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Dendraster excentricus from northwestern Mexico

Efecto del estrés en la respuesta ecofisioldgica de la galleta de mar
Dendraster excentricus en el noroeste de México

Tatiana Olivares-Bafiuelos, Salvador Figueroa-Flores, Eugenio Carpizo-Ituarte*

Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas, Universidad Auténoma de Baja California,
Carretera Transpeninsular Ensenada-Tijuana No. 3917, Fraccionamiento Playitas,
Ensenada CP 22860, Baja California, México.

* Corresponding author. E-mail: ecarpizo@uabc.edu.mx, ecarpizo@gmail.com

ABSTRACT. In the Mexican Pacific, Dendraster excentricus, a common estuarine echinoderm, is subject to daily environmental variations in
tidal fluxes. Little is known about its ecophysiological response when individuals are exposed to temperature and oxygen changes. This study
evaluates their thermal stress response under normal and reduced oxygen conditions using the RNA/DNA ratio and hsp70 gene expression. We
exposed sand dollars to different temperature and oxygen conditions. Three experimental temperatures were similar to the ones that organisms
experience during one annual cycle and two were considered extreme. Reduced oxygen conditions were considered when levels dropped
below 4 mg L. To estimate variations in the stress-induced RNA/DNA ratio, we determined the value for males and females during a daily
cycle. We also analyzed the hsp70 expression. Under stress conditions, a significant decrease was observed in the RNA/DNA ratios. The lowest
values were detected after 6 h under normoxic conditions and high temperatures seemed to induce a major effect on the RNA/DNA ratios
during the first hour of stress. Analysis of the hsp70 expression showed significant differences. According to our results, thermal and reduced
oxygen stress induces a reduction in the general metabolism of the organisms. These metabolic changes were observed by the decrease in the
RNA/DNA ratios and expression levels of hsp70 (at high temperatures). We conclude that RNA/DNA ratios are a useful ecophysiological tool
to evaluate the effect of particular stressors on the physiology of D. excentricus, and seem to be more sensitive to oxygen levels than to thermal
stress, in contrast to the hsp70 expression, which was more sensitive to extreme temperatures.

Key words: stress, reduced oxygen, molecular markers, RNA/DNA, hsp70 gene.

RESUMEN. En el Pacifico mexicano, Dendraster excentricus es un equinodermo comdn en estuarios y esta sujeto a variaciones ambientales
por el flujo de marea. Poco se conoce de su respuesta ecofisioldgica cuando es expuesta a cambios de temperatura y oxigeno. Este estudio
evalla su respuesta al estrés térmico en condiciones normales y de oxigeno reducido, utilizando como indicadores el indice de ARN/ADN y la
expresion del gen hsp70. Se expusieron las galletas de mar a diferentes temperaturas y niveles de oxigeno. Tres de las temperaturas
experimentales fueron comunes a las que los organismos experimentan durante un ciclo anual y dos de ellas se consideran extremas. Se
consideraron condiciones de oxigeno reducido en niveles por debajo de 4 mg L. Para estimar las variaciones inducidas por estrés en el indice
de ARN/ADN, determinamos su valor en machos y hembras durante un ciclo diario. Ademas, analizamos la expresion del gen hsp70. En
condiciones de estrés, se observo un decremento significativo en los indices de ARN/ADN. Los valores mas bajos se detectaron después de 6 h
en condiciones normales de oxigeno y las temperaturas altas parecieron inducir un mayor efecto en los indices durante la primera hora
de estrés. El andlisis de la expresion de hsp70 mostr6 diferencias significativas. Segin nuestros resultados, el estrés térmico y por oxigeno
induce una reduccién general del metabolismo de los organismos. Estos cambios metabdlicos se observaron en el decremento de los indices de
ARN/ADN vy en los niveles de la expresion de hsp70 (a altas temperaturas). Se concluye que los indices de ARN/ADN son una herramienta Gtil
para entender la respuesta ecofisioldgica en D. excentricus y parecen mas sensibles a los niveles de oxigeno que al estrés térmico, en contraste
con la expresion de hsp70 que resulté mas sensible a las temperaturas extremas.

Palabras clave: estrés, oxigeno reducido, marcadores moleculares, ARN/ADN, gen hsp70.

INTRODUCTION INTRODUCCION

Estuarine organisms are constantly exposed to changes in Los organismos estuarinos estan constantemente expues-
salinity, pH, temperature, and dissolved oxygen over the tidal tos a cambios de salinidad, pH, temperatura y oxigeno
cycle. To survive in these conditions, plants and animals must disuelto durante un ciclo mareal. Para sobrevivir en estas
be able to respond quickly to these drastic changes in envi- condiciones, las plantas y los animales deben ser capaces de
ronmental factors. Temperature and dissolved oxygen are two responder rapidamente a estos cambios drasticos en los
important factors that define the adaptation of species to factores ambientales. La temperatura y el oxigeno disuelto
these unique environmental conditions. Estuaries are likely to son dos factores importantes que definen la adaptacion de las
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be influenced by many aspects of climate change (Boesch
et al. 2000) and the amount of dissolved oxygen in an estuary
is probably one of the major factors determining the type and
abundance of organisms that can live there. Temperature
fluctuation, on the other hand, is one of the main drivers of
species distribution (Bianchi and Allison 2009). Several
reports indicate that thermal tolerance differs among species
depending on the range of temperature in their habitat, and
according to Peck and Conway (2000), tolerance windows
are wider in tropical and temperate species than in polar
stenotherms.

The common sand dollar Dendraster excentricus
(Eschscholtz 1831) inhabits the tidal flats of coastal lagoons
and the shallow subtidal zone along the west coast of the
United States and the peninsula of Baja California (Mexico).
It is abundant and mature individuals are found all year round
at Punta Banda Estuary (Olivares-Bariuelos et al. 2012). This
ectothermic species is adapted to and depends on the mainte-
nance of the characteristic temperature window of their natu-
ral environment (Portner 2002), and it is capable of tolerating
the brackish waters of estuaries by adapting its behavior.
Although sand dollars are exposed to a continuous exchange
of water in their habitat, much of the time (including low tide
cycles) they are partially buried and their spines cannot
continually wave back and forth to get regular amounts of
dissolved oxygen (Lane and Lawrence 1979). Moreover, it
has been shown that starvation and lack of oxygen causes, in
some sand dollar species, modifications in their metabolism
due to the physical conditions and the physiological state of
the organism (Lane and Lawrence 1979).

Temperature and hypoxia have been well documented as
metabolic stressors in many habitats and species. Neverthe-
less, little is known about the effects of these stressors on
sand dollars inhabiting estuaries on the Pacific coast of north-
ern Mexico. The goal of this study was to test the response of
D. excentricus to a range of temperatures and low oxygen
levels using the RNA/DNA ratio and hsp70 gene expression
as molecular markers of its ecophysiological response. The
hsp70 gene encodes a stress-inducible protein that serves as
molecular chaperone for the activity of key regulatory
proteins, cell proliferation, stress resistance, and apoptosis
(Palotai et al. 2008, Gupta et al. 2010). The highly conserved
hsp70 protein is present at low levels in many cells and is
highly induced by stress, regardless of the stage of the cell
cycle (Hang and Fox 1996).

Nucleic acid determination in marine organisms has
attracted special attention because of the relationship
between the RNA/DNA ratios and growth rate of a variety of
marine organisms, including phytoplankton, bacteria, inver-
tebrates, and fish (Dell’Anno et al. 1998). The amount of
RNA in a cell varies in proportion to protein synthesis,
whereas DNA concentrations remain fairly constant, even
during starvation. Thus, RNA/DNA is an indicator of the
protein-synthesizing potential of a cell (Henshaw et al.
1971). The RNA/DNA ratio was first proposed 38 years ago
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especies a estas condiciones ambientales Unicas. Es probable
que los esteros resulten afectados por varios aspectos del
cambio climatico (Boesch et al. 2000), y la cantidad de
oxigeno disuelto en un estero es uno de los principales facto-
res que determina el tipo y la abundancia de organismos que
pueden vivir ahi. La fluctuacion de temperatura, por otro
lado, es uno de los principales factores que determina la dis-
tribucion de especies (Bianchi y Allison 2009). Varios estu-
dios indican que la tolerancia térmica difiere entre especies
segun el intervalo de temperatura en sus habitats, y Peck y
Conway (2000) mencionan que la ventana de tolerancia es
mayor en las especies tropicales y templadas que en los
organismos estenotermos polares.

