UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS DEL MAR Y LIMNOLOGIA
UNIDAD ACADEMICA SISAL
(BIOLOGIA MARINA)

Preferencia térmica, balance energeético y crecimiento de Hippocampus erectus,
el efecto de una temperatura de aclimatacién variable

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA:
JOSE LUIS HORTA FERNANDEZ

TUTOR:
DRA. MAITE MASCARO MIQUELAJAUREGUI
FACULTAD DE CIENCIAS-UNAM

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR:

DR. ARMANDO ADOLFO ORTEGA SALAS
POSGRADO EN CIENCIAS DEL MAR Y LIMNOLOGIA
DR. CARLOS ROSAS VAZQUEZ
FACULTAD DE CIENCIAS-UNAM
DR. FERNANDO DIAZ HERRERA
CICESE
DRA. ANA DENISSE RE ARAUJO
CICESE

SISAL, YUCATAN. ENERO, 2016.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



MAITE MASCARG MIDUELAIAURE GO( . secretario del jurado 'I :

queexaminda _JOBE LUIS HORTA FEQUALDEZL
Para optar por el grado de MAEST RO

en CIERCIAS

Hace constar que obtuvo lu calificacionde ~ APROBABDO

Ciudad Universitaria, Cd. Mx_, a 4 de marzo de 2016

. }Mj%

EL SECRETARIO DEL JURADO



Y. . . ’
Posgrado en Ciencias del Mar y Limnologia
Universidad Nacional Autonoma de México UN M
Coordinacion del Posgrado, Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia,
Circuito Exterior s/n, Ciudad Universitaria, México, D.F. 04510
Teléfono y Fax: (52) 56-22-5803, 5829, 5990 y 5991
Correo electrénico: posgrado@mar.icmyl.unam.mx Ciencias el Mar y
http://www.unam.mx/ciencias_mar_posgrado

Limnologia

Preferencia termica, balance energético y crecimiento de
Hippocampus erectus, el efecto de una temperatura de aclimatacion
variable

T E S I S

Que para obtener el grado académico de:

Maestro en ciencias

(Biologia Marina)

p r e s e n t a

JOSE LUIS HORTA FERNANDEZ

DIRECTOR DE TESIS: DRA. MAITE MASCARO MIQUELAJAUREGUI

COMITE TUTORAL: DR. ARMANDO ADOLFO ORTEGA SALAS

DR. CARLOS ROSAS VAZQUEZ
DR. FENANDO DIAZ HERRERA
DRA. ANA DENISSE RE ARAUJO

Sisal, Yucatan, México, 2016.



Este trabajo fue realizado en la Unidad Multidisciplinaria de docencia e Investigacion,
Facultad de Ciencias UNAM, Sisal Yucatdn, bajo la direccion de la Dra. Maite Mascaré
Miquelajauregui. La tesis fue parcialmente financiada con el apoyo financiero de:
Universidad Nacional Auténoma de México, programa PAPIIT - IN 212012 “Tolerancia y
preferencia térmicas de tres especies con distribucién geografica y rasgos fisioldgicos
contrastantes: Octopus maya, Hippocampus erectus y Panulirus argus.” bajo la
responsabilidad de la Dra. Maite Mascaré Miquelajauregui y el Dr. Carlos Rosas Vazquez.



Dedicatoria.

A mis padres, José Luis y Celia.



Agradecimientos.

A mi directora de tesis la Dra. Maite Mascaré Miquelajauregui, con quien fue un
verdadero privilegio trabajar bajo su direccién, por todas las asesorias, consejos y charlas
que forjaron una profunda admiracién como docente y amiga.

Al Dr. Carlos Rosas, por toda la asesoria y conocimiento transmitido, un docente el cual
admiro ampliamente, pero sobre todo por la calidad de persona que es.

Al Dr. Fernando Diaz Herrera, por todo el apoyo brindado durante su estancia en Sisal,
siempre con una energia positiva muy caracteristica.

A mis sinodales, Dra. Denisse Re y Dr. Armando Ortega por las correcciones, asesoria y
dedicacién para culminar este trabajo.

A las técnico académicas M. en C. Gemma Leticia y M. en C. Claudia Caamal, por todos los
materiales, espacio y asesorias brindadas durante este proceso.

Al PCMyL, CONACYT y la UNAM, por abrirme sus puertas y lograr la obtencién de grado.

A Daniela Méndez, por todo el apoyo, confianza y carifio incondicional que imprimid cada
dia en esta aventura, nos divertimos bastante.

A mis amigos, Arturo, Yasmin, Erika, Sarahi, Antar, Yessica y Ariadna, quienes tienen un
lugar especial en mi pensamiento y considero afortunado de haber coincidido.

A Giulia del Vecchio por su amistad y apoyo en la realizacién de los experimentos, en lo
cual espero pueda regresar todo este apoyo en un futuro.

A todos y cada uno de los caballitos de mar que participaron, quienes son el protagonista
estrella de este trabajo, seran recordados con carifio y respeto que mantuve hacia ustedes
y lo sera con cualquier otro organismo acuatico que se encuentre bajo mi manejo.



indice.

RESUMEN ..ottt sttt s e iError! Marcador no definido.
INEFOTUCCION........coiiiiiiiee ettt e b e bt sa e s ae e st e b e bt e b e e beesaeesaeeeneeenneens 2
ANTECEAENTES ...ttt st ettt e bt e s bt e sat e st e sab e e bt e b e e nbeesbeeenteereens 6
Generalidades de HiPPOCAMPUS SPP .....uueeeieciiieeieeiieeiecieeeeseieeessetteeesssreeeesssbeeeessseeeesssseeeesssseeeasanns 7
PreferenCia tEIMICA ... ..o ittt sb e st e b e e sb e e sae e e s b e e sbe e e sareesans 9
Temperatura critica y zona de tolerancia tErmiCa......cccoccveeiieciii e 11
Balance energético Y CreCiMIENTO ....cccuiiii it e e e etre e e e e bae e e e ebreeeeenaneeeanns 15
(0] <= 1Yo L3RRSt 18
LCT=T o =T o | DO TSPV PTUPPTOPRRRTRRO 18
P ICUIAIES. .ttt ettt et e sttt e s b et e s a bt e s bt e e bbe e s be e s bteeenbeesbeeenareena 18
L [T« e =0 (RSP 18
Materiales Y IMEEOMOS. ..........cooouiiiiiiiiie e e e e e e s s e e e s b e e e e abeee e e anees 19
Obtencion y mantenimiento de l0S 0rganiSmMOS ........ccccuviieeciieieciiiee e e sare e e e eaaeee s 19
[T aToTe Lol [T o L<Y oF: | = Yol o o SRRt 20
[T aToTe Lo o [Ty o Yo 1] Lol o o SRRt 20

Pruebas de valoracion del desempeiio bajo los distintos escenarios de exposicién a la

BOMIPEIEATUNA e e e 21
SObreviveNnCia y CreCIMIENTO ......iiicciiiee ettt e e e tte e e e e tae e e e eteeeeeebteeeeestaeeeeseeeaesnns 21
Preferencia térmica en un gradiente horizontal.........cccoeeciieeiciiii e 22
Temperatura critica MAXiMa (TCMaX).....ceecieerieeeiie e e ecteeesreeeeree e e e sreeesaeessreeessaeesbeeesaseens 24
Balance energético Parcial.......cccueeeieciiii i e e 26
T o1 =Tl o] o TN 2 ISR 26
Tasa de INGESTION (1) coeureieeeiiee ettt e et e e e e e e e ettt e e e e ab e e e eeabeeasenraeeeennbaeeeeensens 28
Incremento de calor aparente (ICA).......ooo ettt e e e e eabe e e e e arae e e enreas 28
oo [UTolei ToT o (=3 SRR URR U 29

Analisis estadistico de resultados ..............ccoceeiiiriiiiiiiii e 29
RESUITAMOS......c.eeiiieiieee et sttt e e st st e et e et e e b e e sneesane e 31
SOBIEVIVENCI c.eentieiiieiite ettt st sttt ettt s bt sat e st sa bt e bt e b e e beesreesaeeenneenneens 31

(O =T ol 2 0111 o} ¥ TS 32



Preferencia tErMICA (PT) .ottt ettt e e ettt e e e ettt e e e etb e e e eeetbeeeeebbaeaeessaeaeeasraeaeanns 33

Temperatura Critica MAXima (TCMaX) ..ccccuieie i cciiee ettt e e e e e eare e s eearae e s ssnaeeeeenres 39
(0o a1 U g g Yo le [l o) {f= L= o Yo N A V4 @ 2 S 41
Balance energético Parcial (BE).......cocciiieieiiiie ettt ettt e e e eran e e e eans 43
DESCUSTON ...ttt ettt ettt h e e bt s ae e et e e bt e beesbeesatesa b e e abe e bt e b e e saeesatesabeeabeebeenbeesaeesanesane 48
SODIE 13 TCIMAX. ..t tetutteeiutte ettt et e sttt e st e ettt et e sttt e sab e e sabe e e beeesabeeessbeesaseesabeeesabeeaaseeennseesaraeesaneesanes 49
Sobre €l MEetaboliSIMO .......ooiiiiei e 52
NYe] o] d =l =T a1 = - USRS 55
Sobre el preferénNdum tEIMICO.......cuiii e e ree e e e e e e e 62
CONCIUSIONES. ......ooouiiieiiieeiie ettt ettt e st e bt e e sabe e s bteesabe e s bt e e sabeesabeeeanbeesabeeesabeesabaesseeesabaeenaseaas 64

0= (=1 (=] (oL LR TTTRN 66



Resumen.

Se evalud el efecto del cambio gradual de la temperatura de aclimatacién en la respuesta
fisiolégica y conductual de juveniles de caballito de mar Hippocampus erectus, los cuales
fueron sometidos a tres escenarios de exposicidon térmica previa: tratamiento 25-C (25°C
constantes), tratamiento Rampa (aumento gradual de 1°C cada 5 dias de 25-30°C) y
tratamiento 30-C (30°C constantes) durante 30 dias. Al concluir el periodo de exposicidn,
se registraron los indicadores del balance energético parcial (BE), consumo de oxigeno
(VO,), preferencia térmica en un gradiente horizontal (PT) y temperatura critica maxima
(TCMax), asi como el crecimiento y sobrevivencia en todos los individuos. Los organismos
del tratamiento Rampa tuvieron una sobrevivencia de 97.7%, tasa de crecimiento
exponencial (TCE% dl'a'l) de 1.10 * 0.49, PT de 28.7 = 0.4°C, TCMax de 37.8 + 0.9,
respiracion total entre asimilacion (R total/AS%) de 13.8% y producciéon entre asimilacion
(P/AS%) de 86.2 %. Se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos Rampa
y 30-C para el crecimiento, preferencia térmica, temperatura critica maxima y balance
energético parcial, demostrando que este conjunto de respuestas son afectadas por la
forma y tiempo en que se presenta la exposicion térmica. Cuando la temperatura se
incrementa de forma gradual, se produce un ajuste fisiolégico y conductual de los
juveniles H. erectus que no se observa cuando la exposicion es alta y constante, en
cultivos a gran escala puede ser de especial interés desarrollar técnicas de aumento
gradual de temperatura como una estrategia para mejorarla resistencia de los individuos
bajo condiciones controladas. En el contexto del aumento de la temperatura de los
océanos, el conocimiento en detalle de las respuestas fisioldgicas y conductuales que
consideren los tiempos de exposicion, es decir, su duracidn, periodicidad y gradualidad,
son esenciales para poder predecir de forma realista la vulnerabilidad tanto de las

especies marinas como de los ecosistemas de los que forman parte.



Introduccion.

Actualmente el calentamiento del océano es un tema omnipresente en el debate
sobre impacto ambiental en los ecosistemas marinos (Halpern et al., 2008, Petit et al.,
1999). Debido a que se ha presentado un incremento en la media global de la
temperatura superficial del mar de 0.13°C por década desde 1979, y un incremento en la
temperatura del océano interior >0.1 °C desde 1961 (Solomon et al., 2007). Aunque los
sistemas climdticos son impredecibles, algunas predicciones consideran que la
temperatura media global se podra incrementar hasta en 2°C para el 2100 (Santos et al.,

2002, Lenton et al., 2008; Miranda et al., 2002, citados por Aurelio et al., 2013).

La temperatura tiene gran influencia en la fisiologia y conducta de los organismos
marinos, y puede originar a un efecto de cascada en la dinamica de las poblaciones,
comunidades y ecosistemas de los que forman parte (Brierley y Kingsford, 2009). Muchas
especies son sensibles a alteraciones térmicas de tan solo unos pocos grados, y un
aumento en la temperatura de 1°C puede tener efectos rdpidos e importantes en la
mortalidad, abundancia y distribucidon geografica de algunas poblaciones (Kennedy et al.,
2002; Perry et al., 2005; Brierley y Kingsford, 2009). Asi, la temperatura juega un papel
fundamental en la fisiologia (e. g. Reyes et al., 2011; Becker y Genoway, 1979, Aurelio et
al., 2013), biologia reproductiva (e. g. Sheng et al., 2006), desarrollo embrionario (e.g., Lin
et al., 2007; Lin et al., 2006), alimentacién (Planas et al., 2012), crecimiento (Wong vy
Benzie, 2003; Lin et al., 2008), dindmica poblacional (Roessig et al., 2004; Pigliucci, 1996) y

distribucién de muchas especies de invertebrados y vertebrados marinos.

En los ectotermos marinos, la temperatura corporal interna varia de acuerdo con la
temperatura del agua en su entorno inmediato, por lo que la temperatura de aclimatacién
afecta de forma directa su tolerancia y preferencia térmica (Ziegeweid, 2008; Somero,
2010). Una gran cantidad de investigaciones hasta el momento ha sido dirigidas al
conocimiento del efecto de la aclimatacién térmica en diversas especies marinas sobre la
tolerancia térmica (Tepolt y Somero, 2014; Pértner, 2010; Norin et al., 2014; Magozzi y
Calosi, 2014).



La aclimataciéon consiste en mantener a los organismos a una cierta temperatura
constante, durante un periodo de tiempo suficiente para asegurar la adecuacién a estas
temperaturas, y "romper" cualquier historial térmico anterior (Fry, 1947). De acuerdo con
Clarke et al., (2013) tipicamente en los ectotermos marinos la aclimatacién metabdlica
ocurre dentro de las primeras semanas (1 a 3) de exposicién a una nueva temperatura,
una vez que los mecanismos fisiolégicos se expresan debido a una nueva condicién
térmica. En este sentido, se ha reconocido que la temperatura a la cual un animal se ha
aclimatado, puede cambiar la habilidad para sobrevivir a un intervalo de temperaturas,
pudiendo afectar los limites térmicos que se habian observado previos a la aclimatacion

(Wang y Overgaard, 2007).

En la mayoria de los trabajos que se han publicado sobre la biologia térmica de
organismos ectotermos marinos, la aclimatacion, se ha hecho en organismos mantenidos
en temperaturas que se mantienen constantes. Aunque los resultados de estos trabajos
han generado las bases del conocimiento actual sobre la biologia térmica (Beitinger y
Bennett, 2000), se sabe relativamente poco sobre los efectos de la aclimatacion gradual y
escalonada en las respuestas de tolerancia térmica tanto de invertebrados como
vertebrados marinos. El establecimiento de los limites de tolerancia térmicos de los
organismos marinos es de gran significado ecoldgico en la evaluacion de su distribucion y

migracion, en los ecosistemas (Rajaguru y Ramachandran, 2001).

Siendo la temperatura un factor modulador del metabolismo en los ectotermos
marinos (Roessig et al., 2004), ésta controla la velocidad de las reacciones enzimaticas que
se llevan a cabo en los procesos de degradacién y aprovechamiento de la energia ingerida,
y con ello marca de forma decisiva el crecimiento en biomasa de los individuos. Un
incremento en el metabolismo puede mejorar las tasas de crecimiento, promover la
embriogénesis, y reducir el periodo de incubacién en algunos organismos (Pimentel et al.,
2012; Rosa et al.,, 2012). Asimismo, ante un aumento térmico, la digestion puede
acelerarse y las secreciones gastricas aumentar, mejorando la absorcién de nutrientes
(Love, 1970). Sin embargo, el calentamiento global, provoca un aumento en la consumo

de oxigeno, y en consecuencia, cambios importantes en el balance energético y en el



crecimiento de un individuo (McElroy et al., 2012; Yoon et al.,, 2013; Noyola 2013). La
temperatura y la disponibilidad de oxigeno, pueden actuar como estresores sinérgicos y
resultar en un evento opresor para el individuo alterando los procesos fisiolégicos de los

cuales depende su sobrevivencia (Aurelio et al., 2013).

