013 y 2014. Los ostiones

recolectados en 2016 se utilizaron en grupos de 5 individuos para los ensayos.
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Conservacion de las muestras.

Las muestras de los tejidos disecados se conservaron tanto para expresion

genética como para proteinas.

Para expresion genética se pesaron los tejidos y se les colocé un volumen de
1uL/ulg de RNA Later (Ambion 7020) que permea el tejido para estabilizarlo y
protegerlo in situ sin necesidad de congelarlo inmediatamente ni perder la calidad

y cantidad de RNA.

Para proteinas se pesaron los tejidos y se les colocé un volumen de 1uL/pulg de
Amortiguador de Lisis RIPA (50mM Tris HCI pH 8.0; 150mM NacCl; 0.01 Igepal CA-
630; 0.5% Desoxicolato de Sodio; 0.1% Dodecil Sulfato de Sodio), adicionado un
coctel inhibidor de proteasas (Sigma P8340) a una concentracion de 1:1000

(Peach et al., 2015).

Todas las muestras se mantuvieron a 4°C hasta llegar al laboratorio donde se

congelaron a -70°C.

Control positivo (CP).

Diez ostiones de cada estacién se colocaron en un acuario de 96L con agua
marina artificial elaborada con Instant Ocean®, (Kent Marine, Acworth, GA, USA)
bajo las siguientes condiciones: pH 7.9; NH3-NH4>0.02 mg/l; PO4 0.25 mg/I;
NO3>5 mg/l; NO2>0.1 mg/l; temperatura 23+2°C; salinidad 20 UPS. Se alimentaron

con Marine Snow (Two Little Fishes Inc.) a aproximadamente 1x10'° células por
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litro cada tres dias. Veintiln dias después se expusieron a estrés térmico a 40°C
por dos horas y se llevaron a cabo los mismos pasos de caracterizacion y
conservacion que con los ostiones recién extraidos; de igual manera los analisis

se realizaron en individuos y grupos de 5 individuos.

EXPRESION GENETICA.

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa-Transcripcion Reversa (RT-
PCR por sus siglas en inglés) permite la identificacion de genes que se expresan
diferencialmente en respuesta a un estimulo. El andlisis de expresion de genes se
llevo a cabo por medio de esta técnica. En primera instancia obtiene un molde de
RNA que es primero convertido en uno de DNA complementario (cDNA) usando la
enzima transcriptasa reversa. El cDNA entonces es utilizado como un molde para

la amplificacion exponencial utilizando PCR.

Disefio de cebadores.

Las secuencias de los cebadores forward y reverse de B-Actina y Hsp70 fueron
disefiados con el programa Primer-BLAST de NBCI, todas las secuencias fueron
especificas de Crassostrea virginica, de acuerdo con la biblioteca del GeneBank y

los nimeros de accesos presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Secuencia de cebadores y caracteristicas de productos utilizados para extraccion
de fragmentos de genes utilizados para PCR.

Gen NUumero de Cebador Tm GC Producto de
(mMRNA) Acceso (°C) % amplificacion
GeneBank
Hsp70 AJ271444.1 5'GTGCAGGAATTCAAGCGCAA3'F 56.8 50 218
Hsp70 AJ271444.1 5'AAAGTGGCGCGGAACAAATC3 R 56.7 50
Actina X75894.1 5'ATGGTGTGTCCCACACAGTC3F 57.3 55 352
Actina X75894.1 5'ATACCGGCGGATTCCATACC3R 56.8 55

Extraccién de mRNA:

La extraccibn de mRNA con se realiz6 el. Todos los pasos a continuacion se

realizar kit de extracciéon EZ-10 spin column animal total RNA mini-preps Kit

BioBasic Inc. (BS82312)on a temperatura ambiente y la centrifugacion se realiz6

por 30 segundos a 15,996 g.

1. En un tubo de centrifuga de 1.5mL libre de RNAsas se agregaron: 350uL de

amortiguador de lisis A-G* y 25-50mg de tejido.

2. Se procedié a macerar con un pistilo de teflén por 2 minutos y se incubé 5

minutos para asegurar la lisis.

3. Se agregaron 175uL de etanol, se mezcld por inversion transfiriéndose a una

columna para centrifugarse y se descarto el sobrenadante.

! El fabricante no especifica que contiene este amortiguador.
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4. Se agregaron 500uL de solucién universal GT? (Tiocianato de Guanidina), se
centrifugd y se descart6 el sobrenadante.

5. Se agregaron 500puL de solucion universal NT? se centrifugd y se descarto el
sobrenadante.

6. Se centrifugd una vez mas para remover un ultimo residuo de etanol.

7. Se colocé la columna en un nuevo tubo de 1.5ml libre de RNasas y se le
agregaron 50uL de agua libre de RNasas, se mantuvo a temperatura ambiente
por 2 minutos y se centrifugé.

8. La solucién de ARN se guard6 a -80°C hasta el analisis.

El RNA extraido se cuantifico en un espectrofotdmetro Nano Drop 2000 UV-Vis
Spectrophotometer Thermo Scientific, y su pureza se determind mediante la
relacion Abszeo/Abszso. EI RNA puro puede exhibir una razén de Azeso/A2s0 de 2.0,
sin embargo, debido a las variaciones entre los individuos, los materiales y la
persona que lleve a cabo el procedimiento la razén para RNA se encontrara en un

intervalode 1.7 a 2.1.

2 Tiocianato de Guanidino

3 El fabricante no especifica que contiene esta solucion.
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Retrotranscripcion (RT):

La Retrotranscripcion se realizdé con el kit Maxima H Minus First SDtrand cDNA
Synthesis (Thermo Scientific #K1651). En un tubo de centrifuga libre de RNAsas
para cada muestra se agregaron: RNA molde (300ng); Oligo (dT)1s cebador (100
pmol); 10mM dNTP Mix (0.5 mM concentracion final); agua libre de RNAsas hasta
un volumen final de 15uL, se mezclaron suavemente y se incubaron por 5 minutos
a 65°C. Inmediatamente se colocaron las muestras en hielo y se agregaron 4ul de
5X RT Buffer, 1uL de Maxima minus Enzyme Mix, todo en un volumen final de
20uL, se mezcldé suavemente y se centrifugé por 1 minuto a baja velocidad. La
retrotranscripcion se realiz6 incubando por 30 minutos a 50°C y posteriormente a

85°C por 5 minutos en un termociclador Eppendorf Mastercycler.

Reaccidn en cadena de polimerasa (PCR).

La amplificacion se llevo a acabo utilizando GoTaqg®DNA polymerase de
PROMEGA, de acuerdo con las instrucciones del fabricante: en un tubo de
microcentrifuga se colocé amortiguador Go-Tag de reaccion a 1X; mezcla de
dNTPs a 0.2mM; Primer Forward a 1uM; Primer Reverse a 1uM; GoTaq
Polimerasa 1.25 u; cDNA <0.5 ug. Las condiciones de amplificacion fueron: Primer
ciclo 95°C por 2 minutos; 35 ciclos de 95°C un minuto; 57°C un minuto; 72°C por
un minuto; un ciclo final de elongacién a 72°C por 5 minutos. Los productos de

amplificacion se sometieron a una electroforesis en un gel de agarosa al 2%,
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teflido con bromuro de etidio y se visualizaron en un Transilluminator UV M-20

Entela.

PROTEINAS.

Extraccion de proteinas.

Las muestras congeladas se maceraron y se centrifugaron a 15,996 g por 10

minutos. Se recupero el sobrenadante y se congel6 a -70°C hasta que se utilizo.

Cuantificacion de proteinas.

La cuantificacion de las proteinas se realizd por medio del método de Bradford

(1976).

Electroforesis (PAGE).

El fundamento de la Electroforesis o PAGE (por sus siglas en inglés
Polyacrylamide gel electrophoresis) consiste en separar moléculas (proteinas) por
su masa molecular y su carga eléctrica de acuerdo con su movilidad en un campo
eléctrico a través de una matriz porosa, asi después de un cierto tiempo las
moléculas cargadas positivamente se desplazaran hacia el catodo (polo negativo)
y aquellas cargadas positivamente se desplazaran hacia el a&nodo (polo positivo).
Las proteinas de mayor tamafio encontraran mayor resistencia que las de menor

tamafo al avanzar a través de los poros del gel. Por tanto, la friccion que se
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observa durante el movimiento electroforético en un gel depende de la masa y la

forma de la molécula, en adicién a su carga eléctrica.

Para el PAGE se utilizaron 30ug de proteinas solubles totales que se diluyeron en
buffer de muestra (Tris-HCI 0.5M pH 6.8; Glicerol 30%; SDS 4%; 5% azul
bromofenol) a una proporcién 1:2, posteriormente se calentaron a 95°C por 4
minutos e inmediatamente se cargaron en un gel de compactacion de acrilamida al

4% seguido por uno de separaciéon al 10% (Laemmli, 1970).

La PAGE se corrié aproximadamente 2 horas a 25mA por gel en una camara de
electroforesis Mini-PROTEAN Tetra Cell electrophoresis chamber (Bio-Rad) con
amortiguador de corrida (25mM Tris, 192mM glicina and 0.1% SDS pH 8.3) a

temperatura ambiente.

Posteriormente los geles se fijaron con Etanol 40%; Acido Acético 10% y Agua
desionizada 50% (Garfin, 1990). Después se tifieron con 0.25% de azul Brillante
de Coomassie G-250 disuelto en solucion fijadora y finalmente se destifien con la

misma solucion (Merril, 1990).
Geles de gradiente.

Con una bomba peristaltica (Amersham Biosciences) y dos jeringas de 20mL y
10mL se rellenaron los vidrios de 1.5mm de espesor para generar un gel de
gradiente de acrilamida de 6% a 20%. Sobre un agitador magnético, se unieron la

boquilla de la jeringa de 20mL con la bomba y se colocaron 4mL de solucion de
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gel de acrilamida de concentracion 20% y se le agregaron 20uL de Persulfato de
amonio 10% recién preparado y 2uL de TEMED, inmediatamente después, se uni6
el empaque del émbolo con el cilindro de la jeringa de 10mL y se rellené con 6mL
de gel de 6% y se le agregaron 30uL de Persulfato de amonio 10% recién
preparado y 3uL de TEMED, se mantuvo en agitacion con un iman magnético
durante el tiempo de llenado del gel (aproximadamente 5 minutos). Una vez
polimerizado el gel se procedid a procesar las muestras de la misma forma que en

la SDS-PAGE.

ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL 2DE

La electroforesis bidimensional es una técnica de alta resolucion cuyo fundamento
es separar mezclas complejas de proteinas a partir de dos métodos fisicos

distintos.

Primero las proteinas son separadas por su punto isoeléctrico (pl); introduciendo
la mezcla de proteinas en un gel con gradiente de pH contenido en una tira
plastica IPG (immovilized pH gradient por sus siglas en inglés) en el que los
extremos N y C terminal y sus residuos ionizables captan o liberan protones de
acuerdo con el pH, por lo que su carga eléctrica global dependera del pH del
entorno, a este gel se le aplica un campo eléctrico en el que las moléculas de la
proteina con carga neta positiva son atraidas hacia el catodo, y las de carga neta
negativa hacia el anodo. Conforme las moléculas de la proteina se acercan a su pl

van perdiendo carga eléctrica, hasta llegar al valor de pH en el que su carga neta
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sea cero y dejan de moverse. En ese momento las proteinas se han enfocado
pues las moléculas de la proteina que inicialmente se encontraban dispersas por
el gradiente de pH se concentran en un solo punto que corresponde a su pl; de
aqui el nombre de Isoelectroenfoque IEF isoelectric focusing (por sus siglas en

inglés).

En la segunda dimension las proteinas son separadas por su mM por

electroforesis en poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE).

Para este ensayo ademas de las muestras de la Laguna Tampamachoco se
consiguieron muestras de ostién de las lagunas de Mandinga y Alvarado a las que
se les realizaron los mismos tratamientos que a las muestras de Tampamachoco.
Se tomaron grupos de 5 individuos de ostion de las épocas de Secas 2013 (M5,
M6, M7 y M8) y Nortes 2014 (M1, M2, M3 y M4) de Tampamachoco; época de
Secas 2014 (M11 y M12) de Alvarado; época de lluvias 2014 (M9 y M10) de
Mandinga; controles positivos (M13 y M14) y controles negativos y (M15 y M16) de
las que se obtuvieron un total de 18 muestras agrupadas, es decir un total de 90

individuos.

A partir de cada muestra se precipitaron 150 pg de proteinas solubles totales
después se rehidrataron con amortiguador de rehidratacion (8M-Urea; 2M-
Thiourea; 2%-CHAPS; 10mM-DTT; 100ug Amberlite; Trazas de azul-
Bromophenol; 1.20%-IPG) toda la noche a 25°C. El Isoelectroenfoque (IEF) se

llevd a cabo el con el siguiente programa: 300V-linear-1hr; 300V-Rapid-3hrs;

28



1000V-linear-6hrs; 8000V-linear-4hrs; 500V-Rapid-6hrs. Inmediatamente después
del IEF, se llevo a cabo la PAGE por 2:00 horas a 25mA por gel. Los geles se
tiferon con Coomassie coloidal (0.035g Comassie azul R-250; 5ml alcohol etilico
95%; 5.64ml acido tricloracético 100%; agua desionizada hasta un volumen final
de 100ml) toda la noche en movimiento lento después se destifieron con agua

desionizada. Finalmente se escanearon y se analizaron las imagenes.

Andlisis de imagenes. Con las imagenes de las electroforesis bidimensionales se
hizo un andlisis utilizando el programa ImageJ (Schneider et al., 2012), primero se
transformé la imagen a una escala de grises de 8-bits, posteriormente se calibro
dentro de un intervalo de grises y luego se midié cada punto (spot) para obtener la
densidad integrada; en este caso se midi6 de manera arbitraria un grupo de
proteinas que aparecié en todos los geles y el total del gel para poder normalizar.
El programa calcula la densidad integrada que es la suma de los valores de los
pixeles de la imagen y es equivalente a la multiplicacion del area por el valor de la
media de la escala de grises de la imagen, una vez obtenidos estos datos se
normalizaron dividiendo la densidad integrada de cada dato por la densidad

integrada de la suma de los spots medidos.

ELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN BLOT)

Para llevar a cabo la electrotransferencia o western blot (WB) fue necesario hacer

en primera instancia una PAGE, después se continud con los siguientes pasos:
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1. Transferencia: Después de realizar la PAGE-SDS se procedié a transferir los

geles a una membrana de nitrocelulosa en una camara de transferencia
utilizando Tampdn Towbin (Glicina 0.192M, Tris 0.025M y metanol 20%) por
1:30 horas a 120 Volts.

2. Tincién _con Rojo Ponceau: las membranas se tifieron para verificar una

correcta transferencia, se destifieron con agua ultra pura.

3. Bogueo: Las membranas se bloquearon con una solucién de fosfato salino con
Tween 20 TBS-T2o (PBST: KH2PO4:1.4mM; Na2HPO4:8mM; NaCl:140mM;
KCI:2.7mM; Tween20 0.1%) con leche descremada al 5% durante una hora.

4. Incubacion: con el anticuerpo primario Anti-Hsp70 (Sigma H5147) en una
solucion 1:5000 por toda la noche en refrigeracién y movimiento continuo.

5. Lavado: se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con TBS-Tzo.

6. Incubacion: con el anticuerpo secundario Anti-Mouse (Sigma) por una hora en
refrigeracion y movimiento continuo.

7. Lavado: se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con TBS-T2o.

8. Revelado: se procedié a revelar las membranas con Clarity Western ECL-

Substrate (17050060 Bio-Rad).

Todos los pasos anteriores se realizaron en agitacion orbital continua (Peach et

al., 2015) y se fotografiaron con un Fotodocumentador LG-1500.
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ANALISIS DE IMAGENES.

La masa molecular de las bandas visibles en la PAGE se determin6 por medio de
Rf que son valores que se obtienen a partir de la distancia recorrida por la banda
con relacion a el corrimiento de los marcadores de peso molecular en las
imagenes de los geles de acrilamida (Lambin et al., 1976). Cabe sefialar que en el
caso de los ostiones de 2013 y 2014 se realizaron ensayos comparativos de
expresion genética y proteinas (PAGE-SDS, WB y 2DE) y a los de 2016 se les
realizaron ensayos comparativos de proteinas entre los tejidos de las branquias,

manto y glandula digestiva.

Las imagenes de WB se capturaron con un fotodocumentador LG-1500 y la
densidad éptica relativa (O.D.) se cuantifico con el programa ImageJ. Los datos se
normalizaron contra la relacion obtenida de la determinacion de actina y se
promediaron los tres ensayos para obtener la O.D. relativa de la expresion de las

Hsp-70.