La galleta de mar Dendraster excentricus (Eschscholtz
1831) habita la zona submareal somera y la zona intermareal
de lagunas costeras a lo largo de la costa occidental de los
Estados Unidos y la peninsula de Baja California (México).
En el estero de Punta Banda, esta especie es abundante y
se encuentran individuos maduros durante todo el afio
(Olivares-Bariuelos et al. 2012). Esta especie ectotérmica se
adapta a y depende de que se mantenga el intervalo de tempe-
ratura caracteristico de su ambiente natural (Pértner 2002), y
ha podido adaptar su comportamiento para tolerar aguas salo-
bres. Aunqgue las galletas de mar estan sujetas a un intercam-
bio de agua continuo en su habitat, durante gran parte del
tiempo (inclusive durante la marea baja) se encuentran
parcialmente enterradas y sus espinas no pueden ondear
continuamente para obtener cantidades regulares de oxigeno
disuelto (Lane y Lawrence 1979). Ademas, se ha mostrado
que, en algunas especies de galleta de mar, la inanicién y
falta de oxigeno provocan modificaciones en su metabolismo
debido a las condiciones fisicas y al estado fisiologico del
organismo (Lane y Lawrence 1979).

A pesar de que ha sido bien documentado que la tempera-
tura y la hipoxia actlan como estresores metabdlicos en
muchos habitats y varias especies, poco se sabe de los efectos
de estos estresores en las galletas de mar que habitan en la
costa del Pacifico del norte de México. El objetivo de este
trabajo fue determinar la respuesta de D. excentricus a un
intervalo de temperaturas y niveles bajos de oxigeno usando
el indice de ARN/ADN vy la expresion del gen hsp70 como
marcadores moleculares de su respuesta ecofisiolégica. El
gen hsp70 codifica una proteina inducible por estrés que
funciona como chaperdn molecular de la actividad de las pro-
teinas reguladoras clave, la proliferacion celular, resistencia
al estrés y apoptosis (Palotai et al. 2008, Gupta et al. 2010).
La proteina hsp70 se encuentra en niveles bajos en muchas
células y es altamente inducible por estrés, independiente-
mente de la fase del ciclo celular (Hang y Fox 1996).

La deteccion de acidos nucleicos en organismos marinos
ha atraido particular interés debido a la relacién entre el
indice de ARN/ADN vy la tasa de crecimiento de varios orga-
nismos marinos, incluyendo fitoplancton, bacterias, inverte-
brados y peces (Dell’Anno et al. 1998). La cantidad de ARN
en una célula varia en funcion de la sintesis de proteinas,
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as a biochemical indicator of the physiological and nutri-
tional state. It has been used to explore the stress response in
different taxa and has been applied successfully as an indica-
tor of nutritional condition and growth in marine organisms
(Chicharo and Chicharo 2008). This metabolic parameter
has been used to study the toxic effects of pharmaceutical
products (Li et al. 2010), pyrethroid insecticides (Kumar
et al. 2008), and metal mining (Driedger et al. 2009) on the
growth of exposed fishes. The RNA/DNA ratio has also been
analyzed in mussels to assess the biological effects of envi-
ronmental pollution in areas with anthropogenic impact
(Revankar and Shyama 2009, Tsangaris et al. 2010).

In the present study we determine the RNA/DNA ratio
and the hsp70 expression of D. excentricus after thermal
stress treatments under both normal and reduced oxygen
conditions. These results could be of interest to gain a better
understanding of how organisms in estuaries would respond
to different temperature and oxygen regimes under the
present ocean change scenario.

MATERIALS AND METHODS
Sampling and maintenance of organisms

Adult sand dollars (D. excentricus) were collected from
Punta Banda Estuary in Baja California, Mexico. The estuary
is located along the southeastern margin of Todos Santos Bay
(31°42'-31°47' N, 116°37'-116°39" W). Organisms were col-
lected during low tide and transported in buckets containing
seawater to the laboratory. Air and water temperatures and
dissolved oxygen were recorded at the sampling site. Sand
dollars were kept in aquaria at around 20 °C, provided with
aeration, running seawater, and a 5-cm bed of sand from the
estuary on the bottom of the aquaria. Organisms were
exposed daily to a 12/12 h (light/dark) photoperiod and
remained in the aquaria for 48 h, until used in the experi-
ments. The mean wet weight of the 150 sand dollars used
was 22.30 + 0.61 g, and their mean size was 6.50 + 0.06 cm
(P =0.6612). No significant differences were observed in the
size of the experimental sand dollars used for the different
experiments or treatments.

Experimental procedure

At the beginning of each experiment, organisms were
weighed and measured across their widest side with a cali-
per. A first experiment was performed to establish the basal
value of the RNA/DNA ratio of adult sand dollars and deter-
mine the variation of this ratio in a 48-h period during two
daily cycles. Twenty organisms were randomly selected and
labeled; they were placed in plastic containers (four per
container) with aeration and 3 cm of sand from the estuary.
The plastic containers were filled with 1.5 L of UV-treated,
filtered seawater at 20 °C. Sand dollars remained there for
48 h (initiating between 9:00 and 10:00 AM). Tissue samples
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mientras que las concentraciones de ADN permanecen relati-
vamente constantes, incluso durante la inanicion. Asi, la rela-
cién ARN/ADN es un indicador del potencial de una célula
de sintetizar las proteinas (Henshaw et al. 1971). El indice de
ARN/ADN fue propuesto hace 38 afios como un indicador
bioguimico del estado fisioldgico y nutricional. Se ha usado
para investigar la respuesta del estrés en diferentes taxones y
se ha aplicado con éxito como un indicador del estado nutri-
cional y el crecimiento de organismos marinos (Chicharo y
Chicharo 2008). Este parametro metabélico ha sido utilizado
para estudiar los efectos toxicos de productos farmacéuticos
(Lietal. 2010), insecticidas piretroides (Kumar et al. 2008) y
la mineria de metales (Driedger et al. 2009) en el crecimiento
de peces expuestos. La relacion ARN/ADN también ha sido
analizada para evaluar los efectos bioldgicos de la contami-
nacion ambiental en areas que han sido impactadas antropo-
génicamente (Revankar y Shyama 2009, Tsangaris et al.
2010).

En el presente trabajo se determina el indice de ARN/
ADN vy la expresién de hsp70 de D. excentricus después de
tratamientos de estrés térmico en condiciones normales y de
oxigeno reducido. Los resultados permitiran un mejor enten-
dimiento de la respuesta de los organismos que habitan en los
esteros a diferentes regimenes de temperatura y oxigeno en el
actual escenario de cambio climatico.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo y mantenimiento de los organismos

Se recolectaron organismos adultos de D. excentricus en
el estero de Punta Banda en Baja California, México. El
estero se ubica en el margen sudoriental de la bahia de Todos
Santos (31°42'-31°47' N, 116°37'-116°39’ W). Los organis-
mos fueron recolectados durante la marea baja y transporta-
dos en cubetas con agua de mar al laboratorio. En el sitio de
muestreo, se registraron el oxigeno disuelto y la temperatura
del aire y del agua. Las galletas de mar se colocaron en
acuarios y se mantuvieron a una temperatura de ~20 °C, con
aireacion y flujo constante de agua de mar. En el fondo de los
acuarios se coloc6 una capa de 5 cm de arena del estero. Los
organismos fueron expuestos a un fotoperiodo de 12/12 h
(luz/oscuridad) y permanecieron en los acuarios durante 48 h,
hasta ser usados en los experimentos. El peso fresco prome-
dio de las 150 galletas de mar utilizadas fue 22.30 £ 0.61 gy
su tamafio promedio fue 6.50 = 0.06 cm (P = 0.6612). No se
observaron diferencias significativas en el tamafio de los
organismos experimentales empleados en los distintos expe-
rimentos o tratamientos.

