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Resumen

La temperatura es una de las variables ambientales mas importantes para
organismos marinos, ésta modifica las concentraciones de oxigeno disuelto y
genera cambios en la demanda de oxigeno lo que establece la distribucién y
supervivencia de especies susceptibles a variaciones lentas y progresivas de
temperatura. En el presente estudio se evalud el efecto de la temperatura (18,
22, 26 y 30 °C) sobre el campo aerdbico de actividad metabdlica (CAAM) e
indicadores en  hemolinfa  (hemocitos, hemocianina, Capacidad
osmorreguladora, lactato, glucosa, proteina, colesterol, acilglicéridos) y balance
redox en hepatopancreas (superoxido dismutasa, glutation total, glutation S
transferasa, peroxidos organicos, lipidos peroxidados) de juveniles de langosta
espinosa Panulirus argus aclimatados durante 15 dias, a través del método de
temperatura inductora de la tasa metabolica (TIMR). EI mayor CAAM se
registro en 22 °C, temperatura en la cual se observé la menor diferencia de
lactato (metabolismo activo menos el estandar); por otra parte, el menor CAAM
se registrd en 30 °C, en donde se obtuvieron los valores mas elevados de lactato.
En 18 y 26 °C el CAAM fue similar; no obstante, los valores de lactato
difirieron entre si, siendo mayor en 26 °C. ElI mayor crecimiento se registré en
22°C, seguido de 30°C, mientras que el menor se registré en 18°C, el
crecimiento en 30°C, es atribuido a un mayor consumo de alimento como
resultado de una posible estrategia de compensacion frente al estrés termino
durante el periodo de aclimatacion. Tomando en cuenta los resultados de este
experimento en su totalidad se puede considerar la temperatura de 22 °C como
Optima para los juveniles de Panulirus argus; por otra parte 18°C y 26 °C se
considera como una condicion de pejus y 30 °C como pésima.

Palabras clave:
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Temperatura, Panulirus argus, CAAM, Metabolismo activo, Metabolismo
estandar, Lactato, crecimiento, Balance redox.

1. Introduccion

En la actualidad, uno de los efectos mas dramaticos del cambio climatico es el
aumento de la temperatura a nivel global. En los ultimos 132 afios se estimé en
promedio un aumento de aproximadamente 0.85 °C (Hite & Seitz, 2016),
sefialandose al océano como el mayor receptor de la energia derivada del
calentamiento global, absorbiendo méas del 90 % del calor (Shah, 2015). De
acuerdo al IPCC (2013) esta energia es retenida principalmente en la capa
superior de la columna de agua (0 — 700 m) segun lo indica informacién
obtenida entre 1971 y 2010. En las dltimas tres décadas se ha registrado un
mayor incremento de la temperatura en la tierra respecto a registros anteriores
a la década de 1850. Aunado a esto, se pronostican aumentos en la temperatura
global para finales del presente siglo, las cuales estiman un aumento de 0.6 a 2
°C, en los primeros 100 metros de profundidad y de 0.3 a 0.6°C a 1000 metros
Estos incrementos, se indica, seran mas evidentes en las regiones tropicales y
subtropicales del hemisferio norte (IPCC, 2013).

Las variaciones de temperatura en el medio marino afectan principalmente a
organismos  poiquilotermos, cuya temperatura corporal  depende
exclusivamente del medio externo (Fanjul & Hiriart, 2008). En esos organismos
la temperatura puede modificar aspectos importantes de los ciclos de vida, como
el tiempo de desarrollo embrionario, la calidad de la progenie, la frecuencia de
desoves, el apareamiento, el crecimiento, el factor de conversion alimenticia 'y

el sistema inmune, repercutiendo directamente en la supervivencia, tamafio de

16



las poblaciones y distribucion de éstas (Moullac & Haffner, 2000; Pértner,
2001; Moser et al., 2012; Li et al., 2013; Talmage & Coutant, 2015).

Asi mismo se sabe que el aumento en la temperatura del agua, afecta
directamente la solubilidad del oxigeno limitando el metabolismo aerobio de los
organismos, modificando asi la tolerancia térmica (Deutsch et al., 2015). En
respuesta a las alteraciones ambientales, se ha observado que los organismos
cambian su distribucion geografica y que algunos que no son capaces de
solventar las necesidades fisioldgicas ante estos cambios graduales de
temperatura podrian llegar a extinguirse ( Stillman, 2003; Pértner & Knust,
2007) . Por lo anterior es necesario realizar estudios que exploren a fondo los
procesos fisiologicos y bioquimicos que pueden experimentar los organismos
bajo diferentes condiciones de estrés ambiental (Sandblom et al., 2014) ya que
asi sera posible identificar a los grupos de organismos con menor y mayor
susceptibilidad frente a los efectos del cambio climatico y visualizar su
respuesta ante las nuevas condiciones que les ofrezca el habitat (Helmuth et al.,
2010).

