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El presente trabajo se realizé en el marco del proyecto “Estudio de las adaptaciones
fisiol6égicas y conductuales de Bathygobius ramosus Ginsburg 1947 (Pisces Gobiidae) en
un sistema intermareal del estado de Guerrero” bajo la responsabilidad del Dr. Xavier
Chiappa Carrara y con apoyo de! PAPIIT-DGAPA-UNAM clave IN211999.
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RESUMEN

Se trabajo con individuos de B. ramosus (x 7 g) provenientes de la zona
intermareal rocosa en Troncones, Guerrero. Se evaluaron las concentraciones de
proteina plasmatica total (ug mL™") y de los iones plasmaticos Na*, CI" y K* (mmol
L™"). Asimismo, se evalué el contenido de agua corporal y muscular, ademas de la
estimacion de la perdida de agua corporal en individuos expuestos a cuatro
condiciones experimentales: NMA, NMB, HMA y HMB. El bioensayo consistio en
colocar a 7 organismos en cada una de las condiciones donde se simularon
condiciones de baja disponibilidad de oxigeno en el agua y exposicion al aire. En
la primera condicién se simulo un ambiente de marea alta con una concentracion
de oxigeno normoéxica (6.8 mg L") en el agua (NMA). En la segunda condicion se
mantuvo constante la concentraciéon del oxigeno, pero el nivele de agua se
disminuyo (NMB); la tercera condicion consistié en mantener al los peces en una
condicion de baja disponibilidad de oiu‘geno en el agua (2.0 mg L) sin acceder a
la atmoésfera (HMA), en la ultima condicidbn se mantuvo a los peces en una
condicién de baja disponibilidad de oxigeno en el agua y se simuld la desecacioén
ocurrida por una marea baja (HMB). La duracion del experimento fue de 2 horas.
Se observaron disminuciones en las concentracion de potasio y proteina en HMB;
mientras que se registro una perdida de agua corporal en los peces mantenidos en
NMB, HMA y HMB, el miusculo perdié agua en los peces mantenidos en la
condicion de NMB. Se observé una tendencia a la respiracion aérea en los
organismo mantenidos en condiciones de marea baja. Por otro lado, estos
organismos presentan una capacidad de regulacion idnica muy elevada, a pesar
de la pérdida de agua corporal. La tolerancia que presentan a las condiciones de
baja disponibilidad de oxigeno en el medio son menores a peces que no emergen

al aire.
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INTRODUCCION

I Introduccion.

El ambiente intermareal rocoso es considerado como un ecosistema altamente
productivo, con una alta biodiversidad de autétrofos y heterdétrofos. Este tipo de
sistemas presentan una amplia variacion temporal de los parametros
fisicoquimicos tales como la salinidad, el pH, la temperatura y el oxigeno disuelto
(Horn et al. 1990). Los principales factores que intensifican la variabilidad tanto
diurna como estacional de los parametros mencionados en estos sistemas son la
poca profundidad de los ambientes, la distribucion espacial de los sistemas en una
zona costera, la cantidad de radiacion solar que reciben, la accion de los vientos
dominantes y et efecto de las mareas (Truchot, 1988; Horn et al., 1990; Foster et
al.,, 1991).

La combinacion de dos o mas factores fisicos, como la insolacion y los ciclos
mareales, pueden causar cambios rapidos y radicales en la salinidad y la
temperatura del medio. Estos cambios, a su vez, modifican las concentraciones de
O, y CO; disueltos en el agua. La presencia de organismos en las pozas de marea
modifica estas condiciones; durante el dia los organismos fotosintéticos liberan O,,
aumentando la concentracion de este en el medio, y captan CO;, disminuyendo la
concentracion de este gas en el ambiente. Asimismo, los procesos de respiracion
que ocurren durante la noche causan un decremento en la concentracion de O; y
en el pH de! medio (Truchot, 1988; Bridges, 1993).

Las zonas intermareales rocosas se dividen fisicamente en 4 areas (Fig. 1). La
primera es la de mayor elevacién, conocida como zona de salpicadura y solo es
humedecida por olas de tormentas o la brisa, suele estar constituida por roca
desnuda. La region dos es la zona de marea alta y usualmente esta expuesta al
aire por largos periodos de tiempo al menos una vez al dia. E! area tres,
comunmente llamada zona de mejillones, es la regidn media intermareal y
generaimente esta dominada por la marea alta y baja. La cuarta, es la zona baja
intermareal; solo se encuentra al descubierto durante las mareas mas bajas y
permanece mas tiempo cubierta por agua (Foster et a/. 1991).
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INTRODUCCION

' de les

Figura 1. Zonacidén del ambiente intermareal rocoso. Modificado de Horn et al., 1990.

Los peces intermareales pueden clasificarse como visitantes si pasan soélo
alguna parte de su vida en la zona intermareal, o residentes si ocupan
permanentemente este ambiente. Ademas, estos organismos presentan
adaptaciones fisiolégicas y conductuales que les permiten permanecer en estos
ambientes (Horn et al. 1990; Bridges, 1988). Asimismo, se distribuyen
verticalmente, abarcando cualquiera de las regiones intermareales y su
abundancia esta controlada principalmente por la tolerancia a la hipoxia y a la

desecacion.

Algunos de los peces residentes presentan caracteristicas morfologicas,
fisiologicas y conductuales que les permiten respirar aire. Entre los organismos
mas representativos estan los saltarines del fango (Periophtalmus sp; Gobiidae) y
los saltarines de las rocas (Blennius sp.; Blenniidae). Estos peces, al contrario de
sus similares de agua dulce, no poseen érganos para la respiracion aérea, por lo
que el intercambio gaseoso debe llevarse a cabo a través de las mismas
superficies, tanto en agua como en aire (Graham, 1985; Horn, 1990). Las
estructuras mas importantes relacionadas con esta funcion son las branquias, la
piel y en ocasiones, las membranas de los opérculos y las cavidades bucales
(Evans et al. 1990). Por lo tanto, como organismos que respiran O a través de
estas barreras difusivas, una modificacion en el consumo de oxigeno causa
cambios proporcionales en la perdida de iones por difusion, originando
2




INTRODUCCION

desequilibrios en el compromiso osmoregulatorio, ya que tanto el consumo de Oz y
la pérdida de iones dependen del area branquial expuesta (Gonzalez y McDonald,
1994).

Entre los factores que causan el abandono de las pozas por parte de los
peces, estan las variaciones de los niveles de agua por efecto de las mareas, el
aumento de la salinidad por desecacion, la variacion de la temperatura del agua y
el aire, el decremento del pH y el incremento en los niveles de CO. (Horn et al.
1990). La mayoria de estos peces presentan flotabilidad negativa por la ausencia
de una vejiga natatoria. Esta caracteristica define su actividad locomotora,
caracterizandolos como organismos demersales, que en ocasiones se fijan o
escalan en las rocas con ayuda de las modificaciones que presentan en las aletas
pélvicas. Algunos de estos organismos estan adaptados a respirar aire muy bien y
la tasa de consumo de oxigeno es la misma tanto en agua como en aire (Horn y
Riegle, 1978).

En funcion de la conducta de los organismos se consideran tres tipos de
emersion (Horn, 1990):

e Saltadores, que pueden emerger activamente de las pozas, en un
desplazamiento activo entre el agua y la tierra.

e Emergentes, que pueden dejar las pozas de marea cuando las condiciones
llegan a ser inhdspitas.

e Remanentes que pueden llegar a estar fuera del agua por medios pasivos,
simplemente por permanecer en un sitio usualmente cubierto por agua pero
que, durante la marea baja, queda expuesto al aire. Estos organismos
pueden emerger completamente del agua, aunque en ocasiones
unicamente la cabeza y los opérculos se encuentran expuestos al aire.