La posibilidad de refugiarse en zonas donde la temperatura se mantiene cercana a
la preferida, hace que las consecuencias del calentamiento oceanico en la fisiologia y
crecimiento de los individuos puedan ser menos severas en organismos acuaticos
(Golovanov, 2013). Sin embargo, en algunas especies con distribucidén asociada a habitats
de estructura compleja y movilidad reducida, la migracién desde aguas calidas hacia otras
mas frias puede ser una estrategia menos efectiva contra el calentamiento del océano. La
peculiar caracteristica de los caballitos de mar al ser peces con movimientos
espacialmente limitados, los hacen particularmente sensibles a perturbaciones en su
ambiente natural y constituyen un interesante modelo de estudio para el cambio
climdtico (Aurelio et al.,, 2013). El cambio de temperatura en el mar debido al
calentamiento global es un foco rojo para la conservacion y diversidad en general de los
Syngnatidos, y constituye también un factor importante que influye de forma decisiva en

la dindmica poblacional y ecologia reproductiva de estos peces (Ahnesjo et al., 2008).

Por su caracteristica historia de vida, forma y colorido, los caballitos de mar son
peces ornamentales con gran popularidad en la acuariofilia (Lin et al., 2009), y han sido
explotados y comercializados para su uso en el mercado de “recuerdos y curiosidades” y
en la medicina tradicional china durante casi 400 afios (Vincent, 1996). Las 33 especies
reconocidas de caballitos de mar del género Hippocampus han sido incluidas en el
Apéndice Il de la Convencidn Internacional sobre el Comercio de Especies Amenazadas de
Fauna y Flora Silvestres (CITES, 2004). Entre algunos rasgos, se sefiala que las poblaciones
naturales de estos organismos ademas de ser afectadas por la captura y comercializacién
ilegal son objeto de pesca incidental en arrastres pesqueros, y son especies muy
vulnerables a impactos antropogénicos tales como la modificacién y degradacién de
habitats costeros y por la contaminacion. En los Ultimos afios se ha registrado una fuerte

disminucion en las poblaciones naturales de caballitos de mar, con estimaciones de hasta



un decremento del 10% anual en algunas poblaciones silvestres (Vincent, 1996). Ademas
de que poseen una distribucidon en parches (Yasué et al., 2012), sus densidades son muy
reducidas. Curtis et al. (2004) mencionan densidades de aproximadamente 0.006 ind/m?
en algunos arrecifes de coral de Filipinas y hasta 0.95 ind/m? en habitats estuarinos de
Europa. Finalmente, los caballitos de mar viven en costas poco profundas, las cuales
pueden experimentar un impacto mayor ante el calentamiento global en el futuro que en
el mar abierto (Philipart et al., 2011). A pesar del creciente interés en estudios sobre el
efecto del incremento de la temperatura en la biologia de animales marinos, no existen
reportes de esta condicién sobre los caballitos de mar. Las Unicas excepciones son
aquellos realizados en el contexto del cultivo de estos organismos. En todos estos estudios
se sefala que la temperatura afecta la sobrevivencia, crecimiento, alimentacion,
comportamiento, reproducciéon e incluso coloracion de los caballitos de mar (Wong and
Benzie, 2003; Foster y Vincent 2004; Lin et al., 2006, 2009; Sheng et al., Koldewey vy
Martin-Smith, 2010; Aurelio et al., 2013).

En este contexto el presente trabajo pretende examinar algunas alteraciones
fisiolégicas y conductuales del caballito de mar Hippocampus erectus (Perry, 1810) al ser
expuesto a un incremento gradual en la temperatura del agua. Informacién al respecto
servird como base para la conformacidn de escenarios potenciales, que tomen en cuenta
los cuerpos de agua costeros donde estos organismos habitan y cuya temperatura es un
factor que varia a lo largo de distintas escalas espaciales y temporales (Enriquez et al.,

2010).



Antecedentes

La Peninsula de Yucatdn es un sitio de transicién entre el Mar Caribe y el Golfo de
México. Presenta un clima calido seco y semi-seco, con una temperatura anual promedio
de 26.5°C y una precipitacién anual del orden de 700 a 800 mm. Durante el afio se definen
tres épocas climdticas: sequias (de marzo a mayo), con precipitaciones minimas de 0-30
mm y 36 a 38°C de temperatura; lluvias (junio a octubre), siendo septiembre el mes con
mayor precipitacion (125 mm) y septiembre a octubre, meses donde es comun el arribo
de huracanes y que presentan una precipitacion de 350 mm y vientos de hasta 250 km/h;
y nortes (noviembre a febrero), caracterizados por la influencia de vientos polares, con

temperatura promedio de 23°Cy una precipitacion de 40 mm (Echeverria y Pifia, 2003).

La plataforma continental noreste de la Peninsula de Yucatan esta caracterizada
por la presencia de una surgencia de verano que reduce las temperaturas durante esta
época en una zona que va desde las costas de Sisal hasta Rio Lagartos, manteniendo la
zona con temperaturas relativamente bajas. Las surgencias que se presentan debido a los
vientos persistentes hacia el Este, favorecen la superficie del mar (5-30 m de profundidad)
con temperaturas frias aumentan en el contenido de clorofila y una productividad alta
para toda la plataforma interna de la Peninsula de Yucatdn desde mayo hasta septiembre

(zavala-Hidalgo et al., 2003, 2006).

A pesar de la presencia de temperaturas relativamente bajas y constantes en el
agua superficial de la plataforma continental, los humedales y lagunas costeras del litoral
de la Peninsula de Yucatan, presentan condiciones térmicas muy distintas. Este es el caso
de la laguna de Chelem (21°15°47”N y 89°43°40” Q), un ecosistema acuatico permanente
gue tiene una extension de 13 km de largo y entre 0.7 y 1.8 km de ancho, con un area
aproximada de 21 km? (Jerénimo, 2010). La temperatura promedio en la laguna de
Chelem en 2010 fue de 26.5°C, pero, el intervalo térmico registrado a lo largo del afio fue
entre 19 y 31°C (Jiménez, 2012; Ponce et al., 2011). Siendo una laguna tropical somera
(profundidad entre 0.25y 1.5m), la temperatura del agua puede variar marcadamente a lo

largo de un ciclo diurno, y dicha variacion difiere estacionalmente. Durante la temporada



de sequia la temperatura en la zona central de la laguna tiene promedios entre 22 y 30°C
(Marino-Tapia y Enriquez, 2010), mientras que en las zonas mdas someras la temperatura
puede alcanzar los 36 y 38°C (Echeverria y Pifia, 2003). Durante la temporada de lluvias y
de nortes, la temperatura promedio en las zonas someras es de 23°C (Echeverria y Piia,

2003), pero en madrugadas frias pueden registrarse hasta 18 °C.

En Chelem se encuentran una poblacién de caballitos de mar H. erectus que
presenta una densidad particularmente baja (0.2 a 1 individuo en 1000 m?). Su
distribucién espacial, marginalmente agregada, hace que comunmente se encuentran los
caballitos en parejas o en pequeiios grupos de 3-4 individuos. De acuerdo con un estudio
sobre las variaciones espacio-temporales de H. erectus en Chelem realizado durante 2010
(Jiménez, 2012; Ponce et al., 2011), los adultos ocurren en la laguna a lo largo de todo el
afio, pero son mas abundantes de julio hasta marzo (lluvias y nortes) que de abril a junio
(secas). Asimismo, los machos prenados son mas frecuentes en la época de nortes y casi
exclusivos de una zona caracterizada por la cobertura moderada de pastos marinos
(Halodule y Syringodium) y en menor medida algas (Dasycladus spp. y Rhodofitas).
Mientras que la frecuencia de hembras es mas constante a lo largo del aio, los individuos

mas pequefios (< 9.5 cm de altura total) fueron todos registrados en la época de secas.

Generalidades de Hippocampus spp.

Los caballitos de mar comprenden un solo género (Hippocampus) de la familia
Syngnathidae, la cual consiste en alrededor de 55 géneros de peces pipa, caballitos pipa 'y
dragones marinos (Kuiter, 2000). Las especies de caballitos de mar estdn distribuidas
circun-globalmente, lo que sugiere que el género es de origen pre-Thethyano y con un
minimo de 20 millones de afios de antigliedad (Fritzsche, 1980). Habitan entre los corales,
macroalgas, raices de manglar, donde encuentran estructuras vegetativas para sujetarse,
y algunas especies pueden encontrarse en sistemas lagunares-estuarinos. Tienden a
distribuirse en parches de bajas densidades, con particular susceptibilidad a la

degradacion de hdbitat ocasionado por actividades humanas (Lourie et al., 2004). En



general los caballitos de mar ocupan los habitats costeros templados y tropicales, con una
distribucidon cercana a los 50° Norte, hasta los 50° Sur. Usualmente se encuentran entre
corales, macro algas, raices de mangle, pastos marinos y en campo de arena abierto o
fondos lodosos, ciertas especies son encontradas en estuarios y lagunas costeras (Lourie

et al., 2004), distribuidos desde los 3.05°C hasta 28.41°C (EOL, 2015).

El caballito de mar, Hippocampus erectus (Perry 1810), se distribuye en la costa
Atlantica de América, desde Nueva Escocia hasta Uruguay, incluyendo el Golfo de México,
Bermuda y el Caribe (Dawson, 1982). Se caracteriza por tolerar un amplio intervalo de
temperatura y de salinidad (Ginsburg, 1937; Bellomy, 1969; Hoese y Moore, 1977;
Dawson 1982). Aunque se le asocia con algas marinas de zona someras, es mas comun
encontrarlo en aguas relativamente profundas donde la vegetacién es abundante (pastos
marinos, esponjas, e incluso, entre Sargassum flotante; Lieske y Myers, 1994). La maxima

profundidad en la que ha sido reportado es de 73 m (Vari, 1982).

Foster y Vincent (2004) sefialan que la temperatura controla de forma importante
muchos aspectos de la dindmica poblacional del género Hippocampus. En la mayoria de
los singnatidos las temperaturas cercanas a los 30°C son letales para la sobrevivencia. En
areas marginales del estuario Swartveli en Sudéfrica, la combinacién de inundaciones que
indujeron cuerpos de agua someros, alcanzaron los 32°C provocando la muerte de varios
centenares de Syngnathus acus y la muerte de al menos 309 H. carpensis en la region
(Russel, 1994). También poblaciones de Syngnathus scovelli en el estuario de Thames de
Reino Unido decrecieron en consecuencia de sequias que provocaron un aumento de la
temperatura cercano a 31°C (Power y Attrill, 2003). Aurelio et al., (2013) y Lin et al.,
(2006), encontraron que para H. guttulatus los parametros de sobrevivencia y crecimiento

comenzaban a tener una tendencia negativa a partir de 30°C.



Preferencia térmica.

En la naturaleza, los organismos acudticos usan sus habilidades adaptativas a
través de ajustes metabdlicos o de diversos comportamientos, para persistir en su habitat
en respuesta a los cambios en el medio ambiente (Pigliucci, 1996). Estos ajustes proveen
al organismo de una plasticidad fisiolégica y conductual ante condiciones ambientales
fluctuantes, que en el contexto del aumento de la temperatura del océano pueden ser
especialmente importantes para explicar la distribucién de los ectotermos marinos
(Buckley et al., 2001). Ante un ambiente térmico heterogéneo, los ectotermos marinos
tienen cierto control sobre su temperatura corporal mediante la capacidad de
desplazamiento. Los individuos pueden detectar y responder a la temperatura del agua,
evitando temperaturas extremas y desplazandose hacia aquéllas donde el crecimiento, la
reproduccioén y la condicion general de salud se encuentren optimizados (Crawshaw, 1977;
Beitinger y Fitzpatrick, 1979; Ward et al.,, 2010). En la tentativa de mantener la
temperatura corporal dentro de intervalos preferidos aunque estrechos, muchos
ectotermos pueden alterar el tiempo dedicado a la actividad, la eleccién de habitat o la
postura que adoptan, de tal forma que eso les permita incrementar el tiempo transcurrido
a temperaturas fisiolégicamente dptimas. Con este comportamiento termo-regulador, las
especies son capaces de alcanzar un alto desempefio y eficacia en el uso de la energia
(Anderson et al., 2007; Cadena y Tattersall, 2009). La conducta termorreguladora ha sido
bien documentada en muchas especies y diferentes taxa (Beitinger y Fitzpatrick, 1979;

Bennett y Beitinger, 1997; Bicego et al., 2007; Reyes et al., 2011).

Considerando lo anterior, el intervalo de temperatura en el que los organismos se
congregan y pasan la mayor cantidad de tiempo ha sido operativamente definido como el
preferendum térmico (Reynolds y Casterlin, 1979). El preferendum térmico es un
parametro individual, y aunque constituye una respuesta especifica de cada especie,
puede variar de acuerdo a la edad, peso, disponibilidad de comida, estacién, calidad de
agua, intensidad de luz, o por factores denso-dependientes como la competencia o la

presencia de patégenos (Wedemeyer et al., 1999). La zona de preferencia térmica puede
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ser representada como un intervalo de valores con una medida de tendencia central, una

de dispersidn, y una de sesgo (Reynolds y Casterlin, 1979).

Es comun que la preferencia térmica aguda (que se verifica en un periodo < 2 h
inmediatamente después de ser expuesto a un gradiente térmico) se vea influenciada por
la temperatura de aclimatacion inmediata anterior. Pero, se considera que el preferendum
final de un individuo es “la temperatura alrededor de la cual todos los individuos de una
especie ultimadamente se congregan independientemente de la experiencia térmica
antes de haber sido expuestos al gradiente” (Fry, 1947). La representacion grafica de
dicho preferendum es el punto en el cual se igualan la temperatura de aclimataciéon y
aquélla que los individuos seleccionan después de 24 h de haber sido colocados en un

gradiente térmico.

Fry (1947), propuso dos métodos para medir el preferéndum térmico (agudo y
gravitacional) y ambos usan un gradiente de temperatura para que el individuo sea
registrado en la zona con la temperatura de su eleccion. Con el agudo, la temperatura
escogida es determinada durante las primeras 2 h a partir de la inmersion del organismo
en el gradiente de temperatura. Con el método gravitacional, se obtiene el preferendum
final, considerado hasta que el organismo ha tenido tiempo suficiente (generalmente 24
h) para avanzar hacia la regiéon de su preferencia térmica (Gonzdlez et al., 2010).
Actualmente muchos trabajos sobre preferéndum térmico son determinados mediante
ambos métodos (agudo y gravitacional) siguiendo lo descrito por Reynolds y Casterlin

(1979).

Diaz et al., (2006), han usado el gradiente horizontal para realizar las mediciones
de preferencia térmica en diversos organismos acuaticos. Siguiendo los métodos descritos
por estos autores, se realizd un estudio sobre la preferencia térmica de juveniles de H.
erectus aclimatados a 18 y 30°C durante 6 meses (Huipe-Zamora, 2015). En ese estudio se
reporté que una temperatura de aclimatacién previa no alteraba la temperatura que los
caballitos preferian al ser introducidos en un gradiente térmico horizontal. Tanto los

caballitos aclimatados a la temperatura baja como la alta, seleccionaron una temperatura



11

en el gradiente de 25.4 + 0.9 °C (media * IC 95%). Posteriormente, estos organismos
fueron re-aclimatados a 18°C (baja, B) y 30°C (alta, A) durante 4 meses mas, dando como
resultado 4 combinaciones de aclimataciéon: BB, BA, AA, AB en un total de 10 meses. Una
vez mas, la temperatura final en el gradiente que escogieron los caballitos en el gradiente
fue estimada en 25.7 £ 0.9 °C, independientemente de los tratamientos de aclimatacién
previos. Estos resultados sugieren que la temperatura de aclimatacion tiene poca
influencia en el preferéndum térmico de H. erectus, y que dada una opcién, estos
caballitos escogen congregarse en zonas con una temperatura entre 25 y 26°C. Cabe
sefialar, sin embargo que la aclimatacidon en este estudio consistié en una exposicién a
temperaturas distintas, pero siempre constantes, y aun se desconoce el efecto que
tendria una aclimatacién escalonada sobre la respuesta de preferencia térmica en esta

especie.

Temperatura critica y zona de tolerancia térmica.