2. Antecedentes
2.1. Campo aeroébico de actividad metabolica (CAAM)

El campo aerobico es una medida que permite establecer los limites maximos
de oxigeno que son exigidos para realizar procesos fisiologicos que dependen
de la energia que se genera al utilizar el oxigeno como aceptor final de
electrones en la cadena respiratoria. EI CAAM (Fig. 1a) se obtiene de la
diferencia entre el consumo de oxigeno obtenido en actividad maxima y el
obtenido del metabolismo estandar (Fig.1b) (Clark & Jutfelt, 2013). Su célculo
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es considerado como una estrategia metodoldgica que permite comprender la

ecologia de organismos en relacion con la tasa metabdlica.
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Figura 1. a) CAAM resultado de la diferencia entre el consumo de oxigeno del metabolismo activo vy el
metabolismo estandar. b) Consumo de oxigeno en el metabolismo activo y en el metabolismo estandar para

cada temperatura de aclimatacion.

El metabolismo estandar abarca la demanda de energia necesaria para el
mantenimiento celular del organismo (iones, regulacién acido-base,
anabolismo) y necesidades esenciales como la ventilacion, circulacion y
excrecion. La diferencia entre el metabolismo activo y el metabolismo estandar
(Fig. 1b), refleja el flujo de energia excedente que puede ser invertido en la
produccion de tejido somatico y produccion de gametos, entre otras necesidades
fisiologicas (Sokolova et al., 2012). Cuando ambas tasas metabolicas se
obtienen en animales aclimatados a diferentes temperaturas es posible construir
una curva en la que podra observarse la temperatura en la que el CAAM es
méaximo y los extremos del gradiente en donde la temperatura limita el
desempefio fisiologico de los organismos (Fig. 1b). Asi, un valor maximo de
CAAM representa las condiciones en las que los organismos pueden llevar al
méaximo todas sus funciones mientras que a medida que éste disminuye esas

funciones se reduciran afectando la actividad muscular, el comportamiento, el
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crecimiento, la reproduccion, entre otros. Esta hipétesis se basa en que la
reduccion en los extremos de la curva del CAAM es causada por la limitada
capacidad del sistemas circulatorio y ventilatorio de los organismos para llevar
suficiente oxigeno a la célula cuando la demanda de energia aumenta debido al
incremento de la temperatura. En ese contexto se ha considerado que a partir de
conocer la curva CAAM es posible establecer los limites térmicos de los
organismos y en consecuencia, una nocion sobre el destino a largo plazo de las
especies (Portner & Knust, 2007).

2.3. Oxigeno y la capacidad de tolerancia térmica limitada (OCTTL)

Utilizando datos de laboratorio obtenidos en diversas especies de peces marinos
e invertebrados de varias regiones climaticas Portner y Knust, (2007)
propusieron la hipotesis de que un desajuste entre la demanda de oxigeno y la
capacidad de suministro de oxigeno a los tejidos, es el primer mecanismo para
restringir la tolerancia de los animales a los extremos térmicos. Este concepto
fue definido al considerar que la tolerancia térmica es limitada por la capacidad
aerdbica de los organismos por lo que se establecié un acrénimo cuyas siglas
en inglés indican ese principio (“Oxygen and capacity limitation of thermal
tolerance”: OCLTT).

Dicho concepto explica como se entrelaza el oxigeno y la temperatura afectando
a los organismos marinos. Portner et al. (2009) suponen que el campo aerdébico
define el rendimiento en general (crecimiento, digestion, reproduccion, sistema
inmune, actividad muscular) y conductas de los organismos en relacion con la
temperatura. La razdn teorica para sostener esta hipotesis es que la hipoxemia

0 un desajuste en la demanda de oxigeno en comparacion con la oferta, provoca
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limitacion térmica (Portner, 2010). Por lo tanto las capacidades bioguimicas y
fisiologicas de los ectotermos acuéticos deben haber evolucionado de tal
manera que el campo aerobico se maximiza dentro de un intervalo de
temperatura denominado 6ptimo, donde las condiciones fisiologicas se llevan a
cabo adecuadamente. En temperaturas mas altas y bajas, el campo aerdbico
disminuye y las condiciones fisiologicas se ven afectadas hasta llegar a un punto
critico de temperatura denominado pésimo (Fig. 2) (Clark & Jutfelt, 2013). La
OCLTT propone que la curva de rendimiento depende de la temperatura y esta
determinada por la capacidad de suministro de oxigeno en relacién con su
demanda (Verberk et al., 2015).
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Figura 2. Rendimiento fisioldgico (6ptimo, pejus y pésimo) establecidos de acuerdo al campo aerdbicoy a la
ventana térmica de Reynolds & Casterlin ( 1979).
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Figura 3. Modelo conceptual que relaciona la tasa metabolica con la ventana térmica de los organismos
acuaticos. El suministro de oxigeno genera mayor actividad aerdbica, en la zona optima se presenta la maxima
obtencion de energia, el organismo esta en aclimatacion funcional por lo tanto todas las funciones fisioldgicas
se llevan a cabo adecuadamente, a medida que el alcance se reduce los organismos entran en un estado de
aclimatacidén en proteccién hasta llegar a las temperaturas criticas donde la aclimatacion es en reparacion con
el fin de asegurar su supervivencia.