Procedimiento experimental
Al principio de cada experimento, los organismos fueron

pesados y medidos por su parte mas ancha con un calibrador
vernier. Se realiz6 un primer experimento para establecer el
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were taken from the aboral spines of each sand dollar at the
beginning of the experiment (time zero). Previous extractions
from spines of the sand dollar aboral region proved to be
suitable to obtain high-quality nucleic acids with TRIzol
reagent. After time zero, consecutive tissue samples were
taken at 6, 12, 24, 30, and 48 h. All samples were processed
with TRIzol reagent as described below. At the end of the
experiment, sand dollars were sexed and we recorded
10 males and 10 females. Sex was determined based on the
gametes released after spawning was induced by injecting
0.5 mL of a 0.53 M solution of KCI through the peristomial
membrane of each individual (see Hinegardner 1969,
Carpizo-ltuarte et al. 2002). Once the gametes were obtained,
sand dollars were returned to the aquaria to allow them to
recover from stress.

In a second experiment, we tested thermal response
using 75 organisms under normoxic conditions. We used
15 organisms distributed in five temperature treatments, and
we replicated each treatment five times. Water oxygenation
was provided by continuous aeration. Dissolved oxygen
levels varied between 8.68 and 4.99 mg L, depending on the
experimental temperature of each group.

In a third experiment, we exposed 75 sand dollars to
thermal stress and reduced oxygen levels, and each treatment
was replicated five times. In this experiment, no aeration was
provided. The effect of reduced oxygen was considered when
levels fell below 4 mg L7 (dissolved oxygen was 3.65 to
2.03 mg L) as a consequence of leaving the experimental
organisms without air flux.

In both the second and third experiments, sand dollars
were exposed to four stressing temperatures (4, 13, 26, and
29°C), and 20 °C was used as the control temperature. The
temperatures tested were selected based on the records for
Punta Banda Estuary which indicate that the annual tempera-
ture range is 14 to 25 °C (Lopez-Rasgado and Herzka 2009):
13°C, just one degree below the minimum reported, was
selected as a low temperature; 26 °C is one degree higher
than the maximum reported in the area; and 4 and 29 °C were
selected as two extreme temperatures that are possibly never
experienced by the organisms in their natural habitat. Tem-
peratures for all treatments, including the control, were set
using a heater (Titanium Tube, Axis Inc.) submerged in each
plastic container. Three sand dollars per treatment were intro-
duced into plastic containers containing 3 cm of sand from
the estuary and 1.5 L of filtered seawater, and the heater was
turned on; time zero was considered once each container
reached the desired temperature. After 1, 3, and 6 h of stress
treatment, aboral spine samples of each organism were cut
off and processed individually. Temperature and dissolved
oxygen were recorded at each time. Once the experiments
concluded, organisms were returned to Punta Banda Estuary.

Nucleic acid extraction

Total DNA and RNA were extracted using TRIzol
reagent  following the manufacturer’s instructions
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valor basal del indice de ARN/ADN de las galletas de mar
adultas y determinar la variacion de este indice. Veinte orga-
nismos fueron seleccionados al azar y etiquetados, y se colo-
caron en contenedores de plastico (cuatro por contenedor)
con aireacion y 3 cm de arena del estero. Los contenedores se
llenaron con 1.5 L de agua de mar tratada con UV vy filtrada
a 20°C. Los organismos permanecieron ahi durante 48 h
(iniciando entre 9:00 y 10:00 AM). Se tomaron muestras de
tejido de las espinas aborales al principio del experimento
(tiempo cero). Extracciones anteriores de las espinas de la
region aboral de galletas de mar resultaron ser adecuadas
para obtener acidos nucleicos de alta calidad con el reactivo
TRIzol. Después del tiempo cero, se tomaron muestras
consecutivas de tejido a las 6, 12, 24, 30 y 48 h. Todas las
muestras fueron procesadas con el reactivo TRIzol como se
describe mas adelante. Al final del experimento, se determiné
el sexo de los organismos y se registraron 10 machos y
10 hembras. El sexo se determind a partir de los gametos
liberados después de inducir al desove mediante la inyeccion
de 0.5 mL de una solucién de KCI 0.53 M a través de la
membrana peristomial (ver Hinegardner 1969, Carpizo-
Ituarte et al. 2002). Después de obtener los gametos, los orga-
nismos fueron regresados a los acuarios para permitirles
recuperar del estrés.

En un segundo experimento, se investigd la respuesta
térmica de 75 organismos en condiciones normdxicas. Se
usaron 15 organismos en cinco tratamientos térmicos y cada
tratamiento se replico cinco veces. La oxigenacion del agua
se realizd mediante aireacion constante. Los niveles de
oxigeno disuelto variaron entre 8.68 y 4.99 mg L, depen-
diendo de la temperatura experimental de cada tratamiento.

En un tercer experimento, se sometieron 75 galletas de
mar a estrés térmico y niveles reducidos de oxigeno; cada
tratamiento se replico cinco veces. En este experimento no se
proporciond aireacion. El efecto de oxigeno reducido se
considerd cuando los niveles fueron inferiores a 4 mg L
(oxigeno disuelto de 3.65 a 2.03 mg L) como consecuencia
de dejar los organismos experimentales sin flujo de aire.

Tanto en el segundo experimento como en el tercero, las
galletas de mar fueron sometidas a cuatro temperaturas
experimentales (4, 13, 26 y 29°C), y se us6 20°C como la
temperatura control. Las temperaturas probadas fueron selec-
cionadas con base en registros para el estero de Punta Banda
que indican que el intervalo de temperatura anual es de 14 a
25 °C (Ldpez-Rasgado y Herzka 2009): 13 °C, s6lo un grado
por debajo de la minima registrada, se seleccioné como una
temperatura baja; 26 °C es s6lo un grado mayor que la
méaxima documentada para la zona; y 4 y 29 °C se selecciona-
ron como dos temperaturas extremas a las que probablemente
nunca estan expuestas los organismos en su habitat natural.
La temperatura en todos los tratamientos se controld
mediante un calentador (Titanium Tube, Axis Inc.) sumer-
gido en cada contenedor de plastico. Se colocaron tres galle-
tas de mar por tratamiento dentro de los contenedores de
plastico provistos de 3 cm de arena del estero y 1.5 L de agua
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(Invitrogen, Carlsbad, CA). Tissue homogenization was per-
formed on ice with the aid of a Teflon rod. Following extrac-
tions, absorbances at 260 and 280 nm were measured using a
NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Biolab, Mulgrave,
VIC, Australia) to determine the quality and quantity of
nucleic acids; with the values obtained, RNA/DNA ratios
were estimated. To verify that DNA was not lost with the
TRIzol method, we precipitated the possible remaining DNA
with 3M NaOAc and ethanol from the sub-products of the
RNA extraction; precipitated samples were then quantified
using the NanoDrop spectrophotometer. Our results showed
that 98.45 + 0.228% of genomic DNA was extracted with
TRIzol reagent, meaning that we lost only 1.55 £ 0.228% of
the total DNA with this extraction method. Given the advan-
tage of obtaining nucleic acids (DNA and RNA) from the
same tissue sample, we consider the TRIzol method to be an
excellent option for extracting sufficient and good quality
nucleic acids to calculate the RNA/DNA ratios.

Retro-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

RNA was extracted from the adult sand dollars using
TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) as described
before, and used to synthesize the first complementary strand
of DNA with SuperScript Il reverse transcriptase
(Invitrogen, Carlsbad, CA) and oligo-dT primer (Amersham,
Piscataway, NJ) according to protocols supplied by the
manufacturers. Briefly, in a total reaction volume of 20 uL,
0.8 ng of total RNA was added to 250 nM of oligo(dT),, and
10 mM of each dNTP; the mix was heated for 5 min at 65 °C
and incubated 5 min on ice. After that, we added 1x First-
Strand Buffer, 10 U RNase Inhibitor, 50 mM DTT, and 200 U
of SuperScript 11l reverse transcriptase. The reaction was
then incubated at 50 °C for 60 min, followed by 15 min at
70°C to inactivate the enzyme. Complementary DNA
(cDNA) was amplified by PCR with oligonucleotide primers
for the hsp70 gene; primer sequence was kindly provided by
Dr. Gretchen Hofmann (Marine Science Institute, University
of California Santa Barbara) to amplify a 89 bp fragment:
forward, 5'-AAGATATGAGGTCCAACCCAAGAT-3’; reverse,
5-TGTCAAGCAGTGCTTCAGCA-3'.