En términos fisiolégicos, las respuestas a la temperatura se han caracterizado
histéricamente como de preferencia, tolerancia y resistencia (Jobling, 1981). La
temperatura critica maxima o minima (TCM), fue definida como una medida de la
tolerancia térmica, y es un término que involucra los propios métodos para medir los
parametros que el concepto encierra. La definicion de este concepto avanzado fue
desarrollada por Cox (1974) como “la media aritmética de puntos térmicos colectivos, en
los cuales la actividad locomotora se vuelve desorganizada y el organismo pierde la
habilidad para escapar de condiciones que pueden provocar su muerte”. La TCM no es un
equivalente de la temperatura letal incipiente (TLI), que constituye otra medida de
tolerancia térmica entre los ectotermos elaborada de forma independiente a partir de los
estudios de Fry (1947), Hart (1952) y Brett (1944, 1952). Ambas, la TCM y TLI son
cuantitativamente expresadas como temperatura; ambas son determinadas
experimentalmente con organismos aclimatados a una temperatura previa de
aclimatacién; y ambas involucran tiempo y temperatura como variables registradas. Sin

embargo, la TCM requiere de un cambio progresivo de temperaturas por arriba o por
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debajo de la temperatura de aclimatacidon, hasta que se presente una respuesta de
desorganizacion fisioldgica. En este caso se trata de una exposicidén a una temperatura que
cambia a una tasa constante, lo suficientemente rdpida como para no permitir que el
individuo se aclimate a la temperatura cambiante de su entorno, y con ello ponga en
marcha mecanismos de termorregulacion de respuesta inmediata. En contraste, el
método para establecer la TLI requiere de un cambio abrupto de temperatura por arriba o
debajo de la temperatura de aclimatacién, hasta que la respuesta letal ocurra. En ambos
casos el tiempo de respuesta y temperatura son registrados. La pérdida de equilibrio, la
desorientacidn, asi como conductas tipicas de respuesta al estrés son usuales en pruebas
de TCM, mientras que en pruebas de TLI usualmente el punto final es la muerte (Becker y

Genoway, 1979).

Se ha reportado que los ectotermos acudticos realizan ajustes metabdlicos en
respuesta al cambio de temperatura pues de estos depende la forma en que los animales
compensan las demandas de energia provocados por las alteraciones térmicas (Clarke,
1980). En los trabajos mas recientes de biologia térmica, se ha revelado que la
temperatura ambiental no solo influye en la tasa metabdlica total en organismos
acuaticos, sino que también afecta significativamente la regulacién del metabolismo
induciendo la anaerobiosis incluso en aguas con saturacién de oxigeno (Portner et al.,
2001). Cuando la capacidad de entrega de oxigeno coincide con el alcance aerdbico
maximo se puede definir el éptimo térmico. Por fuera de este dptimo la supervivencia
Unicamente es limitada por el tiempo, pues en esa condicidon los animales deben
desplegar mecanismos de proteccidn molecular que les permite amortiguar el exceso de
radicales libres de oxigeno en presencia de un incremento del metabolismo anaerobio. A
este intervalo de temperatura se le ha denominado "pejus" lo cual ha sido interpretado
como una condicién de transicidon entre el éptimo y el umbral que finalmente conduciran
a la muerte. Por fuera del pejus, el tiempo que los animales pueden tolerar es un intervalo
gue se estrecha, provocando la intervencién de moléculas que participan en la reparacion
de otras, como las proteinas de shock térmico que participan en la reparacién del ADN

(Portner, 2001). El concepto de “oxygen- and capacity -limited thermal tolerance”, OLTT;
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(Portner, 2010) sugiere que en extremos de temperatura (alta y baja), la funcién
respiratoria y cardiovascular son sub-éptimas, y pueden dar como resultado hipoxemia
sistematica, que al reducir el alcance aerébico compromete el bienestar del organismo. En
este contexto es evidente que el tiempo de exposicidon tiene un papel fundamental en la

determinacion de la tolerancia térmica.

Dado que la historia térmica previa de un individuo influye en su respuesta ante los
cambios en la temperatura, los limites de tolerancia térmica son establecidos mediante las
temperaturas criticas (alta: TCMax y baja: TCMin) de organismos mantenidos a distintas
temperaturas de aclimatacién. Estos pardmetros constituyen los limites, a partir de los
cuales los individuos expuestos a alteraciones térmicas progresivas y rdapidas
experimentan alteraciones en algunas de sus funciones fisioldgicas las cuales no deben ser
afectadas en forma irreversible. Mas allad de las TCM se encuentra la zona de resistencia
térmica cuyos limites son la muerte. Asimismo, dichos pardmetros sirven para definir el
poligono o ventana térmica, que a su vez proporciona informacién sobre las capacidades
fisioldgicas, distribucion y biogeografia de la especias (Portner y Knust, 2007) y sobre su

posible plasticidad frente al cambio climatico (Sorte, 2011).

En sus trabajos de los afos 1940, Fry y sus colegas utilizaron valores altos y bajos
de tolerancia térmica para crear los primeros poligonos o ventanas térmicas, a partir de
representaciones graficas que evaltan el nicho térmico de un organismo. Los primeros
poligonos fueron construidos usando la TLI (Fry et al., 1947). Ademds de que estas
mediciones eran relativamente poco precisas, requerian un gran nimero de organismos y
equipo que no era facil de conseguir en los afios 50's. Hoy en dia, las mediciones de TCM
han reemplazado en gran medida las de TLI para la determinacién de las ventanas en
peces (Lutterschmidt y Hutchison, 1997; Beitinger et al., 2000), debido a que la logistica y
el cuidado animal son menores. Las pruebas de temperatura critica actuales, requieren
pocos peces, menos equipo y proveen una medicién rapida y no letal (Eme y Bennett,

2009).
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Una de las ventajas de las ventanas térmicas es que revelan informacién ecoldgica
importante de los organismos, que permiten explicar parcialmente su distribucién vy
abundancia. Estos poligonos han sido usados para identificar estrategias de supervivencia
relacionadas con la temperatura (Bennett y Beitinger, 1997), predecir la propagacion de
especies exoticas (Bennett et al., 1997), y cuantificar el nicho térmico de especies
amenazadas (Walsh et al.,, 1998). La utilidad de los poligonos térmicos radica en su
capacidad para proporcionar mas informacion de la que los puntos de tolerancia
reflejarian por si solos. El area de la ventana generalmente se reporta como °C? y provee
un conveniente y Util indice euritérmico para la comparacion entre especies. Los poligonos
definen las zonas de tolerancia térmica intrinseca, es decir, la tolerancia independiente de
una historia previa de aclimatacién térmica; pero también permiten determinar la parte
superior e inferior de zonas de tolerancia adquirida a través de la aclimatacion (Beitinger y

Bennett, 2000).

En el caso de H. erectus un trabajo realizado por Amaral (2013) con juveniles
aclimatados a 18° y 30°C revelé una temperatura maxima letal de 35.4 + 0.5°Cy 38.7
0.5°C respectivamente. Sin embargo, no fue posible determinar la temperatura minima
letal ya que los organismos aclimatados a 18 y 30°C entraron en un estado de letargo a los
4.7 +0.7°Cy 7.8 + 0.7°C, respectivamente, sin llegar a la muerte. En este mismo estudio,
se observé que juveniles llevados a temperaturas de hasta 3.5 °C por arriba de la
TCM4éxima y 7.5 °C por debajo de la TCMinima (a razén de 1°C/minuto, sin alcanzar ni la
letal ni la de letargo, en cada caso), presentaron una sobrevivencia y tasas de crecimiento
estadisticamente similares a aquellos individuos que no habian sido expuestos a cambios
térmicos agudos (control). Esto llevd al autor a concluir que H. erectus presenta una zona
de tolerancia térmica amplia, con una gran capacidad para recuperarse de la exposicién
corta en duracion, pero aguda, tanto a altas como a bajas temperaturas sin menoscabo
del desempefio medido en procesos fisiolégicos importantes que derivan en la

acumulacion de biomasa.

El dnico efecto térmico significativo en el estudio de Amaral (2013), sin embargo,

estuvo asociado a la temperatura de aclimatacién, ya que los juveniles aclimatados a 30°C
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tuvieron tasas de crecimiento menores que aquellos aclimatados a 18°C. Estos resultados
sugieren que los juveniles de H. erectus tiene gran capacidad de respuesta a eventos
térmicos agudos, pero que ante una condicidn térmica elevada y constante puede verse
disminuida su tasa de crecimiento. Las especies que ocupan ambientes térmicos variables
cuentan con una plasticidad fenotipica con valor adaptativo, dichas especies poseen
limites térmicos superiores altos, menor plasticidad en altas temperaturas, altas tasas
metabdlicas asi como alta plasticidad metabdlica (Magozzi y Calosi, 2014). La plasticidad
metabdlica registrada en una especie (CAAM), definida como la proporcién de flujo de
energia que queda disponible después de cubrir los costos de mantenimiento basales de
un organismo (Sokolova et al.,, 2012), es la responsable de asegurar el suministro de
energia suficiente para satisfacer las demandas en los tejidos dentro de un rango de
temperatura (Pértner, 2010). La teoria menciona que el campo aerdbico de actividad
metabdlica (CAAM) y la temperatura poseen una relacién tal que cada especie se ha
adaptado para alcanzar los valores maximos de CAAM de un intervalo de temperaturas
dentro del éptimo. Con el aumento (o disminucién) de la temperatura, el CAAM es
mantenido a costa del incremento en el suministro de oxigeno hasta alcanzar el umbral
"pejus", después de este punto la tolerancia depende exclusivamente del tiempo de

exposicién a la temperatura (P6rtner, 2010).

Balance energético y crecimiento.

La seleccion natural favorece aquellos individuos que utilizan la energia
eficientemente, crecen rdpido y se reproducen exitosamente (Portner et al., 2005). Los
niveles en los que estos procesos operan son interdependientes, ya que todos ellos
utilizan una parte de la energia fisiolégicamente disponible. Por lo tanto, el crecimiento y
éxito reproductivo de un organismo dependen del recambio energético (i. e. adquisicién y
uso de la energia fisiolégicamente disponible), y estan fuertemente influenciados por la

temperatura y su variabilidad (Poértner y Farrell, 2008).

De acuerdo con Lucas (1993), la energia puede ser definida como la cuantificacién

del intercambio y transformaciones de energia y materia entre el organismo y su
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ambiente. Existen trabajos donde se hace uso del balance energético (BE) como
herramienta para evaluar efectos como el de la temperatura, Sokolova et al., (2012)
propuso integrar el balance energético (alcance aerdbico de crecimiento, reproduccién,
energia disponible en tejidos, tasa metabdlica en depresion y compensacion ante la
anaerobiosis), para determinar los limites de tolerancia y adaptacién al estrés incluido el
térmico. Magozzi y Calosi (2014) también integran el desempefio metabdlico junto con la
tolerancia térmica y la plasticidad fisiolégica, para elaborar mejores predicciones sobre la
vulnerabilidad de las especies ante los efectos crénicos del aumento de la temperatura en

el océano.

Como parte esencial del BE, los cambios en las tasas metabdlicas han sido usados
como una herramienta para determinar el impacto de diversos factores ambientales que
experimentan los organismos tales como la temperatura, salinidad o exposicién a
contaminantes. Dicha tasa nos permite determinar los costos energéticos que tienen
sobre el organismo (Stern et al., 1984; Lemos et al., 2001; Altinok y Grizzle, 2003; Manush
et al., 2004; Brougher et al., 2005; Bricefio-Jacques et al., 2010; Garcia-Garrido et al.,
2011; Noyola et al., 2013). La tasa metabdlica, medida a través del consumo de oxigeno
(VO,), esta intimamente asociada con el trabajo metabdlico y el flujo de energia que el
organismo puede usar para los mecanismos de control homeostatico (Salvato et al., 2001;
Das et al., 2005). Hasta el momento sélo existen algunos resultados preliminares sobre los
cambios en la tasa metabdlica de juveniles de H. erectus sujetos a distintos tratamientos
térmicos (Huipe-Zamora, 2015), donde parece existir un incremento en la tasa metabdlica
de juveniles H. erectus que fueron expuestos a temperaturas de 30°C por periodos de un
mes, pese a esto, cuando los organismos permanecieron por un periodo mas largo (6
meses) a esta misma temperatura se observaron signos de depresién metabdlica, dichos
resultados sugieren que mantener a los organismos por periodos muy prolongados bajo

esta temperatura puede ocasionar la muerte de los organismos (Huipe-Zamora, 2015).

En el contexto de la acuicultura, se han realizado muchos trabajos de evaluacion de
crecimiento en funcion de la temperatura en caballitos de mar. Wong y Benzie (2003)

evaluaron el efecto de la alimentacion, densidad de cultivo, niveles de luz y la
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temperatura, en el crecimiento de juveniles de H. whitei. Ellos encontraron que las tasas
de crecimiento en peces cultivados durante 3 meses se incrementé de 0.14 mm/dl'a'1 a
17°C hasta 0.26 mm/dia® a 26°C. Sin embargo, observaron que varios indices de la
condicién corporal se redujeron con el incremento de temperatura, posiblemente como
resultado del incremento de tasas metabdlicas a altas temperaturas. Estos autores

reportaron que la temperatura éptima para la reproduccién fue a los 20°C.

Por otra parte, Sheng et al., (2006) encontraron que las tasas de ingestién de
alimento de juveniles tempranos de H. trimaculatus dependieron significativamente de la
temperatura del agua, con un maximo registrado en la tasa de alimentacién a 26°C. Planas
et al. (2012) evaluaron los efectos de la temperatura en el desarrollo y sobrevivencia de H.
guttulatus con 30 dias de nacidos, y concluyeron que las temperaturas entre 19-20°C son
las recomendadas para el cultivo de esta especie en cautiverio. Quiang Lin et al., (2007)
encontraron que el tiempo de incubacién en H. kuda es mas corto y la velocidad de
liberacion de juveniles al nacer aumenta, conforme aumenta la temperatura. Estos
autores (Quiang Lin et al.,, 2006) también evaluaron el efecto de la variacién de la
temperatura sobre el desarrollo gonadal y la eficiencia de reproduccién, y concluyeron

gue la temperatura optima fue de 28°C.

Actualmente se sabe mucho sobre los efectos de la aclimatacién a temperaturas
constantes en cuanto a la tolerancia térmica en un gran nimero de ectotermos marinos,
pero se sabe muy poco sobre el efecto de la aclimatacion de forma gradual sobre los
principales indicadores de las respuestas fisioldgicas y conductuales que describen la
tolerancia térmica de los organismos. Tomando en cuenta las caracteristicas de los
singnatidos del género Hippocampus (poca movilidad, amplia distribucién geografica etc.)
se ha considerado que, el caballito de mar H. erectus es un buen modelo para examinar

los efectos de los cambios graduales de temperatura.

En este contexto surge la siguiente pregunta de investigacion: ¢lLa fisiologia

energética, la preferencia térmica, y el crecimiento de los juveniles de H. erectus cambian
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dependiendo de los escenarios de temperatura de aclimatacion: i) temperatura alta y

constante, y ii) temperatura que se incrementa de forma gradual?.

Hipétesis.

Dado que la temperatura de aclimatacion tiene un efecto, en la tolerancia, resistencia y
preferencia térmica, que afecta el recambio de energia y el crecimiento de los individuos,
y que esta influencia, depende tanto de la temperatura como del tiempo de exposicion. Se
espera que los juveniles de H. erectus exhibirdn variaciones en su preferencia térmica,
balance energético, y crecimiento, dependiendo de dos escenarios de temperatura de
aclimatacién: i) temperatura alta y constante, y ii) temperatura que se incrementa de

forma gradual.

Objetivos.

General
Evaluar el efecto del cambio gradual de la temperatura de aclimatacion en la preferencia

térmica, balance energético y crecimiento de Hippocampus erectus.

Particulares
e Evaluar el consumo de oxigeno (VO,), tasa de ingestion (Tl), incremento de calor

aparente (ICA), preferencia térmica en un gradiente horizontal, temperatura critica
maxima (TCMax) y porcentaje de supervivencia en juveniles de H. erectus frente a
distintos escenarios de temperatura de aclimatacién: temperatura alta y constante
vs. temperatura que se incrementa de forma gradual.

e Determinar la tasa de crecimiento de juveniles H. erectus ante distintos escenarios
de temperatura de aclimatacion: temperatura alta y constante vs. temperatura

gue se incrementa de forma gradual.
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Materiales y Métodos.

Obtencion y mantenimiento de los organismos.

Los juveniles de H. erectus fueron obtenidos a partir de adultos reproductores
capturados directamente de la laguna Chelem, Yucatan, México (21°15°47”N y 89°43°40”
W; permiso SGPA/DGVS/12741/13), y criados desde su nacimiento en condiciones de
laboratorio. Durante los primeros 0-20 dias de nacidos (crias) fueron alimentados con
nauplios de Artemia salina salina enriquecida con DHA-protein-Selco MR (Hilomen-Garcia,
2003; Quintas et al., 2007) y mantenidos en acuarios de acrilico de 20L con una densidad
de cultivo de 1.25 ind/L (Alexandre, 2009). A partir del dia 20 y hasta el dia 60 (etapa
juvenil) fueron alimentados con metanauplios de Artemia salina salina enriquecida. De
esta manera fueron obtenidas y criadas 3 camadas de juveniles provenientes de 3
machos, y que fueron agrupadas de acuerdo a su edad en Grupo 1 (nacidas entre octubre
y noviembre de 2013) y Grupo 2 (nacidas entre mayo y junio de 2014). A partir de este
momento el Grupo 1 (peso humedo inicial de 1.96 + 0.17g) fue alimentado con Artemia
salina salina adulta congelada y enriquecida (PROAQUA) tres veces al dia durante 45 dias.
El Grupo 2 (peso inicial de 0.92 + 0.05 g), fue alimentado tres veces al dia con una mezcla
de 75% Artemia salina salina adulta cultivada en el Area de Alimento Vivo de la Unidad
Académica Sisal (enriquecida como se describe anteriormente) y 25% anfipodos
congelados (Elasmopus pectenicrus) cosechados a partir de estanques del Programa Pulpo
de la misma unidad, durante 30 dias. En el caso de ambos grupos, al final del dia, los
restos de alimento no consumido y las heces eran eliminadas mediante un sifén, siguiendo
las recomendaciones de higiene y limpieza de otros autores (Planas et al., 2008; Faleiro et

al., 2008).