ANALISIS ESTADISTICO.

Para observar las diferencias entre las medias de la O.D. relativa, de las isoformas
de Hsp70 y de los pardmetros fisico-quimicos entre las estaciones climaticas
secas y nortes se realizé un andlisis de varianza de una via y una prueba T. Las
medidas de pesos y tallas se promediaron y se les aplic6 una prueba de Fisher
para comparar las poblaciones. Los estadisticos se llevaron a cabo con una

significancia estadistica de 95% (p>0.05)
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RESULTADOS

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS.

Dentro del sistema estuarino-lagunar Tuxpam-Tampamachoco se midieron

parametros fisico-quimicos de pH, Temperatura (°C), Salinidad (UPS) y Oxigeno

Disuelto (mg/L) en diez estaciones geograficas (Tabla 3) durante las estaciones

climaticas de Secas (2013), Nortes (2014) y Nortes (2016).

Tabla 3. Ubicacién de estaciones geograficas (latitud y longitud) dentro del Sistema

estuarino-lagunar Tuxpam-Tampamachoco.

Estacion

Geogréfica Latitud Longitud
1 97°35'47 21°02'94

2 97°35'04 21°01'25

3 97°34'66 20°99'75

4 97°34'08 20°97'72

5 97°32'94 20°96'91

6 97°32'05 20°96'60

7 97°34'11 20°95'44

8 97°40'27 20°94'86

9 97°41'56 20°93'98

10 97°30'59 20°26'90

Los promedios de los pardmetros fueron pH 8.5+0.19; 8.29+0.12 y 7.81+0.36;

temperatura 26.04+0.93; 19.10£0.32 y 20.00+0.82 (°C); salinidad 31.07+4.59;

31.40+3.72 y 31.80+1.14 (UPS); y oxigeno disuelto (O2D) 10.15+2.56; 6.21+0.68 y

5.04+1.33 mg/L, respectivamente (Tabla 4).
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Tabla 4. Parametros fisico-quimicos medidos en las estaciones de Secas (2013), Nortes
(2014) y Nortes (2016).

pH Temperatura (°C) Salinidad Oxigeno Disuelto
Estacién UPS (mg/L)

Geografica | Sec | Nts | Nts | Sec |Nts |Nts | Sec |Nts | Nts | Sec | Nts | Nts

2013 | 2014 | 2016 | 2013 | 2014 | 2016 | 2013 | 2014 | 2016 | 2013 | 2014 | 2016

8.08 | 8.08 | 7.23 25 19 19 34 26 31 8.44 6.04 4.75

8.25 | 821 | 7.40 25 19 20 34 34 33 8.25 6.11 5.31

837 | 821 | 7.62 25 19 20 34 33 34 8.24 6.34 5.96

8.38 | 824 | 7.63 26 19 20 34 34 34 | 10.27 6.49 5.96

840 | 825]| 7.70 26 19 20 34 35 35 | 1357 6.57 6.36

849 | 828 | 7.78 28 20 22 36 36 36 | 14.44 7.26 7.16

8.53 | 8.39 | 8.11 27 19 20 31 36 30 | 12.66 7.10 4.19

8.61 | 8.40 | 8.20 27 19 20 27 31 30 | 10.19 5.50 4.19

8.65 | 843 | 8.22 27 19 20 24 30 26 8.21 5.35 3.46

Blo|o|~N|o|a|s|wn|-

8.71| 844 | 8.23 25 19 19 23 25 25 7.23 5.35 3.06

Al comparar los pardmetros fisico-quimicos de las estaciones de Secas (2013) y
Nortes (2014), los resultados muestran que la temperatura y el oxigeno disuelto
(O2D) son diferentes, mientras que la salinidad y el pH son estadisticamente
similares en ambas estaciones (p=0.05). Sin embargo, Al comparar las tres
épocas notamos diferencias significativas entre el pH, la temperatura y el O:zD,
siendo la salinidad el Unico parametro que continué sin cambios. Todo lo anterior

con un intervalo de confianza de 95% (p=0.05).

33




9.00

8.80 Y

8.60 e ——— £ & o
I 840 - s — - . - Beenasasees Weeeecooenns E
O e e leceeecenes | SRISRTIILE e I
o 820 - : e —bh— — =&k — —A
© el

8.00 g
S 7.0 <
T U Epre——
S -
Z 740 —h

—-—

2 720 T’

7.00 - ; ; ; ; ; ; ; ; .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Estaciones Geograficas
—o— Sec 2013 ---#---Nts 2014 —a— Nts 2016

Figura 3. Grafica de pH para las estaciones Secas (2013), Nortes (2014) y Nortes (2016). Se
observa una acidificacion durante ambas épocas de nortes con relacién al primer
muestreo, siendo mas acida la época de Nortes (2016).

El pH reportado en la época de Nortes 2016 presenta una acidificacion de
aproximadamente 0.7 unidades con respecto a las mediciones realizadas en las

épocas de Secas 2013 y Nortes 2014.
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Figura 4. Grafica de temperatura para las estaciones Secas (2013), Nortes (2014) y Nortes
(2016). La época de Secas muestra una temperatura mayor con 7°C de diferencia
con las épocas de Nortes en que ambas se mantuvieron entre 19 y 20°C.

En la época de Secas 2013, la temperatura alcanzé un promedio de 7°C mas que

en las épocas de Nortes.
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Salinidad (UPS)
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Figura 5. Gréfica de salinidad (UPS) para las estaciones Secas (2013), Nortes (2014) y Nortes
(2016). La salinidad se mantuvo constante en todas las épocas de recolecta, con
algunas diferencias entre estaciones geograficas.

La salinidad se encontré6 en promedio alrededor de las 31UPS en todas las

recolectas, los cambios observados corresponden con la ubicacién geogréfica de

la recolecta.
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Figura 6. Gréafica de Oxigeno Disuelto (mg/L) para las estaciones Secas (2013), Nortes (2014)
y Nortes (2016). Se observa mayor concentracion de oxigeno disuelto en época de
secas.

El oxigeno disuelto para la estacién de Secas fue mas elevado que en ambos

muestreos de las estaciones de Nortes.
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Discusion Parametros Fisico-Quimicos.

Los procesos de reproduccion, desarrollo y crecimiento de los ostiones estan
ligados a los parametros fisicos, quimicos y biolégicos que se derivan de los
fendmenos meteoroldgicos, asi como a la disponibilidad de recursos energéticos
durante las estaciones climaticas. Aunque las interacciones bibticas son
importantes en la determinacion de abundancia poblacional o individual de los
organismos marinos, los factores abioticos o fisicos son la principal razén de la
estabilidad de estas abundancias, el cambio climatico acompafa una serie de
factores fisicos como temperatura, pH, salinidad e hipoxia que afectan

especialmente a organismos marinos (Tomanek, 2012).

pH.

Debido a las actividades humanas como combustion de fésiles y deforestacion la
concentracion global de CO2 atmosférico se ha incrementado de 280 ppm a 384
ppm en 2007 a una tasa de crecimiento anual de 0.5% (100 veces mas rapido que
en los dltimos 650,000 afios), el 25% de CO: liberado es captado por el océano
obteniendo como resultado cambios en el sistema quimico del carbono marino; el
incremento de CO: induce una disminucién del pH, lo que induce la disminucion
en la concentraciéon del ion Carbonato (COs?) y el aumento del ion Bi-Carbonato
(HCOs.), en consecuencia los procesos biogeoquimicos y ecologicos son

perturbados y deterioran la biodiversidad en multiples niveles biolégicos, en
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consecuencia los organismos calcificados (moluscos, crustaceos y algas) son

afectados de manera negativa (Wei et al., 2015).

El incremento en la captacion de CO:z por el océano resulta en una disminucion de
pH en alrededor de 0.1 unidades; mientras el océano abierto se caracteriza por su
constante pH, los estuarios y lagunas costeras exhiben una mayor fluctuaciéon
(Tomanek, 2014), en el sistema estuarino-lagunar Tuxpam-Tampamachoco las
mediciones de pH entre 2013 y 2016 presentan una acidificacion de
aproximadamente 0.7 unidades de pH de manera similar Melwani (2016); reportd
gue el pH en sitios cercanos al puerto de Sydney fue significativamente mas acido

de lo que se esperaba.

La respuesta de los organismos marinos a la acidificaciéon oceanica depende de
factores como filogenética, estadio de vida o alimentacion; los organismos
calcificados son los mas sensibles a la acidificacion debido a la disminucién de
CaCO: y la disolucion de calcita; sin embargo, los efectos no se limitan a la
calcificacién de sus estructuras, sino que también incluyen transporte de iones y

metabolismo energético en toda la biota marina (Tomanek, 2014).

Oxigeno Disuelto.

El Programa Ambiental de las Naciones Unidas (UNEP, 2008), sefala que la
concentracion de oxigeno disuelto idonea para sistemas acuaticos no debe ser
menor de 6mg/L cuando la temperatura del agua sea mayor a 20 °C y de 9.5 mg/L

cuando la temperatura del agua sea igual o0 menor a 20 °C. Patterson (2014)
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sefala que la hipoxia 0 baja concentracion de oxigeno (< 2 mg/L) genera impactos
significativos al ecosistema en términos de diversidad y abundancia de especies,
un nivel bajo de concentracibn de OD de 4 mg/L seria el nivel minimo para

mantener un sistema saludable.

Durante la temporada de Secas hay poco ingreso de agua al sistema via
escorrentias o lluvias por lo que la remocion de las capas superficiales permanece
estatica y por tanto el O2D tiende a ser bajo; sin embargo, se observd una
concentracion de 10.15 mg/L (148.60 %); que pudo haberse producido por un

exceso de fotosintesis debida al ingreso de los rayos solares en esta temporada.

En época de Nortes la influencia de los vientos del norte provoca el ingreso de
agua por lluvias y la escorrentia proveniente de las montafias que desplazan las
capas superficiales de la columna de agua provocando a su vez el ingreso de
oxigeno, en estas temporadas los niveles alcanzados fueron de 6.21+0.68 y
5.04+1.33 mg/L (80.13 y 66.32 %) a una temperatura de 19.10 y 20.00 °C para
2014 y 2016 respectivamente lo que representa un desequilibrio con relacion a lo

gue propone la UNEP (2008).

Melwani (2016) reporté una saturacion entre 53 y 84% de oxigeno durante la
época de Secas en cuatro sitios adyacentes al puerto de Sydney, Australia que
fueron altamente impactados por actividades meteoroldgicas y antropogénicas y
son similares a lo reportado en la época de Nortes de este estudio. Betanzos-Vega

(2016) reportaron una concentracion en Octubre y Diciembre de 2014 de 4.18 y
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6.91 mg/L (55.22 y 111.09 % de saturacion) con temperaturas de 24.46 y 29.72 °C
en costas de Cuba siendo muy similares a los valores reportados en época de

Nortes de este estudio.

Salinidad.

En el sistema estuarino-lagunar Tuxpam-Tampamachoco el Unico parametro que
permanecié estable a través de los muestreos fue la salinidad con 31 UPS,
Melwani (2016); reportod que la salinidad y la temperatura permanecieron estables

en las localidades analizadas pero su muestreo fue en una sola temporada.

An (2010) menciona que la salinidad puede causar respuestas fisiolégicas como
cambios en hormonas plasmaticas, metabolismo energético, equilibrio electrolitico
y generacion de especies reactivas al oxigeno causando dafio oxidativo; para
Shumway (1996) y Barnes (2007), el intervalo de salinidad oOptimo para la
sobrevivencia de los ostiones fluctia entre los 14 y 28 UPS; intervalo en el que las
poblaciones son densas como resultado de su elevada capacidad de reproduccion

y metamorfosis larval.

En la época de Secas se considera “normal” un incremento de la salinidad debido
a la evaporaciéon que genera una elevacion en la concentracion de las sales
disueltas en la columna de agua, mientras que en la época de Nortes
generalmente se espera una disminucion en la salinidad debida a la intensa

actividad pluvial e ingreso de agua dulce; actividad edlica, remocion del sedimento
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e incremento en la disponibilidad de alimento y disminucion de la temperatura, en

este estudio no hubo diferencias significativas en cuanto a la salinidad reportada.

Temperatura.

Las temperaturas medidas fueron 26.04, 19.10 y 20.00 °C para las épocas de
Secas (2013) y Nortes (2014 y 2016) respectivamente, de acuerdo con Shumway
(1996) y Abbe (2000) la variacion en la temperatura ocasiona cambios metabdlicos
en los organismos acuaticos, al ser poiquilotermos los ostiones pueden soportar
cambios paulatinos de temperatura, las aguas célidas (>25°) producen
crecimiento temprano e incremento de actividad metabdlica con la subsecuente
acumulacion de xenobidticos, mientras que las temperaturas bajas (<5°c) los
ostiones reducen su metabolismo que se puede recuperar al incrementar
gradualmente la temperatura. Sin embargo, estos rangos pueden variar de
acuerdo con las condiciones geogréficas, Team (2007) proponen que el intervalo
optimo de desarrollo de C. virginica se encuentra entre 20 y 30 °C, por lo que
podemos aseverar que la temperatura registrada no fue un factor de estrés en el

presente estudio.

OSTIONES BAJO CONDICIONES CONTROLADAS.

El lote de ostiones que se mantuvo en condiciones controladas presenté una
sobrevivencia del 100% a los 21 dias lo que permitiéo obtener dos grupos; uno se
sometio a estrés térmico (control positivo) y el otro se analizé igual que los grupos

silvestres (control negativo).
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Discusién Ostiones bajo Condiciones Controladas.

Las condiciones en las que se mantuvieron los ostiones fueron éptimas para su
desarrollo ya que algunos de los ostiones sobrevivieron al 100 % durante mas de
60 dias. Generalmente a los ostiones se les coloca por tiempos cortos en
condiciones controladas y después son expuestos a algun estresor para su
analisis, como Geffard (2007) quien expuso a larvas de C. gigas a metales por 24
horas e inmediatamente después de su metamorfosis los evalud; Karouna-Renier
(2007) recolectaron C. virginica de Pensacola, Florida, Estados Unidos, y los
evalub de manera inmediata después de una corta exposicion a 17 dioxinas y
furanos, mercurio, arsénico, cadmio, cromo, cobre, plomo, niquel, selenio, estafio
y zinc; e Ivanina (2008b) quien analiz6 C. virginica adquiridos en una granja y
expuestos a condiciones controladas por tres dias para evaluar el estrés oxidante.
Este hallazgo resulta interesante debido a que se demuestra que las condiciones
en las que se mantuvieron fueron Optimas y en estudios posteriores se podran

adaptar para contar con organismos testigo y control positivo.

CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS.

Los promedios de peso y talla de las muestras fueron 58+5.2g, 51+7.1g y 59+9.1g¢;
7.40£1.0cm, 6.8+0.6cm 8.16+1.5cm en las épocas de Secas (2013), Nortes (2014)
y Nortes (2016), respectivamente. Los datos se analizaron mediante ANOVA de 1
via sin encontrar diferencias estadisticamente significativas con un intervalo de

confianza de 95% (p<0.05) entre los pesos y tallas de los individuos analizados.
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Discusion de Caracterizacion de las Muestras.

El ostion C. virginica vive desde el Golfo de St. Lawrence en Canada hasta el
Golfo de México, el Caribe y las costas de Brasil y Argentina (Kennedy, 2009).
Debido a la variedad de ecosistemas en los que C. virginica se desarrolla es
posible encontrar diferencias en su talla, rendimiento y peso que podrian estar
relacionadas con los parametros fisico-quimicos que se encuentran en el medio en
el momento de la recoleccion, Betanzos-Vega (2016) realizaron la caracterizacion
de C. virginica como un recurso natural explotable en las cuencas de los rios
Cuyaguateje y Cauto de Cuba y reportaron las tallas utilizadas como comerciales
entre 6.11 + 2.35 cm con una talla maxima de 14.50 cm; Cherkasov (2006)
recolecté ejemplares de C virginica con tallas de 7 a 12 cm, en New River, North
Carolina, Estados Unidos, como observamos son muy similares a las reportadas

en este estudio.

EXPRESION GENETICA.

A partir de tejido de manto de ostiones recolectados en la época de Secas (2013);
adquiridos en la cooperativa local (COO) y control negativo (CN) se obtuvo un
rendimiento de RNA de 0.98; 0.98 y 1.16 mg/tejido, asi como una pureza Azso/Azso

de 2.04; 2.11 y 2.03, respectivamente (Tabla 5).
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Tabla 5. Rendimiento de RNA en tejido de ostiones de la época de Secas, COO y Control
negativo.