The PCR mixture contained sterile distilled water, 0.1 puL
cDNA, PCR buffer, 2.5 mM MgSO,, 0.5 mM dNTP, 1.0 U
Tfi DNA polymerase, and sense and antisense primers
(2.0 and 0.8 uM, respectively). PCR reactions were per-
formed in a Swift MiniPro Thermal Cycler (Esco Global,
Esco Technologies, PA). The following conditions were
used for PCR: 35 cycles of denaturation at 94 °C for 20 s,
annealing at 55°C for 20 s, and extension at 72°C for
20 s. In each experimental run, negative controls (without
cDNA) were used. To each tube containing PCR product,
2 pL of loading buffer were added. The products and the
DNA ladder were loaded onto a 2.0% agarose gel placed in
an electrophoresis tank containing Tris-Acetate-EDTA
(TAE) buffer. Then electrophoresis was conducted at 75 V
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de mar filtrada, y se prendi6 el calentador; el tiempo cero se
refiere al momento que se alcanz6 la temperatura deseada en
cada contenedor. Después de 1, 3y 6 h de tratamiento, se cor-
taron muestras de las espinas aborales de cada organismo que
se procesaron individualmente, y se registraron la tempera-
tura y el oxigeno disuelto. Al concluir los experimentos, los
organismos fueron regresados al estero de Punta Banda.

Extraccién de &cidos nucleicos

Se extrajeron ARN y ADN total con el reactivo TRIzol
siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen,
Carlshad, CA). La homogenizacién del tejido se realizo sobre
hielo con la ayuda de una varilla de teflon. Después de las
extracciones, se midio la absorbancia a 260 y 280 nm con un
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Biolab, Mulgrave,
VIC, Australia) para determinar la calidad y cantidad de los
acidos nucleicos; con los valores obtenidos se estimaron los
indices de ARN/ADN. Para verificar que no se perdio ADN
con el método de TRIzol, se precipito el posible ADN res-
tante con NaOAc 3M vy etanol de los subproductos de la
extraccion de ARN, y posteriormente se cuantificaron las
muestras precipitadas con el espectrofotémetro NanoDrop.
Segun los resultados, se extrajo 98.45 + 0.228% del ADN
con el reactivo TRIzol, lo que indica que se perdid solo
1.55 + 0.228% del ADN total con este método de extraccion.
Dada la ventaja de obtener acidos nucleicos (ADN y ARN)
de la misma muestra de tejido, consideramos que el método
de TRIzol es una excelente opcién para extraer una cantidad
suficiente de acidos nucleicos de buena calidad para calcular
los indices de ARN/ADN.

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa (RT-PCR por sus siglas en inglés)

Se extrajo ARN de las galletas de mar adultas con el
reactivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) como se describe
arriba, y se usd para sintetizar el primer filamento comple-
mentario de ADN mediante la transcriptasa reversa
SuperScript 11 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y el cebador
oligo-dT (Amersham, Piscataway, NJ) siguiendo los protoco-
los proporcionados por los fabricantes. Brevemente, en un
volumen de reaccion total de 20 uL, se afiadié 0.8 ug de
ARN total a 250 nM de oligo(dT),, y 10 mM de cada dNTP;
la mezcla se calenté durante 5 min a 65°C y se incub6
durante 5 min sobre hielo. Subsecuentemente, se adicionaron
First-Strand Buffer (1x), 10 U del inhibidor de la RNasa,
50mM de DTT y 200U de la transcriptasa reversa
SuperScript 1l. La reaccién se incub6 a 50°C durante
60 min y luego a 70°C durante 15 min para inactivar la
enzima. Se amplifico el ADN complementario (ADNCc)
mediante PCR con cebadores oligonucleétidos para el gen
hsp70; la secuencia del cebador fue amablemente proporcio-
nada por la Dra. Gretchen Hofmann (Marine Science
Institute, Universidad de California, Santa Barbara) para
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for 45 min and bands were detected by using an imaging
system (Benchtop UV Transilluminator, UVP, CA).

Densitometric quantification of bands

PCR product bands were photo-documented with a 8.1
megapixel Sony digital camera (Sony Corporation, Tokyo,
Japan) and the average intensity of the bands was analyzed
using ImageJ 1.44p software (National Institutes of Health,
USA). Data were collected in terms of percentage intensity of
hsp70 in experimental treatments (4, 13, 26, and 29 °C) com-
pared to the percentage intensity of hsp70 in the control treat-
ment (20 °C) to which a value of 100% of expression was
assigned.

Statistical methods

All data were analyzed with the D’Agostino-Pearson
(omnibus K2 test) normality test. After each experiment,
RNA/DNA ratios and hsp70 data were analyzed by a non-
parametric Kruskal-Wallis test and Dunn’s multiple compari-
son test (95% confidence intervals). Analyses were carried
out using GraphPad Prism v5.00 for Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA). In figure 1, data are expressed as
mean values (+ SEM) of 10 individuals; for the rest of the
figures, data are expressed as mean values of five replicate
treatments (n = 5).

RESULTS

The daily variation of the RNA/DNA ratios between adult
male and female D. excentricus showed no statistical differ-
ences (Dunn’s multiple comparison test, o = 0.05) for a
period of two days (fig. 1); however, a decrease in the values
was observed for the first 24 h in the female ratio. The mean
RNA/DNA ratio (+ SEM) at the beginning of the experiment
(hour zero) was 1.603 + 0.183 for females and 1.353 + 0.068
for males. Subsequent sampling and analysis of sand dollar
nucleic acids showed no significant variations in these ratios
after 6 h (females = 1.667 £ 0.295; males = 1.447 + 0.213),
12 h (females = 1.221 + 0.173; males = 1.451 £ 0.221), 24 h
(females = 1.011 + 0.126; males = 1.403 + 0.091), 30 h
(females = 1.345 + 0.175; males = 1.063 + 0.027), or 48 h
(females = 1.605 £ 0.306; males = 1.563 £ 0.202).

Once we knew the daily variation of the RNA/DNA ratios
under laboratory conditions, we tested the thermal stress
response of D. excentricus under either normoxic or reduced
oxygen conditions. Mean values of the RNA/DNA ratios
obtained in these experiments were lower compared with the
ones obtained during the daily cycle (fig. 2). After 1 h of
thermal stress under normoxic conditions, significant differ-
ences were observed at 26 °C versus the control group at
20°C (P < 0.01) (fig. 2a). Under reduced oxygen conditions
at 4 °C, we also observed significant changes at this tempera-
ture versus the control group at 20 °C (P < 0.01) (fig. 2b).
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amplificar un fragmento de 89 pb: hacia adelante, 5'-
AAGATATGAGGTCCAACCCAAGAT-3’; hacia atrés, 5'-
TGTCAAGCAGTGCTTCAGCA-3'.

La mezcla de PCR consistié de agua destilada estéril,
0.1 uL de ADNc, tampon de PCR, 2.5 mM de MgSO,,
05 mM de dNTP, 1.0 U de Tfi ADN polimerasa, y
cebadores sentido y antisentido (2.0 y 0.8 uM, respectiva-
mente). Las reacciones de PCR se realizaron en un termoci-
clador (Swift MiniPro Thermal Cycler, Esco Global, Esco
Technologies, PA). Las condiciones de amplificacion fueron
35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 20 s, hibrida-
cién a 55°C durante 20 sy extensién a 72 °C durante 20 s.
En cada corrida experimental se usaron controles negativos
(sin ADNCc). Se afiadi6 2 pL de tampdn de carga a cada tubo
con producto de la PCR. Los productos y la escalera de ADN
se cargaron en un gel de agarosa (2.0%) colocado en un tan-
que de electroforesis con tampdn Tris-acetato-EDTA (TAE).
La electroforesis se realizo a 75 V durante 45 min y las ban-
das se detectaron mediante un transiluminador (Benchtop UV
Transilluminator, UVP, CA).