Se llevaron a cabo dos experimentos, uno con cada grupo de organismos,
utilizando los mismos métodos. Las diferencias entre cada experimento fueron: la fecha
en que se realizaron, el peso (edad) de los organismos al inicio del experimento y el tipo
de alimento que habia sido suministrado durante el experimento. Los organismos fueron

alojados en tres sistemas de acuarios independientes, cada uno con 5 unidades de vidrio
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(6 mm de espesor de hoja) 30 x 50 x 70 cm (ancho, largo y alto). Dichos acuarios formaban
parte de un sistema cerrado de recirculacion, conectados a un reservorio de 150L con
agua de mar filtrada. Los recambios de agua del sistema se realizaron de acuerdo con las
mediciones de los niveles de nitritos y amonio realizadas quincenalmente con la ayuda de
un kit de medicion comercial (RED SEA®). Para ambos experimentos los juveniles se
mantuvieron desde su nacimiento y hasta el inicio de los experimentos a una temperatura
de 25 £ 0.5 °C, de tal manera que ningun individuo tuvo antecedentes térmicos fuera de
este intervalo. Durante todo el periodo de cria y hasta el final del experimento, el
fotoperiodo se mantuvo en 12 h oscuridad, 1 h media luz, 10 h de luminosidad total y 1 h
de media luz. Tanto este fotoperiodo, como los pardmetros fisico-quimicos del agua
fueron los recomendados para el cultivo de juveniles y recién nacidos de H. erectus

(Quiang et al., 2008).

Periodo de preparacion.

Para cada experimento se emplearon un total de 135 juveniles de H. erectus que
fueron separados aleatoria y equitativamente en tres sistemas de recirculacion (sistemas
A, By C, con las caracteristicas mencionados anteriormente) a razén de 45 organismos por
sistema (9 organismos/pecera). En el sistema A, se incrementé de temperatura desde
25°C hasta 30°C a razén de 1°C por dia (durante 5 dias). Para elevar la temperatura se
utilizaron dos calentadores sumergibles (BioPro H-100) de 300 watts cada uno,
directamente en el reservorio del sistema de recirculacion. Los sistemas B y C se
mantuvieron con la temperatura en 25°C constante durante los 5 dias en que se llevd a

cabo el aumento de temperatura en el sistema A.

Periodo de exposicion

Inmediatamente después del periodo de preparacién y antes de comenzar el de
exposicién, se llevé a cabo el registro del peso inicial (OAHUS Scout Il SC200) de todos los

organismos, asi como el marcaje individual utilizando cuentas de plastico de colores
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atadas con un monofilamento de nylon (3 mm de grosor) alrededor del cuello de los
caballitos de mar. Este procedimiento de marcado no altera el comportamiento o la salud
del caballito de mar (Vincent y Sadler, 1995; Jiménez-Garcia, 2011; Mufioz Arroyo, 2012).
A partir de entonces, los caballitos de los distintos sistemas fueron sometidos a un
periodo de exposicidn térmica con base en los tratamientos térmicos y cuya nomenclatura

es la siguiente:

l. Tratamiento 30°C constante (30-C): Los caballitos del sistema A, fueron

mantenidos a una temperatura de 30°C constante durante 30 dias.

1. Tratamiento Rampa (Rampa): Los caballitos del sistema B, fueron expuestos

a un incremento térmico a razén de 1°C cada 5 dias desde los 25°C hasta
llegar a los 30°C (a lo largo de 30 dias en total).

1. Tratamiento 25°C constante (25-C): Los caballitos del sistema C, fueron

mantenidos a una temperatura de 25°C constante, durante los mismos 30

dias.

Para garantizar el aumento de temperatura de manera gradual dentro del
tratamiento Rampa, se utilizaron dos calentadores sumergibles (BioPro H-100) de 300

watts y un enfriador (Resun CL-600).

Pruebas de valoracion del desempeio bajo los distintos escenarios de exposicion a la
temperatura.

Sobrevivencia y crecimiento

El porcentaje de sobrevivencia se estimd considerando la totalidad el periodo
experimental, desde el inicio del periodo de exposicion hasta el comienzo de las pruebas
que se describen a continuacidon (30 dias). Esto se hizo mediante el registro de las

mortandades por pecera y tratamiento cada 5 dias.
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La tasa de crecimiento relativa diaria (TCE% dia™) se calculé de la siguiente

manera:

InPf — InPi
(n ft n l>100

TCE% =

Donde In es el logaritmo natural, pf es el peso final, pi es el peso inicial, t es la
cantidad de tiempo (dias) transcurridos desde el inicio del periodo de exposicidn y hasta el

inicio de las pruebas (30 dias después).

Preferencia térmica en un gradiente horizontal.

Para conocer el efecto del tratamiento térmico previo en la preferencia térmica de
juveniles de H. erectus se empled el método agudo descrito por Reynolds y Casterlin
(1979), en un gradiente horizontal térmico (GHT) como el descrito por Diaz et al. (2006). El
gradiente consistié en un tubo de PVC de 400cm de largo y 20 cm de didmetro, con 20
segmentos virtuales de 20 cm cada uno (Imagen 1). En el centro de cada segmento se
encontraba una rafia trenzada para que los organismos pudieran sujetarse del segmento
de su eleccién. La profundidad de la columna de agua dentro del tubo fue de 15 cm. Con
un enfriador (PolyScience FT25) en un extremo y un calentador (MOELLER) de 1200 W
hacia el otro extremo, se mantuvo el intervalo de temperatura dentro del tubo desde 20 +
1.5°C en un extremo hasta 35 t+ 1.2°C en el otro extremo. El tubo contaba con una
manguera de aireacion a todo su largo para evitar la estratificacion de la temperatura en
la columna de agua, y que a su vez ayudd a mantener el gradiente térmico entre 20y 35°C

con incrementos de 1°C cada 17 cm, aproximadamente.

En cada experimento, 10 organismos fueron seleccionados al azar de cada sistema,
representando cada uno de los tratamientos térmicos experimentales (un total de 30
organismos). Las pruebas de gradiente consistieron en introducir a los caballitos
individualmente en el segmento virtual del gradiente cuya temperatura era lo mas similar

a la temperatura de aclimatacién de la cual provenian, y registrar el intervalo de su
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posicion final en el mismo. Asi mismo, se registré la temperatura del agua tanto del
intervalo de entrada al gradiente como el de la posicion final mediante un termémetro
digital (Cooper DPP400W = 1°C). El criterio para definir la posicidn final de un individuo en
el GHT fue establecido a partir de pruebas preliminares, en las que se observd que la
seleccidn del intervalo no varia marcadamente en un lapso de entre 10 y 30 minutos, tal y

como fue observado previamente (Huipe-Zamora, 2015).

Con la finalidad de descartar la posibilidad de que los caballitos estuviesen
seleccionando una zona del GHT por motivos distintos a la temperatura del agua, se
realizaron pruebas con los mismos individuos utilizados anteriormente (control). En este
caso cada organismo era introducido en el mismo segmento del tubo que en la prueba de
gradiente, pero el tubo contenia agua a la misma temperatura del sistema de donde
provenian: a 30°C los individuos del sistema Ay B, y a 25°C el sistema C. El intervalo final
elegido por cada individuo fue registrado de la misma manera que en las pruebas de
gradiente, y la temperatura del agua medida en cada caso (sélo para corroborar la
constancia en la temperatura). Con la finalidad de evitar cualquier interferencia con el
alimento (Rosas, 2003), los caballitos de mar no fueron alimentados 24 horas antes de
realizar las pruebas de preferencia térmica. Asimismo, para evitar un potencial efecto de
la posicidn relativa del gradiente en el laboratorio sobre la eleccién del segmento, en el
caso del Experimento 1 el extremo frio se mantuvo del lado izquierdo del gradiente,

mientras que en el Experimento 2 se mantuvo del lado derecho.

Imagen 1. Gradiente horizontal térmico (GHT) empleado para conocer la preferencia
térmica de juveniles de H. erectus.
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Temperatura critica mdxima (TCMax).

Para conocer el efecto del tratamiento térmico previo en la TCMax de juveniles de
H. erectus, se utilizé un acuario de vidrio con 25 L de agua de mar que funcioné como
bafio termorregulador (Imagen 2). Este contaba con una piedra aireadora para mantener
el oxigeno disponible y una cabeza de poder (Boyu SP1800, 1100 L/h) para hacer recircular
el agua y evitar la estratificacion de temperatura. En un extremo del acuario y separado
por una malla de plastico, se introdujo un calentador de inmersién de 1000 W cuya
finalidad era incrementar la temperatura del agua a una tasa de 1°C min* siguiendo la
metodologia de Lutterschmidt y Hutchison (1997). Con la finalidad de proveer a los
juveniles de H. erectus de estructuras de sujecidon se introdujeron 4 rafias trenzadas

similares a las utilizadas durante el mantenimiento de los individuos experimentales.

Imagen 2. Dispositivo empleado para conocer la temperatura critica mdxima de juveniles
de H. erectus. (Foto: Lépez Ripoll E.).

En cada experimento se emplearon un total de 16 juveniles de H. erectus
seleccionados al azar provenientes de cada tratamiento térmico, de los cuales 8 fueron
utilizados para las determinaciones de la TCMax y 8 fueron sometidos a la misma
manipulacioén, pero la temperatura del bafio térmico se mantuvo constante (control). La

observacion e identificacién de las conductas de respuesta al incremento térmico se
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basaron en lo descrito por Amaral (2013) para la misma especie e intervalos térmicos

(Tabla 1).

Tabla 1. Descripcién de los comportamientos presentados (y la temperatura promedio *
desviacién estandar; n=6) por juveniles de H. erectus aclimatados a temperatura
constante de 18 y 30°C durante un mes al ser expuestos a un incremento térmico de 1°C
por minuto (Amaral, 2013).

Aclimatacion 18° C Aclimatacion 30 °C
Fase T°C DESCRIPCION T.°C Fase
promedio promedio

-Organismo  quieto o con poca actividad en la
columna de agua.

-Agarrado o suelto de alguna estnuctura.

-Nado erecto o eventualmente de cabeza (poco 30°C
frecuente).

-Se mantiene en el fondo franquilo.

Estable. (E) 18°C Estable. (E)

-Nado mas activo en la columna de agua.

-Se agarra o se suelta con mas frecuencia.

-Estira yfo enrosca la cola.

-3¢ mantiene de cabeza agamado o suelto
pudiendo volverse a incorporar.

Estrés. (Es)

Estrés. (Es) 25°C+09 327'C+08

-Mantiene la cabeza y hocico hacia abajo de forma

Hocico abajo sin ermanente. . L
Incorporaf’se. 29°C + 1.9 E)NadO sin coordinacion aparente en la columna de Hﬁ%g?p%?g'rges n
(HAI) . agua. . 33.7°Cx08 (HAI) ’
-Respiracion agitada.
-Encorva o rige el cuerpo, cola enroscada o suelta.
-Espasmos o esfremecimientos musculares en
todo el cuerpo débil o fuerte.
c _ 331°C 1 -Nada sin coordinacién alguna en la columna de Convulsiones.
onvulsiones. 14 agua. ) 36.9°C £ 12 (©)
(C) ! -Respiracion muy agitada (hiperventila). i ’

-Se agarra de cualquier estructura, erecto o de
cabeza. Recostado en el fondo.

-Cese de la respiracion.
354°C+ |-Cuempo totalmente rigido.

05 -Cola totalmente enroscada.
-Boca abierta.

Muerte. (M) 38.7°C+05 | Muerte. (M)

Las pruebas de TCMax consistieron en introducir simultaneamente a 2 juveniles de
H. erectus en el bafio con agua a la temperatura de cada tratamiento térmico
correspondiente, aumentar la temperatura 1°C miny registrar la conducta de respuesta
de cada uno conforme se daba el incremento térmico. En el instante en que cada
individuo por separado presento espasmos musculares, éste fue extraido del acuario y se
registro el tiempo transcurrido, asi como la temperatura final del agua con un termémetro
digital (Cooper DPP400W + 1°C). Los individuos fueron inmediatamente colocados dentro
de cdmaras respirométricas con agua a la temperatura del tratamiento térmico

correspondiente. Con la finalidad de evaluar la recuperacion de los caballitos a la
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exposicidon a la TCMax, se realizaron mediciones continuas de consumo de oxigeno (VO,)
durante las 12 horas posteriores mediante un oximetro de 10 canales (OXY 10 PreSens;

véase la descripcion detallada de este procedimiento mas delante).

Balance energético parcial.

La evaluacion del balance energético parcial se realizé Unicamente en los caballitos del

Experimento 2 y se llevd a cabo utilizando las ecuaciones de Lucas (1993):
I=H+N+R+P

Donde | es la energia obtenida del alimento, H es la energia perdida por excrecién fecal, N
es la energia perdida por excrecidon nitrogenada, R es la energia invertida en el
metabolismo respiratorio, P es la energia canalizada para la produccién de biomasa. Todos
los valores obtenidos fueron expresados en unidades de energia (joules g'1 peso seco dia”
1), Para este trabajo, el balance energético parcial se obtuvo a partir de los valores
obtenidos de la tasa de ingestion, la respiracidon (consumo de oxigeno) y la produccién de
biomasa obtenida del crecimiento de los caballitos de mar bajo los diferentes escenarios

de aclimatacion. La energia de asimilaciéon fue calculada como:
AS=R+P

La energia perdida en los productos de la excrecion nitrogenada y productos fecales no

fue objetivo de evaluacién para este trabajo.

Respiracion (R).

Para evaluar el efecto del tratamiento térmico previo sobre el balance energético
parcial de juveniles de H. erectus, 8 organismos elegidos al azar de cada tratamiento
fueron introducidos individualmente en cdmaras respirométricas de 250 de ml con agua
de mar a la temperatura del tratamiento del que procedian. Las cdmaras estaban
conectadas a un sistema de recirculacidon con un reservorio de 80 L impulsado por una

cabeza de poder (Resun SP2500, 1400 L/h), con la cual se mantuvo un flujo de entrada de
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agua de mar por camara de 1 ml/s. La temperatura del agua fue regulada por un

controlador térmico (Resun CW1000).

Los organismos fueron mantenidos dentro de las camaras respirometricas desde
las 7:00 pm para obtener el VO, basal o de reposo registrado cada minuto durante Ila
noche. A las 10:00 am del dia siguiente los caballitos fueron alimentados dentro de las
camaras respirométricas de manera correspondiente al alimento usado en cada grupo: en
el Experimento 1 se suministré Artemia salina adulta enriquecida y descongelada
(PROAQUA); para el Experimento 2 se suministré Artemia salina enriquecida y anfipodos
(75 y 25% respectivamente). El alimento se suministrd en una racién del 20% del peso
himedo del caballito de mar en una sola toma, de tal forma que la cantidad de alimento
suministrado correspondié a una sola toma de alimento diario en la crianza de los
caballitos de mar en el drea experimental. El VO, registrado durante cada minuto durante
las 8 horas siguientes de haber alimentado fue registrado mediante computadora. Todos
los caballitos estuvieron bajo ayuno durante 18-20 horas previo a los experimentos de
respirometria con el fin de evitar los efectos que pudiera tener la alimentacién en la tasa
respiratoria. El VO, se determind a partir de la diferencia entre la concentracion de
oxigeno registrado en la entrada y la salida de cada camara, y fue expresado como mg O,

gl h™? mediante la siguiente férmula:

VO, = (([02 mg/'—] entrada — [O2 mg/'—] salida) X qujo (L/h)) / peso (g)

Donde VO, es el consumo de oxigeno expresado en mg por hora por organismo; O, mg/L’
L ntrada €5 la concentracién de O, en el agua que entra a la cdmara respirométrica; O, mg/L
1 . , . sy . .

salida €S la concentracion de O, en el agua que sale de la cdmara respirométrica; el flujo
(L/h) es la corriente de agua a una velocidad conocida y el peso vivo es referente a los
organismos expresado en gramos. Se contd con una cdmara vacia (sin organismo), la cual
se introdujo alimento y sirvi6 como control de la respiraciéon por bacterias y algas

presentes en el agua del sistema respirométrico.
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Tasa de ingestion (I)

Al término de la prueba de VO,, los restos de alimento fueron retirados,
enjuagados con agua dulce y secados a 60°C durante 24 horas en una estufa de secado
(TERLAB). El procedimiento de secado se repitié durante tres dias continuos para obtener
el peso seco de la materia no ingerida con una balanza analitica (OAHUS Adventurer AR-
2140). La tasa de ingestion se determiné por la diferencia entre el peso seco conocido del
alimento proporcionado y el alimento seco residual obtenido dentro de las cadmaras
respirométricas. El alimento ingerido fue multiplicado por el contenido de energia del
alimento empleado para ambos experimentos: para el Experimento 1 correspondid a
23024 Jg'l; para el Experimento 2 correspondié a 20291 Jg'l. En ambos casos el alimento
ingerido fue expresado como joules g™ peso seco dia™. Para la conversion del peso seco se

considerd que los juveniles de H. erectus tuvieron un contenido de agua del 70%.