Los peces una vez fuera del agua generalmente son inactivos, pero pueden
desplazarse en la tierra ciertas distancias, a veces para escapar de depredadores
o para moverse entre las pozas. Este desplazamiento es por saltos a través de
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INTRODUCCION

movimientos de la cola o escalando con ayuda de las aletas pectorales. Durante la
exposicion al aire, los problemas que enfrentan estos peces son: los cambios en el
balance acido-base interno por efecto de ta hipoxia e hipercapnia durante la noche
y la hiperoxia e hipocapnia durante el dia (Evans et al. 1990), los cambios en la
temperatura del medio (Martin y Lighton, 1989), y las variaciones en las presiones
parciales de CO: y Oz en el medio interno y externo (Bridges, 1988). De estos
cambios, en particular el transporte de gases (O, y CO:) entre el medio acuatico y
las células es un proceso fisioldogico extremadamente sensible a los cambios

ambientales.

El transporte de oxigeno del medio hacia las células consiste en cuatro pasos:
a) ventilacion de las branquias; b) difusion del O> del agua a la sangre; c)
transporte del gas en la sangre; d) difusion del O, de la sangre hacia los tejidos
(Jensen et al. 1993). El transporte de CO: se realiza por medio del HCOjz
plasmatico, que es la forma mas abundante de CO; en la sangre de los peces. La
mayor parte de este compuesto es eliminado a través de las branquias como
HCOj3™, que es transportado hacia el epitelio de las branquias y es deshidratado a
CO:2 + H20 antes de difundir hacia el agua (Haswell y Randall, 1977).

Ante todos estos cambios y para mantener el estado estable, los peces deben
iniciar procesos fisiologicos de regulacion, como el mantenimiento del balance
acido-base, la regulacién ionica y la regulacion hidrica (Zagha y Val-Sella, 1985).
Sin embargo, en los peces intermareales se han reportado diferencias tanto en las
concentraciones iniciales de solutos como en el pH del plasma sanguineo, lo que
hace suponer que estos procesos de regulacion se realizan de manera diferente a
la que ocurre en peces pelagicos (Holmes y Donaldson, 1969; Evans et al.,, 1990;
Satchel, 1991; Bridges, 1993; Takei, 1993).

Los peces durante la osmoregulaciéon ajustan y regulan la ganancia y la
pérdida de agua y osmolitos, especialmente de los iones Na* y CiI" (Evans et al.
1990). Algunas de las sustancias en solucién en el plasma, como las proteinas
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INTRODUCCION

plasmaticas, pueden ser incapaces de cruzar la pared de los capilares y pueden
ser empleadas en el mantenimiento de la presion osmdética (Takei, 1993).

La regulacién idnica involucra el intercambio de los iones Na*, CI' y K*, y se
realiza a traveés del epitelio branquial, que es un sitio de difusion de iones e
intercambio activo de elementos osmadticamente activos (Pequeux, 1995; Evans et
al.,, 99), manteniendo la presidn osmdtica de! medio interno menor que la del
medio externo (Holmes y Donaldson, 1969; Evans et al.,, 1990).

El presente estudio tiene como objetivo investigar el efecto en el medio interno
de Bathygobius ramosus, durante los cambios en la disponibilidad de oxigeno en

el agua y la exposicion al aire.




ANTECEDENTES

N Antecedentes.

En los peces considerados como residentes de la zona intermareal, se han
realizado numerosos estudios que abordan aspectos ecologicos, fisiologicos y
conductuales ante variaciones en alguno de los parametros fisicoquimicos.

En el caso de Blennius pholis, Bridges (1984), analiz6 el efecto fisiologico de
los cambios en la temperatura de las pozas, la presion parcial de oxigeno y los

cambios en la concentracion de CO,.

En estudios anteriores se ha descrito que los organismos habitantes de esta
zona se encuentran sometidos a cambios en la concentracion de oxigeno en el
medio, que originan una serie de respuestas compensatorias para permitir al
organismo escapar o mantenerse en ese ambiente (McMahon, 1988).

Los peces de la familia Gobiidae son parte de la ictiofauna béntica que se
encuentra presente en arrecifes coralinos y ambientes intermareales rocosos.
Estos organismos han sido objeto de estudios conductuales (Aronson, 1951;
Aronson, 1971; Gee y Gee, 1991) y fisiologicos (Zagha y Val-Sella, 1985; Takei,
1993), debido a las adaptaciones que presentan como respuesta a las presiones
abidticas de este ambiente tan dinamico.

Algunos autores han sefalado que los peces de esta familia son importantes
para la comprension de los fenomenos de seleccién de habitat, tolerancia a los
factores ambientales y tolerancia al impacto ambiental (Castro-Aguirre, 1999).
Dentro de esta familia se encuentra el género Bathygobius, representado por
cerca de 15 especies, de las cuales B. soporator, B. curagao y B. ramosus, estan
ampliamente distribuidas en las costas mexicanas. B soporator y B. curagao se
localizan principalmente en la costas del Atlantico y el Golfo de México, mientras
que B. ramosus tiene una distribucion que abarca desde la costa suroccidental de
Baja California sur y el Golfo de California, hasta Peru (Fig. 2; Castro-Aguirre,
1999; Eli, 2000).

6




ANTECEDENTES

Figura 2. Distribucion mundial de Bathygobius ramosus (Eli, 2000).

Bathygobius ramosus es considerado como un residente de las zonas
intermareales rocosas (Eli, 2000) y también se ha reportado como especie

ocasional en sistemas estuarino-lagunares (Castro-Aguirre, 1999).

En particular para Bathygobius soporator, existen estudios preliminares que lo
definen como un organismo euritérmico y eurihalino (Zagha y Val-Sella, 1985),
ademas de que es capaz de soportar periodos prolongados de exposicion directa
al aire (Beebe, 1931).
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ANTECEDENTES
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Figura 3. Comportamiento de la presion osmoética (A), proteina plasmatica total (B), nitrébgeno de
amonio total (N-AT; C), iones plasmaticos K" (D), Na” (E) y CI' (F) en el plasma de organismos de
B. ramosus durante un ciclo de marea en Agosto de 2000. Se evaluaron grupos de 5 organismos
en cada muestreo. Se compara el comportamiento con las condiciones de marea (—) y la
disponibilidad de oxigeno en el agua (—). Las barras indican error estandar.

A partir de estudios previos en B. ramosus durante el mes de agosto de 2000,
se observéo un incremento de la presion osmaotica (Fig. 3A) correspondiente a las
02:00 H del dia, con una posterior disminucion en la presion durante el dia. Dicho
incremento es similar al ocurrido con la concentracion de potasio (Fig. 3D) y
proteina total (Fig. 3B), relacionados directamente con el nivel de la marea que se
presentdé durante esas fechas, e inversamente con la concentracion de oxigeno

disuelto en las pozas.

Sin embargo, aun falta mucho por conocer en la fisiologia de organismos
intermareales, en particular para los peces residentes, ya que los pocos estudios
que hay sdlo se limitan a describir comportamientos observados en campo. Son
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ANTECEDENTES

pocos los estudios que abordan directamente lo que pasa con el balance interno
de estos peces, y la relacion que hay entre el balance ionico y el equilibrio acido-
base en el plasma sanguineo.
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Figura 4. Variacion de la elevacion del nivel del mar (m), salinidad, temperatura (°C) y oxigeno
disuelto (mg L) en un ambiente intermareal rocoso en la localidad de Troncones, Guerrero,
durante los meses de Agosto (e) y Noviembre (e) de 2000 y Marzo (A ) de 2001.
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JUSTIFICACION

i Justificacion.