Cuantificacion densitométrica de las bandas

Las bandas de los productos PCR fueron fotodocumenta-
das con una cdmara digital Sony de 8.1 megapixeles (Sony,
Tokio, Japon) y la intensidad promedio de las bandas fue ana-
lizada con el programa ImageJ 1.44p (National Institutes of
Health, EUA). Los datos fueron recogidos en términos del
porcentaje de intensidad de hsp70 en los tratamientos experi-
mentales (4, 13, 26 y 29 °C) en comparacion con el porcen-
taje de intensidad de hsp70 en el tratamiento control (20 °C)
que fue asignado un valor de 100% de expresion.

Métodos estadisticos

Todos los datos fueron analizados con la prueba de nor-
malidad de D’Agostino-Pearson (omnibus K2). Después de
cada experimento, se analizaron los indices de ARN/ADN y
los datos de hsp70 con la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis y la prueba de comparaciones multiples de Dunn
(intervalos de confianza de 95%). Los analisis se realizaron
con el programa GraphPad Prism v5.00 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA). En la figura 1, los
datos se expresan como valores medios (+ error estandar de
la media) de 10 individuos. En las demas figuras, los datos se
expresan como valores medios de cinco tratamientos replica-
dos (n =5).

RESULTADOS

La variacion diaria de los indices de ARN/ADN entre
machos y hembras adultas de D. excentricus no mostrd
diferencias estadisticas (prueba de comparaciones mdultiples
de Dunn, a = 0.05) durante un periodo de dos dias (fig. 1);
sin embargo, en el indice de las hembras, se observé una dis-
minucién de los valores en las primeras 24 h. El indice medio
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Figure 1. Daily variation in the RNA/DNA ratios for adult male
and female Dendraster excentricus during a 48-h period. Sample
size was 10 males and 10 females. The Kruskall-Wallis test
together with Dunn’s multiple comparison test (95% confidence
interval) showed no significant differences between genders or the
time at which the samples were taken (hour 0, 6, 12, 24, 30, and
48). Data shown represent the mean (£ SEM).

Figura 1. Variacion diaria del indice de ARN/ADN para machos y
hembras de Dendraster excentricus durante un periodo de 48 h. Se
analizaron muestras de 10 machos adultos y 10 hembras adultas.
La prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones
multiples de Dunn (intervalo de confianza de 95%) no mostraron
diferencias entre los géneros o la hora de muestreo (hora 0, 6, 12,
24, 30 y 48). Los datos representan la media + error estandar de la
media.

After 3 h of treatment, the RNA/DNA ratios showed
values below 0.70 (fig. 2c—d). Significant differences were
observed at 13°C under reduced oxygen conditions versus
the control group (P < 0.05) (fig. 2d).

After sand dollars were stressed for 6 h, we observed
significant differences in the RNA/DNA ratios between
temperature groups. Under normoxic conditions, differences
between the control versus the 26 and 29 °C experimental
treatments were detected (P < 0.05 for both) (fig. 2e). Under
reduced oxygen conditions, no significant differences were
observed between the thermo-stressed organisms and the
control group at 20°C, but considerable increases in the
RNA/DNA ratio were detected at 13 and 26 °C compared
with the control group at 20 °C.

Variations in the above RNA/DNA ratios indicate that
D. excentricus responded to stressors to which it was
exposed. To corroborate this observation, we analyzed the
relative gene expression of hsp70, a well-documented gene
involved in cellular primary response under stress conditions;
hsp70 mRNA levels in extracts of aboral spines obtained
from stressed sand dollars were determined by semi-
guantitative PCR. The standard error and standard deviation
were consistently low, indicating that the reverse tran-
scriptase and PCR components of the assay were highly
reproducible. After 1 h of stress under normoxic conditions,
the treatment at 4 °C showed a decrease in hsp70 mRNA
levels by 25 + 3.7% (P > 0.100) compared with the control
group at 20 °C (fig. 3a). Conversely, after the same exposure
time under reduced oxygen conditions, the highest stressing
temperature of 29°C induced a significant hsp70 mRNA
increase of 27 + 5.09% (P = 0.013) versus the control group
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de ARN/ADN (z error estandar de la media) al principio del
experimento (hora cero) fue 1.603 + 0.183 para las hembras y
1.353 £ 0.068 para los machos. En los andlisis subsecuentes
de los acidos nucleicos de las galletas de mar no se observa-
ron variaciones significativas en los indices después de 6 h
(hembras = 1.667 + 0.295; machos = 1.447 £+ 0.213), 12 h
(hembras = 1.221 + 0.173; machos = 1.451 + 0.221), 24 h
(hembras = 1.011 + 0.126; machos = 1.403 £ 0.091), 30 h
(hembras = 1.345 £ 0.175; machos = 1.063 £ 0.027), y 48 h
(hembras = 1.605 + 0.306; machos = 1.563 + 0.202).

Una vez conocida la variacion diaria de los indices de
ARN/ADN en condiciones de laboratorio, se investigo la res-
puesta al estrés térmico de D. excentricus en condiciones ya
sea normoxicas o de oxigeno reducido. Los valores medios
de los indices de ARN/ADN obtenidos en estos tratamientos
fueron menores comparados con los obtenidos durante el
ciclo diario (fig. 2). Después de 1 h de estrés térmico en con-
diciones norméxicas, se observaron diferencias significativas
entre el tratamiento a 26 °C y el tratamiento control a 20 °C
(P < 0.01) (fig. 2a). En condiciones de oxigeno reducido,
también se observaron diferencias significativas entre el
tratamiento a 4 °C y el tratamiento control a 20 °C (P < 0.01)
(fig. 2b).

Después de 3 h de tratamiento, los indices de ARN/ADN
mostraron valores inferiores a 0.70 (fig. 2c—d). En condicio-
nes de oxigeno reducido, se observaron diferencias significa-
tivas entre el tratamiento a 13°C y el tratamiento control
(P < 0.05) (fig. 2d).

Después de 6 h, se observaron diferencias significativas
entre los indices de ARN/ADN de los organismos expuestos
a distintas condiciones de estrés térmico. En condiciones nor-
moxicas, se observaron diferencias entre el tratamiento con-
trol a 20°C vy los tratamientos a 26 y 29°C (P < 0.05 para
ambos) (fig. 2e). En condiciones de oxigeno reducido, no se
observaron diferencias entre los organismos expuestos a con-
diciones de estrés térmico y el grupo control, pero se observé
un incremento considerable en el indice de ARN/ADN de los
organismos expuestos a 13 y 26 °C en comparacion con el
grupo control.

Las variaciones en estos indices de ARN/ADN indican
que D. excentricus respondié a las condiciones de estrés al
que fue expuesta. Para corroborar esta observacion, se
analizo la expresion relativa del gen hsp70, un gen bien estu-
diado involucrado en la respuesta celular primaria al estrés.
Los niveles de ARNm hsp70 en los extractos de las espinas
aborales obtenidas de los organismos estresados fueron deter-
minados mediante PCR semicuantitativa. El error estandar y
la desviacion estandar fueron consistentemente bajos, lo que
indica que la transcriptasa reversa y los componentes de la
PCR fueron altamente reproducibles. Después de 1h de
estrés en condiciones normoxicas, el tratamiento a 4 °C mos-
tré una disminucion de 25 + 3.7% (P > 0.100) en los niveles
de ARNm hsp70 en comparacion con el tratamiento control a
20°C (fig. 3a). Al contrario, después de 1 h de estrés en
condiciones de oxigeno reducido, en el tratamiento a 29 °C
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Figure 2. RNA/DNA ratios in stressed adult Dendraster excentricus. Sand dollars were stressed during 1, 3, or 6 h using four experimental
temperatures (4, 13, 26, and 29 °C), under normoxic (a, c, e) or reduced oxygen (b, d, f) conditions. For each stress condition, the ratio of the
control group (20 °C) was analyzed to compare the experimental treatments. Bars represent the mean of 15 individuals (+ SEM). Significant
differences are shown above the bars and the asterisk indicates differences between the control and experimental temperatures under
normoxic or reduced oxygen conditions independently: * P < 0.01, ** P < 0.05, *** P < 0.001.