Incremento de calor aparente (ICA).

De acuerdo con Lucas (1993) el ICA puede ser definido como la cantidad de energia
necesaria para las transformaciones mecanicas y bioquimicas del alimento tanto durante
su ingestion como durante la digestiéon de contacto. El ICA fue evaluado a partir de las
mediciones del (VO,), y fue calculado como la diferencia entre el VO, maximo obtenido
después del alimento y la respiracién de rutina donde el organismo se encuentra en
reposo (Rosas et al., 2003). Para ello, los valores de consumo de O, fueron transformados
a sus equivalentes energéticos utilizando el coeficiente oxicaldérico de 13.6 mgO,

consumido Joule™y fue obtenido mediante la siguiente férmula.

ICA = Rmax — Rrut

Donde Rmax es la tasa respiratoria maxima obtenida después de la alimentacion y
Rrut la respiracidon de animales mantenidos en ayuno por 18-20 hora. La tasa respiratoria
fue convertida a valores por dia considerando las horas que los caballitos de mar pasaron

en condiciones de rutina, y el tiempo que les tomd alcanzar el pico de maxima actividad
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metabodlica posterior a la alimentacion (tomando en cuenta que los organismos son
alimentados 3 veces al dia). Esto permitid expresarla Rrut y Rmax como joules g'1 peso

seco dia™.

Produccion (P).

Para ambos experimentos se llevé un seguimiento individual de los peces a través
del tiempo desde el marcaje y hasta el final del periodo de exposicidén, de acuerdo a la
formula:

pf — pi

Biomasa = — - gdia-1

donde, pf es el peso final, pi es el peso inicial, t es el tiempo en dias. A esta biomasa
producida se le multiplicd por el factor de conversion de 14938 joules g de peso seco
obtenido mediante un andlisis calorimétrico de H. erectus realizado previamente (Rosas et
al., 2003). Esto permiti6 expresar los datos de produccién (P) como joules g™ peso seco

dia™.
Anadlisis estadistico de resultados.

La preferencia térmica fue analizada mediante pruebas de t de Student pareadas
en las que se comparod la temperatura del agua del segmento donde cada individuo era
liberado en el GHT con aquella registrada en el segmento elegido. Dado que los caballitos
fueron siempre liberados en zonas del GHT donde la temperatura fuese similar a la del
tratamiento de origen, de existir una diferencia entre ambas temperaturas (AT°C # 0), se
consideraba que los caballitos habian elegido una temperatura (preferida) diferente de la

gue provenian (temperatura de exposicion).

Para asegurar que no existia una influencia de las condiciones del GHT diferentes
de la temperatura sobre la eleccién del segmento (por ejemplo, que los caballitos no

permanecieran sedentarios en la entrada al GHT, o que no eligieran un segmento por
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estar mas alejado del ruido o la luz), se compararon visualmente la distribucién de los

individuos a lo largo del GHT en condicién de control y de gradiente.

Para determinar si existian diferencias entre las temperaturas elegidas por los
caballitos de los distintos tratamientos y experimentos, asi como entre los valores de
TCMax registrados en cada caso se utiliz6 un modelo de ANOVA que considerd el
‘tratamiento térmico’ como factor fijo (3 niveles: 25°C constante, Rampa de 25-30°C y
30°C constante) y el peso humedo (g) de los caballitos como co-variable en el disefio. Asi
mismo, se usé ‘experimento’ como factor aleatorio anidado (2 niveles: 1 y 2). La
introduccidn de estos términos en el modelo permitié hacer estimaciones precisas de las
medias de cada nivel del tratamiento térmico, asi como de la magnitud de sus diferencias.
Si el factor aleatorio ‘experimento’ y la co-variable peso no resultaban significativos, se
procedia a comparar las medias de los tres niveles de tratamientos mediante pruebas de
Tukey. Los resultados de las temperaturas elegidas en cada tratamiento térmico fueron
representados graficamente junto con la isoterma (linea donde la temperatura elegida y la
de exposicion previa o aclimatacién son iguales). El preferendum final fue considerado
como el punto en el eje de las abscisas donde ambas lineas se cruzan, y corresponde con

la media general de las temperaturas preferidas.

El consumo de oxigeno de rutina y maximo post-alimentario de los caballitos y la
tasa especifica de crecimiento fueron examinadas mediante un ANOVA similar al anterior,
pero con la diferencia de que el peso humedo no fue considerado como co-variable dado
gue ésta variable fue incorporada al realizar los célculos de consumo de oxigeno de los

individuos.

En todos los casos, se verificd que fuesen cumplidos los supuestos de los modelos
de ANOVA (normalidad, homogeneidad de las varianzas e independencia estadistica)

mediante la inspeccidn visual de los residuales (Zuur et al.,2007).
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Las diferencias en el balance energético de los caballitos sometidos a los distintos
tratamientos térmicos fueron examinadas mediante un analisis de coordenadas
principales (PCO) sobre la matriz de distancias euclidianas calculadas entre individuos
(Legendre y Legendre, 1998). Las variables de BE consideradas fueron produccién (P),
respiracion total (Rtot), y tasa de ingestion (1), medidas en joules g ps™ dia™. Previo al
analisis los valores fueron transformados (raiz cuadrada) y normalizados. Sobre la matriz
de disimilitudes se aplic6 un ANOVA multiple con permutaciones para distinguir entre
tratamientos térmicos (modelo de ANOVA de un factor fijo con tres niveles). Para ello se
utilizaron 9999 permutaciones de los residuales bajo el modelo reducido (Anderson 2001;

McArdle & Anderson 2001).

Resultados.

En general, los resultados mostraron que existi6 un efecto significativo del tipo de
aclimatacién en las respuestas de sobrevivencia, crecimiento, balance energético y
temperatura critica maxima de los juveniles de H. erectus. Durante el periodo de 30 dias
de exposicidn, se observé que los animales expuestos a la Rampa, mostraron respuestas

diferentes a los animales mantenidos en temperatura de 25-C y 30-C.

Sobrevivencia.

La sobrevivencia, calculada como el porcentaje de los individuos vivos al final del periodo
de exposicion (30 dias) fue similar cuando se compararon el experimento 1y el 2, lo que
permitid conjuntar los datos de ambos, tanto en el analisis como en su representacion

grafica.

La menor sobrevivencia se observd en los animales expuestos a 30-C, con un porcentaje
final de 73.6%. La mortandad de estos organismos comenzd a partir del dia 15 y fue
aumentando hasta el final de periodo de exposicion a la temperatura (dias 25-30). La
mayor sobrevivencia final fue registrada en el tratamiento Rampa seguido del tratamiento

25-C (97.7 y 94.2% respectivamente). Cabe resaltar que los caballitos del tratamiento 25-C
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empezaron a morir a partir del dia 15, mientras que en el tratamiento Rampa la

mortandad se empezd a registrar Unicamente a partir del dia 25 (Figura 1).
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Figura 1. Sobrevivencia (%) de juveniles H. erectus sometidos a tres tratamientos de
exposicion térmica 25°C constante, Rampa y 30°C constante por 30 dias, durante los
Experimentos 1y 2 (datos en conjunto).

Crecimiento.

Durante el Experimento 1, el cambio en biomasa a lo largo del tiempo (TCE% dia™*) fue en
decremento, y se registraron tasas negativas de crecimiento de los juveniles H. erectus en
todos los tratamientos por igual. Estos resultados, claramente indicaron que los
organismos de este experimento estuvieron en una condicion de estrés nutricional
independientemente de la temperatura, por lo que el efecto de la exposicion térmica en
el crecimiento Unicamente fue analizado en los caballitos del Experimento 2. En este caso,
el analisis estadistico mostré diferencias significativas entre los tratamientos térmicos (F =
19.9; p < 0.0001), con un menor crecimiento en los animales expuestos a 30-C (TCE% dia’
1= 0.48 + 0.32) comparado con aquel registrado en los organismos expuestos a la Rampa y

a 25-C (TCE% dia™=1.10+ 0.49y 1.05 + 0.41, respectivamente; P>0.05), (Figura 2).
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Figura 2. Tasa de crecimiento especifico (TCE% dia™) de juveniles H. erectus sometidos a
tres tratamientos de exposiciéon térmica (25°C constante, Rampa de 25-30°C y 30°C
constante por 30 dias) durante el experimento 2. Diagrama de caja con media (punto),
mediana (linea gruesa), ler y 3er cuartiles, desviacion estandar y valores atipicos.
Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

Preferencia térmica (PT).

Las pruebas de PT correspondientes al Experimento 1 y 2 mostraron que la distribucién de
los caballitos en el GHT en presencia de un gradiente térmico fue marcadamente mas
agregada que cuando los mismos individuos eran liberados en el GHT con una
temperatura constante (Figuras 3 y 4), indicando un efecto de la diferencia térmica en el

gradiente sobre la distribucion espacial de los caballitos. La prueba de t para muestras
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pareadas mostré que en ambos experimentos la temperatura registrada en el segmento
de salida (Exp 1: 28.4 + 2.6°C; Exp. 2: 27.6 + 0.8°C) de los caballitos del tratamiento 25-C
fue significativamente mayor que aquella registrada a su entrada en el GHT (Exp 1: 25 +
0.3°C; Exp 2: 25 + 0.2°C; Tabla 2), indicando que los H. erectus de 25-C eligieron una

temperatura consistentemente mayor que aquella a la que habian sido expuestos.

Tabla 2. Resultados de las pruebas de t de Student pareadas sobre la diferencia entre la
temperatura de salida y de entrada en un gradiente horizontal (preferencia térmica) de
juveniles de H. erectus sometidos a tres tratamientos de exposicion térmica: 25°C
constante, Rampa de 25-30°C y 30°C constante por 30 dias, durante los Experimentos 1y
2 (por separado); ns indica diferencias no significativas; ** indica p< 0.05.

25-Constante  Rampa (25-30°C) 30-Constante

Experimento 1 ok ns ns
Experimento 2 ok ok ns

En el caso del tratamiento de 30-C, la temperatura registrada en el segmento de salida
(Exp. 1: 29.9 + 1.8°C; Exp. 2: 29.3 £ 2°C) fue estadisticamente similar al de la entrada (Exp.
1: 30 + 0.1°C; Exp. 2: 30 + 0.2°C; Tabla 2). La evidencia de que los caballitos de este
tratamiento eligieron consistentemente la zona del GHT donde la temperatura era la de su
preferencia, y que ésta coincidid con la de su entrada, puede verse al comparar los
segmentos que estos mismos individuos eligieron en la condicidn control (temperatura

constante a lo largo de todo el GHT; Figuras 3 y 4).

Los caballitos provenientes del tratamiento de rampa fueron liberados en el GHT en aquel
segmento con temperatura cercana a los 30°C (temperatura a la estaban aclimatados
durante el ultimo periodo de 5 dias). De no haber un efecto de la gradualidad inherente al
tratamiento Rampa, se esperaria una respuesta similar en este tratamiento comparado
con la de los caballitos del tratamiento de 30-C. Mientras que ese fue el caso del
Experimento 1 (la temperatura de entrada 30°C + 0.1 y de salida 30°C *+ 2.4 fueron

similares), en el Experimento 2 la prueba de t encontrd que la temperatura elegida por los
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caballitos (28.3 + 0.9°C) fue significativamente menor que 30 + 0.3°C (Tabla 2). Cabe hacer
notar que en este Ultimo caso, los juveniles de H. erectus se trasladaron a la derecha en el
GHT por un maximo de 2 segmentos, y se congregaron en los segmentos 9 y 10 con una
dispersién particularmente baja, resultando asi en una diferencia que por ser significativa

no deja de ser minima.

A pesar de estas inconsistencias, el modelo de ANOVA para comparar la PT en H. erectus
provenientes de los distintos tratamientos y experimentos mostré que los resultados de
ambos experimentos fueron similares (L. ratio = 0.098; p = 0.7533), lo que permitié
analizarlos en conjunto. Este andlisis mostré que la PT de los caballitos estuvo
determinada por el tratamiento de exposicién térmica previo (F = 4.51; p< 0.05; Tabla 3).
Los individuos expuestos a 30-C eligieron una temperatura significativamente superior a la
elegida en 25-C y Rampa (t = 1.64; p< 0.001, Tabla 3), y los caballitos de éstos ultimos

eligieron temperaturas estadisticamente similares entre si (t = 0.93; p = 0.10; Figura 5).

Tabla 3. Preferencia térmica (°C) de juveniles de H. erectus sometidos a tres tratamientos
de exposicion térmica: 25°C constante, Rampa de 25-30°C y 30°C constante por 30 dias,
durante los Experimentos 1 y 2 (datos por separado y en conjunto). Valores promedio *
desviacidn estandar. Letras distintas indican diferencias significativas p< 0.05.

25°C-Constante Rampa (25-30°C) 30°C-Constante

Experimento 1

n 10 10 10
Promedio 28.4+2.7 30.0+£2.5 299+1.9
Experimento 2

n 10 9 10
Promedio 27.7+£0.9 28.3+0.9 29.3+2.0
Ambos experimentos

n 20 19 20
Promedio 27.8+0.3, 28.7+0.4, 29.4+0.3,

Al comparar los resultados de PT en su conjunto con la linea de isoterma (Figura 5), se
observa que el preferendum térmico final para los juveniles de H. erectus bajo estas

condiciones corresponde a 28.8°C. Este punto representa la media de todas las
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temperaturas elegidas, y tedricamente es el punto en el que la temperatura de

aclimatacién iguala la temperatura elegida.
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Experimento 1
Prueba gradiente 25 constante
20°C 35°C

123456 7 8 91011121314151617 1819 20

Prueba Control

Rampa

Prueba gradiente
20°C

123456 7 8 91011121314151617 1819 20

Prueba Control 1

Prueba gradiente 30 constante
20°C

35°C

123456 7 8 91011121314151617 1819 20

Prueba Control

Figura 3. Preferencia térmica de juveniles H. erectus sometidos a tres tratamientos de
exposicidn térmica: 25°C constante, Rampa de 25-30°Cy 30°C constante por 30 dias en un
gradiente horizontal durante el Experimento 1. E = Sitios de entrada al inicio de la prueba,
rectangulo blanco = GHT horizontal con segmentos numerados; cuadros verdes =
segmentos de salida de la prueba bajo la condicion gradiente (de 20 a 35°C); cuadros
azules = segmentos de salida para la prueba bajo la condiciéon control.
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Experimento 2

Prueba gradiente 25 constante

35°C 20°C

|1 2 3456 7 8 91011121314151617 1819 20

Prueba Control

Prueba gradiente
35°C

Rampa
20°C

|1 2 3456 7 8 91011121314151617 181920

Prueba Control

30 constante

Prueba gradiente
20°C

123456 7 8 910111213 14151617 18 19 20

Prueba Control

Figura 4. Preferencia térmica de juveniles H. erectus sometidos a tres tratamientos de
exposicidon térmica: 25°C constante, Rampa de 25-30°C y 30°C constante por 30 dias en un
gradiente horizontal durante el Experimento 2. E = Sitios de entrada al inicio de la prueba,
rectangulo blanco = GHT horizontal con segmentos numerados; cuadros verdes =
segmentos de salida de la prueba bajo la condiciéon gradiente (de 35 a 20°C); cuadros
azules = segmentos de salida para la prueba bajo la condicion control.
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Figura 5. Relacién entre temperatura preferida (media + error estandar residual) y
temperatura de exposicion de juveniles de H. erectus sometidos a tres tratamientos de
exposicién térmica: 25°C constante, Rampa de 25-30°C y 30°C constante por 30 dias,
durante los Experimentos 1 y 2 (datos en conjunto). Se muestra la linea que representa la
isoterma (cuando la temperatura preferida es la misma que la de exposicién). Nota: para
efectos de mejorar la visualizacidon grafica, el valor del tratamiento 30°C constante se
localizé en 30.5°C en el eje de las abscisas.

Temperatura Critica Maxima (TCMax).

Los H. erectus que fueron sometidos a un incremento térmico agudo (1°C min™), durante
las pruebas de TCMax en el presente estudio, presentaron los mismos comportamientos y
en la misma secuencia que los descritos por Amaral (2013). Aqui también se identificaron
una actividad locomotriz desorganizada caracterizada por la pérdida del equilibrio y de la
posicion erecta (LE), seguido de la aparicion de espasmos musculares involuntarios o

convulsiones (0S), y esto ocurrio de forma consistente en los caballitos de ambos
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experimentos. La aparicion de OS fue el criterio utilizado para establecer el punto final de

la TCMax en el presente estudio.