Pocos estudios han abordado el problema del balance osmdético en los peces
intermareales expuestos al aire (Gordon et al. 1969; Marusic et al. 1981; Lee et al.
1987). En estos trabajos sodlo se evaludé el aumento de la presion osmdtica en

funcidn de la evaporacidon del agua corporal a traves de la piel.

Para B. ramosus no existen reportes sobre la actividad osmoreguladora
durante la exposicion al aire, a pesar de que se ha observado que presenta un
comportamiento de emersion durante algunos minutos, ya sea para evadir las
capturas o para desplazarse a otras pozas a través del sistema de canales. Este
desplazamiento en ocasiones se realiza sobre una pelicula de agua que cubre
unicamente la parte dorsoventral del pez. Ademas, se ha observado que algunos
animales quedan atrapados en pozas aisladas, las cuales posteriormente se

desecan casi en su totalidad.

A partir de estas observaciones y considerando los reportes en la literatura
sobre la especie Bathygobius soporator (Beebe, 1931), surge la inquietud de
conocer ampliamente los mecanismos osmoreguladores enfocandose en el
balance ionico e hidrico para entender las adaptaciones de estos organismos a las
zonas intermareales rocosas y generar informacion que sirva de base para
posteriores estudios de caracter fisiolégico, biolégico o ecolégico. Asimismo, el
estudio mas profundo en esta especie permitira aportar datos para la creacion de
ambientes protegidos basados en especies plenamente conocidas en ecosistemas
amenazados. Por tltimo, es importante cualquier estudio que permita conocer mas
la biologia de esta especie que presenta una amplia distribucion en las costas del

Pacifico mexicano.

Considerando que los litorales de la costa del Pacifico tropical mexicano son
una region con una amplia diversidad de especies, el conocimiento de una especie
que se distribuye en casi toda la republica es un avance en el conocimiento de Ia

fauna marina. R
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HIPOTESIS

Iv Hipotesis.

Durante la marea baja, los individuos de Bathygobius ramosus que quedan
expuestos a condiciones hipdxicas o de exposicion al aire, presentaran los

siguientes cambios:

e | os peces de Bathygobius ramosus mantenidos en condiciones de baja
disponibilidad de oxigeno disuelto, exhibiran las adaptaciones con que

cuentan para respirar oxigeno directamente del aire.

e Como consecuencia de l|la permanencia en condiciones de baja
disponibilidad de oxigeno disuelto las concentraciones de los iones

plasmaticos presentaran una variacion en la concentracion interna.

e A causa de la exposicion a condiciones de desecacion, en el medio interno
de los peces se registrara una variacion en la concentracion de iones

plasmaticos, principalmente en el Na* y el CI".

e Habra un incremento en la concentracién de proteinas plasmaticas como
resultado de una pérdida de agua corporal.

e Habra un aumento de las proteinas plasmaticas como parte del mecanismo
para el mantenimiento de la presién osmética. La tolerancia al incremento
de la presion osmotica puede resultar parte de las adaptaciones fisiolégicas

a la deshidratacion.
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OBJETIVOS

VvV Objetivos generales

Evaluar el efecto de la exposicion al aire de Bathygobius ramosus en el

balance ionico e hidrico de los organismos.

Evaluar el efecto de las condiciones de baja disponibilidad de oxigeno en el
agua en la regulacion de los iones sodio, cloro y potasio, en Bathygobius ramosus.

Objetivos particulares

e Determinar la concentracion de iones sodio, cloro y potasio y, proteina
total en el plasma de B. ramosus expuestos al aire.

e Determinar la concentracion de iones sodio, cloro y potasio y, proteina
total en el plasma de B. ramosus expuestos a condiciones normales y

de baja concentracion de O; en el agua, con y sin exposicion al aire.
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MATERIALES Y METODOS

Vvl Materiales y Métodos.

Se capturaron 28 organismos adultos (16 & yv 14 @; 8 = 1 g) en una zona
intermareal rocosa, ubicada en la localidad de Troncones, Guerrero (Fig. 5) con la
ayuda de redes de cuchara y una red disefada para atraparlos entre los canales
de comunicacion entre las pozas de marea (Fig. 6), durante la marea baja
(Secretaria de Marina, 2000).

Una vez capturados se mantuvieron en javas con salinidad y temperatura
constante, oxigeno a saturacion y pH de 8.0-8.2, un minimo de 24 horas a fin de
minimizar los efectos del estres de captura. Para de evitar el aumento de las
concentraciones de amonio y nitrito, se realizaron recambios parciales del 50%

agua de mar en las javas.

La concentracién de oxigeno disuelto se determind con un oximetro digital
(YSI; mg L = 0.005); la temperatura y la salinidad con un salinédmetro digital (YSI;
°C =+ 0.05; %o = 0.05) y el pH con un potenciometro de campo (WalkLab; += 0.05).
Con el proposito de evitar cambios en la condicion fisiolégica del organismo,
durante la fase previa al experimento no se les suministré alimento.

El agua utilizada durante todo el bioensayo fue agua libre de microorganismos
a fin de evitar una variacion en la concentracion de oxigeno en el agua. Para
lograr esta condicion, el agua fue circulada con ozono durante 4 horas con un
ozonificador (Ozone Ecological Equipments) para eliminar materia organica y
microorganismos. Posteriormente, el agua se hizo pasar por un filtro de carbén
activado para eliminar los residuos de radicales libres presentes por el tratamiento
con ozonificacion. Para generar la condicion de baja disponibilidad de oxigeno en
el agua, se inyectd nitrogeno gaseoso en el reservorio antes de la realizacion del

ciclo.

TEEIS CON
FALLA DE ORIGEN
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MATERIALES Y METODOS
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Figura 5. Ubicaciéon geografica de la zona de estudio y puntos de captura de B. ramosus en
Troncones, Guerrero.
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MATERIALES Y METODOS

30 cm

wg

abrazadera

Figura 6. Dispositivo de captura, disefiado para atrapar a B. ramosus durante ia marea baja.

La figura 7 muestra el diseno con el cual se evaluaron las condiciones de
normoxia y baja disponibilidad de oxigeno en el agua. Los organismos colectados
se dividieron en cuatro lotes de 7 individuos, cada lote se expuso durante 2 horas
a las siguientes condiciones experimentales. En la primera, los organismos se
mantuvieron en una camara llena de agua con oxigeno disuelto a saturacion,

simulando condiciones de normoxia y sin exposicion al aire (NMA).
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MATERIALES Y METODOS
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Figura 7. Disefo experimental para simular condiciones de marea alta, baja y concentraciones de
oxigeno normoxicas y de baja disponibilidad de oxigenoc en el agua de una zona intermareal
rocosa.

En la siguiente condicién, el nivel de agua se mantuvo cubriendo la mitad del
cuerpo del organismo (0.5 cm), procurando dejar al descubierto la parte dorsal de
los mismos; la concentracidon de oxigeno disuelto del agua fue a saturacion (NMB;
6.8 mg L™"). En la tercera condicion, la camara se mantuvo llena de agua pero la
concentracion de oxigeno se abatié hasta 2.0 + 0.1 mg L' O, bombeando
nitrégeno gaseoso, simulando una condicion de baja disponibilidad de oxigeno en
el agua (HMA). En la cuarta condicion, et nivel de agua en las camaras fue similar
al mantenido en la segunda condicion (HMB), pero la concentracion de O: se
mantuvo en niveles de 2.0 + 0.1 mg L™ O..