Rendimiento
Concentracion RNA por

Tejido procesado de RNA mgjtejido Pureza

Muestra (mg) (ng/ul) (ng) Aze0/A2s0
Secas 18.00 97.90 0.98 2.04
CN 26.00 98.90 0.98 2.11
COO 20.00 116.30 1.16 2.03
Mdusculo (ratén)* 30.00 22.00 0.73 2.10
Pancreas (rata)* 30.00 100.00 3.50 1.90
Hojas de tomate* 30.00 4.60 0.15 2.00

* Datos del fabricante de kit de extraccion de RNA.

Los productos de amplificacién del cDNA de los organismos fueron visualizados
en geles de agarosa. La expresion de los genes f-Actina y Hsp70, fue variable en
las muestras estudiadas. En la Figura 7 se observa la amplificacion de p-Actina y

Hsp70 de las muestras.
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Figura 7. Amplificacién de genes de Hsp70 y de f-Actina de muestras de manto de ostiones
de Tampamachoco. Marcador de peso molecular: carriles 1y 8. Amplificacién de
Hsp70: carriles 2, 3, y 4. Amplificacion deg-Actina: carriles 5,6y 7. Laguna,
Control negativo y Cooperativa, respectivamente.
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ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA.

La expresion de los genes se analizé con el programa ImageJ y se determind la
intensidad relativa de f-Actina y Hsp70 para cada muestra (Tabla 6). Los genes de
B-Actina y Hsp70 de la Cooperativa se expresaron con mayor intensidad (que los

del Control Negativo y de la Laguna.

Tabla 6. Expresién de los genes de Actinay Hsp70 en ostiones del Control Negativo,
Cooperativay Laguna de Tampamachoco.

Actina HSP
Expresién Relacién al Expresion Relacion al
B-Actina C-Neg Hsp70 C-Neg
UIR (# veces) UIR (# veces)
C-NEG 2.5170 2.4684
LAGUNA 2.5227 1.0022 2.4459 0.9909
COO 3.3194 1.3188 3.2717 1.3255

UIR = Unidades de Intensidad Relativa.

En la Figura 8 se observa que la expresion de los genes de B-Actina y de Hsp70
del control negativo y de la Laguna exhiben una intensidad relativa

aproximadamente un tercio menor que los genes de la Cooperativa.
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Genes de Actina Genes de HSP
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Figura 8. Gréficas de Unidades de Intensidad Relativa de la expresion de los Genes de
Actinay Hsp70 en ostiones (Control Negativo, Cooperativay Laguna
Tampamachoco).

Posteriormente se calculd la relacion entre la expresion de la B-Actina y las Hsp70
de cada muestra obteniendo porcentajes de 98; 97 y 99% de Hsp70 con relacién
al gen constitutivo, en el Control Negativo, Laguna y Cooperativa, respectivamente

Tabla 7.

Tabla 7. Relacion de la expresidn Hsp70/Actina en muestras de manto de ostion del Control
Negativo, Cooperativay Laguna Tampamachoco.

Actina HSP Relacion
Muestra HSP/Actina
C-NEG 2.5170 2.4684 98%
LAGU 2.5227 2.4459 97%
COO 3.3194 3.2717 99%

Discusion Expresion Genética.

Ait-Aissa (2000) sostiene que las proteinas mal plegadas constituyen la sefal que

induce la transcripcion de las HSP; aunque, en los organismos marinos,
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particularmente en bivalvos, la secuencia de los genes no se ha completado, en C.
gigas, en M. Edulis, M. Galloprovincialis y en C. hongkongensis se han
demostrado la sintesis de Hsp y la induccion de termotolerancia (Boutet et al.,
2003b; Franzellitti y Fabbri, 2005; Zhang y Zhang, 2012), en este estudio se
demostr6 la sintesis de las HSP de manera diferencial en C. virginica provenientes

de diferentes ambientes.

Franzellitti (2005) analiz6 la expresion de los genes Hsc70 y Hsp70 en Mytilus
galloprovincialis bajo condiciones 6ptimas y reporté que los niveles basales de las
Hsc70 fueron comparables con los de actina sugiriendo que estos pueden ser
transcritos en ausencia de algun estresor, en este estudio Unicamente se
analizaron los genes de Hsp70 y se reporta que la intensidad de la expresion de
estos genes en los ostiones del Control negativo y de la Laguna son similares
mientras que la expresién de los genes de la Cooperativa es 1.3 veces mas

elevada.

Sanni (2008) y Farcy (2009) mencionan que algunos genes constitutivos pueden
mostrar niveles variables de expresion en condiciones especiales y sesgar los
resultados pero se utilizan como referencia para normalizar la expresion de genes
de interés; en este analisis se observo la expresién del gen constitutivo de S-
Actina de manera diferencial entre las muestras con una expresion de 98, 97 y 99
% de intensidad relativa de las Hsp70 en relacion con la expresion del gen de
Actina, en las muestras de Control Negativo, Laguna y Cooperativa,

respectivamente.
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Zhang (2012) seiala que el mMRNA de Hsp70 fue transcrito de manera abundante
en diferentes 6rganos de C. hongkongensis cuando se expusieron a estrés
térmico, y disminuyé gradualmente cuando las proteinas fueron normalmente
replegadas o eliminadas por lo que la expresién de las HSP70 se puede usar
como biomarcador; sin embargo, su respuesta a los factores de estrés ambiental
cuenta con poca evidencia disponible a nivel de mRNA, en este estudio se
evidencia la expresion del mMRNA de las Hsp70 en muestras de branquia de ostién
del Control Negativo y de la Laguna son similares lo que se puede explicar debido
a que las condiciones controladas fueron semejantes a las condiciones naturales
mientras que las muestras de la Cooperativa estuvieron sometidas a un estrés
mayor pues fueron extraidas de su ambiente y depositadas primero en la lancha
del pescador, luego en tinas todo esto bajo el rayo del sol y sin agua, lo que

provoca que los factores ambientales naturales fueran completamente alterados.

En este punto se demostré que las Hsp70 expresan diferencialmente en los
ostiones; sin embargo, no se conocia si alguna isoforma estaba presente, por lo

gue se realizaron los ensayos de PAGE-SDS, 2DE y Western Blot.
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PAGE-SDS.

En una primera evaluacion se analizo el patron electroforético de proteinas
solubles totales para branquias de individuos y grupos de C. virginica de Secas
(2013), Nortes (2014) y Control Positivo. Se utilizaron concentraciones de 30ug de
proteinas en cada pozo para el corrimiento electroforético; sin embargo, se

desplegaron diferentes patrones de bandas entre las muestras (Figura 9 y Figura

10).
Marcadores Secas Nortes C-Positivo
kDa kDa
kDa > 250 +— >250
250 196 -~ 196
150 <+ 125
100 106 <«— 106
75 -« 75
69
61 <« 61
53 <«— 53
50 W
41 - 41
37 W

<+ 36
<+— 33
- 31
<« 30

o - 2T

-~ 24

Figura 9. Patrén electroforético de branquias de proteinas solubles totales de individuos de
C.virginica. La primera linea representa el marcador de pesos molecular. Cada
linea representa el patron electroforético representativo de un individuo.

En las muestras individuales las bandas de 125 y 31 kDa fue observada solo en el

Control Positivo; una banda de 69 kDa aparece solo en las muestras de Secas; y

48



una banda de 26 kDa solo aparecié en las muestras de Nortes. Dos bandas de 61
y 33 kDa se observa en muestras de Secas y Control Positivo mientras que la

banda de 24 kDa apareci6 en las épocas de Secas y Nortes.

Epoca de Secas Epoca de Nortes Control Positivo
kDa kDa kDa
kDa > 250 > 250
250
196 196 «——190
150
100 106 106 <+ 106
79 79
75 . 72 72
69
61
53 53
50 W
41 41
37 ‘ 36 36
33
30 30
27 27
25 - 26
24 24
20
-

Figura 10. Patrén electroforético de branquias de proteinas solubles totales de grupos de
cinco individuos de C. virginica. La primera linea representa el marcador de pesos
molecular. Cada linea representa el patrén electroforético representativo de un
grupo de cinco individuos.

En las muestras agrupadas los patrones electroforéticos también resultaron
diferentes. Las bandas de > 250; 196; 30 y 24 kDa se presentaron en las muestras
de Secas y Nortes. En el control Positivo se presentan las bandas de 190 y 25
kDa; en época de Secas se presenta una banda de 69 kDa; en época de Secas y
Control Positivo se presentaron las bandas de 61 y 33 kDa y en época de Nortes y

Control Positivo se presenté una banda de 26 kDa.
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Algunas bandas observadas en una muestra individual o grupal pertenecientes a
la misma estacion difieren del resto de las muestras, o que se puede apreciar

claramente en la Tabla 8.

Tabla 8. Bandas observadas en la PAGE de muestras individuales y agrupadas de proteinas
solubles totales de branquia de ostidn.

Peso ESTACION DE RECOLECTA CONTROL
Molecular

kDa Epoca de Secas Epoca de Nortes

125 — — Individuos
69 Individuos y Grupos — —
61 Individuos — —
33 Individuos — Individuos
26 — Individuos y Grupos —
24 Individuos Individuos —
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PAGE-SDS coON ORGANOS.

Las proteinas solubles totales de glandula digestiva (GD), branquia (BR) y manto
(MT) de los ostiones recolectados en época de nortes de 2016 fueron analizadas
en grupos de 5 individuos utilizando la PAGE con geles de gradiente de 6-20%

(Figura 11).

GLANDULA DIGESTIVA BRANQUIA MANTO

250 250
150
100

75 »

Figura 11. SDS-PAGE de tres diferentes 6rganos de grupos de ostiones recolectados en la
época de Nortes 2016.

En los geles representativos de los tres 6rganos se observan los diferentes
patrones electroforéticos de proteinas solubles totales; sin embargo, existen
bandas cercanas a los 100, 75, 50, 42, 37 y 25kDa y con pesos menores a 20kDa

gue son similares en todas las muestras (Figura 12).
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Figura 12. Comparativo de muestras de 6rganos de ostiones recolectados en la época de

Al analizar la masa molecular expresada en los geles, se observa que existe

mayor presencia de proteinas en el intervalo de 50-15kDa (Tabla 9).

Tabla 9. Comparativo de patrén electroforético de proteinas solubles totales observadas en
tejidos de Glandula Digestiva, Branquia y Manto de ostiones recolectados en la época de

Nortes 2016.

INTERVALO Masa

Glandula

Molecular Digestiva Branquia Manto

> 250 297; 275
100-149 103 110
75-99 75 94; 85; 75
50-74 54 69; 51
37-49 48; 39 43; 38 40; 38
25-36 35; 29; 25 30; 27 33; 29; 28; 26
20-24 24; 22 24; 21 24; 21
<19 18; 17 17 19;17;16;14
NUMERO BANDAS
EXPRESADAS 10 12 17
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En todas las muestras se ubicaron las proteinas de 39/38; 24; 22/21 y 17 kDa, en
este caso se podria tratar de proteinas constitutivas. De manera independiente a
las otras muestras aparecen las bandas de GD: 103; 48; 35; 25y 18 kDa; BR: 297;

275 110; 54; 43; 30y 27 kDa; MT: 94, 85; 69; 51, 33; 28; 26; 19; 16 y 14 kDa.

Discusién PAGE-SDS.

Al comparar las PAGE de las muestras de ostion de las épocas de Secas y Nortes
se observaron diferentes patrones de expresion de proteinas independientemente

de la muestra (individuales o agrupados) o de la estacion.

En las muestras del Control Positivo se expresaron las bandas de 125 y 31 kDa
(individuales) y 190 y 25 kDa (agrupadas), que no se expresaron en los
organismos silvestres; inversamente, las bandas de 24 kDa (individuos) y 250;
296; 30 y 24 kDa (agrupados) se expresaron en los organismos silvestres y no en
el Control Positivo por lo que podria suponerse que estas proteinas se inhibieron o

expresaron por causa de algun estresor diferente al térmico.

A los 69 kDa se conoce una proteina que responde al choque térmico y se
expresd en las muestras de la época de Secas (individuales y agrupados) cuando
la temperatura del agua fue mas célida; de igual manera, se puede sugerir que
este estresor indujo las bandas de 61 y 33 kDa que se expresaron en las muestras
individuales y agrupadas expuestas a estrés térmico durante la época de Secas y

Control Positivo.
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Al comparar los érganos por medio de PAGE se encontr6 que en el MT se
pudieron observar 1.7 y 1.4 veces mas proteinas que en la GD y BR. ElI MT de los
ostiones es un organo que tiene el primer contacto con el ambiente que rodea al
animal, por lo que cuenta con una serie de receptores que a través de una

cascada de sefializacion inducen la sintesis de proteinas.

A diferencia de este analisis en el que se comparan las expresiones entre épocas
climaticas y 6rganos de los ostiones, los autores que han realizado trabajos de
SDS-PAGE con proteinas de ostion en general han aislado una proteina de interés
y posteriormente llevan a cabo la electroforesis; por ejemplo, Umayaparvathi et al.
(2013) aislaron una enzima de aproximadamente 66 kDa de la bacteria Bacillus
cereus SU12 a partir del ostion Saccostrea cucullata con fines biotecnoldgicos
para producir la produccién industrial de proteasas extracelulares; Vasquez (2013)
reportan una glicoproteina de 55 kDa resistente al calor y soluble en acido que
forma parte de la matriz organica de las larvas de C. gigas actia como sefial para
la cementacion de las larvas del ostion, reconociendo a los individuos de su propia
especie 0 especies relacionadas, lo que tiene una aplicacion en la acuicultura de

esta especie.

INMUNODETECCION DE PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO DE LA FAMILIA DE LA

HSP70.

La inmunodeteccién de proteinas de branquia de ostion demostrd la presencia de

tres isoformas, HSP73, HSP72 y HSP69, en organismos individuales y agrupados;
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aungue, las primeras dos se expresaron en todas las muestras, la HSP69 solo se
expresd Unicamente en muestras individuales y agrupadas de la estacion de

Secas (Figura 13).

Muestras época de Secas:

AR TN TR W T WD T e o0

<—— Hsp 69

D s —
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Figura 13. Inmunodeteccion de proteinas de estrés HSP-70 en branquias de ostiones
recolectados en épocas de secas 2013, nortes 2014 y Control Positivo. En las
muestras individuales de los ostiones de la época de secas (A) se expresaron las
isoformas HSP-73, HSP-72 y HSP-69, mientras que en época de nortes (B) y
Control Positivo (C) laisoforma HSP-69 estuvo ausente. En muestras agrupadas
paralas mismas condiciones se observan los mismos resultados (D).

Variacion estacional de niveles de expresién de HSP.

Para obtener la intensidad de las bandas obtenidas por inmunodeteccion se llevo
a cabo un analisis semi-cuantitativo de la expresion de las tres isoformas HSP73,
HSP72 y HSP69 utilizando el programa Image J (Schneider et al., 2012) que se

calcula mediante Unidades de Intensidad Relativa (UIR).
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El promedio de las HSP73 de las muestras de individuos y grupos fue 1.30, 0.52,

0.44, 0.40, 0.66 y 0.21 UIR, para Secas, Nortes y CP respectivamente (Figura 14).

Las muestras individuales de la época de Secas y CP mostraron mayor expresion

que las demas.
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Figura 14. Representacion grafica del analisis semi-cuantitativo de la expresion de la

isoforma HSP-73. Se observan muestras individuales y agrupadas de las épocas
de secas, nortes y CP.

El promedio de HSP72 de muestras individuales y agrupadas fue de 0.19, 0.66,

0.09, 0.33, 0.42 and 0.20 RIU en Secas, Nortes y CP respectivamente (Figura 15).

Las muestras agrupadas de la estacion de Secas y las individuales de la CP

mostraron mayor expresion que las demas.
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Figura 15. Representacion grafica del analisis semi-cuantitativo de la expresion de la
isoforma HSP-72. Se observan muestras individuales y agrupadas de las épocas
de secas, nortes y CP.

El promedio de HSP69 de muestras individuales y agrupadas fue de 0.04, 0.67,
0.01, 0.01, 0.00 and 0.00 RIU, en Secas, Nortes y CP respectivamente (Figura
16). Esta isoforma se expresé en el 50% y 100% de las muestras individuales y
agrupadas, respectivamente de la época de Secas y su expresion en las otras

muestras no fue significativa.
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Figura 16. Representacion grafica del andlisis semi-cuantitativo de la expresion de la

isoforma HSP-69. Se observan muestras individuales y agrupadas de las épocas
de secas, nortes y CP.