Figura 2. indices de ARN/ADN en adultos de Dendraster excentricus sometidos a estrés durante 1, 3 6 6 h en cuatro temperaturas
experimentales (4, 13, 26 y 29 °C), en condiciones normoxicas (a, ¢, €) o de oxigeno reducido (b, d, f). Para cada condicion de estrés, se
compararon los tratamientos experimentales con el tratamiento control (20 °C). Las barras representan la media de 15 individuos (+ error
estandar de la media). Las diferencias significativas se muestran arriba de las barras y el asterisco indica las diferencias entre las temperaturas
experimentales y la temperatura control en condiciones norméxicas o de oxigeno reducido independientemente: * P < 0.01, ** P < 0.05,
*** P <0.001.

(fig. 3b). When sand dollars were thermo-stressed for 3 h (la mayor temperatura probada) se observé un aumento de
under normoxic conditions (fig. 3c), the low temperature of 27 = 5.09% (P = 0.013) en los niveles de ARNm hsp70 en
4°C stimulated hsp70 mRNA levels by 12 + 2.371% comparacion con el tratamiento control (fig. 3b). Después de
(P >0.100), the same as in the 26°C treatment, which 3 h de estrés en condiciones normdxicas (fig. 3c), en los tra-
increased by 35 + 12.98% (P >0.100) compared with the tamientos a 4 °C (la temperatura mas baja) y 26 °C los niveles
control treatment at 20 °C. At this time, no significant differ- de ARNm hsp70 incrementaron 12 + 2.371% (P > 0.100) y

ences were observed under reduced oxygen conditions. 35 + 12.98% (P > 0.100), respectivamente, en comparacion

Nevertheless, after 6 h of thermal stress, a single significant con el tratamiento control. En condiciones de oxigeno redu-

hsp70 mRNA decrease of 15 + 3.63% (P > 0.100) was cido, no se observaron diferencias significativas después de

detected when organisms were under reduced oxygen condi- 3 h de tratamiento. Después de 6 h, sin embargo, en condicio-

tions at 29 °C (fig. 3f). nes de oxigeno reducido, se observd s6lo una disminucion
significativa de 15 + 3.63% (P > 0.100) en los niveles de

DiscussION ARNmM hsp70 en el tratamiento a 29 °C (fig. 3f).

Our results showed specific changes as a result of temper- DiscusionN

ature, oxygen levels, and time of exposure to stressors in both

molecular markers evaluated (RNA/DNA ratios and hsp70 Nuestros resultados muestran cambios especificos rela-

MRNA levels). cionados con la temperatura, los niveles de oxigeno y el
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Figure 3. Relative hsp70 gene expression in stressed adult Dendraster excentricus. Sand dollars were stressed during 1, 3, or 6 h using four
experimental temperatures (4, 13, 26, and 29 °C), under normoxic (a, ¢, ) or reduced oxygen (b, d, f) conditions. Semi-quantitative PCR
reactions, with specific hsp70 primers, were done for all tested groups. Each condition signal was quantified by densitometry and expressed
as a relative value to that of the control (20 °C), which was set at 100%. Bars represent the mean of five individual treatments (+ SEM).
Significant differences are shown above the bars and the asterisk indicates differences between the control and experimental temperatures
under normoxic or reduced oxygen conditions independently: * P < 0.01, ** P < 0.05, *** P < 0.01.

Figura 3. Expresion relativa del gen hsp70 en adultos de Dendraster excentricus sometidos a estrés durante 1, 3 4 6 h en cuatro temperaturas
experimentales (4, 13, 26 y 29°C), en condiciones normoxicas (a, ¢, €) o de oxigeno reducido (b, d, f). Se realizaron reacciones
semicuantitativas de PCR, con cebadores especificos de hsp70, para todos los tratamientos. Cada sefial de condicion fue cuantificada
mediante densitometria y expresada como un valor relativo al del control (20 °C), que fue asignado un valor de 100%. Las barras representan
la media de cinco tratamientos individuales (+ error estandar de la media). Las diferencias significativas se muestran arriba de las barras y el
asterisco indica las diferencias entre las temperaturas experimentales y la temperatura control en condiciones norméxicas o de oxigeno
reducido independientemente: * P < 0.01, ** P < 0.05, *** P < 0.001.

For the daily cycle of the RNA/DNA ratios, we found tiempo de exposicidn a condiciones de estrés en ambos mar-
ratios with values ranging from 1.011 to 1.667 (fig. 1). These cadores moleculares evaluados (indice de ARN/ADN vy nivel
values are similar to the ones that have been reported for sev- de ARNm hsp70).
eral species of marine organisms, including echinoderms (see En el ciclo diario de los indices de ARN/ADN, los valo-
table 1). res variaron de 1.011 a 1.667 (fig. 1). Estos valores son simi-

As shown in our first experiment, the RNA/DNA ratios lares a los documentados para varias especies de organismos
during the first 48 h are not related to either the gender or the marinos, incluyendo los equinodermos (ver tabla 1).
time of the daily cycle; however, females were apparently El primer experimento mostré que, durante las primeras
more sensitive. Nevertheless, these results indicate that it is 48 h, los indices de ARN/ADN no se relacionan ni con el
possible to indistinctly use either male or female sand dollars género ni con la hora del ciclo diario; sin embargo, aparente-
when working with RNA/DNA ratios as biomarkers of a mente las hembras son mas sensibles. Estos resultados indi-
stress response. Considering the results obtained during our can que es posible usar indistintamente machos o hembras de
first experiment with RNA/DNA ratios, we know that D. excentricus cuando se usa el indice de ARN/ADN como
thermo-stressed sand dollars presented lower RNA/DNA biomarcador de una respuesta al estrés. En nuestro primer
ratios than the characteristic ratios observed in adult organ- experimento con el indice de ARN/ADN, los organismos
isms during a daily cycle without stress. expuestos a estrés térmico presentaron menores indices de
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Table 1. Values of the RNA/DNA ratios reported for several species of marine organisms, including the results obtained for the sand dollar

Dendraster excentricus in the present work.

Tabla 1. Valores de los indices de ARN/ADN documentados para varias especies de organismos marinos, incluyendo los resultados obtenidos

para la galleta de mar Dendraster excentricus en el presente trabajo.

Marine sample

RNA/DNA value

Reference

Marine sediments

Plaice larvae, Pleuronectes platessa
Juvenile green turtles, Chelonia mydas
Adult sand dollars, Dendraster excentricus
Copepod, Calanus finmarchicus

Starved herring larvae, Clupea harengus
Scleractinian corals

Sand lance, Ammodytes americanus
Starved bivalve postlarvae, Ruditapes decussatus
Individual whitefish larvae, Coregonus spp.
Individual fish larvae

Pooled fish larvae homogenate

Fish larvae, Melanogrammus aeglefinus
Starved crustaceans

0.004-2.2 Dell’Anno et al. (1998)
0.0644-3.5 Hovenkamp (1990)
0.066-0.816 Roark et al. (2009)
0.210-1.667 This study

0.252-5.33 Wagner et al. (1998)

0.4-1.0 Folkvord et al. (1996)
0.60-1.04 Meesters et al. (2002)
0.7-12.2 Buckley et al. (1984)

1.0-15 Chicharo and Chicharo (1995)
1.2-2.0 Steinhart and Eckmann (1992)
1.28 +0.13 Clemmesen (1993)
1.34+0.12 Clemmesen (1993)

1.4-3.7 Caldarone (2005)

15 Dahlhoff (2004)

We observed the lowest values of RNA/DNA ratios in the
experiments where D. excentricus was thermo-stressed under
normoxic conditions, regardless of the time of exposure. A
significant decrease between the control treatment and the
experimental low-temperature treatments was observed
under reduced oxygen conditions after 1 h (46% decrease at
4°C) and 3 h (24% decrease at 13 °C) of exposure. Similar
results have been reported for other marine invertebrates
from summer to winter, when temperatures drop (Marsh et al.
2001, Fraser et al. 2002). Particularly, in the Antarctic sea
urchin Sterechinus neumayeri (Marsh et al. 2001) and the
limpet Nacella concinna (Fraser et al. 2002), protein synthe-
sis rates decreased by 52%, RNA concentrations decreased
by 55% and RNA/protein ratios decreased by 68%, while
RNA translational efficiencies were low and highly variable.