Pértner (2010) propuso tres tipos de respuesta a la temperatura de aclimatacion,
con indicadores que determinan el estado fisiologico del organismo (Fig. 3). En
ese esquema, la aclimatacion en capacidad funcional indica un campo aerébico
méximo en donde el metabolismo anaerobio es minimo, las funciones
mitocondriales son méaximas y los indicadores de estrés oxidante son bajos.
Cuando la curva CAAM se reduce por fuera de los limites de aclimatacion
funcional se despliegan una serie de mecanismos que indican que los
organismos deben protegerse de los altos niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y de la hipoxia que se produce en Organos y tejidos que
demandan un incremento de energia metabolica. Como consecuencia de esa
condicion en la aclimatacion en proteccion se presentan en niveles moderados
los factores inducibles por la hipoxia mientras que el metabolismo anaerobio
hace presencia. En temperaturas extremas, se propone, que debido a que el
CAAM es cercano a cero las proteinas de shock térmico son activadas, el estrés
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oxidativo es maximo y el metabolismo anaerobio se presenta en sus niveles mas
elevados, lo que provoca que los organismos intenten, por todos los medios a

su alcance, proteger los tejidos y 6rganos de los cuales depende su vida.

Sokolova et al. (2012) interpretaron la relacion de los modelos fisiologicos
OCLTT con los principios fundamentales del modelo de presupuesto de energia
dinamica (DEB) dependientes del metabolismo aerobio, en el que la energia
asimilada por un organismo se dirige al mantenimiento, actividad, reproduccion
y crecimiento a través de un marco bioenergético en el que la curva CAAM es
un indicador de los niveles de homeostasis en el organismo y por ende un
indicador de los niveles de estres (Fig. 4). En ese esquema, la transicion a
anaerobiosis ocurre antes de la aparicion de temperaturas letales, anunciando
una condicion cuya duracion estara limitada en el tiempo, en la que es posible
suspender temporalmente la actividad metabdlica hasta el regreso de las
condiciones ambientales favorables; sin embargo, constituye una condicién en
la que la supervivencia a largo plazo es imposible. Uno de los mecanismos
comunes de mantenimiento de la homeostasis de proteinas durante la
exposicion al estrés es la expresion de proteinas de choque térmico (HSPs), el
ajuste de la actividad antioxidante (como actividad de superoxido dismutasa,
catalasa y concentracion de glutation) y la sintesis y movilizacién de las

metalotioneinas (Sokolova et al., 2012).
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Figura 4. Descripcion de los diferentes rangos de tolerancia térmica; optimum, pejus y pessimun, establecidos
de acuerdo a las condiciones fisioldgicas que presentan el organismo en relacién con el campo aerdbico. En
las condiciones normales (a), el suministro de ATP a través del metabolismo aerobico es lo suficientemente alto
como para cubrir la energia demandada para mantenimiento, actividad, crecimiento, reproduccioén/desarrollo.
En este rango el alcance aerdbico es alto y la estrategia metabdlica implica compensaciones normales en la
asignacion de energia. Durante un estrés moderado en el rango pejus (b), la demanda de energia para
mantenimiento aumenta con el fin de cubrir la demanda de energia adicional para proteccion contra el estrés y
reparacion del dafio (BI), el metabolismo y / o asimilacién de alimentos se ve impedido (BII). EI campo aerdbico
disminuye y el suministro de energia se desajusta (fase | de transicion), si se mantiene mas tiempo en este rango
el balance de energia se restablece a través de energia compensatoria dirigida a mantenimiento para garantizar
la supervivencia a expensas de otros procesos tales como el crecimiento y la reproduccién. Durante situaciones
de estrés extremo (rango pésimo), el ATP producido solo se destina a mantenimiento (CI) se presenta un
deterioro progresivo del metabolismo aerébico (CII) hasta anular el suministro de ATP mediante esta ruta
metabolica (fase de transicion I1), entonces el metabolismo cambia a anaerobiosis parcial para suministrar
energia y permitir la supervivencia a corto plazo del organismo (Sokolova et al., 2012).

2.3. Poligono térmico

En el esquema propuesto por Sokolova et al. (2012) los umbrales criticos (UC)
representan el limite de tolerancia que un organismo presenta ante un factor
ambiental no favorable, hasta el punto de presentar una notoria desorganizacion
fisica generada por hipoxemia sistemética (Portner, 2010). En esa condicion el

organismo pierde la capacidad de escapar de condiciones que conducen
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rapidamente a su muerte. Una manera de definir los umbrales criticos térmicos
para determinado organismo, es aumentando o disminuyendo la temperatura, a
una velocidad tan rapida que no permite una adaptacion por parte del organismo
y tan lenta que permita un identificacion en los cambios conductuales para

definir el punto critico (Becker & Genoway, 1979).

Al unir los UC en organismos que han sido aclimatados a diferentes
temperaturas se obtiene una ventana térmica o poligono térmico con la que es
posible definir la zona de tolerancia térmica intrinseca. Esta herramienta
permite obtener un indice comparativo entre especies euritermas, ademas de
proporcionar pistas importantes sobre mecanismos de adaptacion y/o de
mitigacion que los organismos presentan ante cambios de temperatura (Eme &
Bennett, 2009). En el poligono, uno de sus lados se establece en el intervalo que
forman las temperaturas de aclimatacién mientras que el otro lado del poligono
es obtenido al conocer la UC de los animales aclimatados a cada una de las
temperaturas seleccionadas. Asi, el area total del poligono es calculada y se

representan en grados centigrados al cuadrado (°C?).