Estadisticamente la expresion de HSP73 y HSP72 no mostré diferencias

significativas entre las estaciones o las muestras individuales o agrupadas; sin

embargo, la expresion de la HSP69 en muestras individuales y agrupadas fue

significativamente diferente en la época de Secas en comparacion con las demas

muestras, todo lo anterior con una significancia estadistica de 95% (p=0.05).

Discusién Inmunodeteccion.

La expresion de las HSP ha sido estudiada como un biomarcador de estrés en

ostiones. Snyder (2001) examinoO las respuestas de Mytilus galloprovincialis y
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Haliotis rufescens expuestos a estrés térmico, petrdleo degradado, heptacloro,
fenobarbital, B-naftoflavonas y pehtaclorofeno; Hamdoun (2003) evalué las
proteinas HSP y la expresion de los genes hsp como respuesta a estrés térmico
en Crassostrea gigas; y Piano (2002) evalué la expresion de las proteinas HSP en
Ostrea edulis expuestos a estrés térmico. Todos estos estudios analizaron la
expresion de las proteinas HSP de organismos expuestos a un estresor

especifico, pero ninguno las analizo de ostiones en condiciones naturales.

En este estudio encontramos la expresion de tres isoformas (HSP73, HSP72 y
HSP69) recolectadas en dos estaciones climaticas diferentes de un sitio reportado
con baja contaminacién (Botello et al., 2016), con concentraciones que
relativamente no afectan a los organismos benténicos (Long et al., 1995). Es
posible que estas expresiones hayan sido generadas debido a las fluctuaciones de
los parametros fisico-quimicos, particularmente las HSP69, pues esta se expreso
Gnicamente en la estacion de Secas cuando la salinidad (31 UPS) y el oxigeno
disuelto (10.1 mg/L) fueron mas elevados de lo recomendado por Shumway (1996)
y UNEP (2008) (14-28 UPS; y 9.5 mg/L a <20 °C, respectivamente). Ademas de
estos parametros, la temperatura fue de 26°C en la estacion de Secas lo que de
acuerdo con Abbe (2000), las temperaturas mas calidas llevan a altas y tempranas
tasas de crecimiento, y el tamafio elevado en los ostiones aumenta su actividad
metabolica. En las estaciones de Secas y Nortes, el pH fue de aproximadamente 8

unidades, lo que esta dentro del intervalo éptimo para aguas salobres; por tanto,
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este parametro parece no haber afectado los resultados de la expresion de las

HSP.

La expresion de las isoformas de la familia HSP parece ser dependiente del
estresor y la especie; por ejemplo, Chapple (1997) reportaron expresién de las
isoformas HSP78, HSP72 y Hsp70 en M. edulis, sin embargo, no determinaron si
fueron constitutivas o inducidas. Snyder (2001) reportaron que las isoformas
HSP74, HSP70 y HSP67 fueron inducidas en M. galloprovincialis y H. Rufescens
expuestos a estrés térmico y xenobidticos. Cruz-Rodriguez (2002) identificaron
gue las isoformas HSP71 y la HSP69 fueron inducidas cuando expusieron a C.
virginica a hidrocarburos aromaticos policiclicos. Hamdoun (2003) y Piano (2002)
encontraron las isoformas HSP77 y HSP72 como constitutivas y la HSP69 como
inducida por estrés térmico en C. gigas y Ostrea edulis respectivamente. En este
trabajo la expresion de la isoforma HSP73 estuvo presente en todas las muestras,
la HSP72 fue variable y la HSP69 solo se expresd en organismos individuales y
agrupados de la estacién de Secas. La isoforma HSP73 no ha sido reportada

previamente en adultos de C. virginica.

Boutet (2003b) encontraron una relacion inversa entre la expresion de las HSP70
y la concentracién de metales en C. gigas. En otras especies de bivalvos, Piano
(2004) reportaron que después de la exposicidn a estrés térmico, las isoformas
inducidas no se expresaron en M. galloprovincialis, Tapes phillippinarum vy
Scapharca inaequivalvis; sin embargo, las isoformas constitutivas fueron

significativamente elevadas. La expresion de las HSP de los ostiones Control
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Positivo expuestos a estrés térmico fue menor que la de los ostiones silvestres. De
particular interés es la expresion de la HSP69 durante la época de Secas, en la
gue mas del 50% de los ostiones individuales y agrupados se expreso, sin perder
de vista el hecho de que la contaminacién ha disminuido gradualmente (Botello et
al., 2016). Esta expresion también fue observada por Piano (2002) en O. edulis y
Hamdoun (2003) en C. gigas, quien propuso que esta isoforma fue inducida por
estrés térmico; mientras que Cruz-Rodriguez (2002) la reportdé en C. virginica

como respuesta a la exposicién de hidrocarburos aromaticos policiclicos.

ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2DE).

Para estandarizar el método se utilizd6 una muestra al azar de proteinas solubles
totales de branquia de ostiones de la Laguna Tampamachoco utilizando un gel
IPG con un intervalo de pH de 3 a 10 unidades y un SDS-PAGE con 10% de
acrilamida (Figura 17) en el que se observa que la mayor concentracion de
proteinas se encuentran en el intervalo de 3 a 7 unidades de pH y peso molecular

entre 100 y 25kDa.
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Figura 17. Estandarizacion de 2DE de proteinas totales de branquia de ostién recolectado en
época de Nortes 2014, con gel IPG de intervalo de pH de 4-7 y masa Molecular de
250-25kDa.

Una vez realizada la estandarizacion se realizaron ensayos por duplicado de cada
época o sitio de muestreo con un gel IPG de intervalo 4-7 de pH y mM de 170-
25kDa, en los que se encontraron cinco spots (1; 2; 3; 4 y 5) con ubicacién similar
dentro de los geles en todas las muestras, por lo que fueron analizados de manera

independiente.

En lo subsecuente se denominara a las muestras Nortes, Secas, Mandinga,

Alvarado, Control Positivo y Control Negativo.
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Perfil de Expresién de Proteinas.

El andlisis de los geles 2DE se realizé dividiendo cada gel en cuadrantes y
numerando los spots dentro de cada cuadrante, posteriormente se calcul6 su mM
en el intervalo de 151 y 24kDa y pl en el intervalo de 4.27 a 6.94 de pH, tomando

como referencia el gel de Alvarado debido a que presenté una mayor expresion de

proteinas.
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Figura 18. Gel 2DE representativo de brnquia de ostiones recolectados en la Laguna
Tampamachoco en la época de Nortes 2014.

En la Figura 18 se muestra un gel 2DE representativo de branquia de ostiones

recolectados en la Laguna Tampamachoco en la época de Nortes 2014, se
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pueden observar alrededor de 23 proteinas expresadas en cumulos o de manera

individual particularmente en esta época se encuentran los Spot 3.1; 5.1 a 5.4.

(@]

Figura 19. Gel 2DE representativo de ostiones recolectados en la Laguna Tampamachoco en
la época de Secas 2013.

En la Figura 19 se muestra un gel 2DE representativo de branquia de ostiones
recolectados en la Laguna Tampamachoco en la época de Secas 2013, se pueden
observar alrededor de 26 proteinas expresadas en cumulos o de manera

individual, particularmente en esta época se encuentran los Spot 3.1-3.2; 5.1 a 5.4.

64



Figura 20. Gel 2DE representativo de ostiones recolectados en la Laguna Mandinga en la
épocade Lluvias 2014.

En la se muestra un gel 2DE representativo de branquia de ostiones recolectados
en la Laguna Mandinga en la época de Lluvias 2014, se pueden observar
alrededor de 75 proteinas expresadas en cumulos o de manera individual,

particularmente en esta época se encuentran los Spot 5.1 a 5.3.
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Figura 21. Gel 2DE representativo de ostiones recolectados en la Laguna Alvarado en la
época de Secas 2014.

En la Figura 21 se muestra un gel 2DE representativo de branquia de ostiones
recolectados en la Laguna Alvarado en la época de Secas 2014, se pueden
observar alrededor de 104 proteinas expresadas en cumulos o de manera

individual, particularmente en esta época se encuentran los Spot 2.1y 5.1 a 5.3.
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Figura 22.Gel 2DE representatlvo de ostiones Control Positivo en cond|C|ones controladas
de laboratorio.

En la Figura 22 se muestra un gel 2DE representativo del Control Positivo de
branquia de ostiones recolectados, se pueden observar alrededor de 85 proteinas

expresadas en cumulos o de manera individual.
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Figura 23. Gel 2DE representativo de ostiones Control Negativo en cond|C|ones controladas
de laboratorio.

En la Figura 24 se muestra un gel 2DE representativo del Control Negativo de
branquia de ostiones recolectados, se pueden observar alrededor de 23 proteinas

expresadas en cumulos o de manera individual.
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Se analizaron las proteinas similares y las disimiles considerando que la diferencia
de mM entre los spots de un grupo no fuera mayor a 10 kDa y la de su pl no fuera
mayor a una unidad de pH, ademdas de su ubicacion dentro de un cuadrante;
obteniendo un total de 50 proteinas (Tabla 10) que coincidieron entre las

muestras.

Tabla 10. Proteinas localizadas en las muestras de branquia de ostion de las Lagunas
Tampamachoco (Nortes, Secas); Mandinga (lluvias); Alvarado (lluvias); Controles (Positivo y
Negativo).

Intervalo Intervalo
Muestra Isoformas mM pl Cuadrante Observaciones
Alvarado 1 122.63 122.63 5.08 5.08 I
C+ 1 119.24 119.24 5.07 5.07
Mandinga 1 120.26 120.26 4.89 4.89
Nortes 1 122.67 122.67 4.56 4.56
Secas 1 124.01 124.01 4.60 4.60
Alvarado 1 110.45 110.45 5.17 5.17 I
C+ 3 110.21 109.13 5.21 5.15
Mandinga 1 114.17 114.17 5.08 5.08
Alvarado 2 100.53 99.48 5.24 5.20 I
C+ 3 97.92 96.96 5.25 5.16
Mandinga 1 102.90 102.90 5.20 5.20
Mandinga 1 97.69 97.69 5.64 5.64 I
Nortes 1 94.69 94.69 4.98 4.98
Secas 8 95.21 95.21 5.12 4.88
C- 1 89.78 89.78 4.96 4.96 I
C+ 1 89.62 89.62 5.15 5.15
Mandinga 1 91.79 91.79 5.22 5.22
Mandinga 1 90.84 90.84 5.62 5.62 I
Secas 4 88.14 88.14 4.93 4.84
Alvarado 3 80.71 80.71 5.33 5.24 I
C+ 1 77.31 77.31 5.30 5.30
Alvarado 1 76.59 76.59 5.36 5.36 I
C+ 1 70.75 70.75 5.34 5.34
Alvarado 5 71.19 69.71 5.03 5.27 I
C+ 1 67.35 67.35 5.21 5.21
Mandinga 2 71.52 71.52 5.25 5.33
Alvarado 5 144,97 143.46 6.69 6.40 Il
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Mandinga 5 146.52 146.52 6.53 6.21
Nortes 1 150.00 150.00 6.25 6.25
Secas 1 151.00 151.00 5.87 5.87
Alvarado 6 122.63 122.63 5.86 5.66 Il
C+ 1 104.91 104.91 5.16 5.16
Mandinga 5 109.52 109.52 6.18 5.97
Alvarado 4 105.93 105.93 5.60 5.60 Il
Nortes 1 97.94 97.94 5.53 5.53
Alvarado 7 92.46 92.46 6.90 6.45 Il
C+ 6 96.96 96.96 6.86 6.44
Alvarado 3 96.41 96.41 5.66 5.79 Il
C+ 4 93.22 92.31 5.67 5.84
Mandinga 3 87.14 87.14 6.14 5.97
Nortes 1 89.50 89.50 5.58 5.58
Secas 1 89.12 89.12 5.47 5.47
Alvarado 6 79.87 75.01 6.14 5.68 Il
C+ 1 75.80 75.80 5.77 5.77
C- 4 77.25 74.21 6.40 6.20 Il
C+ 3 75.80 75.80 6.55 6.77
Alvarado 1 72.69 72.69 6.63 6.63 Il
C+ 2 75.80 70.06 6.47 6.47
Alvarado 2 70.44 69.71 6.10 5.97 Il
c/ 2 70.59 70.59 6.08 5.88
C+ 3 73.60 73.60 5.97 6.18
Alvarado 5 69.71 68.27 6.49 6.24 Il
C+ 6 70.06 68.02 6.33 5.99
Mandinga 5 69.33 68.61 6.10 5.62
Secas 1 69.94 69.94 5.53 5.53
Alvarado 2 68.27 68.27 5.79 5.64 Il
C+ 1 66.04 66.04 5.86 5.86
Mandinga 1 63.14 63.14 5.74 5.74 i
Nortes 1 59.68 59.68 5.37 5.37
Alvarado 5 60.85 60.22 5.00 4.83 i
C- 2 61.35 61.35 4.78 4.74
C+ 1 57.54 57.54 478 4.78
Secas 1 55.50 55.50 4.93 4.93
Alvarado 2 46.85 46.85 5.15 5.09 i
C+ 3 42.82 42.82 5.29 5.16
Secas 1 42.61 42.61 457 4,57
Nortes 3 39.35 32.50 4.42 4.27 "
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Secas 1 35.73 35.73 4.29 4.29
Alvarado 2 32.83 32.83 4,92 4.86 1
C+ 4 30.63 28.31 5.07 4.88
Mandinga 3 26.10 28.07 5.04 5.04
C- 1 28.36 28.36 6.37 6.37 1
C+ 2 29.45 27.49 5.41 5.36
Alvarado 1 27.19 27.19 5.23 5.23 1
Mandinga 2 27.21 26.10 5.25 5.25
Alvarado 2 65.47 64.79 6.10 5.98 v
Mandinga 5 63.80 62.48 6.32 5.97
Nortes 1 57.05 57.05 5.70 5.70
Alvarado 1 60.85 60.85 5.75 5.75 v
Mandinga 1 54.02 54.02 6.00 6.00
Alvarado 2 60.22 59.59 5.99 5.86 v
C+ 2 57.54 57.54 5.82 5.96
Mandinga 2 58.71 58.71 6.09 5.98
Nortes 1 53.93 53.93 5.76 5.76
Secas 1 54.29 54.29 5.53 5.53
Alvarado 2 60.22 60.22 6.35 6.30 v
C- 2 52.26 52.26 6.30 6.21
C+ 3 51.63 50.62 6.63 6.44
Mandinga 3 50.76 50.76 6.73 6.56
Nortes 1 46.07 46.07 6.07 6.07
Secas 1 49.71 49.71 5.80 5.80
Alvarado 2 55.38 53.67 5.82 5.81 v
C+ 3 52.66 48.19 5.99 6.00
Mandinga 3 46.22 49.71 5.97 5.97
Alvarado 3 50.41 54.81 5.95 5.95 v
Mandinga 4 44.81 48.69 6.08 5.97
Alvarado 1 55.96 55.96 6.27 6.27 v
Mandinga 1 50.23 50.23 6.16 6.16
Alvarado 2 54.81 52.56 6.52 6.49 v
Mandinga 2 52.91 49.20 6.34 6.34
Alvarado 2 50.41 48.34 6.08 6.07 v
C+ 5 48.67 45.87 6.19 6.07
Nortes 1 46.59 46.59 5.88 5.88
Alvarado 1 46.85 46.85 571 5.71 v
C+ 2 43.67 43.67 5.68 5.75
Alvarado 6 44.93 43.09 6.94 6.38 v
C- 2 43.63 43.63 6.46 6.32
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C+ 6 44.10 44.10 6.84 6.29
Mandinga 4 41.23 41.23 6.45 6.20
Nortes 4 40.70 40.70 6.36 6.13
Secas 1 39.88 39.88 6.07 6.07
Alvarado 1 43.09 43.09 6.19 6.19 v
C+ 1 39.97 39.97 6.22 6.22
Mandinga 2 37.55 38.74 6.00 6.00
Alvarado 1 41.32 41.32 5.74 5.74 v
C+ 1 39.57 39.57 6.47 6.47
Mandinga 2 37.94 36.40 6.18 6.17
Alvarado 1 40.47 40.47 5.73 5.73 v
C+ 2 37.67 37.67 5.79 5.70
Alvarado 2 39.22 37.22 6.73 6.73 v
C- 2 39.08 36.43 6.54 6.54
C+ 1 36.94 36.94 6.77 6.77
Alvarado 1 33.52 33.52 6.43 6.43 v
C- 1 32.63 32.63 6.26 6.26
C+ 1 36.94 36.94 6.53 6.53
Mandinga 1 30.19 30.19 6.22 6.22
Alvarado 1 34.23 34.23 6.22 6.22 v
C- 1 33.29 33.29 6.06 6.06
C+ 1 35.86 35.86 6.22 6.22
Mandinga 3 32.80 32.80 6.36 6.29 v
Nortes 2 33.99 33.99 6.03 5.91
Alvarado 1 26.91 26.91 6.47 6.47 v
C- 1 26.70 26.70 6.28 6.28
C+ 1 32.18 32.18 6.49 6.49
Alvarado 1 30.83 30.83 5.69 5.69 v
C+ 1 28.88 28.88 5.74 5.74
Mandinga 2 28.96 28.07 6.16 6.16 v
Alvarado 2 26.35 27.19 6.35 6.35
Alvarado 1 27.19 27.19 6.61 6.61 v
C- 1 26.97 26.97 6.42 6.42
Secas 3 27.13 24.03 5.53 5.53 v
Nortes” 3 27.45 23.71 5.58 5.58

*Expresadas en todas las muestras.