A fin de comprobar que la condicion de baja disponibilidad de oxigeno en el
agua, se mantenia en 2.0 £+ 0.1 mg L' Oz, aun en condiciones de oxigeno
ambiental durante la condicion de hipoxia en marea baja (HMB), se realizd un
modelo de simulacién (Liu et a/l. 1997), donde se consider6é el volumen de las
camaras, la difusion de oxigeno del aire al agua y la concentracion de O; en la
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MATERIALES Y METODOS

entrada y salida de la camara, asi como la duracion del experimento. (Fig. 8;
Apéndice 2). De esta forma fue posible simular la condicion hipoxica del agua en

las camaras mantenidas en marea baja (Fig. 9).

O safuracion

Cie Ph\agua Area carkara

Grosor pel Cte foplersion 8 mg

T “K absoluta
Coeficentes de difusion det agua

Gl oxiguno dei arre al agua

O total du are an camara

|

Concenlracion de O en aire

Vol awe camara

Cle conversion a mg
Oitusicly de O al agua

conlracion O agua
O 10tat ont agy Vot agua camara

pE3

— /M
o.-q-n%/_‘g?\o- Output Oxigeno de salids

Flujo

Consuino de oxigenc

Resp mf] %muluan

Consumo de oxigeno en aire

Figura 8. Modelo computacional desarrollado con el programa Stella para corroborar la condicion
hipdxica en camaras respiromeétricas de flujo abierto.

Los resultados del modelo indican que el aumento en la concentracion de
oxigeno en el agua por difusidon es minimo y no rebasa las concentraciones de 2
mg O L' debido al flujo constante de agua impidiendo que se acumule en el
sistema experimental. En el aire, aunque la concentracion disminuye por efecto de
la difusion, no se afecta la condicion normoxica detl aire (Fig. 9).
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Figura 9. Comportamiento del oxigeno en el aire (g L'; a) y oxigeno en el agua {(mg L'; b) durante
120 minutos en camaras respiromeétricas mantenidas en condiciones de hipoxia en marea baja

(HMB), sin organismos.

Al simular la presencia de un organismo en el modelo, se considerd una tasa
respiratoria de 0.0159231 mg L 'org's™! (Apéndice 3), y se observd que cuando la
respiracion en agua era mayor al 2% del total de la tasa respiratoria, la
concentracion de oxigeno en el agua llegaba a 0.0 mg L™'; considerando un
consumo del 1% de la tasa respiratoria en el agua y el restante 99% en el aire, la
concentracion de oxigeno en agua disminuia, pero no se abatia totalmente en el
transcurso del bioensayo (Fig. 10c), y la concentracion de oxigeno en el aire
disminuia mas que en las camaras mantenidas sin organismos (Fig. 10b). A partir
de estos resultados se observdé que el agua de las camaras en HMB si se mantuvo
en condiciones de baja disponibilidad de oxigeno en el agua durante todo el

bioensayo.
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Figura 10. Comportamiento de la concentracion de oxigeno en aire (a; g L) y agua (b; mg L), asi
como respiracion acumulada de Bathygobius ramosus, durante condiciones simuladas de HMB en

camaras con organismaos.

Durante el periodo de experimentaciéon en las 4 condiciones se monitoreo de
manera constante el oxigeno disuelto, el pH, la temperatura y la salinidad. El flujo
de agua se controld por medio de valvulas, para evitar modificaciones en la
concentracion de oxigeno y en la temperatura. Ademas, en las condiciones 2 y 4
se determind la humedad relativa y la presion parcial de O; (Fig. 11).
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Figura 11. Valores promedio de oxigeno ambiental (! ) y humedad relativa (e), en el interior de las
camaras experimentales donde se mantuvo a B. ramosus. NMB: Normoxia marea baja; HMB:

Hipoxia marea baja. Las barras indican error estandar.
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MATERIALES Y METODOS

Parte de las variaciones en la temperatura del agua durante los experimentos,
se debieron a las condiciones de nubosidad imperantes en el momento de los
bioensayos (Fig. 12). Sin embargo, la variacion entre los experimentos no afectd
de manera significativa el comportamiento de los peces durante los bioensayos.
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Figura 12. Comportamiento de la temperatura (a); pH (b) y Oxigeno disuelto (c) en los sistemas
experimentales donde se mantuvo a B. ramosus. Se sefialan valores promedio y las barras indican

error estandar.

La sangre se obtuvo tras mantener 2 horas a los organismos en cada una de
las condiciones, por medio de un corte en la region posterior en la base de |la aleta
caudal y en la region cefalica en la base del opérculo. El volumen minimo de
muestra fue de 50 uL. El procedimiento de extraccion de sangre se realizé en frio
y con ayuda de una micropipeta de 5-50 uL cuyas puntas se mantuvieron en
heparina sodica (2000 U.l.), con el fin de evitar la coagulacion.
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MATERIALES Y METODOS

Las muestras extraidas se colocaron en tubos eppendorf de 1 m! y se
centrifugaron durante 10 min. a 2500 rpm a 4°C (Eppendorf, 5417R), para separar
el plasma de las células sanguineas. Posteriormente se extrajo el plasma, se
diluyo 1:20, partiendo de la ecuacion obtenida con muestras de plasma sanguineo,
evaluadas con anterioridad (Fig. 13) y se colocd en un recipiente de nitrégeno
liquido, a fin de evitar cambios en la composicion del plasma, hasta su posterior

analisis en el laboratorio.

Las muestras evaluadas con anterioridad provinieron de un lote de 6
organismos mantenidos en condiciones de reposo (30°C, 12-12 h luz / oscuridad,
35 ups y O a saturacion), a estos se les extrajo el plasma sanguineo, se
determind la concentracién de iones en muestras sin diluir y se hicieron diluciones
al 1:2, 1:5 y 1:10 con el fin de encontrar la mejor dilucion y aprovechar al maximo
de volumen de muestra. Una vez en el laboratorio, se determiné la concentracion
de los iones de sodio, cloro y potasio con un multianalizador de iones (Easylite) y
la concentracion de proteina total (BioRad). A fin de obtener los valores reales de
la concentracion de cloro, sodio y potasio, se hizo una correccion por dilucién, a
partir de una ecuacion obtenida al comparar la dilucion esperada contra la dilucién
observada (Fig. 13) de las concentraciones obtenidas en una andlisis anterior con

muestras de B. ramosus.
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Figura 13. Relacién de los valores de dilucién real y teérica en los iones plasmaticos Na*, CI' y K*
de 8. ramosus.
La proporcion de agua de los individuos se determind a partir del peso corporal
y del peso muscular con la relacion:
PH, — PS,.
Ecuacion 1 o =———
: PH,.,
La proporcién de agua muscular, utilizando 1 cm® del musculo del pez, se
obtuvo a partir de la relacion

_PH, - PS,

Ecuacion 2 P, PH
M
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La pérdida de agua corporal se obtuvo a partir de la relacion

. PH, — PH_._
Ecuacion 3 Py = ———
PH,,
Donde:
PH,. : Peso humedo inicial del organismo.

P

PH_, : Peso humedo final del organismo

PS,. : Peso seco del organismo después de mantenerse en una estufa de secado
a 60°C hasta la estabilizacion.

PH,, : Peso humedo de 1 cm® de musculo del tronco del pez.

PS,, : Peso seco de 1 cm® de musculo tras haberse mantenido en una estufa de

secado hasta llegar a un peso estable.

Para la determinacién del peso se utilizé una balaza analitica (Sartorius <
0.0005 g).