Interestingly, after only 6 h of stress under normoxic con-
ditions, the RNA/DNA ratio values presented significant
increases at 26 °C (80% increase) and 29 °C (155% increase)
relative to the control group. Apparently, the RNA/DNA
ratios are more sensitive to oxygen conditions than those
prone to stress by temperature.

During low tide, sand dollars are exposed to extreme tem-
peratures (higher or lower) in their natural habitat for about
3 h than those found during most of the day. It is possible that
these temperature changes have been acting as a stress factor
and that these organisms have adapted to these kinds of tem-
perature changes. This adaptive response would explain the
small differences among temperature treatments after 3 h of
stress. Our results show that significant variations occurred
after the first hour of stress (when the sand dollars have to
respond to survive) or after a prolonged stress time (when the
organisms are responding to extended periods of stress). It

142

ARN/ADN que los indices caracteristicos de organismos
adultos que no fueron sometidos a estrés durante un ciclo
diario.

Se observaron los valores mas bajos de la relacion ARN/
ADN en los experimentos donde D. excentricus fue expuesto
a estrés térmico en condiciones normoxicas, independiente-
mente del tiempo de exposicion. En condiciones de oxigeno
reducido, se observéd una disminucidn significativa entre los
tratamientos experimentales a bajas temperaturas y el trata-
miento control después de 1 h (disminucién de 46% a 4 °C) y
3 h (disminucion de 24% a 13°C) de exposicion. Se han
obtenido resultados similares para otros invertebrados mari-
nos de verano a invierno, cuando baja la temperatura (Marsh
et al. 2001, Fraser et al. 2002). En particular, en el erizo de
mar Sterechinus neumayeri (Marsh et al. 2001) y la lapa
Nacella concinna (Fraser et al. 2002), las tasas de sintesis de
proteinas disminuyeron un 52%, las concentraciones de ARN
disminuyeron un 55% y los valores de ARN/proteina dismi-
nuyeron un 68%, mientras que las eficiencias de traduccion
de ARN fueron bajas y muy variables.

Es interesante notar que en condiciones normoxicas, des-
pués de so6lo 6 h de estrés, los indices de ARN/ADN incre-
mentaron significativamente en los tratamientos a 26°C
(incremento de 80%) y 29 °C (incremento de 155%) en rela-
cion con el tratamiento control. Aparentemente, los indices
de ARN/ADN son mas sensibles a condiciones de oxigeno
gue a estrés térmico.

En su habitat natural, durante la marea baja las galletas de
mar estan expuestas durante unas 3 h a temperaturas extre-
mas (mayores o menores) que el resto del dia. Es posible que
estos cambios de temperatura han actuado como un factor de
estrés y que estos organismos se han adaptado a estos
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has been reported that under stressful conditions, like starva-
tion or elevated temperatures, echinoderms and mollusks
present a lower metabolism (Siikavuopio et al. 2008, Joyner-
Matos et al. 2009). In D. excentricus, our results could
indicate metabolic acclimatization because organisms were
collected during the summer, when temperatures in Punta
Banda Estuary vary from 18 to 25 °C, with a mean tempera-
ture of around 20 °C (Lo6pez-Rasgado and Herzka 2009), but
never reach the extreme temperatures tested here.

In addition to reports on the effect of stress on metabolic
depression, other studies have documented specific over-
expression of certain genes and proteins, related to the pri-
mary response to stress at a cellular level. An increase in the
expression of specific MRNA stress chaperones in sea urchin
(Matranga et al. 2002), oyster (Farcy et al. 2009), amphioxus
(Liu et al. 2009), bivalves (Kim et al. 2009), and lobsters
(Spees et al. 2002) has been reported. All cells respond to
heat and other physiological stressors by the production of
heat shock proteins (Hsps) that act as chaperone molecules,
binding to and assisting the folding of other proteins (Browne
et al. 2007). Our results, measuring the relative expression of
hsp70 mRNA by RT-PCR after 1, 3, and 6 h of continuous
stress, corroborate that the levels of 70-kDa Hsps (Hsp70)
change with physiological stress as mentioned by Lancaster
and Febbraio (2005). We noticed a significant decrease in
hsp70 levels after 1 h of stress at 4 °C under normoxic condi-
tions, as well as after 1 h at 4 °C and after 6 h at 29 °C under
reduced oxygen conditions. Similar results have been
reported in sea cucumbers, where a down-regulation of
Hsp70 was observed during recovery after a sublethal heat
shock (Dong et al. 2010). Moreover, significant increases in
this stress response gene were detected after 1 and 3h
under normoxic and reduced oxygen conditions. Numerous
studies have documented the presence of both the constitu-
tive form and stress-inducible form of Hsp70 in echinoderms
(Giudice et al. 1999), although the latter is not present under
normal conditions and only appears after metabolic stress
(Geraci et al. 2004). In Drosophila, a short heat treatment
produced a strong induction of Hsps and a sharp reduction in
synthesis of regular proteins (DiDomenico et al. 1982). An
increase in antioxidant enzymes like superoxide dismutase
has also been observed in the coral Pocillopora verrucosa
(Rodriguez-Troncoso et al. 2013) and the red crab
Pleuroncodes planipes (Martinez-Canto et al. 2013). This
pattern can be maintained during the first 90 min of stress
recovery, but with continued stress, synthesis of normal
proteins gradually increases and synthesis of Hsps decreases
(DiDomenico et al. 1982). It has also been reported that the
half-life of Hsp70 of the sea cucumber is rather short
(<3 days) (Dong et al. 2010), and that the stability of hsp70
MRNA is dependent on the cellular state and temperature in
chicken (Theodorakis et al. 1988). Heat shock has a marked
effect on the stability of hsp70 mRNA, and the half-life of
this mRNA increases at least 10-fold upon stress generated
by heat shock (Dong et al. 2010).
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cambios de temperatura. Esta respuesta adaptativa explicaria
las pequefias diferencias entre los tratamientos después de 3 h
de estrés térmico. Nuestros resultados muestran que se pre-
sentaron variaciones signficativas después de la primera hora
de estrés (cuando los organismos tienen que responder para
sobrevivir) o después de un tiempo prolongado de estrés
(cuando los organismos estan respondiendo a periodos largos
de estrés). Se ha documentado que en condiciones estresan-
tes, como inanicién y temperaturas elevadas, los equinoder-
mos y moluscos presentan una tasa metabdlica mas baja
(Siikavuopio et al. 2008, Joyner-Matos et al. 2009). Nuestros
resultados para D. excentricus pueden indicar una aclimata-
cién metabdlica ya que los organismos fueron recolectados
en el verano, cuando las temperaturas en el estero de Punta
Banda varian de 18 a 25 °C, con una temperatura promedio
de ~20°C (Lépez-Rasgado y Herzka 2009), pero nunca
alcanzan las temperaturas extremas probadas aqui.