Como resultado se observaron proteinas con la misma mM y diferente pl o a la

inversa; esto podria ser debido a que se presentaron modificaciones pos-
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traduccionales que afectan tanto la masa molecular como el pH de la proteina, o

bien tratarse de otro tipo de proteinas.

La cantidad en la expresion e intensidad de las proteinas cambia en relacién con
el nivel de estrés, las muestras con mayor coincidencia fueron Alvarado y Control+
con 31 proteinas similares lo que representa un 19% del total de coincidencias

(Tabla 11).

Tabla 11. Relacién de coincidencias entre la expresion de las muestras de branquia de
ostion de las Lagunas Tampamachoco (Nortes, Secas); Mandinga (lluvias); Alvarado
(lluvias); Controles (Positivo y Negativo).

Muestra # Coincidencias %
Alvarado / Control+ 31 19
Alvarado / Mandinga 28 17
Control+ / Mandinga 22 14
Control+ / Control- 11 7
Alvarado / Secas 9 6
Mandinga / Norte 9 6
Alvarado / Control- 8 5
Alvarado/Nortes 8 5
Control+ / Secas 8 5
Mandinga / Secas 7 4
Nortes / Secas 7 4
Control+ / Nortes 5 3
Control- / Mandinga 4 2
Control- / Secas 3 2
Control- / Nortes 2 1

Total 162 100

En los perfiles de expresion de proteinas se presentd una diferencia de expresion
entre las muestras que se observa a traves de las proteinas que se expresaron de

manera particular (Tabla 12).
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Tabla 12. Proteinas expresadas de manera particular en las muestras de branquia de ostion

analizadas por 2DE.

Muestra mM pl
Alvarado 108 5.36
Alvarado 57 6.18
Alvarado 27 6.80
Alvarado 26 5.32
*Control - 98 4.96
*Control - 98 4.99
Control - 50 5.90

*Control + 82 6.79
*Control + 82 6.90
Control + 32 6.29
“*Control + 30 5.03
“*Control + 30 5.12
“*Control + 28 5.03
“*Control + 28 5.12
‘Mandinga 51 4.90
‘Mandinga 50 4.90
*Mandinga 46 6.22
*Mandinga 46 6.32
‘Mandinga 28 5.64
“*Mandinga 27 5.64
*Mandinga 27 6.09
Nortes 130 6.25
Secas 49 4.36

*Misma mM / Diferente pl. * Mismo pl / Diferente mM.

Las proteinas expresadas diferencialmente fueron en su mayoria las de baja mM

con un intervalo de 32 a 26 kDa. Las proteinas diferenciales de las muestras de

Alvarado, Nortes y Secas no presentan isoformas en mM o pl. Sin embargo, se

observaron proteinas con isoformas de mM(*) de las muestras Control-: 98 kDa;

Control+: 82; 30 y 28 kDa y Mandinga: 46 y 27 kDa y proteinas con isoformas de

pl (‘) de las muestras Control+: 5.03 y 5.12; Mandinga: 5.64.
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Spots 1 a 5.

En los geles 2DE de branquia de ostiones de todas las muestras se expresaron de
manera persistente 5 spots que fueron analizados por medio de su Intensidad

Relativa (IR); Masa Molecular (mM) y Punto Isoeléctrico (pl) calculados.

Intensidad Relativa.

La IR de los spots presentd diferencias en los minimos y maximos: spots 1: 4x10
a 9x10%; spot 2: 3x10* a 9x10%; spot 3: 3x10* a 13x10%; spot 4: 6x10* a 18x10%;
spot 5: 4x10* a 22x10%, respectivamente.jError! No se encuentra el origen de
la referencia.De acuerdo con las Pruebas de las Medianas y Kruskal-Wallis la IR
de los todos los spots es estadisticamente similar. Los calculos se realizaron con

un nivel de confianza de 95% (p=0.05).

Masa Molecular.

La mM minima y maxima de los spots fue muy similar entre las muestras: spot 1:

76/66; spot 2: 69/60; spot 3: 63/53; spot 4: 55/ 49 y spot 5: 38/33 kDa (Figura 24).
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Figura 24.Masa molecular de los spots 1 a5 de branquia de ostién de las Lagunas

Tampamachoco (Nortes, Secas); Mandinga (lluvias); Alvarado (lluvias); Controles
(Positivo y Negativo).

La mM también se analiz6 con las Prueba de las Medianas y Kruskall-Wallis con

las que se determin6 que la mM de los spots es estadisticamente similar entre las

muestras con un nivel de confianza de 95% (p=0.05).

Punto Isoeléctrico.

El pl calculado en los spots 1-5 mostr6 intervalo de 4.42 a 5.68 unidades de pH

con un maximo de 5.01; 4.90; 5.04; 5.75 y 5.65 y un minimo de 4.53; 4.49; 4.39;

5.10 y 4.70 con una diferencia de 0.48; 0.41; 0.65; 0.65 y 0.95, respectivamente

(Figura 25).
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Figura 25.Representacion grafica del Punto Isoeléctrico (Unidades de Intensidad Relativa)
calculado a partir del gel 2DE de muestras de branquia de las Lagunas
Tampamachoco (Nortes, Secas), Mandinga (lluvias), Alvarado (lluvias) y Controles
Positivo y Negativo.

Como se observa en la grafica anterior la diferencia en el pl de las muestras
analizadas no presenta una diferencia significativa, se realiz0 una prueba de
Kruskal-Wallis para concluir con una p=0.05 que no existen diferencias

significativas entre los pl de las muestras.

Tabla 13. Comparativo de mM, pl e IR de los Spots del 1 al 5 de muestras de branquia de
ostion de la Laguna Tampamachoco (Secas y Nortes) Laguna Mandinga, Laguna Alvarado,
Control Positivo y Control Negativo.

NORTES SECAS MANDINGA ALVARADO CONTROL + CONTROL -

mM 67.27 66.21 66.10 74.40 76.03 74.24
SPOT 1 pi 4.70 4.59 5.00 4.78 4.89 458
IR(X10%) 6.20 6.00 5.80 3.50 7.70 8.50
mM 62.37 61.48 60.10 69.36 68.18 68.57
SPOT 2 pI 4.58 4,51 4.88 4.67 4.83 452
IR(X10%) 7.50 6.50 6.00 2.80 7.50 8.70
mM 52.28 54.65 53.58 55.48 62.82 57.03
SPOT 3 pl 4.49 4.44 5.02 4.58 4.70 4.42
IR(x10™) 8.40 3.20 7.30 4.40 12.70 9.70
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mM 50.49 49.50 49.36 56.28 54.09 54.75
SPOT 4 pl 5.42 5.16 5.62 5.47 5.68 5.29
IR(x10%) 17.60 14.90 15.20 61.00 13.30 18.30
mM 32.75 32.50 38.07 33.61 33.91 37.58
SPOT 5 pl 4.96 4.80 5.21 5.20 5.55 5.12
IR 7.10 7.20 6.40 3.50 15.10 22.10

SPOTS 5.1 A 5.4,

En las muestras de Nortes, Secas y Mandinga se expresaron los spots 5.1; 5.2 y

5.3, mientras que en la muestra de Alvarado solo se expresaron los dos primeros y

en los controles no se expresé ninguna de éstas.

Intensidad Relativa.

La IR del spot 5.1; 5.2 y 5.3 de Mandinga fue mas elevada que la de las muestras

de Nortes, Secas y Alvarado.

Masa Molecular.

La mM de los spots 5.1; 5.2 y 5.3 de las muestras de Nortes, Secas, Mandinga y

Alvarado es similar en todos los casos con un minimo de 32 y un maximo de 38

kDa.
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Punto Isoeléctrico.

Al observar los valores minimo y maximo de los pl de los spots 5.1, 5.2 y 5.3 se
determiné que existe una diferencia de 0.29, 0.27 y 0.27 unidades de pH,

respectivamente.

Tabla 14. Comparativo de mM, pl e IR de los Spots del 5.1 al 5.3 de muestras de branquia de
ostion de la Laguna Tampamachoco (Secas y Nortes) Laguna Mandinga y Laguna Alvarado.

NORTES SECAS MANDINGA ALVARADO
SPOT IR mM  pl IR mM  pl IR mM pl IR mM pl
(10%) (10%) (10°) (10°)
51 7 33 514 6 33 5.02 10 38 531 4 34 5.27
5.2 8 33 5.28 6 33 514 13 38 541 9 34 541
5.3 8 33 542 18 32 527 25 38 554 -~ == -~

SPOTS independientes.

Adicionalmente se expresaron de manera independiente los siguientes spots:

Tabla 15. Spots expresados independientemente en las muestras de Alvarado, Secas y
Control Negativo.

SPOT  Muestra IR mM  pl

2.1 Alvarado 29 x10° 68 4.67
3.1 Secas 27 x10% 52 4.46
3.2 Secas 35x10°3 46 4.46
3.1 Control Negativo ~ 94x1073 55 4.54

El spot 2.1 Unicamente se presenta en la muestra de Alvarado, por su mM y pl se
propone que sea una isoforma de la proteina 2 y que su expresion sea debida a

algun estresor particular de la laguna.
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Discusién Electroforesis Bidimensional.

Recientemente la protedmica ambiental se aplica en organismos marinos de
laboratorio y campo (Chen y Huang, 2011); Chora (2009) sefala que las
modificaciones en el proteoma de los moluscos son cada vez mas utilizados para
evaluar los efectos de la contaminacion del agua, en el presente trabajo se
llevaron a cabo andlisis 2DE de tejidos de branquia de ostién debido a que sirven
simultdneamente como estructuras de alimentacién atrapando al plancton via
mucus producido por las células de la branquia y movidos hacia la boca por estas
mismas células, ademas de que funcionan como un organo facilitador del
consumo de oxigeno por su amplia superficie que favorece el intercambio de

gases (Tomanek, 2012).

Melwani (2016) asevera que actualmente se ha incrementado el uso de la 2DE en
evaluaciones de organismos sometidos a un contaminante particular; sin embargo,
aun no se conoce la expresion de dichos organismos en condiciones naturales, en
el presente estudio se analizaron ostiones en condiciones naturales de las laguna
Tampamachoco, Alvarado y Mandinga asi como ostiones en condiciones
controladas (Control Negativo) y posteriormente sometidos a estrés térmico

(Control Positivo), encontrando expresion diferencial en los perfiles proteicos.

En este estudio se consideraron los spots con mayor definicién, en un analisis
similar Cao (2009) asevera que el niumero de spots detectados fue menor a lo que

esperaba con relacién a la capacidad de resolucion de la técnica, debido al
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enfoque conservativo utilizado en el analisis de los geles tomando en cuenta
Gnicamente con los spots claros y bien definidos, mientras que las areas confusas
no se consideraron de las 312 proteinas analizadas en el total de los geles, las
proteinas expresadas se encuentra en los intervalos de mM de 40-59 kDa (86);

60-79 kDa (73); 20-39 kDa (59); 80-99 kDa (54); 100-151 kDa (40).

Los perfiles de expresion de proteinas fueron diferentes entre las muestras, con
mayor cantidad de expresién de proteinas en las muestras de Alvarado (104),
Control+ (85) y Mandinga (75) y de menor expresion en las muestras de Secas
(26); Nortes (23) y Control- (23); sin embargo, en todas las muestras prevalecieron
las proteinas cercanas a los 44 kDa; y un grupo de proteinas denominadas spots 1
a 5. Tomanek (2012) sugiere que los cambios importantes en la abundancia de las
proteinas pueden suceder por tres razones: sintesis, modificaciones pos-
traduccionales y degradacion. Cao (2009) evaludé los perfiles proteicos de
Crassostrea gigas y Ostrea edulis expuestos al parasito Bonamia ostreae
determinando una mayor cantidad en la expresion de proteinas en C. gigas debido
a su resistencia al parasito mientras que O. edulis fue mas susceptible y su

expresion fue menor.

Alvarado y Mandinga son lagunas del sur de Veracruz que presentan
contaminacion por diversos factores como hidrocarburos, plasticos, descargas
domeésticas, turisticas e industriales, tala inmoderada, ganaderia, etcétera, esta
situacion no es particular de estas lagunas; por lo que se sugiere que la expresion

de las proteinas de estos sitios puede ser debida a la presencia de contaminantes.
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Por otra parte en la Laguna Tampamachoco de acuerdo con los analisis realizados
por Botello (2010), la contaminacion es mayormente debida a la presencia de
bacterias patégenas para el ser humano y los contaminantes quimicos estan por
debajo de los niveles que dafian al bentos (Long et al., 1995), por tanto se
propone que la diferencia de expresion de las proteinas entre las muestras de
Nortes y Secas es debida a que los ostiones de esta localidad estan expuestos a
factores fisico-quimicos como temperatura, oxigeno disuelto y pH y que las

diferencias en el control positivo fue generada por el estrés térmico.

Melwani (2016) analiz6 ostiones cercanos al Puerto de Sidney, Australia
sugiriendo que la respuesta protedmica relacionada con los impactos ambientales
fue en dos categorias subcelulares: metabolismo energético y citoesqueleto;
Mendelsohn (2009) analizé al pez cebra exponiéndolo a anoxia y de acuerdo con
sus resultados asevera que la mayoria de los cambios proteinicos observados en
la anoxia aguda fueron de baja magnitud, asumiendo que las respuestas suceden

lentamente o no requieren de un gran cambio a nivel proteina o regulacién.

Ademas de las proteinas mencionadas con anterioridad, se encuentran las
proteinas expresadas en el Cuadrante IV con intervalos de mM de 44.93 y 39.88
kDa y pH de 6.94 a 6.07 pl en las que se observaron las siguientes isoformas:
Alvarado (6); C- (2); C+ (6); Mandinga (4); Nortes (4); y Secas (1); y las de
intervalos de 60.22 a 49.71 kDa y pH de 6.30 a 5.80 pl, con las siguientes

isoformas: Alvarado (2); C- (2); C+ (3); Mandinga (3); Nortes (1); y Secas (1).
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Chora (2009) identifico las proteinas citoesqueléticas tubulina (55 kDa) y actina 43
(kDa) en la almeja Ruditapes decussatus expuesta a cadmio notando una sobre-
expresion de actina en branquia, sefialando que la mayoria de las actinas tienen
una mM de 43kDa, por lo que propone que los diferentes spots identificados en su
trabajo podrian ser alfa (a); beta (B) o gama (y) actina, en este analisis las
proteinas en el Cuadrante IV podrian ser isoformas de las proteinas actina y

tubulina.

Ademas de sus tres isoformas, la actina puede presentar modificaciones pos-
traduccionales como lo sugiere McDonagh (2006) al haberla identificado
carbonilada, ubiquitinada y glutationilada expresada en branquias, manto y
glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis control y tratados con pro-oxidantes
como el H202, CdClz y la Menadiona que proporcionaron respuestas significativas

en los niveles de carbonilacion.

Estadisticamente los spots 1 a 5 no presentan diferencias significativas por lo que
inferimos que se trata de proteinas constitutivas que se expresan de manera

continua en todas las células.

Melwani (2016) observé mayor cantidad en la expresion de las proteinas HSPs en
el intervalo de 60-79 y argumenta que su papel en el mantenimiento de la
homeostasis proteica ha sido bien documentado particularmente cuando existen
cambios involucrados en la actina del citoesqueleto. En este analisis, los spots 1y

2 en todas las muestras estuvieron dentro de los intervalos de mM: 76-66 kDa y
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60-69 kDa; de pl 4.59-5.00 y 4.51-4.88 y 5.00, por lo que se propone como HSPs
dedicadas al mantenimiento de la homeostasis proteica, particularmente el spot
2.1 de la muestra de Alvarado que presentd una mM de 68 kDa y un pl de 4.67 ya

que solo se expresé en esa muestra.