: DRIGEN
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Vit Analisis estadistico.

Una vez obtenidos los datos se procedid a un andlisis exploratorio para
observar tendencias significativas (p<0.05). Posteriormente se observé que el
valor promedio de cada tratamiento no presentaba una aditividad entre el grupo
control y los grupos experimentales y, a fin de minimizar la presencia del error tipo
Il (Zar, 1999), se procedid a aplicar una transformacion estadistica de los datos,
para establecer un comportamiento de aditividad y aplicar un analisis de varianza,
debido a que se desconocia el comportamiento de los iones Na*, CI, K* y la
proteina plasmatica total. En funcion de los cambios en [O;] vy la exposicién al aire,
se transformaron los datos utilizando la transformacion Box-Cox (Ecuacion 4),
utilizada para datos cuyo comportamiento se desconoce a priori (Krebs, 1999),
Para las proporciones de agua corporal, agua muscular y pérdida de agua
corporal, los datos se transformaron utilizando el método arco seno, utilizado para
corregir la tendencia binomial de datos provenientes de proporciones (Ecuacion 5;
Zar, 1999; Krebs, 1999).

A _(XA_1)
X ==

Ecuacion 4
Ecuacion 5 X' = arcsinJX

Posteriormente los datos transformados se analizaron con un paquete
estadistico (Statsoft, 1998) para obtener los estadisticos descriptivos, y se realizd
un andlisis de varianza en contrastes (Zar, 1999) donde se definid una condicién
de control (NMA), y se evaluaron las diferencias significativas entre la condicion
control y las otras condiciones. Con el fin de establecer diferencias significativas
entre las variables a evaluar definidas con anterioridad de los organismos
mantenidos en cada una de las condiciones ya mencionadas; los contrastes
fueron de la siguiente forma:
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FALLA Ui ORIGEN os




ANALISIS ESTADISTICO

e Relacion entre NMA y NMB;
e relacion entre NMA y HMA;
e relacion entre NMA y HMB.

Se graficé el valor promedio y el intervalo de confianza de los valores de la
variables dependientes, a partir de una retransformacién por el método de Box-
Cox (Ecuacion 6) para los valores de los iones Na*, CI', K* y proteina plasmatica
total, y por el método de arco seno para las proporciones de agua corporal, agua
muscular y pérdida de agua corporal. Para el méetodo Box-Cox se utilizé la

siguiente férmula:

1
Ecuacion 6 X = [,\’ . (A + l):]I

Donde:
X = Valor retransformado del promedio o intervalo de confianza de los datos

provenientes de la transformacion Box-Cox

X "= Valor transformado en Box-Cox.

A = Parametro de estimacion para la transformacion Box-Cox.

Nota: Debido a que las diferencias significativas se estimaron a partir de los datos
transformados, se observo una diferente magnitud entre el intervalo de confianza

positivo y negativo.

Para el método arco seno (Ecuacidn 7) se utilizé la siguiente formula para su

retransformacion.

Ecuacién 7 P=(sinx"y

Donde:
P = Valor retransformado en proporcién
X '= Valor transformado utilizando la transformacion arco seno.
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RESULTADOS

vil Resultados

El comportamiento del Na* no mostré diferencias significativas (P>0.05) entre
la condicion control (NMA) y las otras condiciones (NMB, HMA y HMB; Apéndice
2, tabla 1; Fig. 14).
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Figura 14. Comportamiento del ién sodio (mmol L) del plasma sanguineo de B. ramosus durante
las condiciones simuladas de NMA, NMB, HMA y HMB. Se sefalan los intervalos de confianza.
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RESULTADOS

Para el ién potasio, con relacion a la condicion de NMA se observé una
disminucion significativa (P<0.05) del 59.6% en el bicensayo de HMB (Apéndice 2,
tabla 2; Fig. 15).

14

lon potasio (mmot ')

1 1 ¢

] _ - '

NMA NMB HMA HMB

Figura 15. Comportamiento del ién potasio (mmol L) del plasma sanguineo de B. ramosus durante
las condiciones simuladas de NMA, NMB, HMA y HMB. Se sefalan los intervalos de confianza y
las diferencias significativas (®d).
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RESULTADOS

La concentracién del idn cloro no mostré una variacion significativa entre los
diferentes tratamientos, en relacién con la condicion NMA (Apéndice 2, tabla 3;

Fig. 16).
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Figura 16. Comportamiento del ién cloro (mmol L") del plasma sanguineo de B. ramosus durante
las condiciones simuladas de NMA, NMB, HMA y HMB. Se sefialan los intervalos de confianza.
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RESULTADOS

El contenido de proteina total en el plasma sanguineo de los organismos
presentd una disminucion significativa (P<0.05) del 15.3% en la condicion de
HMB, mientras que en el resto de las condiciones no se observaron cambios

(Apéndice 2, tabla 4, Fig. 17).

Proteina total (ug L")

!
<

Figura 17. Comportamiento de la proteina total (ug mL™")) del plasma sanguineo de B. ramosus
durante las condiciones simuladas de NMA, NMB, HMA y HMB. Se seialan los intervalos de

confianza y las diferencias significativas ().
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RESULTADOS

El contenido de agua corporal en los organismos mostré un decremento
significativo (P<0.05) del 1.7, 3.5 y 2.2 % para las condiciones de HMB, NMA y

HMB respectivamente (Apéndice 2, tabla 5; Fig. 18).
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Figura 18. Proporcién de agua en el cuerpo de B. ramosus durante las condiciones simuladas de
NMA, NMB, HMA y HMB. Se senalan los intervalos de confianza y las diferencias significativas (®).
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RESULTADOS

El contenido de agua en el musculo de los organismos de Bathygobius
mantenidos en las condiciones experimentales, mostré un decremento significativo
(p<0.05) del 2.66% en NMB, mientras que en las condiciones de HMA y HMB no
se observaron cambios (Apéndice 2, tabla 6, Fig. 20).
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Figura 19. Proporcién de agua en el musculo de B. ramosus durante las condiciones simuladas de
NMA, NMB, HMA y HMB. Se sefialan los intervalos de confianza y las diferencias significativas (®¥).
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RESULTADOS

En la condicién de NMB hubo una pérdida de agua corporal 300% mayor
(p<0.05) a la observada en NMA, mientras que en las condiciones de HMA y HMB
no se registraron cambios (Apéndice 2, tabla 7, Fig. 20).

0.24
0.20 +

0.16

Praporcidn de pérdida de agua corporal

NMA NMB HMA HMB

Figura 20. Proporcion de pérdida de agua corporal 8. ramosus durante las condiciones simuladas
de NMA, NMB, HMA y HMB. Se sefalan los intervalos de confianza y las diferencias significativas

(P).
En HMA, se registré una mortalidad del 20% y se observé que el agua corporal
influia en la disminucion del idn potasio en el contraste entre NMA y HMB.

Adicionalmente se observé en los organismos expuestos a NMB, HMA e HMB,

la formacion de una cubierta de mucosa

Estos resultados muestran que la principal condicion que modifica el balance
idnico e hidrico, asi como la concentracion de proteina plasmatica en los
organismos de B. ramosus, es en HMB ( Apéndice 2, Figs. 13, 15, 17, 18, 19 y

20). .
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DISCUSION

IX Discusion

Entre las adaptaciones que presenta Bathygobius ramosus como habitante de
las zonas intermareales rocosas, se incluyen los mecanismos de regulacién idnica
e hidrica. En estos ambientes se presentan periodos en los que la concentracion
de oxigeno en el agua se mantiene en condiciones normoxicas y el nivel del agua
forma pozas en las cuales los peces estan totalmente inmersos.