El modelo de ANOVA ajustado a la TCMax no encontrd diferencias entre experimentos (L.
ratio = 1.99 e-08; p = 0.99), ni variacién significativa en la respuesta que pudiera estar
explicada por diferencias en el peso de los individuos (F= 1.98, p= 0.17), permitiendo

conjuntarlos resultados de ambos experimentos para su analisis.

La TCMax de H. erectus dependié de forma significativa de los tratamientos de exposicion
a la temperatura (F = 109.58; p< 0.001;), y las medias de TCMax de los tres tratamientos
difirieron todas entre si (t de 2.72 a 14.2; p< 0.001; Tabla 4). La TCMax registrada en el
tratamiento 25-C fue inferior a la de 30-C, y ésta a su vez menor que la registrada en el
tratamiento Rampa (Figura 6), evidenciando que la exposicion a la temperatura de
manera gradual produjo una respuesta en la tolerancia térmica de los juveniles de H.

erectus distinta que la de una exposicidn constante a altas temperaturas.

Tabla 1. Temperatura critica maxima (°C) de juveniles de H. erectus sometidos a tres
tratamientos de exposicion térmica (25°C constante, Rampa de 25-30°C y 30°C constante
por 30 dias) durante los Experimentos 1 y 2(datos por separado). Valores son promedio *
desviacidén estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0.05).

25°C-Constante = Rampa (25-30°C)  30°C-Constante

Experimento 1 n=8 n=7 n=2
Promedio 31.2+1.1 37.8+0.8 37.1+0.9
Experimento 2 n=8 n=7 n=8
Promedio 324+1.3 37.6+0.9 36.2+0.8
Ambos experimentos n=16 n=14 n=10

Promedio 319+14, 37.8+0.9, 365+1.
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Figura 6. Temperatura Critica Maxima (°C) de juveniles H. erectus sometidos a tres
tratamientos de exposicién térmica (25°C constante, Rampa de 25-30°C y 30°C constante
por 30 dias), durante los experimentos 1y 2 (datos en conjunto). Valores son promedio
error estandar residual.

Consumo de oxigeno (VO,).

El andlisis estadistico del VO, mostré diferencias significativas entre los resultados de los
dos experimentos (L. ratio = 15.79; p < 0.0001), por lo que no fue posible analizar todos
los datos en conjunto. Sin embargo el andlisis por separado, tampoco arrojéo una
conclusién contundente, ya que las respuestas de VO, del Experimento 1 habian sido
medidas en organismos que se encontraban bajo una condicién de estrés nutricional. Por
otra parte, el numero de datos en el Experimento 2 no fue suficiente y se encontrd una

variabilidad considerable. Estas caracteristicas inherentes a los datos de VO, obligaron a
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un analisis meramente grafico, sin emplear pruebas de hipdtesis cuyas conclusiones serian

de cualquier modo poco confiables.

En el caso del Experimento 2, el VO, fue afectado por el tratamiento exposicion térmica
(Figura 7).En el tratamiento 25-Cse registré el mayor volumen de oxigeno respirado para
los tres indices medidos (Rrut, Rmax y Rica). Sin embargo, los valores de VO, de los

tratamientos Rampa y 30-C fueronsimilares, respectivamente (Tabla 5).

4.50

4.00

3.50

3.00

2.50 M Rrut

2.00 B Rmax

1.50 [ Rica

1.00

mgde 0, h'lg! peso himedo

0.50

0.00

25 constante Rampa 30 constante

Figura 7. Consumo de oxigeno (mg de O, ht g'1 de peso humedo) de juveniles H. erectus
sometidos a tres tratamientos de exposicién térmica (25°C constante, Rampa de 25-30°Cy
30°C constante por 30 dias) durante el Experimento 2. Valores promedio + desviacion
estandar. Rrut = consumo de oxigeno de rutina, Rmax = consumo de oxigeno maximo post
alimentario y Rica = incremento de calor aparente (Rmax - Rrut).

Debido a que a lo largo de este estudio el tratamiento 25-C jugd un papel de tratamiento
control, se pudo apreciar que los valores normales de respiracién de los caballitos
oscilaron entre 1.5 mg de 0, h™* g™ de peso humedo de respiracién de rutina (Rrut; Tabla
5) para individuos mantenidos en temperatura "optima" para el cultivo de la especie.
Asimismo, se pudo apreciar que el efecto de un incremento térmico, fue de manera
constante y sostenida (30-C) o gradual (Rampa) fue el de disminuir la cantidad de oxigeno

consumido hasta 0.3 y 0.5 mg de O, h' g, respectivamente (Figura 7), indicando
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depresion del metabolismo. Pese a esta depresiéon metabdlica, el rendimiento de los
organismos para respirar en altas temperaturas fue ligeramente mayor en el tratamiento
Rampa comparado con 30-C, tanto en la respiracion de rutina (Rrut) como en la
respiracion maxima post alimentaria (Rmax) de ambos tratamientos (Experimento 2;

Tabla 5).

Tabla 5. Valores medios (+ desviacion estandar) de consumo de oxigeno (mg de O, h' g*

de peso humedo) de juveniles H. erectus sometidos a tres tratamientos de exposicion
térmica (25°C constante, Rampa de 25-30°C y 30°C constante por 30 dias), durante los
Experimentos 1 y 2. Rrut = consumo de oxigeno de rutina, Rmax = consumo de oxigeno
maximo post alimentario y Rica = incremento de calor aparente (Rmax - Rrut); n es el
numero de valores en cada caso.

25°C-Constante  Rampa (25-30°C) 30°C-Constante

Experimento 1 n=5 n=6 n=6
Rrut 1.5+0.3 1.6+0.6 2105
Rica 1+04 0.9+0.3 0.6+0.1
Rmax 26+0.7 25+0.8 2.6+0.6
Experimento 2 n=4 n=5 =7
Rrut 14+0.6 0.5+0.3 0.310.1
Rica 1.2+0.9 1+04 0.8+0.1
Rmax 26+15 1.5+04 1.1+0.1

Balance energético parcial (BE).

Las evaluaciones de BE se realizaron Unicamente con los organismos del Experimento 2,
debido a que éstos organismos se encontraban en una condicién nutricional apropiada.
Una inspeccién descriptiva de los resultados de dicho célculo (Tabla 6) mostraron que en
el tratamiento 25-C los organismos tuvieron una ingesta de alimento mayor que los

tratamientos Rampa y 30 —C, los cuales fueron a su vez similares entre si (Tabla 6).
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Tabla 2. Valores de balance energético parcial (joules g ps™* dia™) de juveniles de H.
erectus sometidos a tres tratamientos de exposicidon térmica (25°C constante, Rampa de
25-30°C y 30°C constante por 30 dias), durante el experimento 2. Valores promedio *
desviacién estandar.

25°C constante Rampa (25-30°C) 30°C constante
n=4 n=6 n=6
Ingestion (1) 6221.3+1796.1 4268.1 + 657.5 4505.8 +1673.4
Asimilacion (AS) 299.2 £76.5 279.2+175.4 97.2+63.4

Respiracion (R)

Rutina 65.8+21.1 21.9+18.3 34.8 £41
ICA 6.6+7.7 6.6+2.8 53+15
Total 72.4+27.3 28.5+17.6 40.17 +40.2
Produccién (P) 226.7 £ 69 250.4 £176.8 75.3+56

Porcentajes (%)

AS/1 % 5.1 6.6 2.9
Rtotal/l % 1.1 0.6 0.9
P/1 % 4 5.9 2

P/AS % 75.2 86.2 60.2
Rtotal/AS % 24.8 13.8 39.8

Cabe resaltar que a pesar de que la ingesta fue mayor en el tratamiento 25-C, el
porcentaje de asimilacion de alimento estd 1% por debajo del de tratamiento Rampa, el
cual sorpresivamente fue el tratamiento con mayor porcentaje de asimilaciéon del
alimento (Tabla 6). Finalmente, los animales mantenidos en 30°C mostraron el menor
porcentaje de alimento asimilado. Examinando los destinos de la energia asimilada que

son distribuidos entre produccién y respiraciéon total (Tabla 6), se observé que el
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tratamiento Rampa tuvo una produccion mayor que en el tratamiento 25-C, lo cual

también se reflejé en el crecimiento (Figura 2).

El PCO aplicado a los datos de BE del Experimento 2 mostré que entre los dos primeros
ejes o coordenadas se logré explicar el 83% de la variacion total del experimento (Tabla
7). El PCO1 explicd el 45% de la variacion total con una contribuciéon importante de las
variables | y Rtot, mientras que el PCO2 explico el 38% restante. La ordenacién (Figura 8)
mostré que los caballitos sometidos a 25-C y 30-C presentaron la | mds alta. La Rtot estuvo
correlacionada con la I, seguramente a través de la contribucién del ICA a la respiracién
total, y los caballitos del tratamiento Rampa presentaron los valores mas bajos en | y Rtot.
En el eje vertical (PCO2), los caballitos que tuvieron P mayores fueron los de Rampa,
seguidos de 25-C, mientras que los de 30-C presentaron los valores mas bajos de P. En su
conjunto, estos resultados indicaron que los H. erectus sometidos a un incremento
térmico gradual llegando incluso a temperaturas tan altas como 30°C, pudo ajustar los
mecanismos fisioldgicos para responder a ese cambio de manera muy eficiente en cuanto
al aprovechamiento de la energia del alimento para la produccién de biomasa. Lo mismo
no ocurrié con los animales mantenidos a 30°C de forma constante y sostenida durante el

mismo periodo de tiempo.

Tabla 3. Porcentajes de variacidn total explicada por cada uno de los ejes resultantes del
Analisis de Coordenadas Principales (PCO) sobre los datos de balance energético de
juveniles de H. erectus sometidos a tres tratamientos de exposicion térmica (25°C
constante, Rampa de 25-30°C y 30°C constante por 30 dias), durante el experimento 2. Las
variables de respuesta fueron produccion (P), respiracion total (Rtot) y tasa de ingestién (I)
expresado como joules g ps'1 dia™. Los datos fueron transformados (raiz cuadrada) y
normalizados previo al andlisis usando la distancia euclideana como medida de disimilitud.

Eigenvalor (A) % variacion total % acumulado
PCO1 20.3 45.1 45.1
PCO 2 17.03 37.83 82.94

PCO 3 7.68 17.06 100
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Los resultados del PERMANOVA (Tabla 8) mostraron que hay diferencias significativas en
la separaciéon de los caballitos de acuerdo a su respuesta de BE entre los distintos
tratamientos térmicos (F = 5.2; p< 0.001; 9884 permutaciones Unicas). Cabe resaltar que
estas diferencias fueron significativas a pesar de la gran variacién intrinseca de los datos

estimada a través del componente de variacién residual (1.3914 joules g ps™ dia™).

Tabla 4. Resultados de un ANOVA multiple mediante permutaciones realizado sobre los
datos de balance energético de juveniles de H. erectus sometidos a tres tratamientos de
exposicion térmica (25°C constante, Rampa de 25-30°C y 30°C constante por 30 dias),
durante el experimento 2. Las variables de respuesta fueron produccidn (P), respiracion
total (Rtot) y tasa de ingestion (I) expresado como joules g ps* dia™. Los datos fueron
transformados (raiz cuadrada) y normalizados previo al andlisis usando la distancia
euclideana como medida de disimilitud. Se utilizaron 9999 permutaciones irrestrictas para
la obtencidn de los valores de probabilidad asociada al estadistico pseudo-F.

Perm.
Fuente g.l. SS MS pseudo-F p Unicas
Tratamiento 2 19.8 9.92 5.12 <0.05 9884

Residuales 13 25.2 1.94
Total 15 45
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Figura 8. Configuracidn resultante de la ordenacién mediante un Andlisis de Coordenadas
Principales (PCO) sobre los datos de balance energético de juveniles de H. erectus
sometidos a tres tratamientos de exposicién térmica (25°C constante, Rampa de 25-30°Cy
30°C constante por 30 dias), durante el experimento 2. Las variables de respuesta fueron
produccién (P), respiracion total (Rtot) y tasa de ingestién (1) expresado como joules g ps™
dia™. Los datos fueron transformados (raiz cuadrada) y normalizados previo al analisis
usando la distancia euclideana como medida de disimilitud.
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Discusion.

Los resultados de la presente investigaciéon mostraron que el tiempo de exposicién
térmica, y en particular, la velocidad con la que la temperatura de exposicién se
incrementd, jugd un papel importante en la tolerancia, resistencia y preferencia térmica,
ya que afectd el uso de la energia y el crecimiento de los organismos. Al comparar todos
los indicadores evaluados en juveniles de H. erectus en su conjunto se observd que
cuando existid6 un incremento térmico de forma gradual (tratamiento Rampa), la
respuesta fisioldgica de los individuos difirid6 de cuando éstos fueron sometidos a un
incremento abrupto (tratamiento 30-Constante). En términos de exposicion a la
temperatura se podria considerar al tratamiento 30-Constante como uno que produjo un
efecto crénico (“long term exposure”), que resultdé ser lo suficientemente largo para
provocar alteraciones aparentemente irreversibles en los organismos, aumentando la
mortalidad y afectando la forma en que son capaces de distribuir la energia para

funciones como mantenimiento y crecimiento.

En los organismos expuestos a la Rampa se observd que el incremento térmico pudiera
tener un efecto de corto plazo (“short term exposure”), consistente también con un
incremento de la temperatura, pero con la caracteristica de que éste es gradual en el
mismo periodo de tiempo. Se ha puesto énfasis en que la exposicion gradual a cambios de
la temperatura (ya sea para aumentar o disminuirla), permite que transcurra el tiempo
necesario para que se expresen los mecanismos de adaptacidn fisioldgica ante el estrés
térmico (Terblanche et al., 2007; Overgaard et al., 2011). Dicha expresion depende de la
velocidad de cambio de temperatura (Mitchell y Hoffmann 2010; Chown et al., 2009) y no
es posible en escenarios donde los organismos son expuestos de manera abrupta a
temperaturas extremas (Terblanche et al., 2011). Se propone que el aumento gradual de
la temperatura permitid a los organismos el tiempo suficiente para poner en marcha
mecanismos de ajuste fisioldgico poniendo de manifiesto la plasticidad fenotipica de H.
erectus. Esta plasticidad es la que permitié a los organismos expresar su tolerancia térmica

y, por tanto, refleja la capacidad de esta especie para ajustar su fisiologia ante cambios
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ambientales. Algo similar reportd Ghalambor et al., (2007) en su estudio general sobre
biologia térmica de distintas especies de peces, donde explica los ajustes posibles ante el

cambio climatico.

La plasticidad fenotipica puede ser definida como el alcance de la resilencia que se
obtiene a través de cambios fenotipicos producidos por un ambiente fluctuante
(Waddington, 1942; Bradshaw, 1965). De acuerdo con Piglucci et al., (2006), no toda la
plasticidad fenotipica es adaptativa, puesto que no conduce a un incremento en la
adecuacién del individuo (i.e. aumento en la sobrevivencia y reproduccion). Mientras que
ciertos rasgos son plasticos como resultado de las restricciones impuestas por la propia
biologia de los individuos (propiedades bioquimicas, fisiolégicas y del desarrollo), existen
diferencias considerables en el grado de reversibilidad de las respuestas plasticas (Piglucci
et al.,, 2006). La aclimatacién constituye una forma reversible de plasticidad fenotipica
(Beitinger et al., 2000; Madeira et al., 2012) que opera en escalas relativamente cortas de
tiempo. En consecuencia, el rendimiento metabdlico y la tolerancia térmica han sido
consideradas herramientas para medir la resilencia al incremento térmico en diferentes
escalas temporales (Bozinovic et al., 2011). En ese contexto, las respuestas fisioldgicas y
conductuales examinadas en el presente estudio se revelaron como indicadores utiles
para medir la plasticidad de juveniles de H. erectus ante cambios térmicos graduales y
abruptos, puesto que se registraron diferencias entre los tratamientos de Rampa y 30-
Constante en casi todos los indicadores medidos. Esto, no solo pone en evidencia que el
efecto del limite térmico de 30°C sélo puede ser comprendido en su magnitud cuando se
consideran los tiempos de exposicion a distintas temperaturas, sino que sugiere que los
tiempos de exposicidn térmica son un componente evolutivo importante en la historia de

vida de los juveniles de H. erectus.

Sobre la TCMax.