La tubulina es una familia de proteinas de mM de 55 kDa con isoformas alfa (a)
beta (B); gama (y); delta (d); épsilon (€) y zeta ({) que presentan una identidad del
35 al 40% en sus cadenas de aminoacidos y su similitud con otras proteinas es
minima. Los spots 3 y 4 en todas las muestras estuvieron en un intervalo de mM
de 62.82-52.28 y 56.28-49.36 kDa; pl de 4.42-5.02 y 5.16-5.68, por lo que se
propone puedan pertenecer al grupo de las tubulinas (Chora et al., 2009) con sus
respectivas isoformas, como sucedioé con el spot 3.1 de las muestras de Secas y
Control Negativo y el spot 3.2 de la muestra de secas con mM de 52, 55 y 46 kDa

y pl de 4.46, 4.54 y 4.46 respectivamente.

Las proteinas del spot 5 se encuentran en el intervalo de mM de 38.07-32.5 kDa y
pl de 4.80-5.55; Tomanek (2012) trabaj6 con los mejillones Mytilus
galloprovincialis (ambiente templado) y Mytilus trossulus (ambiente frio),
sometidos a especies reactivas al oxigeno, establecié que la mayor expresion de
las pequefias HSPs indican un rol crucial en la tolerancia al estrés ambiental,
posiblemente debido a su importancia en la estabilizacion de elementos

citoesqueléticos y su funcién protectora ante el estrés oxidante.
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La expresion del Spot 5 en las muestras Control+ y Control- fue de tres a cuatro
veces mas elevada que en el resto de las muestras, esto puede ser debido a que
permanecieron en condiciones controladas Optimas para su sobrevivencia y el
resto de las muestras se encontraron expuestas a estresores ambientales que
pudieron inhibir la expresion de esta proteina, como es el caso de la muestra de
Alvarado que present6 la menor intensidad en todos los spots, los cambios en el
estrés térmico o ROS inducidos en el citoesqueleto parecen enfrentar la
homeostasis proteica, induciendo pequefias HSPs que son capaces de estabilizar

el citoesqueleto bajo ambas condiciones (Tomanek, 2012).

Los spots 5.1; 5.2 y 5.3 se expresaron en las muestras de Nortes, Secas,
Mandinga y Alvarado no se expresaron en las muestras Control que estuvieron en
condiciones Optimas para su desarrollo a pesar de que el Control Positivo fue
expuesto a estrés térmico; por lo que se proponen como modificaciones pos-

traduccionales del spot 5 debidas a un estresor diferente al térmico.

Las proteinas diferencialmente expresadas entre las muestras fueron en su
mayoria las de baja mM con un intervalo de 32 a 26 kDa. Las proteinas
diferenciales de las muestras de Alvarado, Nortes y Secas no presentan isoformas
en mM o pl. Sin embargo, se observaron proteinas con isoformas de mM de las
muestras Control-: 98 kDa; Control+: 82; 30 y 28 kDa y Mandinga: 46 y 27 kDa y
proteinas con isoformas de pl de las muestras Control+: 5.03 y 5.12; Mandinga:
5.64. Tomanek (2012) apunta que un numero de chaperonas moleculares

cambiaron su abundancia entre las cuales estan las HSP90, chaperoninas y
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ciclofilinas; pero las Hsp70 y las pequefias HSPs fueron las mas abundantes y

diversas.

Melwani (2016) encontr6 que las proteinas asociadas con respuesta al estrés
celular particularmente las chaperonas moleculares (HSPs) y el estrés oxidante
(glutation  S-transferasa) fueron las proteinas diferenciales expresadas
mayormente debido a la necesidad de proteger a las células del exceso de ROS lo
puede ser un indicador de disrupcion del citoesqueleto, por tanto los cambios en
protedmica reflejan una respuesta adaptativa al exceso de produccion de ROS a
través de la activacion de respuestas intracelulares al estrés y modificacion de la

produccion de proteinas del citoesqueleto.

Wei (2015) identific6 en el ostibn C. gigas una serie de proteinas expresadas
como consecuencia de la exposicion a pCO:z que tienen similitud con algunas

proteinas expresadas en las muestras analizadas en este trabajo:

Tabla 16. Proteinas que pueden ser semejantes entre C. gigas y C. virginica.

NOMBRE DE LA PROTEINA pl mM Muestra pl mM
(Wei et al., 2015)

Stress response protein nhaX 5.73 18.42
Hypothetical protein 5.96 69.48 C-" 5.88 70.59
Cavortin 4.82 19.56
Ectoine hydroxylase 6.07 84.36
Prot. N-terminal asparagine amidohydrolase 6.56 28.46 Mandinga 6.16 28.96
Arginina cinasa 6.58 40.01 Nortes? 6.36 40.70
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B 4.85 5414 Secas 493 55.50
Hypothetical protein 5.65 24.70 Secas” 5.53 24.03
Hypothetical protein* 5.65 24.70  Nortes 5.58 23.71
Acyl-protein thioesterase 2 6.19 23.95
Troponin T, skeletal muscle 5.02 20.71
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Las muestras con mayores diferencias fueron Alvarado, Control Positivo y
Mandinga, al igual que Melwani (2016) se infiere que estos conjuntos de proteinas
diferenciales contribuyen a revelar vias funcionales que fueron afectadas en los

sitios altamente impactados sugiriendo una respuesta subcelular.

Subsecuentemente el analisis de 2DE provee fuerte evidencia de que los
proteomas de los ostiones fueron significativamente alterados en los sitios
altamente impactados. Sin embargo, muchos estudios solamente comparan dos
tratamientos en un tiempo especifico, lo cual limita la habilidad de entender las

respuestas agudas y crénicas a las condiciones estresantes (Melwani et al., 2016)

Por lo que estudios en los que se apliquen tratamientos con estresores
individuales y mdultiples simultdneamente son necesarios para evaluar la tolerancia

y la sinergia entre los estresores (Tomanek, 2014)

DISCUSION GENERAL.

Los sistemas estuarinos-lagunares son los ambientes mas dinamicos en el
océano, debido a las amplias fluctuaciones en los niveles de las mareas; los
cambios diarios y estacionales en el pH, el oxigeno disuelto, la salinidad y la
temperatura; asi como los fendmenos meteoroldgicos, son entre otros factores los
gue proporcionan este dinamismo. Los organismos residentes en las lagunas
costeras estan expuestos a las fluctuaciones del medio lo que consecuentemente
ha llevado a la adaptacion de las comunidades. En las poblaciones las

interacciones bioldgicas son importantes en la determinacién de la abundancia de
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individuos; sin embargo, los factores abio6ticos o fisico-quimicos son la principal

razon de los cambios en las poblaciones.

Entre otros organismos residentes en las lagunas costeras se encuentran los
moluscos bivalvos que destacan por su papel fundamental en el ecosistema
marino y por su valor comercial en la industria de la acuicultura, de ahi la
importancia de evaluar su estado de salud a través de las respuestas fisiolégicas a
los estresores ambientales. A diferencia de otros organismos bivalvos, los ostiones
estan adheridos permanentemente a superficies rocosas por lo que no se pueden
escapar de ningun estrés bidtico o abidtico que afecte la zona y los hace eficientes

organismos indicadores (bioindicadores) de lagunas costeras.

Si bien, Botello et al. (2016) demostraron que la contaminacién de la Laguna
Tampamachoco ha ido en decremento en relacién con contaminantes generados
antropogénicamente, existen otros factores como el cambio climatico que provoca
variaciones en los componentes fisico-quimicos del océano como pH, hipoxia,
salinidad y temperatura (Tomanek, 2012). En este estudio se encontraron
diferencias entre los parametros fisico-quimicos de la Laguna Tampamachoco

durante las épocas de recolecta, principalmente el pH.

Wei (2015) explica que debido a actividades humanas como combustién de fosiles
y deforestacion la concentracion del CO:2 en la atmosfera aument6 de 280 ppm a
384 ppm en 2007 y actualmente presenta un incremento de 0.5 %; 100 veces mas

rapido que cualquier cambio durante los ultimos 650,000 afios. La superficie del
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océano absorbe alrededor del 25 % del CO: liberado en la atmdsfera lo que
resulta en cambios en la quimica del sistema marino de carbonatos y reduccion
del pH; el i6n carbonato disminuye y el ion bicarbonato incrementa provocando
una disrupcién en los principales procesos ecoldgicos y biogeoquimicos del

sistema.

El océano abierto se caracteriza por sus valores constantes de pH, mientras que
los estuarios y lagunas costeras muestran variaciones que sugieren que los
organismos de estos ambientes actualmente estan experimentando fluctuaciones
mas grandes que las predichas como Tomanek (2014) quien propone que para el
afio 2100 el pH del océano tendra una disminucién de 0.4 unidades; sin embargo,
en este estudio se reportd que La Laguna Tampamachoco presentd una
disminucién de 0.7 unidades de pH entre 2013 y 2016, lo que representa un 8.12
% de incremento en la acidificacion del sistema, disminucion que puede tener
consecuencias fisiolégicas individuales y extrapolarse a niveles poblacional y del

ecosistema.

Timmins-Schiffman (2014) sefialan que aunque algunas especies muestran un
grado de adaptacion a la variabilidad del pH, los invertebrados sésiles son
particularmente sensibles a la acidificacion a través de sus estadios de vida; por
ejemplo, los bivalvos sufren retrasos en el desarrollo larval y reduccién durante la
deposicion de sus conchas lo que provoca reduccién en su integridad debida a
malformaciones, el éxito reproductivo es disminuido, la calcificacion de sus

conchas disminuye linealmente con la disminucion del pH; ademas de los
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impactos fenotipicos, la acidificacibn puede resultar en significativos
inconvenientes en el metabolismo y utilizacidn de recursos energéticos de los
invertebrados; en este estudio se pudo observar la ruptura y desintegraciéon de las
conchas de los ostiones al ser desconchados que posiblemente fue generada por

la disminucién del pH.

De acuerdo con Grazeau (2007), la tasas de calcificacion de Maytilus edulis y
Crassostrea gigas disminuyen fuertemente en funcién de la disminucién del pH,
incremento del CO2 y disminucién del COs?, disponibles en el medio; otro factor
importante en el desarrollo de los organismos acuaticos es la concentracion de

oxigeno disuelto, en este estudio.

De acuerdo con Patterson (2014), el limite para llegar a la hipoxia es de 2 mg/L de
02D, concentracion en la que se presentan significativos impactos en el
ecosistema en términos de diversidad y abundancia de especies; 4 mg/L de
concentracion de O2D representan el minimo para que un ecosistema se
mantenga saludable; a bajas concentraciones de O2D los organismos son
afectados subletalmente reduciendo su crecimiento, su alimentacion e
incrementando su susceptibilidad a las enfermedades; sin embargo, la tolerancia
gue tienen los ostiones no estd muy bien comprendida, pues estos cambios de

concentracion en O2D se presentan naturalmente en el medio.

En este estudio se reportaron 10.15+2.56 mg/L en la época de Secas (2013) y

6.21+0.68 y 5.04+1.33 mg/L en la época de Nortes (2014 y 2016), de acuerdo con
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la CCME (2003) se espera que cuanto mas baja sea la temperatura del agua
mayor cantidad de oxigeno disuelto se encuentre en el sistema; aunque estos
resultados son inversos. Betanzos-Vega (2016) reporta que los intervalos de 4.18
a 6.92 mg/L en O2D y 24.46 a 29.72 °C de Temperatura, fueron optimos para el
desarrollo de C. virginica como una especie comercializable en Cuba, en este
estudio se observé que aungue las concentraciones de oxigeno en la época de
Nortes fueron bajas los organismos se reprodujeron y alcanzaron tamafos

comerciales.

Shumway (1996) y (Team, 2007) sefalan que la temperatura y la salinidad son
factores abidticos que en conjunto afectan aspectos de la biologia de los ostiones
como alimentacion, respiracion, utilizacion de reservas alimenticias, desarrollo
gonadal, tiempo de desove, interacciones durante enfermedades parasitarias; las
tasas de predacion, crecimiento, distribucion y mortalidad de los ostiones debidas
a cambios en la salinidad son dependientes de la temperatura, particularmente la
tasa de crecimiento presenta una variacion estacional a determinadas latitudes
con maximos de crecimiento durante el verano y el otofio, en este estudio la

salinidad permanecio sin cambios significativos entre las épocas de recolecta.

Las temperaturas registradas entre las épocas de Secas y Nortes se encuentran
dentro de los intervalos 6ptimos para el desarrollo de los ostiones (UNEP, 2008);
sin embargo, en la época de Secas la temperatura fue mas elevada en alrededor
de 7 °C con relacién a la época de Nortes; Abbe (2000) reporta que el aumento de

temperatura provoca un incremento de la acumulacién de Cd y Cu en tejido de
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ostiones, debido a la temperatura las tasas metabdlicas incrementan su actividad
por lo podria ser un factor abiotico que genera cambios en las respuestas de los

ostiones al medio.

En respuesta a los factores ambientales, las células reaccionan encendiendo
mecanismos de defensa que incluyen la detoxificacion de xenobidticos, la
regulacion de estrés oxidante, el plegamiento de proteinas desnaturalizadas, la
activacion de la maquinaria de reparacion del DNA, y la sintesis de nuevas

proteinas (Farcy et al., 2009).

Ait-Aissa (2000) menciona que los genes de las Hsp son activados por un gran
namero de estresores fisicos, quimicos o biolégicos; por tanto, es importante
conocer el estado del ecosistema en el momento de recolectar organismos
silvestres para analizarlos, en este estudio al parecer no fueron los contaminantes
los que provocaron la expresion de los genes Hsp; sin embargo, esta expresion
pudo haber sido generada por los cambios fisico-quimicos que sufren los ostiones
en su vida cotidiana, no siendo una condicion de adaptaciéon pues al comparar los
ostiones extraidos de la Laguna, los adquiridos en la Cooperativa y los sometidos
a condiciones 6ptimas controladas, los primeros dos presentan una expresion de

los genes Hsp mucho mas elevada.

Huvet (2004) sefiala que la técnica de RT-PCR permite la identificacion de genes
que se expresan diferencialmente en respuesta a un estimulo; sin embargo,

existen pocos reportes de genes involucrados en respuesta al estrés en ostiones.
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An (2010), reportan que la almeja Scapharca broughtonii responde al estrés
térmico induciendo estrés oxidante incrementando la expresion del mRNA y la
actividad de SOD y CAT; deducen que en etapas tempranas de exposicion las
enzimas regulan el estrés oxidante; sin embargo, el estrés oxidante causado por
exposicion prolongada reduce la expresion tanto del mMRNA como de la actividad
de las enzimas antioxidantes, resultando en un incremento de la concentracion de
H202y niveles de lipoperoxidacion, en este estudio no se evaluaron las enzimas
antioxidantes, sin embargo los genes de HSP se expresaron diferencialmente con

relacion a las condiciones ambientales en el momento de recolecta.

En este estudio se analizaron los genes de Hsp de ostiones extraidos de la
Laguna Tampamachoco y adquiridos en la Cooperativa del sitio con una expresion
de 87.55 y 12.99 veces mas, respectivamente, que los sometidos a condiciones

Optimas, lo que nos llevo a analizarlos en otros niveles de expresion.

A nivel proteina, la PAGE es una herramienta que de manera sencilla permite
ubicar proteinas de interés y/o diferencias entre las muestras lo que a su vez se
puede traducir en un analisis puntual mediante otras técnicas, en este trabajo se
analizaron las diferencias entre estaciones climaticas de Secas y Nortes, ademas
de Branquia, Manto y Glandula Digestiva de ostiones de la Laguna de
Tampamachoco entre todas estas muestras se encontraron diferencias; sin
embargo, no existen reportes previos de esta técnica aplicada en ostiones, para

tener un mejor conocimiento sobre el nivel de estrés se procedid a realizar un
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analisis de inmunodeteccion o Western Blot con proteinas de estrés térmico

(HSP).

En este estudio se detectaron tres isoformas de HSP identificadas como HSP73,
HSP72 y HSP69; la expresion de las isoformas de la familia de las HSP parece ser
especifica y dependiente, de la especie y el estresor, por ejemplo Chapple (1997)
reportaron la expresion de las isoformas HSP-78, HSP-72 y HSP-70 en Mytilus
edulis; Snyder (2001) evaluaron las HSP en Mytilus galloprovincialis y Haliotis
rufescens y reportaron las isoformas HSP-74, HSP-70 y HSP-67 en ambas
especies expuestas a estrés térmico y xenobidticos; Cruz-Rodriguez (2002) y Chu
(2002) reportaron la expresién de HSP-71 y HSP-69 como isoformas inducidas en
C. virginica expuestos a hidrocarburos arométicos policiclicos; Hamdoun (2003) y
Piano (2004) encontraron las isoformas HSP-77 y 72 como constitutivas y la HSP-
69 como una isoforma inducida por estrés térmico en Crassostrea gigas y Ostrea
edulis, respectivamente. En este estudio la expresién de la HSP-69 en muestras

de la estacion de secas parece haber sido inducida.