Reynolds & Casterlin (1979) unificaron el poligono térmico con la linea de
preferencia aguda y la linea de igualdad (Fig. 5). La primera es establecida por
la termorregulacion conductual, tambien denominada temperatura preferida, y
que se describe como la temperatura donde organismos moviles tienden a
congregarse o pasar la mayor parte de su tiempo, influenciados por los ajustes
fisiologico que se llevaron a cabo durante la aclimatacion termal. La linea de
igualdad fue descrita como la linea que divide al poligono en dos partes iguales,
y parte de la hipotesis de que la temperatura preferida es igual a la temperatura

de aclimatacion. Asi, los puntos en los que la temperatura preferida y la de
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aclimatacion coinciden determinan la preferencia final, temperatura teorica
alrededor de la cual todos los organismos de una misma especie se congregan,
independientemente de su experiencia térmica. La amplitud y posicién de la
ventana térmica depende de varios factores como aclimatacion, etapa de ciclo
de vida, tamafio de organismos (Pdrtner, 2010) y/o exposicion a estrés (Helmuth
et al., 2010).
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Figura 5. Poligono térmico de Reynolds & Casterlin, ( 1979).
2.4. Caracteristicas de la langosta espinosa Panulirus argus

La langosta espinosa pertenece al grupo de los crustaceos del orden Decapoda
y familia Palinuridae. En el mundo existen alrededor de 50 especies de estas
langostas, 33 de la cuales son de importancia comercial, siendo Panulirus argus
la mas importante en la region del Caribe. En México este organismo posee una
gran importancia comercial, principalmente en las costas de Yucatan y Quintana
Roo, donde la pesca se realiza por medio del buceo libre, con scuba, hookah y
casitas, utilizando ganchos para su captura. Con ese sistema los organismos son
extraidos vivos, siempre y cuando tengan una talla mayor de 74.6 mm de la
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longitud del cefalotérax y 223 mm de longitud total. Los que no cumplen con
esas caracteristicas o las hembras ovigeras son devueltas a su medio natural
(SAGARPA, 2012).

2.4.1. Clasificacion taxonémica

Phylum: Arthropoda
Subphylum: Crustacea
Clase: Malacostraca
Orden: Decapoda
Suborden: Reptantia
Familia: Palinuridae
Genero: Panulirus

Especie: Panulirus argus (Latreille, 1804)

2.4.2. Ciclo de vida

La langosta espinosa Panulirus argus tiene un ciclo de vida largo que
comprende cinco estadios: huevo, larva (filosoma), postlarva (puerulo), juvenil
y adulto, habita principalmente en arrecifes de coral o areas rocosas (Briones-

Fourzan & Lozano-Alvarez, 2013).

Segun la clasificacion de Adams et al. (2006) Panulirus argus es un desplazador
ontogénico ya que cambia de habitat, alimentacion y comportamiento conforme
cambia de estadio de vida. La primera etapa del ciclo de vida se denomina
filosoma, se divide en 11 estadios larvales. Estas son estrictamente oceanicas
manteniéndose a merced de las corrientes durante un periodo de 6 a 8 meses.
Después de ese tiempo, la larva se transforma en un puerulo el cual tiene una

26



forma que se asemeja a la de los juveniles y adultos. Posee antenas desarrolladas
y pereiopodos segmentados, pero sin pigmentacién. Una vez que ocurre la
metamorfosis el puerulo regresar a la costa en busca de un sustrato para fijarse,
comunmente algas o raices de mangle, adquiriendo habitos bentonicos. Esta
etapa dura aproximadamente 10 meses a partir del asentamiento, para
posteriormente convertirse en juvenil donde la pigmentacién es completa (5- 79
Lc). Los juveniles se encuentran principalmente en areas someras (<10 m)
cubiertas de vegetacion sumergida. Esta etapa dura de 8 a 10 meses, en la que
presenta habitos gregarios. Los adultos son menos gregarios que los juveniles
(>78-80 Lc) y es la etapa donde se alcanza la madurez sexual. Los adultos
pueden ocupar una gran diversidad de habitats desde zona de juveniles hasta
arrecifes coralinos o rocoso profundos (60 metros e incluso mas). En general se
ha observado que las hembras ovigeras (con huevos fertilizados) se desplazan
hacia los bordes de los arrecifes o plataformas costeras para liberar las larvas
filosomas (Briones et al., 1997). La madurez reproductiva de Panulirus argus
en la naturaleza se cree que es de alrededor de 3 a 4 afios de edad, incluyendo
la etapa larval (Miller et al., 2013).
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2.4.5. Distribucion

Figura 6. Distribucion de Panulirus argus a lo largo de las costas Atlanticas
del continente americano.

Panulirus argus se distribuye entre las franjas subtropical y tropical en el
continente americano, desde Bermudas y la costa este de EUA en Carolina del
Norte hasta Rio de Janeiro en Brasil, incluyendo el Golfo de México y el Mar
Caribe. También existen reportes de la presencia de Panulirus argus en Santo
Antdo, Cabo Verde en Africa donde su introduccion pudo ser incidental
mediante lastres de buques o mediante dispersion larval (figura 6) (Holthuis,
1991; Freitas & Castro, 2015).

2.4.6. Movimientos de langostas

Las langostas presentan tres tipos de movimientos ( Herrnkind, 1980; Briones
et al.,1997):
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e Con regreso al refugio (Homing): excursiones periddicas o diarias desde
el refugio hacia un area cercana con subsecuente regreso al mismo
refugio u otro cercano.

e Nomadismo: caracterizado  por  movimientos individuales
multidireccionales y desorganizados, desde un sitio definido y abarca de
unos cuantos metros hasta cientos de kilometros.

e Migraciones definidas: como movimientos locomotores de una poblacion
0 parte de la misma generalmente periodicas en un periodo limitado a
traves de distancias relativamente largas.