Los limites de tolerancia térmica han llamado mucho la atencién de los investigadores en

el pasado, debido a que proveen informacidon sobre el efecto de la variacién de

temperatura en las respuestas fisiologicas (Portner, 2001), y sus consecuentes
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implicaciones para la distribucion de las especies acuaticas. Ademas, se han considerado
una herramienta util para estudiar los efectos de la temperatura por que proveen un
indice de tolerancia bajo condiciones de exposiciéon aguda (Somero 2005), y la
determinacién de las temperaturas criticas (mdximas y minimas) probablemente sea el de
mayor importancia ecoldgica para organismos marinos expuestos variaciones térmicas

(Dallas y Rivers-Moore 2012).

En el presente estudio, las diferencias en los valores de TCMax entre los tratamientos de
exposicion térmica (Figura 6), demostraron que cuando el incremento térmico ocurre de
forma gradual (Rampa) el limite superior de tolerancia se incrementa mas que cuando los
organismos son expuestos a una temperatura alta y constante (30-Constante). Esto
implica que la TCMax puede ser llevada a limites mayores cuando exista un incremento de
temperatura dosificado en el tiempo, y demuestra que el tiempo de exposicién térmica

juega un papel fundamental en la determinacidn de la tolerancia maxima de H. erectus.

La TCMax obtenida en este estudio se baso en el trabajo que describié por primera vez la
tolerancia térmica de caballito de mar H. erectus (Amaral, 2013). Ese autor reportd que
ante el incremento de temperatura, los organismos mostraron una serie de respuestas
cuya secuencia es consistentemente independiente de la temperatura de aclimatacion de
los caballitos. En este estudio, se corroboré la consistencia de esta secuencia con la
aparicion de una actividad locomotora desorganizada caracterizada por la pérdida del
equilibrio y de la posicién erecta (LE); seguida de la aparicion de espasmos musculares
involuntarios o convulsiones (OS). En algunos estudios realizados en peces para identificar
el punto final térmico conocido como TCMax, los autores han considerado OS como una
respuesta conductual menos fiable que LE (Becker y Genoway, 1979), y concluyen que LE
es un punto final apropiado para establecer la TCMax sobre todo para fines de comparar
los resultados con otros taxa (Yonfeng et al., 2014; Fries y Gibson, 2010). De acuerdo con
White (1983) y Beitinger et al. (2000), sin embargo, el TCMax es el punto térmico que
representa un escenario previo a la muerte, es decir, que estd caracterizado por
respuestas locomotoras desorganizadas debido al bloqueo neuromuscular y a fallas pre

sindpticas que, en ultima instancia, llevan al individuo a un estado de coma y a una
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inminente muerte. La adopcién de OS como punto final de la TCMax se ha basado tanto
en su naturaleza limitrofe con la muerte; en que existe una mayor variabilidad en la
respuesta LE en comparacidon con OS en la mayoria de los ectotermos; y en las dificultades
metodoldgicas para la identificacidon de otros limites en algunos peces en particular. Por
tal razén Lutterschmidt y Hutchison (1997) consideraron OS como respuesta definitiva
para el punto final de la TCMax. Tal es el caso del pez viruela (Zoarces viviparus), en el que
Zakhartseb et al., (2003) observaron que la pérdida de equilibrio (LE) era un pardmetro
menos preciso para registrar la TCMax que los espasmos musculares involuntarios (0S),
debido al estilo de vida de los peces que permanecen en el fondo y usan sus aletas
pectorales para mantener el equilibrio corporal. Los autores relataron que mientras que la
pérdida de equilibrio de los peces no era visible en la mayoria de los casos, los espasmos

fueron muy notorios.

Considerando los resultados de Amaral (2013), asi como la dificultad en identificar la
pérdida de equilibrio en animales con el habito de sujetarse al sustrato mediante una cola
prensil, la recomendacion para determinar temperaturas criticas en hipocampos es utilizar
la presencia de OS como el signo mas evidente de haber alcanzado el punto final de Ia
TCMax. Con ese criterio como base, en el presente trabajo se encontrd consistencia entre
el valor registrado por Amaral (2013; 36.2 + 0.6°C vs 36.48 + 1°C). En contraste, en el
tratamiento Rampa donde la exposicion fue gradual, se registré un valor de TCMax

significativamente mayor (37.77 + 0.9°C) al registrado tanto en 25-C como en 30-C.

De todos los factores que tienen influencia en la determinacién de la tolerancia a la
temperatura, el mas importante es la historia térmica de un organismo (Lutterschmidt y
Hutchison, 1997; Dallas y Rivers-Moore, 2012). Dado que las tasas de aclimatacion en
ectotermos son relativamente rapidas, la aclimatacion completa ocurre en periodos que
van desde unas cuantas horas hasta pocos dias (Hutchison 1976). En consecuencia, se
puede sugerir que los escenarios de cambios graduales constituyen pruebas Utiles por que
incorporan un cambio térmico en escalas "ecolégicamente relevantes", es decir que los
animales son expuestos a cambios de temperatura similares a los que pueden

experimentar en la naturaleza (Terblanche et al., 2011).
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Diversos autores han senalado que la temperatura de aclimatacién y la duracion de la
exposicion son factores que pueden tener una influencia importante en la determinacion
de los limites térmicos criticos provocando modificaciones distintas en la fisiologia y
comportamiento de los organismos (Terblance et al., 2007). La diferencia en la TCMax
entre el tratamiento Rampa y 30-C en nuestros resultados claramente demostraron que
no sélo es importante la temperatura maxima a la que un individuo esta expuesto durante
un periodo de tiempo, sino la forma o dosificacidn en la que la exposicion térmica ocurre.
Asi, los caballitos sometidos a un incremento gradual (dosificado) de la temperatura
permitio el ajuste de mecanismos fisioldgicos entre cada intervalo de la rampa, lo que
derivd en una expansién del limite térmico superior mas alld de aquel obtenido con una
exposicidn constante y sostenida a la temperatura final. Entre los mecanismos fisiolégicos
se puede hablar de una ampliacidn de la ventana térmica, caracterizada por una respuesta
tardia de espasmos musculares, lo que quizas permita que los caballitos puedan explorar
ambientes térmicos extremos durante mds tiempo. Por el contrario, el tiempo
transcurrido en una exposicidn constante y sostenida a una temperatura alta provocé una
acumulacién de estrés térmico (en este caso el tratamiento 30°C de manera constante
durante 30 dias), que no permitid a los caballitos de mar desplegar las respuestas de

plasticidad en la tolerancia observadas en el tratamiento rampa.

Sobre el metabolismo.

Dado que el metabolismo es altamente dependiente de la temperatura (Johnston y Dunn,
1987), eran de esperarse cambios en los indicadores metabdlicos entre los distintos
tratamientos de exposicion térmica. Los caballitos del tratamiento 30-C tuvieron un
crecimiento menor en comparacion con el observado en los otros dos tratamientos
(Figura 2). Se ha reportado que el incremento en las temperaturas provoca estrés,
reduciendo el crecimiento de los organismos, inclusive cuando tienen recursos
alimenticios suficientes (Atkinson, 1995). Con esto en mente, es probable que la
disminucion en el crecimiento de los caballitos de tratamiento 30-C no sea el resultado

exclusivo de una disminucién en la ingestion de alimento (Tabla 6; Figura 10), sino el
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producto de eventos post-ingesta relacionados con el aprovechamiento de la energia

contenida en el alimento.

Se observé un decremento de las tasas metabdlicas conforme aumenta la temperatura
(Figura 7). Por debajo de cierta temperatura, también conocida como temperatura pejus,
la entrega de oxigeno a nivel celular es maxima (Portner et al., 2004). Pero, si la
temperatura se eleva mas alld del pejus, los mecanismos fisioldgicos y bioquimicos que
ponen a disposicidn el oxigeno a nivel celular no alcanzan a cubrir los elevados costos
metabdlicos que implica el mantenimiento a esa temperatura, de tal manera que la
habilidad de un organismo para incrementar su metabolismo aerdbico se ve
comprometida (Portner et al. 2004). Es posible que la razén por la cual el consumo de
oxigeno tanto a nivel de respiracién de rutina, como post-alimentario e ICA en los
tratamientos Rampa y 30-C hayan disminuido en comparacién con 25-C como resultado

de haber extralimitado la zona pejus de la curva de tolerancia térmica en esta especie.

De acuerdo con Portner et al. (2004), aunque la sobrevivencia del organismo por encima
de la temperatura pejus no necesariamente se ve amenazada, la habilidad para realizar las
funciones vitales como la reproduccidn, crecimiento y alimentacidn se ven limitadas. Estas
limitaciones bajo una condiciéon térmica sub-letal, puede eventualmente determinar el

éxito de este organismo, principalmente a largo plazo (Portner y Knust, 2007).

A pesar de que el metabolismo de los caballitos estresados térmicamente haya
disminuido, la tasa de crecimiento de aquellos bajo el tratamiento Rampa fue similar a la
del tratamiento 25-C (Figura 2). Esto es evidencia de que el tiempo de exposicion juega un
papel fundamental en la respuesta fisioldgica de balance energético, ya que un aumento
de temperatura de forma gradual permitid un mayor rendimiento fisioldgico (i.e. una
mayor cantidad de la energia ingerida fuese asimilada, Onthank y Cowles; 2011), y que
una proporcién mayor de la energia asimilada fuese empleada en la produccién de

biomasa (P/AS %; Tabla 6; Figura 10).

En el contexto zootécnico de mejoras al cultivo, estos resultados permiten sugerir que H.

erectus cuenta con los mecanismos fisioldgicos para aprovechar una condicidon de
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incremento térmico y crecer incluso mas que lo considerado éptimo, siempre que dicho
incremento sea gradual. Si, por el contrario, el incremento es abrupto y la alta
temperatura es sostenida (condiciones parecidas a las del tratamiento 30-C), la inversién
energética en la produccién de biomasa es menor, y existe una mayor inversién de
respiracion (R total/AS %). Tomando en cuenta que la respuesta a la temperatura es
energéticamente demandante (Sokolova et al., 2012; Magozzi y Calosi, 2015), los
resultados de la tasa de respiracidon y crecimiento de los caballitos en las diferentes
condiciones experimentales son congruentes con la nocién de que existié6 una mayor
cantidad de energia invertida en la respiracion y el mantenimiento del organismo bajo un

escenario de mayor estrés térmico.

Mientras que es posible prever que este mismo escenario de respuestas desfavorables se
presentaria en caballitos sometidos a un incremento gradual pero mantenidos a 30°C
durante periodos mayores a los 5 dias (tratamiento Rampa del presente estudio), los
cambios graduales desde los 25 hasta 30°C son un escenario factible en las lagunas
costeras que como la de Chelem forman parte de los ecosistemas donde se distribuye esta
especie. La laguna de Chelem posee una extension de 13 km de largo y entre 0.7 y 1.8 km
de ancho, con una profundidad de entre 0.25 y 1.5 m (Jerénimo, 2010), lo cual contribuye
a un ambiente de temperatura variable. El clima de la region ha sido clasificado como
célido seco y semi-seco, con una temperatura anual promedio de 26.5°C, dependiendo
marcadamente de la época del afio (Herrera-Silveira, 2006) y de la hora del dia (Jiménez,
2012). En tanto que la temperatura en la zona central tiene promedios entre 22° y 30°C
(Marino-Tapia y Enriquez, 2010), en las orillas la temperatura mas alta registrada fue de
36-38°C. Asimismo, los cambios temporales de la temperatura indicaron una variacién
estacional entre 18 y 29°C lo que ocurre en un espacio de 4 meses entre febrero y mayo
(Jiménez, 2012). Esto hace pensar que, por un lado la representacion del aumento de la
temperatura utilizada en nuestros experimentos es un escenario plausible bajo
condiciones naturales, y por otro, que los juveniles de H. erectus poseen una plasticidad
fenotipica que les permite obtener un mejor provecho de su desempefio fisiolégico, y con

ello una ventaja en el crecimiento, ante cambios graduales en la temperatura. Si, por el
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contrario, se mantienen condiciones de temperaturas altas y sostenidas, se observard una
reduccidn en la supervivencia (Figura 1; Huipe-Zamora, 2015) y un crecimiento limitado
(Figura 2; Amaral-Ruiz, 2013). Los resultados obtenidos ahora permiten establecer que
esto ocurre como resultado de una supresiéon del metabolismo, el cual trae como

consecuencia una asimilacion insuficiente.

Sobre la energia.
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tolerancia térmica (OCLT) de (P6rtner, 2010) y sus efectos en los organismos acuaticos de
Sokolova et al., (2012).
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El concepto de tolerancia térmica limitada por el oxigeno -y capacidad- limita la tolerancia
térmica (OCLT) provee una explicacion mecanicista del cémo y porqué el campo de
actividad metabdlica (CAAM) es limitado por insuficiencia en suministro de oxigeno hacia
ambos extremos térmicos (temperaturas altas y bajas) (Portner, 2010). Los niveles de
oxigeno estdn relacionados directamente con el CAAM de un organismo, debido a que el
oxigeno es requerido para la produccién de ATP mediante la fosforilacién oxidativa, y el
CAAM se obtiene con de la diferencia del consumo de oxigeno en maxima actividad y
basal (Fry, 1947). En la figura 9 se observa el nivel éptimo donde las temperaturas
permiten que la amplitud del CAAM sea maxima y el organismo disponga de la toda su
capacidad respiratoria, es decir, esté disponible la maxima energia para cubrir todas las
funciones. Con el incremento -o decremento- de la temperatura aparece el rango pejus -
en latin significa peor- a partir del cual la capacidad funcional del organismo decrece
(disminuye su actividad y crecimiento), se presenta hipoxemia porque la capacidad de
entrega de oxigeno en el sistema circulatorio se vuelve limitada (suministro y demanda
son rebasados). Como resultado de este proceso, el CAAM se mantiene positivo pero
disminuido, la tolerancia térmica se vuelve limitada por el tiempo, ya largo plazo, los
organismos no sobreviven debido a las limitaciones fisioldgicas. Cuando la temperatura
critica es alcanzada (definidas con TCMax en este caso), la hipoxemia extrema desvanece
completamente el CAAM, dando lugar al metabolismo anaerdbico para cubrir los costos
energéticos basales. Muy cercano al valor anterior se encuentra la temperatura de
desnaturalizaciéon, punto a partir del cual el dafio térmico amenaza la integridad
molecular, entran en juego las proteinas de shock térmico y los mecanismos antioxidantes
como mecanismos de reparacion ante un estrés térmico extremo. Rebasando este ultimo

nivel se alcanza la muerte.
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Figura 10. Respiracion y produccién de biomasa (joules g *ps organismo dia™) de juveniles
de H. erectus sometidos a tres tratamientos de exposiciéon térmica (25°C constante,
Rampa de 25-30°C y 30°C constante por 30 dias), obtenidos como parte de los calculos de
balance energético parcial del Experimento 2. Los valores relativos de las medidas (%) se
presentan para facilitar la comparacion.

A temperaturas altas sub-optimas (pejus y criticas), los peces son incapaces de consumir
suficiente comida para cubrir el incremento de los costos metabdlicos. En los tratamientos
Rampa y 30-C se observd una ingesta similar, pero mucho menor respecto al tratamiento
25-C (Tabla 6). Esto probablemente fue ocasionado porque el CAAM disponible para estos
dos tratamientos fue insuficiente para cubrir el incremento postprandial en la demanda
de oxigeno dando origen la pérdida de apetito. Cabe resaltar que esta condicion que una
previa a la muerte del organismo y que fue observada claramente en el tratamiento 30-C

(Figura 1).

En contraste con el 30-C, en el tratamiento Rampa se registré la mejor sobrevivencia
(Figura 1).A pesar de haber tenido una cantidad similar de ingesta que el tratamiento 30-C
los destinos de la energia fueron diferentes (Tabla 6), como resultado del papel
relativamente mas importante del tiempo de exposicidn en una condicién crénica de

temperatura pejus o critica.
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En la tabla 6 saltan a la vista los destinos de la energia asimilada en ambos tipos de
exposicion térmica (Figura 10). Considerando que el tratamiento 25-C representa las
condiciones térmicas dptimas para la respiracién, es posible afirmar que el escenario de
temperatura 30°C mostro una mayor cantidad de energia invertida para la respiracion
porque esa condicidn de estrés térmico demandd una mayor cantidad de oxigeno para el
mantenimiento. En contraste, en el tratamiento Rampa se observa la menor cantidad de
energia invertida para la respiracion. Es de hacer notar que el efecto de la exposicidon
térmica gradual (Rampa) tiene un efecto positivo en la asimilacién del alimento (Figura
10), asemejandose a un escenario de temperatura optima (tratamiento 25 constante)
pese al estrés térmico que representa un incremento acumulado de 5°C. A pesar de
alcanzar una temperatura evidentemente limitante, la gradualidad del tratamiento Rampa
no tiene consecuencias tan drasticas en la asimilacién del alimento como en el escenario
donde la temperatura es alta y constante. Estos resultados evidencian que mds alla de los
limites pejus las especies comienzan a explotar pasivamente su rango de tolerancia pero
solo pueden hacerlo por tiempo limitado, porque su desempefio alimenticio, capacidad de

crecimiento y su aptitud se vuelven progresivamente reducidos (Portner y Knust, 2007).