Contrariamente, Boutet (2003b) encontré en C. gigas una relacion inversa entre
los contaminantes (principalmente metales) y la expresiéon de las HSP-70; Piano
(2004) reportaron que después del estrés térmico, las isoformas inducidas no se
expresaron en Mytillus galloprovincialis, Tapes phillippinaurm y Scapharca
inaequivalvis; sin  embargo, las isoformas constitutivas se expresaron
significativamente. En nuestros resultados la isoforma HSP-73 parece no haber

sido reportada con anterioridad en bivalvos bioindicadores. En un analisis posterior
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se utilizé la técnica de electroforesis bidimensional en la que también se

obtuvieron diferencias entre las muestras.

De acuerdo con Tomanek (2014) el proteoma es una red dinamica y compleja que
puede responder rapidamente a cambios ambientales a través de la
multifuncionalidad de muchas proteinas, de modificaciones pos-traduccionales, e

interacciones proteina-proteina.

En este trabajo se analizaron 312 proteinas que se encuentran en los intervalos de
mM de 40-59 kDa (86); 60-79 kDa (73); 20-39 kDa (59); 80-99 kDa (54); 100-151
kDa (40) y de pl de 4 a 7 unidades de pH. La muestras con mayor expresion de
proteinas fueron las de Alvarado (104), Control+ (85) y Mandinga (75), mientras
qgue las de Secas (26); Nortes (23) y Control- (23) presentaron menor expresion;
asimismo, todas las muestras presentaron un grupo de proteinas con mayor
intensidad que se denominaron spots del 1 al 5, debido a que tanto su mM como

su pl resultaron similares, se proponen como proteinas constitutivas.

Melwani (2016) propone que el analisis de 2DE provee fuerte evidencia de que los
proteomas de los ostiones son significativamente alterados en sitios altamente
impactados, las muestras de Alvarado, Control+ y Mandinga obtuvieron la mayor
cantidad de coincidencias entre las proteinas expresadas, por lo que se puede
proponer que esta expresion es debida a las condiciones de las lagunas de

Alvarado y Mandinga y al estrés térmico a que fueron sometidas las muestras del
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Control+; contrastando con la expresion de las muestras de Secas, Nortes y

Control- en las que su expresion fue al menos un tercio menor.

En las muestras analizadas se observa una importante cantidad de proteinas de
bajo peso molecular que pueden ser del tipo de las HSP de bajo peso molecular
Tomanek (2012) indica que estas proteinas tienen un papel crucial en la tolerancia
al estrés ambiental, posiblemente por su importancia en la estabilizacion de

elementos del citoesqueleto y su funcidn protectora durante el estrés oxidante.

CONCLUSIONES.

Es esencial caracterizar el estado fisico-quimico de los sitios de muestreo y
comparar las variaciones naturales de los biomarcadores para diferenciar el estrés
inducido por contaminacion del inducido por factores ambientales. El sistema
estuarino-lagunar Tuxpam-Tampamachoco esta presentando una acidificacion
superior a lo esperado por los expertos en Cambio Climatico con una reduccién de

0.7 unidades de pH entre 2013 y 2016.

La identificacion de proteinas, a través del perfil proteico, provee informacién del
potencial de los contaminantes a nivel bioquimico y molecular y sus efectos a nivel
organismo, poblacién y, posteriormente, a nivel ecosistema. Con base en nuestros
resultados se puede proponer que los ostiones de la Laguna de Tampamachoco
no presentan un estrés severo debido a contaminantes; sin embargo, si estan

siendo afectados por la acidificacion del sitio.
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La protedmica es una herramienta prometedora bajo la perspectiva de evaluar
como cambian las proteinas y, por tanto, como se adaptan los organismos a las
condiciones abidticas y bidticas que caracterizan el ambiente marino; sin embargo,
es necesario llevar a cabo estudios en los que se apliquen tratamientos con
estresores individuales, agrupados, en ausencia de estresores y organismos
controlados sin estrés para evaluar la tolerancia y la sinergia entre los estresores

asi como la expresion basal de los marcadores de estrés.

El presente andlisis fue novedoso en el sentido que, ademas de utilizar muestras
de dos épocas caracteristicas del sitio de estudio, se analizaron muestras de
organismos sometidos a condiciones controladas y a estrés térmico, ademas de
muestras de otros dos sitios de los que se sabe estdn muy contaminados, lo que
precisd que los organismos responden, en un momento dado, de la misma forma

independientemente del estresor, al menos con respecto a la proteina Hsp70.

Un aumento en los niveles de biomarcadores puede considerarse un indicador
temprano de condiciones de estrés en los organismos; sin embargo, al utilizar
marcadores proteicos y moleculares de estrés se enfrenta el desafio de determinar
el intervalo natural de expresion en los organismos silvestres, por lo que la
medicion de biomarcadores deberia ser llevada a cabo rutinaria vy

consistentemente para permitir una comparacioén mas significativa.

Las evaluaciones proteicas prometen mejorar nuestro entendimiento a los

mecanismos bioquimicos que afectan la fisiologia de un organismo bajo
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condiciones de estrés, el desafio de utilizar proteinas como biomarcadores es
determinar el intervalo de la expresion basal y el momento al cual se estan
expresando debido a un efecto adverso o a una respuesta compensatoria que

protege al organismo contra dafio ambiental o xenobidticos

PERSPECTIVAS.

El objetivo mayor de la ecologia es caracterizar el proceso que determina la
distribucion y abundancia de los organismos; al evaluar los procesos biol6gicos
simultaneamente a través de técnicas como transcriptomica, proteGmica y
metaboldmica para determinar el efecto de los estresores ambientales en la
fisiologia de los organismos marinos podria constituir una herramienta poderosa
para sefalar las interacciones entre las condiciones ambientales, los efectos dafiinos

y las respuestas en los bivalvos marinos.

Las condiciones ambientales afectan los niveles de la expresion genética,
comenzando en el genoma y el estado de la cromatina (epigendmica). Los cambios a
estos niveles influyen la expresion de genes y el conjunto de mRNAs expresados
(transcriptoma), lo cual conlleva un efecto en la sintesis de proteinas (protedbmica). La
regulacion de todos estos sistemas también produce modificaciones en un grupo de
pequeiios metabolitos producidos por el organismo (metabolémica). En general, la
intrincada interconexion entre las diferentes “omicas” requiere una integracion para
entender como los organismos responden a los cambios en el ambiente,
particularmente en el estudio de la respuesta de los bivalvos a diferentes fuentes de

estrés ambiental asi como su respuesta a la acidificacion de los océanos.
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Abstract: The HSP70 proteins are used as exposure biomarkers, and the oyster Crassostrea virginica is consid-
ered as a bioindicator organism in environmental assessment. According to the season, the level of expression
of the HSP70 family in wild oysters has not been characterized before. The aim of this work was to analyze the
expression of the HSP70 family as an exposure biomarker using C. virginica gills from individuals and groups
of oysters from the Tampamachoco Lagoon under natural conditions. Ninety oyster samples were collected at
locations from the Tampamachoco Lagoon during the dry and “north winds™ seasons. One group of oysters
was maintained under laboratory conditions and exposed to thermal stress. The pH, temperature, salinity, and
dissolved oxygen (DO,) were measured inside the brackish Tuxpam-Tampamachoco system. Salinity and DO,
were outside the limits recommended for brackish systems in both seasons. The electrophoresis and immuno-
detection assay of HSP70 were performed using proteins from oyster gills. The HSP73, HSP72 and HSP69
isoforms were expressed in dry season tissue samples, while only the HSP73 and HSP72 isoforms were detected
in north winds season tissue samples and positive control tissue samples. The HSP73 isoform has not been previ-
ously reported in C. virginica. To evaluate the expression of HSP70 protein family at individual and group levels
from wild animals, it is also important to determine a seasonal baseline expression.
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Biomarkers are measurements at any bio-
logical level that provide information concer-
ning adverse sublethal effects due to physical,
chemical or biological stressors in the labo-
ratory or in wild organisms. Biomarkers are
divided into two principal types: exposure
biomarkers, which are adaptive responses that
prevent damage caused by a stressor; and effect
biomarkers, which refer to physiological res-
ponses to a stressor from which the organism
or cell can recover (Ortiz-Zarragoitia & Caja-
raville, 2006; Sarkar, Ray, Shrivastava, & Sar-
ker, 2006). Protein biomarkers are important
tools in environmental assessment because they
reflect early interactions of any type of stressor
with the cell, which, as a consequence, alters its
physiology and protein expression (Fent, 2004;
Farcy, Voiseux, Lebel, & Fievet, 2009).

HSPs are found in virtually all-living orga-
nisms and evolutionarily, are highly conserved
proteins. The HSP70 family is divided into
two groups: constitutive HSP70 proteins have
a high basal level and are softly induced by
stress; inducible HSP70 proteins are virtua-
Ily absent under normal conditions, and their
expression increases dramatically under stress.
In eukaryotes, HSP70 can be found in any part
of a cell: in the cytoplasm, mitochondria, and
endoplasmic reticulum, as well as inside or
outside of any other organelle or compartment;
however, most HSPs are located in the nucleus.
After any kind of shock or stress, the HSP
content in the nucleus gradually decreases,
while it increases in the cytoplasm, serving as
a mediator in protein biosynthesis systems and
ensuring the protein resistance of the protein
synthesis apparatus (Ait-Aissa, Porcher, Arri-
go, & Lambre, 2000; Piano, Asirelli, Caselli, &
Fabbri, 2002; Arya, Mallik, & Lakhotia, 2007).

Such a universal spread of HSP70 indi-
cates that they play an important role in the
cell, and both the constitutive and inducible
HSP70 isoforms are involved not only in pro-
tecting cells from heat shock but also in many
other cellular processes basically everywhere a
partial or full protein unfolding event occurs.
The increased expression of HSPs has been
shown to be protective, mainly mediated by

the HSPs capacity to act as molecular chape-
rones, preventing inadequate protein folding
and transporting denatured proteins to target
organelles for renaturation, degradation, or
repair. It was showed that HSPs played critical
roles in modulating apoptotic cascades (Cruz-
Rodriguez & Chu, 2002; Ivanina, Taylor, &
Sokolova, 2009).

The HSP70 family are included on the pro-
teome of marine invertebrates such as mussels
(Mytilus edulis), Pacific oysters (Crassostrea
gigas), and echinoderms (Strongylocentrotus
purpuratus) and are involved in the renatu-
ration, degradation and repair of damaged
proteins in organisms exposed to stressors such
as chemicals, heat-stress, UV radiation, pH
variations, salinity stress and dissolved oxygen
variations (Cruz-Rodriguez, Baucum, Sou-
dant, Chu, & Hale, 2000; Cruz-Rodriguez &
Chu, 2002; Gazeau, Quiblier, Jansen, Gattuso,
Middelburg, & Heip, 2007; Geffard, Geffard,
Amiard, His, & Amiard-Triquet, 2007). HSP70
family protein expression in Crassostresa vir-
ginica has been reported before by Cruz-Rodri-
guez et al. (2000) and Cruz-Rodriguez & Chu
(2002), in oysters exposed to PCB’s and HAP’s
respectively; and Ivanina et al. (2009) in oys-
ters exposed at thermal stress and cadmium; it
has also been reported in other oysters species
as Crassostrea gigas, Ostrea edulies, Mytilus
edulies, Dressenia polimorfa; but any reported
on natural conditions.

The HSP family has been used as protein
biomarkers, has evaluated in bioindicator orga-
nisms such as bivalves, particularly oysters, in
environmental assessment since their expres-
sion allows the detection of damages caused by
any kind of stressor, and it is possible to apply
the results onto the rest of the ecosystem biota
(LeBlanc & Bain, 1997; Eason & O’Halloran,
2002; Zurita et al., 2005). Marine mollusks,
such the oyster Crassostrea virginica (Gmelin,
1791) have been used worldwide as bioindica-
tors to assess the impact of pollutants in coastal
lagoons ecosystems. It is due to the reason that
they are widely distributed and their capability
to respond to natural impacts such as hurri-
canes, storms, extreme rainfall, or pollution,
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and its ability of synthesized stress response
proteins to protect homeostasis during environ-
mental fluctuations.

Coastal lagoons are ecosystems with high
primary productivity, oxygen producer and sus-
tain reproduction and nurseries for alimentary
and economically important species (Geffard
et al., 2007; Macauley, Summers, & Engle,
1997). Environmental monitoring of coastal
lagoons by direct measurements in water and
sediment coupled with biomarker assessment
in bioindicator organisms would provide infor-
mation to prevent, legislate and remediate the
effects of pollution.

The brackish Tuxpam-Tampamachoco
estuarine-lagoon system is located at the north
of Veracruz, Mexico, the lagoon is approxima-
tely 2 km from the ocean. This site encounters
one regime of summer rains and a season of
rains accompanied by cold wind from the north
during winter, locally known as “north winds
season” with the entry of humidity from the

Gulf of Mexico, which makes up more than
10.2 % of the total annual rains (Fig. 1).

To our knowledge, up today, there are
few protein related ecotoxicological studies in
Tampamachoco Lagoon. However the research
group led by Botello, De la Lanza, & Villa-
nueva (2016) evaluated sediment cores from
the brackish Tuxpam-Tampamachoco estua-
rine-lagoon system to reconstruct the envi-
ronmental conditions, through deposition of
the sediment, from 1908 to 2010, finding
contamination by polycyclic aromatic hydro-
carbons (PAH’s), metals and pesticides, with a
maximum in 1990-1995. Trends indicate that
the concentrations decreased in time. These
concentrations became lower than the Effects
Range-Low (ERL) and Effects Range-Median
(ERM) (Long, Macdonald, Smith, & Calder,
1995), so they no longer cause damage in
benthic organisms.

The seasonal pattern of the baseline expres-
sion of proteins should be established with the

GULF OF MEXICO

97.42 974 97.38 97.36 97.34 97.32 97.3

Fig. 1. Brackish Tuxpam-Tampamachoco estuarine-lagoon system.
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purpose of identifying the baseline constraints
and tradeoffs generated by natural conditions
(Portner, 2001). The aim of this work was to
analyze the expression of the HSP70 family as
an exposure biomarker using C. virginica gills
from individuals and groups of oysters from the
Tampamachoco Lagoon under natural condi-
tions at different seasons and thermal stressed.

MATERIALS AND METHODS

Physical chemistry parameters: Physical
chemistry parameters, such as pH, temperature
(°C), dissolved oxygen (DO, mg/L), and salini-
ty were measured at ten geographical inside the
brackish estuarine-lagoon system in both dry
and north winds seasons during the collections
(Fig. 1). They should not be considered in an
isolated way; for instance, salinity, DO, and
temperature combined caused changes in pro-
tein expression from the dry season samples.

C. virginica samples: Forty-five oysters
were sampled at collection station into Tam-
pamachoco Lagoon during both the dry sea-
son (April 2013) and the North winds season
(January 2014). Ten individuals from each sea-
son were randomly used as individual samples
and the rest of the sampled oysters were used as
grouped samples. Oysters were chipped and the
gills were dissected and placed in RIPA lysis
buffer at 4 °C until further analysis (N = 90).

Ten oysters from each season were placed
in a 96 liter aquarium filled with artificial sea
water made with Instant Ocean® (Kent Mari-
ne, Acworth, GA, USA) under the following
conditions: pH 7.9; NH;-NH,, > 0.02 mg/L;
PO,, 0.25 mg/L; NO,, > 5 mg/L; NO,, > 0.1
mg/L; temperature 23 + 2 °C; salinity 20; and
fed with Marine Snow (Two Little Fishes Inc.)
at approximately 1x10%° cells per liter. Twenty-
one days later, the organisms were exposed to
thermal stress (42 °C) for 2 hours, and pro-
tein analysis was performed both individually
and in-group samples and were used as the
positive control (PC).