Durante estos periodos, el organismo no esta sujeto a un estrés respiratorio a
causa de condiciones hipdxicas, y tampoco esta expuesto al aire, 1o que evita el
estrés de desecacion. Por tal motivo, esto no genera cambios en la proporcién de
agua corporal y en las concentraciones de sodio, cloro, potasio y proteina
plasmatica de los individuos. Eso se traduce en el mantenimiento del compromiso
osmorespiratorio (Gonzalez y McDonald, 1994). Lo anterior permitid utilizar la
condicion de NMA como referencia y compararia con los otros bioensayos (NMB,
HMA y HMB).

En otras especies de peces intermareales como Coftus scorpius, Cottus
bubbalis (Foster, 1969) y Periophthalmus cantonensis (Gordon et al. 1978) se ha
reportado que la presion osmédtica del plasma sanguineo es generada
principalmente por los iones Na® y CI. En los organismos de B. ramosus
mantenidos en NMA, la concentracion de los iones sodio y cloro fue similar a la de
las especies antes mencionadas, por lo que se sugiere que también en B.
ramosus estos iones son los principales generadores de la presion osmética del
plasma sanguineo. Ademas, se observé una proporcion -~12:1 en las
concentraciones de Na* y K" en el plasma sanguineo de las especies de
teledsteos marinos demersales como Scomberomorus maculatus y Acipenser
sturio (Holmes y Donaldson, 1969), y en residentes permanentes de zonas
intermareales como Periophthalmus chrysospilos (Lee et al. 1987) y Sicyaces
sanguineus (Marusic et al. 1981). Esta misma proporcion se observo en B.
ramosus, (81.70 mmol L del i6n Na* y 6.52 mmol L del ién K*) y nos permite
suponer que aunqgque la modificacién en las baja concentracién del i6on K* no
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influyen en la regulaciéon idnica del plasma sanguineo, si hay una relacion entre las
bajas concentraciones del i6n K* y una concentracion elevada del ién Na*; este
ultimo contribuye con ~-40% de la concentracién de solutos que participan en el

balance ionico.

Cabe senalar que la concentracion de iones observada en el plasma
sanguineo de B. ramosus fue mas baja que la reportada para especies neriticas
de ambientes mucho mas estables. Este comportamiento probablemente sea
efecto de una serie de mecanismos, como la respiracion aérea (que compromete
el balance acido-base), la tolerancia temporal a la baja disponibilidad de oxigeno
en el agua y la capacidad de desplazamiento por tierra que presentan los peces
como respuesta a la amplia variacion de los ambientes que habitan, lo que permite
regular las concentraciones de iones en el interior mediante la exclusién de agua o
la regulacién de los iones Na* y CI".

En lo que respecta al contenido de agua corporal en los organismos colocados
en NMA, se observd una amplia variacion de un individuo a otro. Similares
comportamientos presentaron Cebidichthys violaceus, Xiphister mucosus (Horn y
Riegle, 1978) y P. chrysospilos (Lee et al. 1987). En relacidn con la amplia
variacion del contenido de agua corporal y la baja concentracion de iones en el
plasma sanguineo de los organismos mantenidos en NMA, se han reportado
comportamientos semejantes en las especies P. chrysospilos (Lee et al. 1987), S.
sanguineus (Marusic et al. 1981), C. bubbalis y C. Scorpius (Foster, 1969). Esto
permite suponer que como parte de la adaptacion a la exposicién al aire, estos
organismos tienen mecanismos de regulacion idénica que permiten mantener en
niveles constantes la concentracion de los iones plasmaticos, a pesar de que haya

una perdida de agua a través del organismo.

En relacidn con la proteina plasmatica total, se ha observado que en especies
de peces y mamiferos expuestos a condiciones de baja disponibilidad de oxigeno
en el agua, hay una disminucidn de las concentraciones de proteina. Este
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decremento es consecuencia del incremento en los requerimientos energéticos de
los individuos, en respuesta al aumento del movimiento muscular para adquirir
mas oxigeno del medio. Tal aumento de las necesidades energéticas causa una
disminucion de todos los compuestos energéeticos; como consecuencia de esto,
los organismos deben utilizar las proteinas como sustrato para obtener energia y
seguir respirando O; del medio, con el resultado neto de la disminucion en la
concentracion de proteinas (Heisler, 1989). Sin embargo, este comportamiento de
la concentracion de proteina sdélo se observé en los organismos expuestos en
HMB, mientras que los organismos mantenidos en NMA, NMB e HMA no
mostraron cambios significativos en la concentracion de la proteina plasmatica

total.

Sin embargo, estos resultados son diferentes a los obtenidos durante la
evaluacion preliminar (Fig. 3). Esto se puede deber a que todas las evaluaciones
que se realizaron en los bioensayos fueron a la misma hora del dia, sin exponer a
los organismos a los cambios durante una serie de tiempo en la que tuviéramos
oportunidad de evaluar lo mismo a diferentes horas del dia; asimismo, el periodo
de experimentacion pudo haber sido insuficiente para permitirnos observar

cambios en la concentracion de proteina plasmatica total.

Para los peces colocados en NMB, tanto la concentracion de los iones Na*, CI’
y K*, como la concentracion de proteina plasmatica en el plasma sanguineo se
mantuvieron en niveles similares a los encontrados en los peces provenientes de
NMA; en cambio, se observo que estos mismos organismos provenientes de NMB

fueron incapaces de regular el contenido corporal de agua.

La exposicion al aire causé la desecacion de los organismos de B. ramosus en
NMB por ila pérdida de agua corporal a través de las superficies expuestas del
organismo. Aunque se registraron cambios significativos en la proporcion de agua
corporal entre los peces de las condiciones de NMA y NMB, estos cambios no
tuvieron diferencias significativas en la proporcién de agua muscular. Esto puede
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ser debido a que el agua no esta disponible de la misma manera en la piel y en el
musculo; mientras que en piel la mayor parte del agua se encuentra en los
compartimientos extracelulares, en el musculo la mayor parte esta dentro de las
células (Davson, 1968). A causa de esto el agua se pierde mucho mas rapido por
la piel, la cual puede deshidratarse en cerca del 40% antes de que el musculo
llegue a mostrar signos de deshidratacion, la cual no puede exceder el 10%, pues
se comprometerian los mecanismos de contraccion y relajacion muscular (Davson,
1968; Wilkie, 1968). Otros peces como Periophthalmus cantonensis (Gordon et al.
1978) son capaces de mantenerse fuera del agua por mas de 12 horas,
registrando cambios similares en el contenido de agua corporal a los que presento
B. ramosus en 2 horas.

Por otro lado, a pesar de permanecer expuestos al aire durante 2 horas, la
supervivencia de todos los peces del bioensayo en NMB y HMB sugiere la
capacidad que tiene este pez para respirar oxigeno directamente del aire; este es
el primer reporte que se hace para la especie Bathygobius ramosus; ya se habian
reportado especies emergentes como Clinocottus recalvus: Cottidae (Wright y
Raymond, 1978; Marusic et al. 1981), Dialommus fuscus: Blenniidae (Nieder,
2001), Alticus kirki: Blenniidae (Martin y Lighton, 1989), Blenny entomacrodus:
Blenniidae (Graham, 1985) y especies de la familia Gobiidae como: Periophtalmus
chrysospilos (Lee et al. 1987), P. sobrinus (Gordon et al. 1969), P. cantonensis
(Gordon et al. 1978) y Bathygobius soporator (Beebe, 1931; Aronson, 1971;
Aronson, 1951).