Ademas del efecto del estrés en la depresién metabdlica,
se ha documentado la sobreexpresion de ciertos genes y
proteinas, relacionada con la respuesta primaria al estrés a
nivel celular. Se ha observado un aumento de chaperones
especificos de estrés de ARNm en erizos de mar (Matranga
et al. 2002), ostiones (Farcy et al. 2009), anfioxos (Liu et al.
2009), bivalvos (Kim et al. 2009) y langostas (Spees et al.
2002). Todas las células responden al calor y otros agentes de
estrés fisioldgico mediante la produccion de proteinas de
choque térmico (Hsps) que actGan como chaperonas molecu-
lares, uniéndose a y asistiendo en el plegamiento de otras
proteinas (Browne et al. 2007). Nuestros resultados de la
medicién de la expresion relativa de ARNm hsp70 mediante
RT-PCR después de 1, 3 y 6 h de estrés continuo, corroboran
que los niveles de las Hsps de 70 kDa (Hsp70) cambian con
el estrés fisiolégico, como lo mencionan Lancaster y
Febbraio (2005). Se observé una disminucidn significativa en
los niveles de hsp70 después de 1 h de estrés a 4 °C en condi-
ciones normoxicas, asi como después de 1 h a 4 °C y después
de 6 h a 29 °C en condiciones de oxigeno reducido. Se han
obtenido resultados similares para pepinos de mar, obser-
vandose una regulacién decreciente de las Hsp70 durante la
recuperacion después de un choque térmico subletal (Dong
et al. 2010). Ademas, se observaron aumentos significativos
de este gen después de 1 y 3 h en condiciones normoxicas y
de oxigeno reducido. Varios trabajos han documentado la
presencia de tanto la forma constitutiva como la forma indu-
cible de Hsp70 en equinodermos (Giudice et al. 1999),
aungue la segunda no esta presente en condiciones normales
y so6lo aparece después de estrés metabolico (Geraci et al.
2004). En Drosophila, un tratamiento térmico corto resultd
en una fuerte induccién de Hsps y una fuerte disminucion de
la sintesis de proteinas normales (DiDomenico et al. 1982).
Asimismo, se ha observado un aumento de las enzimas
antioxidantes como superéxido dismutasa en el coral
Paocillopora verrucosa (Rodriguez-Troncoso et al. 2013) y en
la langostilla Pleuroncodes planipes (Martinez-Canto et al.
2013). Este patron puede mantenerse durante los primeros
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Stressed organisms are required to respond quickly to
rapidly changing environmental conditions, particularly in
estuarine environments. To do this, they decrease the synthe-
sis of many cellular molecules to focus their production on
chaperone proteins. It is possible that sand dollars, under
extreme temperatures, focus their energy on producing
chaperone molecules to cope with the stressful conditions;
however, the reduction in their general metabolism is greater
than the chaperone synthesis and, consequently, we observed
a lower value in the RNA/DNA ratio. It is important to men-
tion that all the sand dollars stressed during the experiments
survived until the end of the experimental period, which
indicates the phenotypic plasticity of these organisms to
resist temperature changes during short periods of time.

When the sand dollars were exposed to unusual
temperatures (4 and 29 °C) during the longest experimental
period (6 h) of our treatments, we observed differences in the
RNA/DNA ratios between normoxic and reduced oxygen
conditions. Even between treatments with normal and
reduced oxygen conditions, significant variations were
detected after this exposure time. We believe that this result is
a consequence of the long exposure time (6 h) combined with
the low oxygen conditions. It is important to mention that no
differences in oxygen concentration were detected between
the control and experimental treatments during the experi-
ments. After 6 h in the reduced oxygen experiment, the mean
oxygen concentration was 2.87 mg L1, which is lower than
the minimum suggested levels (~3 mg L™). Therefore, the
observed increase in RNA/DNA ratios in the 13 and 26 °C
treatments after 6 h could be the product of the synergistic
effect of three stressors: temperature, exposure time, and low
oxygen levels. Also, this thermal window could represent the
lower and higher thermal response capacity of the sand dollar
under the experimental conditions tested. The synergistic
effect of several stress factors has been observed in oysters;
for example, elevated temperatures and cadmium levels
modified their energy metabolism (Lannig et al. 2006). In our
work, we consider that the oxygen concentration after 6 h
could have a synergistic effect potentiating the thermal stress
suffered by the organisms. Moreover, the close relationship
between hsp70 and stress tolerance indicated that these
stressors could enhance Hsp70 levels, which consequently
enhanced the tolerance of the sand dollars against subsequent
stress, as was reported for thermo-stressed sea cucumbers
(Dong et al. 2010).

Our results using the RNA/DNA ratio as a biomarker
showed that this ratio can be used as a stress indicator for
D. excentricus, particularly when evaluating stress associated
with oxygen conditions, in contrast to hsp70, which was
more sensitive to the extreme temperatures tested. The
present results add to the molecular literature showing that
RNA/DNA ratios have been used successfully as ecophysio-
logical indicators in marine organisms. Moreover, our results
constitute a first step toward understanding the effects of
temperature and oxygen changes in adult D. excentricus.
Future in-detail gene expression analyses are necessary; the
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90 min de recuperacion del estrés sufrido, pero en condicio-
nes de estrés continuo, gradualmente incrementa la sintesis
de proteinas normales y disminuye la sintesis de Hsps
(DiDomenico et al. 1982). También se ha documentado que
la vida media de las Hsp70 del pepino de mar es bastante
corta (<3 dias) (Dong et al. 2010), y que en pollos, la estabili-
dad de ARNm hsp70 depende de la temperatura y el estado
celular (Theodorakis etal. 1988). Los choques térmicos
tienen un fuerte efecto en la estabilidad de ARNm hsp70, y la
vida media de ARNm aumenta al menos 10 veces con el
estrés generado por los choques térmicos (Dong et al. 2010).

Los organismos expuestos a estrés necesitan responder
rapidamente a los cambios en las condiciones ambientales,
especialmente en ambientes estuarinos. Para hacer esto, dis-
minuyen la sintesis de varias moléculas celulares para enfo-
carse en la produccion de proteinas chaperonas. Es posible
que las galletas de mar, en temperaturas extremas, canalizan
su energia a la produccién de moléculas chaperonas para
enfrentar las condiciones estresantes; sin embargo, la reduc-
cién de su metabolismo general es mayor que la sintesis de
las chaperonas y, consecuentemente, se observd un valor mas
bajo en el indice de ARN/ADN. Es importante mencionar
que todas las galletas de mar expuestas a estrés durante los
experimentos sobrevivieron hasta el final del periodo experi-
mental, lo que demuestra la plasticidad fenotipica de estos
organismos a resistir cambios de temperatura durante perio-
dos cortos de tiempo.

Cuando las galletas de mar fueron expuestas a temperatu-
ras extremas (4 y 29 °C) durante el periodo experimental méas
largo (6 h) de nuestros tratamientos, se observaron diferen-
cias en los indices de ARN/ADN entre las condiciones
normoxicas y de oxigeno reducido. También se detectaron
variaciones significativas después de este tiempo de exposi-
cién entre los tratamientos con condiciones normales y de
oxigeno reducido. Consideramos que este resultado se debe
al largo tiempo de exposicién (6 h) en combinacién con los
niveles bajos de oxigeno. Cabe mencionar que no se detecta-
ron diferencias en la concentracion de oxigeno entre los trata-
mientos control y experimentales durante los experimentos.
Después de 6 h en condiciones de oxigeno reducido, la con-
centracién media de oxigeno fue 2.87 mg L%, por debajo de
los niveles minimos sugeridos (~3 mg L™1). Por lo tanto, el
aumento en los indices de ARN/ADN en los tratamientos a
13 y 26 °C después de 6 h podria ser producto del efecto
sinérgico de tres factores de estrés: temperatura, tiempo de
exposicién y niveles bajos de oxigeno. Asimismo, esta ven-
tana térmica podria representar la menor y mayor capacidad
de respuesta de D. excentricus en las condiciones experimen-
tales probadas. Se ha observado el efecto sinérgico de varios
factores de estrés en los ostiones; por ejemplo, elevadas tem-
peraturas y concentraciones de cadmio modifican su metabo-
lismo energético (Lannig et al. 2006). En el presente trabajo,
consideramos que la concentracién de oxigeno después de
6 h podria tener un efecto sinérgico al generar el estrés
térmico de los organismos. Ademas, la relacidn cercana entre
hsp70 y la tolerancia al estrés indica que estos factores de
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battery of genes involved in the physiological condition
generated by uncommon habitat temperatures determines to
what extent Pacific sand dollars will adapt to the future
conditions of their habitat in the ocean change scenario.
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