Protein extraction, quantification and
PAGE: Frozen samples were crushed and
centrifuged at 16000xg for 10 minutes. The
supernatant was frozen at -20 °C until analysis.
The protein quantification was performed by
the Bradford (1976) method: 30 ng of protein
was diluted in sample buffer (Tris-HCI 0.5 M,
pH 6.8; glycerol 30 %; SDS 4 %; and 5 % bro-
mophenol blue) at a 1:2 proportion, then boiled
for 5 min at 95 °C and immediately loaded onto
a 10 % polyacrylamide gel topped with 4 %
polyacrylamide stacking gels (Laemmli, 1970).
PAGE (electrophoresis) was run for 2 hours
at 25 mA by gel in a Mini-PROTEAN Tetra
Cell electrophoresis chamber (Bio-Rad) with
running buffer (25 mM Tris; 192 mM glycine;
and 0.1 % SDS, pH 8.3) at room temperature.
Gels were fixed for one hour with fixing solu-
tion (40 % ethanol and 10 % acetic acid); then
they were stained for 1 hour with 0.25 % Coo-
massie Brilliant Blue G-250 dissolved in fixing
solution; and finally de-stained with the fixing
solution. Two types of PAGE were run: one
with ten individuals from each season and two
stressed individuals and one with five groups
of five individuals from each season and four
groups of five stressed individuals were loaded
in each lane (N = 90).

Immunodetection: After electrophoresis,
the proteins were transferred to a nitrocellu-
lose membrane (Bio-Rad 162-0112) using a
transfer buffer (glycine 0.192 M; Tris 0.025
M; and 20 % methanol v/v); the transfer was
carried out 1:30 hours using a Criterion-Blotter
(Bio-Rad 170-4071) at 120 V immersed in
ice. The nitrocellulose membranes were then
blocked for 1 hour in PBST,, blocking buffer
(1.4 mM KH,PO,; 8 mM Na,HPO,; 140 mM
NaCl; 2.7 mM KCI; 0.1 % Tween20; and 5 %
nonfat dry milk, pH 7.4). Blots were incubated
overnight at 14 °C with anti-HSP70 (Sigma
H5147) and were rinsed three times (10 min)
with PBST; then, they were incubated for two
hours at room temperature with anti-mouse IgG
(Sigma A9044). Excess secondary antibody
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was removed by three washes (10 min) with
PBST, and the sites of the binding antibody
were visualized by incubation with Clarity
Western ECL-Substrate (17050060 Bio-Rad).

Image analysis. The molecular weight
from visible lanes in PAGE was determi-
ned with Rf values obtained from acrylamide
gel images (Lambin, Rochu, & Fine, 1976).
Immunodetection images were captured with
an LG-1500 photo-documenter, and relative
intensity units (RIU) were quantified with Ima-
geJ software (Schneider, Rasband, & Elicei-
ri, 2012). The RIU for each isoform was
calculated by taking the ratio between each
band’s RIU with its own RIU actin band. The
results are expressed as the average of three
independent assays.

Statistical Analysis. The physicochemi-
cal parameters of water were compared with
Student’s T-test. Protein expression differences
were analyzed for statistical significance using
one-way ANOVA, and pair-wise comparisons
were performed according to Tukey’s HSD
method if a significance difference was detec-
ted. Significance was considered at P > 0.05 the
statistical analysis was performed using I1BM
SPSS Statics software (IBM, 2017).

RESULTS

Physical chemistry parameters:. Physical
chemistry parameters in water were measured
along the Tuxpam-Tampamachoco brackish
estuarine-lagoon system at ten geographical
points in both seasons (Table 1). The average
values were pH of 8.5 + 0.19 and 8.29 + 0.12;
temperature of 26.04 + 0.93 and 19.10 + 0.32
°C; salinity of 31.07 + 4.59 and 31.40 + 3.72;
and DO, of 10.15 + 2.56 and 6.21 = 0.68 mg/L
in the dry and north winds seasons, respecti-
vely. Differences in temperature and DO, were
statically significant, but pH and salinity were
similar for both seasons, both whit a 95 % con-
fidence interval (P < 0.05).

Sample characterization: The average
oyster weight was 58 + 5.2 g and 51 + 7.1 g;
the average size was 7.40 + 1 cm and 6.8 + 0.6
cm; and the average protein yield was 5.9 + 2
mg/g and 7.5 + 1.9 mg/g from the dry and north
winds seasons, respectively, all of them without
statically significant difference with a 95 %
confidence interval (P < 0.05).

PAGE-SDS: The electrophoretic pattern
of total soluble proteins from individuals and
five grouped samples of C. virginica gills
from the dry season, the north winds season,

TABLE 1
Physical chemistry parameters measured in the dry and north winds seasons

Geographical points pH

Latitude Longitude Dry Norths
1 97°35°47” 21°02°94” 8.08 8.08
2 97°35°04” 21°01°25” 8.25 8.21
3 97°34°66” 20°99°75” 8.38 8.44
4 97°34°08” 20°97°72” 8.37 8.43
5 97°32°94” 20°96°91” 8.40 8.39
6 97°32°05” 20°96°60” 8.49 8.24
7 97°34°11” 20°95°44” 8.61 8.21
8 97°40°27 20°94°86” 8.71 8.40
9 97°41°56” 20°93°98” 8.65 8.25
10 97°30°59” 20°26°90” 8.53 8.28

Temperature (°C) Salinity (UPS) DO, (mg/L)
Dry Norths Dry Norths Dry  Norths
26.00 19.00 33.94 26.00 7.23 6.49
26.00 19.00 33.88 34.00 8.21 5.35
25.00 19.00 33.87 33.00 8.44 6.11
25.00 19.00 33.75 34.00 8.24 5.35
25.00 19.00 34.10 30.00 8.25 7.26
26.00 19.00 31.44 35.00 10.27 7.10
27.00 19.00 27.07 36.00 14.44 6.57
28.00 19.00 24.39 31.00 1357 6.34
27.00 19.00 22.77 30.00 12.66 5.50
25.00 20.00 35.50 25.00 10.19 6.04
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Fig. 2. Total soluble protein electrophoretic patterns from C. virginica gills. Each lane represents the protein from one

individual (A) and grouped samples (B). The first lane is the

and PC are shown in figure 2 (Fig. 2). Similar
concentrations of protein were loaded in each
lane; nevertheless, different patterns of bands
were observed between seasons. For example,
the 125 kDa band appeared only in individual
samples of the positive control. Another 69
kDa band appears only in the dry season, in
both individual and clustered samples. Also, a
61 kDa band was observed in the dry season,
only in individual samples, but not after poo-
ling (Table 2).

molecular weight marker.

Immunodetection: The anti-HSP70
immunodetection of proteins from oyster gills
showed the presence of three isoforms, HSP73,
HSP72 and HSP69, in both, the individual and
grouped samples; although the first two were
expressed in all samples, HSP69 was only
expressed in both individual and grouped sam-
ples from the dry season (Fig. 3).

HSP expression levels seasonal variation:
Semi-quantitative expression analysis of HSP
was done on three isoforms, HSP73, HSP72
and HSP69, using RIU. The average HSP73
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TABLE 2
Bands observed in PAGE from Individual or Grouped Samples of oyster gills

Molecular weight (kDa) SEASON . C.O.NTROL
Dry Season North winds season Positive control
125 — — Individual
69 Individual and Group samples — —
61 Individual — —
33 Individual — Individual
26 — Individual and Group samples —
24 Individual Individual —

A Dry season samples

L b Rl L1 1L e

+—— Hsp 69

THwemes

B North wind season samples

LT penpeep il B Seeindt] -

+—— Hsp 69

C positive control samples

«——— Hsp 73
-

+—— Hsp 69

Dry season samples North wind season samples  Positive control samples

I || |
D
T L | ol ol ="
L a—

+— Hsp 69

AP rp—

¥ g «—— Actin
B .

Fig. 3. Representative HSP family immunodetection. In individual (A, B, C) and grouped (D) samples: HSP73 and HSP72
isoform expression is observed in all samples, and the HSP69 isoform can only be observed in both individual (A, B) and
grouped (D) samples in the dry season.

from individual and grouped samples was The average HSP72 from individual and
1.30, 0.52, 0.44, 0.40, 0.66 and 0.21 RIU, res-  grouped samples was 0.19, 0.66, 0.09, 0.33,
pectively (Fig. 4), and the dry season and PC 0.42 and 0.20 RIU, respectively (Fig. 5). The
individual samples showed higher expression grouped dry season and individual PC samples
than the other ones. showed higher expression than the other ones.
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Fig. 6. HSP69 expression (RIU) in C. virginica gills from the dry season (DS), north winds season (NS) and positive control

(PC) measured on individual (X) and grouped (—) samples.

The average HSP69 from individual and
groups samples was 0.04, 0.67, 0.01, 0.01,
0.00 and 0.00 RIU, respectively (Fig. 6). This
isoform was expressed in 50 % and 100 % of
individual and grouped samples, respectively,
from the dry season, and its expression in other
samples was not significant.

Statistically (ANOVA), HSP73 and HSP72
expressions did not show significant differen-
ces among seasons, individual and grouped
samples with a 95 % confidence interval (P
< 0.05). However, HSP69 expression in indi-
vidual and grouped samples was significantly
different with a 95 % confidence interval (P
< 0.05) in the dry season in comparison to the
other seasons.

DISCUSSION

Similar to this work, there are studies
where HSP expression is used as a stress bio-
marker in oysters. Snyder, Girvetz, & Mulder

(2001) examined HSP responses of Mytilus
galloprovincialis and Haliotis rufescens expo-
sed to thermal stress, degraded oil, heptachlor,
phenobarbital, B-naphthoflavone and penta-
chlorophenol; Hamdoun, Cheney, & Cherr
(2003) assessed HSP protein and hsp gene
expressions as a response to heat stress in
Crassostrea gigas, and Piano et al. (2002)
evaluated HSP protein expression in Ostrea
edulis exposed to heat stress. All these studies
analyzed exposed organisms to a specific stres-
sor, but none analyzed HSP from oyster gills in
natural conditions.

When PAGE was analyzed, different pro-
tein expression was observed regardless of
the sample (individual or grouped) or season.
Because these results were repeated and con-
sistent, it would be interesting to identify the
different proteins present in each season to
propose them as biomarkers.

In this work, we found three HSP isoform
expressions (HSP73, HSP72 and HSP69) from
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the gills of oysters collected in two different
seasons from a site reported to have little
pollution (Botello et al., 2016) relative to con-
centrations that are known to affect benthic
organisms (Long et al., 1995). It is possible
that this expression has been generated due
to fluctuations in physical chemistry parame-
ters, particularly in HSP69, since it was only
expressed in the dry season, where the salinity
(31 UPS) and dissolved oxygen (10.1 mg/L)
were higher than recommended by Shumway
(1996), and United Nations Environment Pro-
gramme (14-28UPS; and 9.5 mg/L at < 20 °C,
respectively). In addition to these parameters,
the temperature was 26 °C in the dry season,
warmer temperatures led to earlier and greater
growth rates, and the larger final size increased
the metabolic activity of the oysters (Abbe,
Riedel, & Sanders, 2000). In the dry and north
winds seasons, the pH was approximately 8,
which is within the range of optimal pH for
brackish waters; therefore, this parameter did
not have an influence on HSP expression.

The HSP family isoform expression seems
to be species and stressor dependent; for exam-
ple, Chapple, Smerdon, & Hawkins (1997)
reported the HSP78, HSP72 and HSP70 iso-
forms expression in M. edulis, but they did
not determine if they were constitutive or
induced. Snyder et al. (2001) reported that
the HSP74, HSP70 and HSP67 isoforms were
induced in Mytilus galloprovincialisand Halio-
tis rufescens when exposed to thermal stress
and xenobiotics (e.g., 2-methoxyethanol).
Cruz-Rodriguez & Chu (2002) stated that the
HSP71 and HSP69 isoforms expression was
induced when C. virginica was exposed to
aromatic polycyclic hydrocarbons. Hamdoun et
al. (2003) and Piano et al. (2002) found HSP77
and HSP72 to be constitutive isoforms, and
HSP69 an induced isoform by thermal stress in
C. gigasand Ostrea edulis, respectively. In this
work, HSP73 isoform expression was present
in all samples, HSP72 isoform expression was
variable, and HSP69 was only expressed in
individual and grouped dry season samples.
The HSP73 isoform has not previously been
reported in C. virginica adults.

Boutet, Tanguy, Rousseau, Auffret, &
Moraga (2003) found an inverse relationship
between the expression of HSP70 and metal
concentrations in C. gigas. In other species of
bivalves, Piano, Valbonesi, & Fabbri (2004)
reported that after thermal stress, induced iso-
forms were not expressed in M. galloprovin-
cialis, Tapes phillippinarum and Scapharca
inaequivalvis;, nevertheless, the constitutive
isoforms were significantly elevated. The HSP
expression from PC oysters that were under
thermal stress was lower than that of the wild
oysters. Of particular interest is the expression
of HSP69 during the dry season, where more
than 50 % of the dry season individual and
grouped samples expressed it, without losing
sight of the fact that pollution has gradually
declined (Botello et al., 2016). This expression
was also observed by Piano et al. (2002) in O.
edulis and Hamdoun et al. (2003) in C. gigas,
who proposed that this isoform was induced
by heat stress; Cruz-Rodriguez & Chu (2002)
reported it in C. virginica as a response to poly-
cyclic aromatic hydrocarbons.

The challenge of using proteins as bio-
markers is determining the range of basal
expression and the moment at which they are
expressed due to an adverse effect or com-
pensatory response that protects the organism
against environmental damage or xenobiotics
(Chapple et al., 1997; Farcy et al., 2009;
Luna-Acosta, Bustamante, Godefroy, Fruitier-
arnaudin, & Thomas-guyon, 2010). Therefore,
it is essential to determine the baseline levels of
HSP before comparison with data from conta-
minated sites. Moreover, as we studied indivi-
dual and grouped samples, the interpretation of
the results was improved in comparison to most
reports that were made with organism’s pulls.

The present study demonstrates that the
HSP70 family of proteins could be used as
unspecific stress biomarker in oysters. Envi-
ronmental conditions have been shown to have
an effect on C. virginica protein expression
because of the different electrophoretic patterns
obtained from the total soluble proteins of gills,
as well as the different expression levels of the
HSP family isoforms. Studies on the changes
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in environmental conditions, such as pH, tem-
perature, DO, and salinity, should be directed
towards measuring the damage they cause at
the sub-cellular, cellular and tissue levels befo-
re exposure of an organism to any xenobiotic.
The stress could be detected not only by the
expression of inducible HSP70 isoforms but
also by the expression levels of constitutive
isoforms, which can be over-expressed or inhi-
bited depending on environmental conditions.
The main difficulty in assessing biomarkers
is the natural interference of environmental
factors with biological responses, making the
interpretation rather difficult.

This work presents similar results obtained
from both individual and grouped samples;
although the evaluation of individual orga-
nisms slightly increased the variability, this
handling offers the opportunity to more accura-
tely determine if environmental changes affect
low biological scale levels.
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RESUMEN

Potencial de la familia de proteinas HSP70 como
biomarcador de Crassostrea virginica en condiciones
naturales (Ostreocida: Ostreidae). Las proteinas HSP70
se utilizan como biomarcadores de exposicion y el ostion
Crasostrea virginica es considerado como un organismo
bioindicador en evaluaciones ambientales. De acuerdo
con la estacion, el nivel de expresion de la familia de las
HSP70 en ostiones silvestres no ha sido caracterizado.
El objetivo de este trabajo fue analizar la expresion de la
familia de las proteinas HSP70 como un biomarcador de
exposicion utilizando branquias de C. virginica de manera
individual y grupal bajo condiciones naturales. Noventa
muestras de ostion se recolectaron en un sitio dentro de la
Laguna Tampamachoco durante las estaciones de secas y
“nortes”. Un grupo se mantuvo bajo condiciones de labo-
ratorio y expuesto a estrés térmico. El pH, la temperatura,
la salinidad y el oxigeno disuelto (DO,) se midieron dentro
del sistema salobre Tuxpan-Tampamachoco. La salinidad y
el DO, estuvieron fuera de los limites recomendados para
sistemas salobres en ambas estaciones. La electroforesis
y el ensayo de inmunodeteccion se llevaron a cabo con
branquias de ostiones. Las isoformas HSP73, HSP72 y
HSP69 se expresaron en tejido de las muestras de la época
de secas, mientras que solamente las isoformas HSP73 y
HSP72 se detectaron en tejido de las muestras de época
de nortes y control positivo. La isoforma HSP73 no ha
sido reportada previamente en C. virginica. Para evaluar
la expresion de la familia de las proteinas HSP70 a nivel
individual y grupal de organismos silvestres es importante
determinar una linea de base de expresion estacional.

Palabras clave: biomarcador; proteinas de estrés térmico;
evaluacion ambiental; Crassostrea virginica.
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