El mantenimiento de la concentracion de iones en el plasma sanguineo, junto
con los mecanismos de regulacion hidrica y la capacidad de respiracién aérea,
son los mecanismos que han permitido a Bathygobius ramosus estar fuera del
agua respirando aire durante periodos de marea baja en las zonas intermareales
rocosas, a pesar de que, en estos ambientes la desecacion y la indisponibilidad
para incorporar iones disueltos que mantengan el equilibrio idnico del plasma
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sanguineo son algunas de las limitantes para impedir la colonizacion por
organismos marinos.

Con respecto a los organismos de B. ramosus mantenidos en HMA, las
concentraciones de los iones Na*, CI' y K*, asi como de la proteina plasmatica
total en el plasma sanguineo fueron similares a las observadas en los organismos
provenientes de NMA. Por otro lado, el contenido corporal de agua si mostré una
variacién significativa, igual a lo ocurrido en NMB; sin embargo, esta diferencia no
se debid a la exposicion de los organismos al aire. Ademas se observd la
formacién de una pelicula mucosa que envolvié completamente a los peces. A
partir de esto, se sugiere que, tanto la secreciéon de moco, como la pérdida de
agua corporal en los organismos se relacionan como parte del mecanismo que
permite a los organismos abandonar las pozas que presentan condiciones
hipoxicas; al parecer, este moco los protege, preparandolos contra la desecacién
durante la exposicion al aire, en la bisqueda de pozas con mejores condiciones

fisicoquimicas.

Aunque la secrecion de mucus se ha reportado en diversas especies de peces,
no se ha profundizado en la relacidn existente entre tres factores presentes en B.
ramosus: exposicion al aire, secrecion de mucus y deshidratacion. De estos, la
unica relacidon descrita, es para las especies de peces que migran hacia ambientes
con distintas salinidades, donde se refiere a la secrecién de mucus como un
mecanismo de proteccidon para evitar la salida o entrada de agua al organismo,
manteniendo un balance hidrico (Evans, 1967).

Al encontrase en condiciones hipoxicas, en B. ramosus se activaron
mecanismos orientados a la busqueda de ambientes normdxicos; como parte de
estos mecanismos estan: la formacion de mucus y el aumento de los movimientos
musculares para iniciar un desplazamiento activo hacia otras pozas. Este
incremento en las contracciones musculares generé un aumento en la demanda
de oxigeno que, aunado al del batido opercular a causa de la baja disponibilidad

-
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de oxigeno en el agua, causd, por difusion, la disminucion en la concentracion
plasmatica de CO2 y como consecuencia, un cambio en el balance acido-base con
incrementos del pH del plasma (Haswell y Randall, 1977; Piiper, 1989; Randall y
Wright, 1989; Nikinmaa y Tufts, 1989).

El 20% de mortalidad que sdlo se observdé en los organismos mantenidos en
HMA, sugiere que B8B. ramosus tolera de manera eficiente exposiciones
prolongadas a ambientes aéreos, pero es incapaz de soportar condiciones
prolongadas de baja disponibilidad de oxigeno en el agua. De acuerdo con la
clasificacion de Horn (1990), esta caracteristica lo ubica como un pez activo en
condiciones de marea baja, con un comportamiento de emersiéon similar al

observado en peces del género Cottidae (Horn et al. 1990).

En HMB se observd que tanto los iones plasmaticos Na* y CI°, como el agua
corporal y muscular de Bathygobius ramosus, presentaron un comportamiento
similar al observado en los peces de NMA. Sin embargo, la concentracion de K*y
proteina total en el plasma disminuyeron significativamente.

Por otro lado, se observé en los peces, un estrés por desecacion y baja
disponibilidad de oxigeno en el agua a raiz de: la reduccidon en la concentracidon de
oxigeno en el agua (= 2 mg L"), insuficiente para mantener al organismo
respirando oxigeno del agua; la disminucion del nivel del agua dentro de la camara
causo una reduccién del area de intercambio branquial en contacto con el agua.
Como resultado de este estrés conjunto pudo haber ocurrido un cese en la
difusion de CO; al medio externo y el organismo favorecio la eliminacion de
bicarbonato por medio del intercambio CI/HCO3; un aumento en la concentracion
de CO:; en el interior del organismo, pudo haber causado un incremento de la
concentracion de protones (Haswell y Randall, 1977; Piiper, 1989; Randall y
Wright, 1989; Nikinmaa y Tufts, 1989), con una consecuente disminucion del pH
en el plasma sanguineo.
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Figura 21. Regulacién del balance Acido-base a través de la eliminacién de protones (H") por
:ngesdgii de la proteina plasmatica total (PPT) y el transporte activo del i6n K*(Tomado de Heisler,

Retomando los resultados observados en las concentraciones del i6n K* y la
proteina total en el plasma sanguinec podemos suponer que, si ocurren los
mecanismos descritos en el parrafo anterior; la concentracidn de proteina
plasmatica total reflejaria estos cambios, disminuyendo su concentracién como
consecuencia de un metabolismo aerobio (produccion de NHs) con el propdsito de
mantener regulado el pH del organismo (eliminacién de protones a través del ion
amonio, NHs*). Asimismo, dentro de este mismo contexto la concentracion del K*
pudo haber disminuido como consecuencia del mecanismo de exclusiéon de
protones a través de las proteinas; a causa de la disminucién de protones no hubo
un intercambiador para realizar el transporte activo de K*/H*, con el posterior
resultado en la disminucion de la concentracion del K* (Fig. 21).

Aunque no se ha descrito cudl de los dos es el mecanismo mas utilizado para
mantener el pH interno regulado, de acuerdo con nuestros resultados podria
suponerse que B. ramosus no hace una distincion particular entre estos dos
mecanismos para regular el balance acido-base del medio interno.
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El conjunto de mecanismos adaptativos que se describieron a lo largo de la
discusion, permiten visualizar a B. ramosus como un organismo bien adaptado a
los ambientes intermareales rocosos; tal vez un estudio mas detallado desde el
punto de vista fisioldégico nos pueda ofrecer explicaciones mas concretas sobre la
adaptacion de especies acuaticas a ambientes de transicion.
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CONCLUSION

X Conclusiones:

Tras el analisis de lo que ocurrié en el medio interno de estos organismos
durante su exposicidon a cada una de la cuatro condiciones se llegé a las

siguientes conclusiones:

e B. ramosus, al igual que otras especies intermareales y demersales, cuenta
con una regulacion idnica mantenida principalmente por los iones sodio y

cloro.

e No se observé un incremento en la concentracion de proteina plasmatica.
Por el contrario hubo una disminucion de la su concentracién en la
condicion de HMB.

e La pérdida de agua en B. ramosus ocurre principalmente a traves del

epitelio y en el musculo se mantiene mas estable |la cantidad del agua.
. El tiempo de tolerancia en condiciones hipoxicas para esta especie es
menor al encontrado en especies de agua duice y en especies marinas

benténicas.

e B. ramosus puede considerarse como un pez emergente de pozas de
mareas, segun la clasificacion de Martin y Bridges (Horn et al.,1990).

e Los organismos de B. ramosus pueden respirar oxigeno directamente del

aire.

e B. ramosus tolera la pérdida de agua sin comprometer la regulacion idnica.

P!

ON
CGRIGEN

41




CONSIDERACIONES

X1 Consideraciones finales.

No obstante que no se pudo determinar la concentracion de CO; en agua y en
la atmodésfera para estimar la tasa de produccion de CO: con respecto al O;
respirado, ni el pH del plasma interno, este trabajo repercute como uno de los
primeros esfuerzos para visualizar de manera colectiva la regulaciéon osmaotica del
plasma interno y el balance acido-base de los organismos, ademas de ampliar los
estudios en la biologia de estos organismos cuya biologia es casi completamente

desconocida.