Las migraciones pueden ser inducidas por condiciones criticas ambientales
generadas por hidrografia de la zona, fenémenos naturales y/o por variaciones
estacionales que presentan consecuencias como surgencias, termoclina y
turbidez con variaciones en niveles de oxigeno, nivel de luz y en la temperatura
(Herrnkind, 1980).

En los ultimos afios, la tasa de explotacion de Panulirus argus en la zona Norte-
noreste de la peninsula de Yucatan se ha incrementado significativamente, lo
que pronostica el final de dicha pesqueria; sin embargo, la pesca en la zona se
ha logrado sostener gracias a la repoblacion generada por migraciones de
langosta adultas que buscan condiciones ambientales propicias para fines
reproductivos como sucede en las migraciones de invierno (Rios et al., 2011).
No obstante, existen reportes de migraciones de Panulirus argus con motivos
no reproductivos, donde se presentan machos y hembras en hileras que oscilan
entre 3 a 30 langostas. En esas observaciones se logré identificar a hembras
juveniles y adultas con o sin huevos, descartando una migracién con meros fines
reproductivos (Herrnkind & Cummings,1964) y atribuyéndola a los cambios
drasticos de temperatura como consecuencia de fendmenos naturales en
conjunto con la hidrografia del area (Kanciruk & Herrnkind, 1978).
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Sosa—Cordero et al. (1998) sefialan que la abundancia de Panulirus argus en
casitas (refugio para langosta disefiado para aumentar la eficiencia pesquera),
esta directamente relacionada con la temperatura. En ese estudio se reportd un
mayor nimero de langostas en los meses de mayo, junio y julio donde las
temperaturas fueron las mas elevadas con un maximo de 31.98 °C, mientras
que, en diciembre y febrero, los meses mas frios se reportaron menos cantidad

de langostas registrandose 22.78 °C como temperatura minima.

2.5. Metabolitos

El comportamiento de los metabolitos en hemolinfa depende de una serie de
caracteristicas ambientales como temperatura, salinidad, alimentacion, oxigeno
disuelto y de otros factores como sexo, peso, muda, reproduccion, infecciones
etc. Sin embargo, cada metabolito representa un papel importante tanto
fisiolégico como nutricional (Lockwood, 1962; Stewart y Li, 1969; Racotta et
al., 2000; Pascual et al., 2003; Goimer et al., 2006; Lorenzon et al., 2011; Wang
& Mcgaw, 2014).

Se ha identificado a las proteinas como la principal fuente de energia en
crustaceos ya que ademas de ser esenciales para el crecimiento (New, 1976),
funcionan como reparadoras y para el mantenimiento de tejidos, juegan un
papel importante en los procesos de degradacion de los carbohidratos y los
lipidos (Pascual et al., 2003a), y participan en el sistema inmune (Coates &
Nairn, 2014).

Las mayores concentraciones de proteinas en el plasma corresponden a la
hemocianina, la cual representa mas del 70% de proteinas del total de las

proteinas en circulacion, aunque puede llegar a niveles muy bajos en
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condiciones de ayuno (Uglow, 1969). En la hemolinfa, ademas de hemocianina
se encuentran coagulogenos, apohemocianina, hormonas y lipoproteinas, serin-

proteinasa, peneaeidinas, y el sistema profenoloxidasa.

El nivel de glucosa en hemolinfa depende de la dieta y del metabolismo de las
proteinas (Pascual et al., 2003b). Las proteinas son consideradas un buen
sustrato energético por la via de gluconeogénesis en crustaceos, pues éstas
permiten mantener una concentracion minima de glucosa circulante y un
almacenamiento de energia adecuado en forma de glucdgeno (Rosas et al.,
2001). El oxigeno es el ultimo aceptor de electrones en el proceso respiratorio,
y por lo general comienza con la degradacion de carbohidratos en donde la
glucosa, siendo la principal fuente energética para la actividad muscular de los
crustaceos, es el primer sustrato que se utiliza como fuente de energia. Se
reconoce a la glucdlisis como la principal ruta catabolica en el musculo.
Descrito como el proceso de la transformacion de la glucosa en acido lactico,
este proceso permite el almacén de gran cantidad de energia en una sola
molécula y la liberacion de glucosa de acuerdo a las necesidades metabolicas
en los organismos. En condiciones de estrés como hipoxia o de actividad
intensa, la glucosa es metabolizada por via anaerobia produciendo
principalmente lactato como resultado final (Ocampo et al., 2003; Maciel et al.,
2008).

La glucosa también es indispensable para la sintesis de la quitina (Rosas et al,
1992). En ese proceso el glucdgeno es convertido en glucosa la cual convertida
a glucosamina y acetilglucosamina, que puede ser polimerizado para formar la

quitina (Hornung & Stevenson, 1971).

El colesterol y los acilgliceridos son lipidos esenciales en la dieta, debido a que

en general los crustaceos no pueden sintetizarlos. En consecuencia, los niveles
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de colesterol y acilgliceridos en la hemolinfa estan asociados directamente con
la cantidad y calidad de los lipidos en los alimentos ingeridos (Pascual et al.,
2003c).