El incremento en las tasas metabdlicas causa un incremento en la demanda de oxigeno,
pero a temperaturas altas la cantidad de oxigeno en el agua es menor, por lo que la
combinacién de ambos factores constituye un estresor sinérgico demasiado abrumador
para los procesos cardio-respiratorios, los cuales sufren una disminucion de eficiencia para
mantener la actividad muscular, el crecimiento y en ultima instancia la sobrevivencia
(Portner y Knust, 2007). Esta pérdida de desempeiio refleja el primer nivel de estrés
térmico causado por hipoxemia (Figura 9), donde la falta de adecuacion progresiva entre
la oferta y demanda de oxigeno se acentla conforme aumenta la temperatura -o el
tiempo de exposicion- (Pértner, 2010) y entran en juego las adaptaciones metabdlicas de
los individuos (Sokolova et al., 2012; Magozzi y Calosi, 2014). En los tratamientos Rampa y
30-C se observd baja general de la tasa respiratoria, evidenciando una depresion
metabdlica. Esta respuesta ha sido registrada en la mayoria de los phyla animales en

respuesta a una diversidad de estresores ambientales como la temperatura, desecacion,
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anoxia, hipersalinidad y privacion de comida (Guppy y Withers, 1999). Mientras que los
peces raramente explotan este rango anaerdbico (Guppy y Withers, 1999), muchos
invertebrados que habitan los ambientes inter mareales que son altamente variables
utilizan la depresion metabdlica y otros mecanismos de estrés para hacer frente a
temperaturas extremas (Magozzi y Calosi, 2014). Muy probablemente los tratamientos
30-C y Rampa responden de manera similar al estrés provocado por la temperatura de
30°C, con supresion metabdlica provocada por el incremento de la temperatura (OCTL,
Figura 9), resultando un decremento de energia para satisfacer los mecanismos que
mantienen la homeostasis. Sin embargo, la forma gradual del aumento de temperatura
(Rampa) toma ventaja de este escenario obteniendo respuestas mas favorables que la

exposicién mas rapida y constante (30-C).

El efecto limitante del tiempo sobre la tolerancia térmica fue particularmente evidente en
el tratamiento 30-C: la sobrevivencia a partir del dia 15 (Figura 1), crecimiento (Figura 2),
balance energético (Tabla 6) y asimilacion (Figura 10), constituyen evidencias de la forma
como el efecto del tiempo exacerbd las consecuencias de estar mas allad del limite pejus
(Figura 9).Es factible que comenzando con los procesos de estrés térmico, los caballitos
muy probablemente incurrieron en un estrés oxidativo que dafd las estructuras
moleculares y mecanismos de proteccion y reparacion celulares, los cuales tienen un
periodo limitado para actuar. Ante una exposicion crénica a temperaturas de 30°C existid
mayor estrés y presion fisioldgica para mantener la homeostasis del organismo
(mecanismos de adquisicién, conversidon y conservaciéon de energia), comparado con lo
gue ocurriéo en el mismo periodo de tiempo bajo condiciones de incremento térmico

gradual.

Pese a que existe una gran cantidad de estudios que ha demostrado que la temperatura
puede resultar un factor positivo provocando crecimiento mas rapido y mayor
sobrevivencia en los hipocampos juveniles y recién nacidos (Lin et al., 2006, 2009, 2010),
los resultados de este trabajo demuestran que todos estos beneficios se ven
comprometidos cuando se alcanza cierta condicion de exposicién térmica. Estos

resultados coinciden con los de Lin et al., (2008) quien encontré que el crecimiento y
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sobrevivencia de juveniles H. erectus fue menor cuando los animales era mantenidos de
forma constante a temperaturas superiores a 29°C. Este mismo autor encontré que para
la especie tropical H. kuda el tiempo de desarrollo gonadal fue reducido mientras que el
indice gonadosomatico, fecundidad, fertilidad y las tasas de sobrevivencia aumentaron
con la temperatura (Lin et al., 2006); pero, a partir de los 30°C todos estos indicadores

comenzaron a mostrar una tendencia negativa.

La posicion y amplitud de las ventanas de tolerancia térmica (incluyendo rangos 6ptimos,
pejus y criticos) son flexibles, pueden alterarse mediante adaptacién, aclimatacién o
aclimatizacion (Sokolova et al., 2012), y que pueden variar marcadamente inclusive entre
poblaciones de la misma especie (Portner, 2001). La reorganizacién metabdlica inducida
por aclimatacién, aclimatizacién y adaptacién involucra ajustes en procesos
mitocondriales, enzimaticos y de membranas (Hochachka y Somero, 2002). A la luz de los
resultados de este trabajo es importante agregar el componente de gradualidad temporal
a la férmula para poder explorar diferentes adaptaciones metabdlicas ante estrés térmico
qgue implican la asignacion flexible de recursos energéticos, e identificar el interruptor que
dispara la mudanza entre los diferentes procesos metabdlicos encargados de Ia
adquisicion y conversion de la energia. La gradualidad permitié un escenario donde el
aumento de temperatura se manifiesta de manera natural y como ocurriria en el medio
acuatico. Esta condicion estimularia la identificacién de respuestas de plasticidad
fisiolégica (Pigliucci et al.,, 2006) ante condiciones de estrés térmico. Por su biologia y
distribucién geografica, los caballitos de mar estdn sujetos a escenarios donde hay
cambios de temperatura relativamente rapidos. El género Hippocampus se encuentra a
través de regiones tropicales y templadas en biomas tanto del Atlantico como del Indo-
Pacifico, aunque su origen e historia evolutiva no es del todo comprendida (Teske et al.,
2004). Tal como hoy en dia son asociados a pastos marinos (Shokri et al., 2009; Pamala y
Heck 1994), la distribucidon circunglobal de los caballitos de mar refleja uno de los mayores
eventos de dispersion (Teske et al., 2004) en hdbitats someros donde las variaciones de
temperatura pudieron haber sido un factor cotidiano para este grupo de peces. Bajo este

escenario evolutivo, es consecuencia natural que los caballitos de mar poseen
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adaptaciones fisioldgicas que le permiten compensar cambios de temperatura, y se puede
decir que su dispersién seguramente estuvo asociada a la presencia de mecanismos
fisioldgicos y conductuales para ajustarse y sobre vivir en un habitat térmicamente

heterogéneo.

Magozzi y Calosi (2014) compararon un grupo de organismos marinos con nichos térmicos
estrechos o poco variables con otros de nichos térmicos amplios o muy variables,
encontrando en estos Ultimos mejores respuestas ante el estrés agudo (cambio rdpido) de
temperaturas que los primeros. Los autores, sin embargo, encontraron que existe un
riesgo de vulnerabilidad mayor cuando la exposicion al calentamiento es crénica (o lenta)
debido a los mayores costos metabdlicos involucrados. De acuerdo con estos autores, las
especies que ocupan ambientes térmicamente heterogéneos presentan limites térmicos
superiores altos, una reduccién en la plasticidad una vez que se encuentran ante
temperaturas altas, tasas metabdlicas altas y una alta plasticidad metabdlica. La magnitud
de la plasticidad fenotipica (PF) con respecto a la tolerancia térmica, se calcula con la
diferencia entre los valores promedio de las temperaturas umbrales maxima -y minima- y
las temperaturas de aclimatacion (Magozzi y Calosi, 2014). La PF de la tolerancia térmica
de juveniles H. erectus aclimatados a 25 y 30C constantes (TCMax 25-C: 31.9 + 1.4°C;
TCMax 30-C: 36.5 + 1°C) fue de 4.6°C. Este valor concuerda con el calculado por Mascaré
et. al. (2015 en prep.) con una PF de 4.7°C en juveniles de caballitos de mar aclimatados a
18 y 30°C para TCMax. Sin embargo, la PF entre 25-C y Rampa en el presente trabajo
(TCMax 25-C: 31.9 + 1.4°C; TCMax Rampa: 37.8 + 1.4°C) es mayor (5.9°C). Es interesante
hacer notar que la PF se ve disminuida cuando la temperatura es alta y constante (30-C).
Esta idea concuerda con lo descrito por Magozzi y Calosi (2014) quienes demostraron que
las especies que ocupan ambientes mas variables parecen ser mas tolerantes a eventos
extremos agudos como resultado de sus limites térmicos superiores; pero que estos
organismos pueden estar en riesgo cuando los efectos de la temperatura de exposicién al
calentamiento son crénicos (en el presente trabajo, tratamiento 30-C), ya que la
plasticidad se reduce bajo condiciones de estrés consistentes. El incremento gradual de

temperatura demuestra un incremento en la PF lo cual hace pensar, que les permite a los
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organismos explorar ambientes térmicos extremos por periodos cortos de tiempo para
beneficiarse de estos (busqueda de alimento, escape de depredadores), sin embargo,

hacen falta investigaciones que profundicen y confirmen estas suposiciones.

Sobre el preferéndum térmico.

En lo que se refiere a la preferencia de la temperatura, se observé que los resultados de la
temperatura de aclimatacién gradual (tratamiento Rampa) y la temperatura de
aclimatacién alta y constante (30-C) presentaron wuna preferencia térmica
significativamente distinta (Tabla 3). Para muchas especies, la temperatura preferida es
primariamente una funcion de la historia térmica reciente de la aclimatacién térmica del
individuo (Jobling, 1981). Sin embargo, la diferencia en la preferencia térmica entre el
tratamiento Rampa y 30-C en esta investigacion muestra que no sélo es la temperatura
final inmediatamente anterior la que contribuye a explicar cambios en la preferencia, sino
la forma como se ha alcanzado dicha temperatura. De tal forma que el conjunto de
eventos térmicos previos, caracterizados tanto por el nivel térmico (temperatura) como
por los periodos y tiempos en los que ocurren (temporalidad) conllevan a una condicién
de aclimatacion térmica que, a su vez determina la temperatura seleccionada en pruebas
de preferencia. En el contexto de la teoria sobre biologia térmica mas reciente, la
preferencia térmica podria representar un estado fisioldgico fuertemente ligado con los
ajustes metabdlicos que ocurren durante una aclimatacién funcional y su paso a una

aclimatacién de proteccién o pejus (Portner, 2010; Sokolova et al., 2012).

Entre los peces, la relacidon entre temperatura preferida y temperaturas de aclimatacién
varia marcadamente entre especies, mostrando tendencias que van desde una relacién
directa, ninguna relacion y hasta una inversamente proporcional (Kelsch y Neill, 1990). Sin
embargo, esas relaciones tienden a ser consistentes dentro de las especies incluso a
través de intervalos geogréaficos amplios (Johnson y Kelsch, 1998). En este estudio, los
individuos del tratamiento de 25-C prefirieron una temperatura cercana a los 28°C es
decir, superior a la de aclimatacion; en tanto que los de los tratamientos Rampa y 30-C la

eligieron por arriba de la temperatura ultima a la que habian sido expuestos. Pero
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estudios previos han mostrado que juveniles de H. erectus provenientes de Chelem, y que
han estado aclimatados a 18 y 30°C durante 5 meses y luego re-aclimatado a 18 y 30°C
durante 1 mes mas prefirieron todos una temperatura de 25.58 + 0.87 (IC 95%, n=40,
Huipe-Zamora (2015), sugiriendo que preferencia térmica varia por arriba y debajo de las
de aclimatacidn. Estas variaciones no sélo fortalecen la idea de que el tiempo de
exposicion térmica previa juega un papel preponderante en la preferencia térmica de
juveniles de H. erectus, sino que también permiten sugerir que mas que identificar el
preferendum térmico con una Unica temperatura preferida, se trata de un intervalo
relativamente amplio de valores, cuyos extremos pueden llegar a ser seleccionados como
consecuencia de la plasticidad que caracteriza a estos juveniles en cuanto a su respuesta a
la temperatura. Consecuentemente, se podria proponer que el intervalo de temperaturas
optimo se encuentra entre 25 y 28°C. Como resultado de poseer cierta plasticidad
fisiolégica, los caballitos de mar en condiciones Optimas se permiten explorar
temperaturas altas para buscar la maximizaciéon de su metabolismo, pudiendo asi explotar
de forma mas eficiente su medio. Si se presentan condiciones de un incremento gradual
de la temperatura (representado por el tratamiento Rampa), los organismos pueden dar
una respuesta de tolerancia ampliando el intervalo térmico, pero prefieren temperaturas
mas bajas que las ultimas experimentadas. La exposicién prolongada a una temperatura
fuera del 6ptimo, modifica la preferencia térmica subsecuente, tal y como se ha

demostrado para otras especies de peces (lhnat y Bulkley, 1984; Kelsch y Neil, 1990).

Determinar y evaluar las respuestas térmicas asi como el balance energético bajo
escenarios de temperatura de aclimatacion variable, puede ser una herramienta util para
predecir las respuestas de estrés y limites de tolerancia bajo escenarios ambientalmente
realistas. Estudios en organismos acuaticos han demostrado que el balance energético
provee informacién que esta relacionada directamente con los efectos de estrés
fisioldgico, asi como la aptitud/estado fisico del organismo (Sokolova et al., 2012). Esto
aunado al modelo conceptual de OCLT, que implica la tolerancia térmica de los
organismos ectotermos acuaticos y su capacidad para suministrar oxigeno conforme

cambia la temperatura (Portner, 2010), constituye un marco tedrico adecuado para guiar
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y parametrizar la recoleccidén e interpretaciéon de datos sobre los efectos del cambio
climdtico de especies en sus ecosistemas. También servird tener en cuenta que en la
naturaleza los organismos usan su habilidad adaptativa para persistir en un habitat
particular respondiendo a cambios ambientales a través de ajustes de comportamiento y
metabdlicos (Pigliucci, 1996). A la luz de los resultados de este trabajo, se confirma que es
necesaria la integracién del rendimiento metabdlico, tolerancia térmica y la plasticidad
fisioldgica teniendo en cuenta la periodicidad, gradualidad y duracion del efecto térmico
para tener una prediccion mas realista sobre la respuesta de las especies al cambio

térmico.

Conclusiones.

La exposicidn a una temperatura que se incrementa de forma gradual, en contraste con la
exposicién constante y sostenida a una temperatura alta, repercutié de manera distinta
en el conjunto de respuestas que forman parte de los mecanismos de ajuste fisioldgico y
comportamiento de los juveniles de H. erectus a los cambios térmicos. De modo general,
ante un incremento térmico gradual, el limite de tolerancia superior (TCMax) se extendid,
y el pejus se amplié (Figura 6; Tabla 4). A pesar de la reduccion del metabolismo de rutina
y del médximo consumo de oxigeno post-alimentario en todos los caballitos térmicamente
estresados (Figura 7), en aquellos sujetos a un incremento gradual se registré un mayor
rendimiento fisiolégico, y una mayor proporcién de la energia asimilada que se empled en
la produccién de biomasa (Figura 9; Tabla 6). Esto condujo a que los caballitos sujetos a un
incremento térmico gradual no solo sobrevivieran de forma similar a los caballitos que no
experimentaron ninguna alteracion térmica (Figura 1), sino que presentaron tasas de
crecimiento mas altas que estos (Figura 2). En concordancia con lo anterior, la
temperatura elegida por los caballitos sometidos a un incremento gradual fue similar a la
de aquellos que no habian experimentado ninguna alteracion térmica, a pesar de que los
primeros y los segundos escogieron temperaturas inferiores y superiores a las de

exposicién previa inmediata.
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En contraste, los caballitos que se expusieron a 30°C sostenida, también extendieron el
limite superior térmico, pero lo hicieron en menor medida (Figura 6; Tabla 4), y
presentaron signos de estrés térmico caracterizado por una depresion metabdlica
acompafiada de una disminucidn en la tasa de ingestidon, en el porcentaje de energia
asimilada (del total ingerida), y la consecuente reduccién de la produccién de biomasa
(Figura 2). Esto derivd en una disminucidn sustantiva de la tasa de crecimiento, asi como
de la sobrevivencia de los caballitos registrada a lo largo de 30 dias de exposicidon continua

a esta alta temperatura (Figura 1).

Los caballitos de mar H. erectus, generalmente se encuentran en cuerpos de agua
someros donde las variaciones de la temperatura son considerables, pero ocurren de
forma gradual a lo largo del afio e incluso del dia. Teniendo en cuenta la distribucidn
geografica de la especie y su historia de vida, los resultados de la presente investigacion
son evidencia suficiente para sugerir que los juveniles de esta especie han desarrollado
mecanismos fisioldgicos que se benefician de las variaciones de temperatura en estas
escalas, lo que les permite habitar con éxito estos ambientes térmicamente variables. En
el contexto del aumento de la temperatura de los océanos, el conocimiento en detalle de
las respuestas fisiolégicas y de comportamiento que consideren los tiempos de
exposicién, es decir, su duracion, periodicidad, y gradualidad, son esenciales para poder
predecir de forma realista la vulnerabilidad tanto de las especies marinas como de los

ecosistemas de los que forman parte.
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