A pesar de que esta especie no cuenta con una importancia econémica, su
amplia distribucion en las costas del litoral del Pacifico Mexicano la convierten en
un elemento potencial para estudios relacionados con la ecologia de la zona, la
biologia de especies de zonas clave para la preservacion de ambientes en peligro,
la contaminacion de ambientes costeros, la biogeografia de los peces
intermareales y una amplia variedad de estudios que deben realizarse con estos
organismos a fin de garantizar un conocimiento amplio y profundo en este campo.
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PERSPECTIVAS

X Perspectivas:

Estudiar con detalle el proceso de excrecion de HCOj3" y produccion de CO»
en el plasma sanguineo , para establecer los cambios en el pH del medio
interno en condiciones de baja disponibilidad de oxigeno en el agua y en

condiciones de exposicion al aire.

Especificar si las proteinas participan durante la regulacién hidrica
muscular, asi como cuantificar la cantidad de moco producido durante la

exposicion al aire de estos organismos.

Estimar la presién osmdtica, con particular atencion en lo que corresponde
a la fraccion organica y a los iones inorganicos que participan, aparte de los
iones sodio, cloro y potasio, con el fin de evaluar cambios puntuales ante la
modificacién del balance interno y correlacionar estos cambios en funcion

de procesos energeticos.
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xXiv  Apéndice

Apéndice 1. Férmulas para el programa
de simulacién de respiracion en camaras
respiromeétricas, desarrollado a partir del
programa Stella.

Donde

A,ee = Areade la camara = 174.37 on?

G =Grosor de la pelicula de agua=0.5om
o, = Qxigeno a saturacion = 0.0078 rmg » rrl”’
M = Peso molecular det agua = 18 ge moi™’

R (¢-at)+ (_Do’-w‘ - co,m ). ot W, = Volumen rrolar del agua = 25.6 o « (g« mal)™
Dy =T, . *Vas Visc,,,, = Viscosidad del agua a 29.4 °C = 0.81 certipoises
egua T . ” >
Co’ =0.0115923 ¢ 0.997 b, = Constante adimensional del agua cormo solverte =226

t, = Tenpo inicial

O,,.. =0, (t—-at)+ (input + D, —output — C,, )r, diTiermpo final
. R At = Paso de calcuio = 1 minuto
input = flujo = [oz..,_,. ] Q, = Oxigero total enagua
output = [Oz..... ] e flujo Q_ = Oxigerototal enaire
Co,,,. =0.0115923 « 0.00318 G, = Concentracion de oxigeno en aire = mge L'
. . B
Ruy = Ruy (' _ At)+ (Co,” +c, ) ot G, = Concentracion de oxigeno en agua = mgeL:

D, = Ditusion del axigeno al agua = mge seg’

T°K =T amb °C + 273.15
fiyo = cantidad de agua a traves de la casmera = 0.156 L« seg

o 0.
CD,, =cte e T K.{(d)"" ht ""‘)o:}> 7,,,. = Tasade pasodel oxigeno del aire al agua =mge seg’
- (ViSCegua * VM,5.. )™ VL. = Voumren aire en camara = 0778 L
{A“,,,.,- e CDy,, ., * (O, —O, )} input = Cantidad de oxigeno que entra al sisterna = mg e seg’
To,,. = G output = Cantidad de oxigeno que sale del sisterra = mge seg’

[Q___ ]= Concentracion de axigeno inicial mge .’

[q__ :]= Corcentracion de oxigeno final mge mi

R, = Cartidad de oxigeno que respiran los peces = mg e min™
T°K = Terrperatura arrbiertal en gracios Kelvin

7T anb °C = Terrperatura ambiental en grados Celsius

cte = Constante de integracion = 7.4®

Cn, = Cosficiente de difusion de sire al agua = mge seg’
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Apéndice 2. Tablas de resuitados de los
organismos y del plasma sanguineo de
Bathygobius ramosus, mantenidos en
condiciones simuladas de normoxia en
marea alta (NMA); normoxia marea baja
(NMB); hipoxia marea alta (HMA) e
hipoxia marea baja (HMB)durante 2
horas de exposicion. Se sehalan los
valores promedio y los intervalos de
confianza.

Tabla 1. Concentraciéon del i6n sodio
(mmol L'Y).

Condicién (':1' f’n";fg'?) -95% 1.C. +95% I.C.
NMA 81.70 74.52 89.52
NMB 79.16 69.89 89.60
HMA 81.35 70.38 93.92
HMB 72.90 65.75 80.78

Tabla 2. Concentracién del i6n potasio
(mmol LY).

Condicién (':r:‘r’n";fg'?) -95% I.C. +95% I.C.
NMA 6.52 4.45 9.50
NMB 5.22 3.59 7.53
HMA 5.46 2.12 18.46
HMB 2.63 - 1.74 3.93

Tabla 3. Concentracion del i6n cloro
(mmol L),

Condicion (’:ﬁ’n'gfg.'?) -95% I.C. +95% I.C.
NMA 69.93 57.84 78.90
NMB 71.39 65.21 76.66
HMA 75.49 61.46 85.69
HMB 71.27 66.79 75.25

Tabla 4. Concentracién de proteina total

(ug mLY).
iz Promedio -95% + 95%
Condicion (g mLY) .C. .C.
NMA 2.09 2.04 2.13
NMB 2.02 1.93 2.10
HMA 2.09 1.93 2.23
HMB 1.77" 1.64 1.87

Tabla 5. Proporcién de agua corporal de
Bathygobius ramosus.

-95% + 95%

Condicién Promedio .C Lc
NMA 0.7947 0.7909 0.7984
NMB 0.7809 0.7620 0.7992
HMA 0.7666 0.7615 0.7717
HMB 0.7767 0.7709 0.7824

Tabla 6. Proporcién de agua en el
musculo de Bathygobius ramosus.

- 95% + 95%

Condicién Promedio LC L.C
NMA 0.7845 0.7764 0.7924
NMB 0.7636™ 0.7501 0.7768
HMA 0.7754 0.7612 0.7893
HMB 0.7744 0.7601 0.7883

Tabla 7. Proporcién de pérdida de agua
corporal de Bathygobius ramosus

Condicién Promedio "gg% + 95%

1.C.
NMA 0.0560 0.0390 0.0758
NMB 0.2292* 0.1670 0.2980
HMA 0.0707 0.0303 0.1263
HMB 0.0897 0.0622 0.1217

*: Denota diferencias significativas entre
los tratamientos y el tratamiento control
(NDMA),
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Apéndice 3. Calculos realizados para obtener los valores promedio respiratorios
de los organismos de B. ramosus.

Nota: estos calculos se realizaron en segundos por conveniencia, ya que durante
la simulacién computacional utilizando el modelo generado, el paso de calculo
para el tiempo fue expresado en segundos.
mL O,

———————= obtenidos de tablas
g orge hora

Para convertir los valores de

a valores en unidades de & se utilizo la siguiente ecuacion
gorge seg
Plarm)eV(L)e N(g) |, 1000
ReT(°K)
O o, =
( ot O ) 3600
& orgeseg
Donde:

R=Constante de los gases, 0.082054

N=Peso atomico del oxigeno 31.8 g

P=Presion atmosferica, 1 atm

V=Volumen de aire en camaras, L.

T=Temperatura absoluta del sistema, °K

0..( ) = Tasa respiratoria de Bathygobius ramosus

gz O,
& orgescg
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