Homarus americanus puede utilizar el &cido glutamico y la alanina como
sustratos para la sintesis de acilglicéridos, a través de glicerofosfato y el acido
fosfatidico (Shieh, 1971). Los acilglicéridos se encuentran relacionados con el
proceso de reproduccién (Palacios et al., 2000) mientras que el colesterol
funciona como la base de la construccion de las membranas celulares, participa
en la sintesis de colageno, ademas de ser un precursor de la hormona ecdisona

durante los procesos de muda (Rosas et al., 2004).

2.6. Hemocianina

La hemocianina (Hc) es la mayor fuente de proteina en el plasma (Coates et al.,
2012). Se trata de glicoproteinas presentes en artropodos y moluscos cuya
principal funcion es el transporte de oxigeno, aunque recientes publicaciones
proponen que dicho pigmento también puede ser un componente integral en la
inmunidad innata, asi como participar en procesos homeostaticos y fisiologicos
como muda, osmorregulacion (como osmolito), transporte de hormonas como

ecdisona y funciona como proteina de almacenamiento (Coates & Nairn, 2014).

Una caracteristica reconocida de este pigmento, es que presenta diferentes
tonalidades azules, esto debido a que el sitio de union al oxigeno implica un par
de atomos de cobre, que estan en el estado de Cu I, pero debido a la oxigenacion
cambia de estado a Cu I, lo que le confiere esta coloracion (van Holde et al.,
2001).
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Algunos autores sefialan que la hemocianina en la hemolinfa desempefian un
papel importante en el transporte de oxigeno durante la hipoxia (Bouchet &
Truchot, 1985) y que presenta una correlacion positiva con la temperatura,
presentando bajas concentraciones en ambientes hipoxicos y temperaturas
elevadas del agua (Engel et al., 1993). No obstante en hipoxia se ha observado
que la Hc aumenta su afinidad por el oxigeno (Bouchet & Truchot, 1984) debido
al efecto Bohr, el cual es, hasta ahora, es la hipdtesis que explica mejor las
razones por las que se presenta un aumento de la afinidad de la Hc en hipoxia.
En esa hipotesis la mayor afinidad de la Hc por el oxigeno esté asociada con la
acumulacion de CO; el cual altera el pH sanguineo, haciéndolo méas acido. La
reduccion del pH modifica la configuracion molecular de la Hc, favoreciendo
su afinidad por el O,. Sin embargo, el mecanismo por el cual aumenta esta

afinidad aun se mantiene en discusion.

2.7. Capacidad osmorreguladora (CO)

La capacidad osmorregulatoria es el resultado de la diferencia entre presién
osmotica de la hemolinfa y la del medio (Charmantier et al., 1994). La
osmorregulacion es la regulacion de la concentracion de sal y agua en las células
y en los fluidos corporales (Capinera, 2008).

La capacidad de osmorregulacion esta relacionada con la propia habilidad que
presentan los organismos de regular su ambiente interno con respecto del
ambiente externo. Si bien, normalmente se relaciona con las concentraciones de
sales disueltas en el medio interno y externo del organismo, la salinidad no es
la Unica propiedad del medio de importancia en el mantenimiento
de agua interna y el equilibrio de sal. Otros factores tales como la temperatura,

el pH y relaciones iénicas también pueden influir en los mecanismos de
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regulacion del animal. En consecuencia, el intervalo de la capacidad de las
diferentes especies para regular su concentracion en sangre tiende a tener una

relacion con la tension impuesta por su entorno particular (Lockwood, 1962).

Se sabe que la temperatura presenta una interaccion con la salinidad,
modificando la capacidad osmorreguladora en crustaceos. Las jaibas del género
Callinectes, pueden regular hiposméticamente en charcos de mareas cuando la
temperatura es calida mientras que en temperaturas frias no resiste las altas
salinidades. Por esa razon se aleja de las costas en invierno y se mantiene en
aguas de salinidad normal. Por lo tanto se afirmar que en condiciones naturales
la osmoconcentracion de muchos crustaceos depende tanto de la tempertura
como de la concentracion del medio exterior (Diaz, 1988). En este sentido Hill
(2007) observo en Homarus americanus una resistencia a salinidades bajas para
temperaturas de aclimatacion baja, mientras que estas salinidades eran letales
para organismos aclimatados a temperaturas mas elevadas.

La temperatura puede afectar algunos procesos en lo que intervienen sales y
agua como tasas de difusion, smosis, indices de transporte activo, coeficientes
de produccion de orina ademas puede alterar la permeabilidad de las membranas
celulares (Hill, 2007) provocando la peérdida del equilibrio hidromineral
(Pascual et al,. 2003).

Las respuestas de un organismo ante la presién osmética también depende del
comportamiento osmorregulador del organismo y del medio que habita. Aunque
la literatura sefiala que el crecimiento maximo de un organismo se produce en
medios isosmaticos, debido a un menor gasto energético en regulacion osmatica
(Moullac & Haffner, 2000), se ha demostrado que eso no siempre se cumple en

todos los crustaceos (Brito et al., 2000).
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2.8. Hemocitos

Los crustaceos poseen un sistema circulatorio abierto, en el cual encontramos
células circundantes conocidos como hemocitos. Estas células son consideradas
la primera linea de defensa debido a su participacidn en la respuesta inmune.
Los hemocitos han sido clasificados de acuerdo a caracteristicas citoldgicas
como granularidad citoplasmatica, propiedades de tincién, densidad y tamario
nuclear en tres diferentes categorias: hialinos, semigranulares y granulares
(Soderhall, 2015). Los hemocitos granulares y semigranulares son los
principales precursores del sistema fenoloxidasa, debido a que contienen el
zimogeno profenoloxidasa (enzima inactivada proPO) el cual es activado por
una enzima serin-proteasa llamada enzima activadora de proPO (AEproPO) en
la presencia de antigenos como componentes de la pared celular microbiana,
lipopolisacaridos, B -1. 3-glucanos y/o peptidoglicanos en cantidades
extremadamente pequefias (pg/L) La enzima activada se llama fenoloxidasa
(PO) v es la responsable de la melanizacion (Morales & Cuellar-Anjel, 2008;
Sritunyalucksana & Séderhall, 2010).

En camarones peneidos los hemocitos también presentan peneidinas, las cuales
corresponden con peptidos antimicrobianos que se activan contra bacterias
Gram (+) y hongos filamentosos (Maeda-Martinez, 2001). Las peneidinas
varian en tamafio, desde 50 a 62 aminoéacidos, se almacenan en los granulocitos
de camaron, y se liberan en respuesta a los estimulos que generan las
infecciones bacterianas Se ha observado que en los camarones el péptido
penaeidina se une a la quitina lo que permite la inmunolocalizacién en el tejido

cuticular de los camarones (Gross et al., 2001).
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Se cree que las células hialinas de crustaceos participan en la coagulacion,
mientras que los hemocitos granulares y semigranular estan involucrados en la
encapsulacion, presentan peroxinectina, enzimas lisosomales y producen un
estallido respiratorio (Gross et al., 2001). Este mecanismo les permite combatir
agentes extrafios a través de la produccion de radicales como anion superoxido,

perdxido de hidrogeno y singletes de oxigeno (Morales & Cuellar-Anjel, 2008).

En Litopenaeus vannamei y L. setiferus se encontraron proteinas de shock
térmico (HSP70 y Hsp60) en hemocitos. Estas proteinas funcionan como
protectores celulares, en la regulacion de la resistencia al estres, evitan o
disminuyen la desnaturalizacion de proteinas en condiciones de estrés y reparan

proteinas desnaturalizadas (Gross et al., 2001).

2.9. Balance redox

El estrés oxidante se define como una alteracion en el equilibrio prooxidante-
antioxidante en favor de los primeros, dando lugar a posibles dafios (Sies, 1991).
La oxidacion es la remocion de uno o mas electrones de una molécula, contrario
a la reduccion, la cual se define como la adicion de uno o mas electrones. En
los sistemas bioldgicos, el principal agente reductor es originado por el alimento
(flujo de electrones), por otra parte el principal agente oxidante es el oxigeno
molecular, el cual presenta una amplia variedad de estados estacionarios
dinamicos que se pueden desplazar en diferentes clases de moléculas, alterando
las funciones celulares, provocando dafios en las células y tejido, esto
dependiendo de la naturaleza y el alcance del efecto del agente oxidante (Kehrer
et al., 2010). Este balance puede ser alterado con el aumento en el nivel de
compuestos enddgenos y exdgenos gue se auto-oxidan junto con la produccion
de especies reactivas del oxigeno (ROS), por agotamiento de las reservas de
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antioxidantes de bajo peso molecular, la inactivacion de las enzimas
antioxidantes o la combinaciones de dos o mas factores mencionados
anteriormente (Lushchak, 2014).

2.9.1. Radicales libres y especies reactivas de oxigeno

Los términos radicales libre y especies reactivas de oxigeno (ROS) han sido
utilizados como un solo término, estando en algunas ocasiones incorrecto. Un
radical libre es un atomo o molécula que contiene uno o0 mas electrones impares,
este estado que les proporciona una gran reactividad, pero esta no es una
caracteristica necesaria para presentar esta condicion (reactivos). Por ejemplo
el peroxido de hidrogeno (H.0O,) no es considerado un radical libre, pero es
quimicamente reactivo en los sistemas biolégicos (Liochev, 2013; Lushchak,
2014). Por esta razén los ROS se han definido como entidades que contienen
uno 0 mas atomos de oxigeno que cumplen los criterios necesarios para

definirlos como quimicamente reactivos (Lushchak, 2014).

Los ROS son productos normales del metabolismo aerébico celular, mediadores
y/o productos de numerosas reacciones enzimaticas dentro de la célula,
principalmente en la cadena transportadora de electrones (CTE) que toma lugar
en la mitocondria (Boveris et al., 1976; Turrens et al., 1985), por lo que son
criticos en las funciones normales de la célula, la liberacidn de estos compuestos
en otros compartimentos intracelulares y espacios extracelulares puede resultar

en dafios, lesionando tejido principalmente.

El superoxido (O2) es un anidn radical que puede ser formado por la reduccion

de un electron de oxigeno molecular, asi como también por la oxidacion de un
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electron del peroxido de hidrogeno (H20,), este radical puede formarse como

producto de reacciones enzimaticas, incluyendo las oxidasas.

O,+e+H" "> HO,> O,y + H*
H,O0, 2> 20, + 2 H*

El peréxido de hidrégeno (H,O,) es producido por la reduccién de dos
electrones del oxigeno molecular y por la oxidacién de superdxido (O;) o por
la dismutacién enzimatica de la superoxido dismutasa (SOD). Este compuesto
puede ser producido en peroxisomas, mitocondrias, microsomas y membranas

celulares.

20, + 2" + 2H* = H,0,
20, + 2 H"—> H,O,
O,y +0,+2H"= O,+H,0,

El hidroxilo radical (HO*), esta especie es la forma mas activa de oxigeno, se
puede formar a partir de radiacion de alta energia, por la reduccion del peroxido
de hidrégeno (H.0,) por metales de transicion como Fe** o Cul* y por la
reaccion de Haber-Weiss catalizadas por el hierro durante las reacciones

enzimaticas.
H,O, > 2 HO*

H.0, + Fe* > Fe** + HO* + OH
O, + H,0, > O, + HO* + OH
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2.9.2. Mecanismos reguladores de ROS

Los organismos vivos poseen mecanismos que regulan los niveles de ROS,
resultando en una produccion y eliminacién equilibrada, los sistemas
antioxidantes pueden ser enzimaticos y no enzimaticos. Los antioxidantes no
enzimaticos, también conocidos por su bajo peso molecular (<1 kDa),
encontramos a la vitamina C y E, carotenoides, polifenoles, acido drico y
antocianinas, por otra parte, en los sistemas enzimaticos (>10 kDa), se
encuentran la superdxido dismutasa, catalasa, glutation reductasa y glutation
peroxidasa. Los primeros son obtenidos a partir del alimento y los segundos son

sintetizados por el propio organismo (Lushchak, 2014).

2.9.3. Superoéxido dismutasa

Esta enzima protege a la célula de los efectos toxicos del anion superdxido (O),
se encarga de la dismutacion de este anion en un orden de magnitud de cinco
veces mayor al proceso espontaneo de anién superoxido, (Liochev & Fridovich,
2007). Existen cinco isoformas diferentes de esta enzima, cada una contiene un
ion metalico en sus sitios activos (Cu, Zn, Mn, Fe y Ni), este ion metalico se
reduce por un O, (Cu?* a Cu*, Fe*" a Fe?*, Mn*" a Mn®* y Ni?" a Ni* ) y de
nuevo se reoxida por otro O, generando peroxido de hidrogeno (ecuacion 1)
(Fridovich, 2013).

O, + Me™ > O,+ Me*-1
2 H* + 0y + Me*™ > H,0,+ Me™

2.9.4. Catalasa
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Catalasa contiene un grupo hemo (Zamocky & Koller, 1999) el cual es el
responsable de la actividad catalitica de esta enzima. La descomposicion de
H.0, en H,Oy O, se lleva a cabo mediante dos mecanismos (ecuacion 2), la
forma férrica es oxidada a la forma oxiferril, también llamado componente I,
después el componente | es reducido por un segundo H,0O,, dando lugar de

nuevo al grupo férrico reducido (Aebi, 1947; Turrens, 2010).

H,0, + catalasa-hemo (Fe**) - H,O + catalasa-hemo (Fe** = O)

H,0, + catalasa-hemo (Fe** = O) = H,0 + O, + catalasa-hemo (Fe3*)

2.9.5. Glutation

El glutation (GSH) es un tripeptido (-L-y-glutamil-L-cysteinylglycine) con
maultiples funciones en los organismos vivos, este compuesto contiene un grupo
tiol activo en la forma de un residuo de cisteina que actlia como antioxidante,
reaccionando principalmente con especies activas de oxigeno-nitrégeno (ROS
y RNS), electrofilos y como cofactor de varias enzimas (Sies, 1999), las forma
reducida y oxidada de glutation (GSH y GSSH), actuan sinérgicamente como

donadoras y aceptoras de electrones.

2.9.6. Glutation peroxidasa

Esta enzima se encarga de la reduccion del H,O,, por medio de una molécula
de selenio en su sitio activo, transfiriendo equivalentes reductores de GSH al
H,O, produciendo H,0 y GSSH (ecuacidn 3). Existen siete isoformas diferentes
de glutatién reductasa, estas enzimas son poco especificas con respecto a sus

sustratos oxidantes, por ejemplo la GPx-1 reduce una gran variedad de
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hiperdxidos organicos a excepcion de hiperoxidos de lipidos complejos tales
como fosfatidilcolina, colesterol y éter hidroperoxido (Burk & Hill, 2010;Ursini
& Maiorino, 2013).

H,0, + 2GSH - GSSH + H,0O

ROOH+ 2GSH ->GSSG +H,0+ROH

2.9.7. Glutation-S-transferasa

Glutatién-S-transferasa cumple funciones de desintoxicacion celular vy
excrecion de diversas sustancias fisioldgicas y xenobidticos. Esta enzima
cataliza la adicion nucleofilica del tiol de GSH en los centros electréfilos de los

compuestos organicos (Wilce & Parker, 1994).

2.9.8. Peroxidacion de lipidos

Es un proceso ocasionado por ROS y otros compuestos quimicos, estos agentes
transforman los acidos grasos polinsaturados (PUFAS) en moléculas de lipidos
hidroperdxidos (LOOHSs). El hidroxilo radical es frecuentemente propuesto
como especie iniciadora (OH); el OH reacciona con PUFAs removiendo un
hidrégeno, dando a un radical lipidico (L), el cual se transforma en un peroxido
radical (LOO) por la adicion de un oxigeno, este compuesto es altamente
reactivo y extrae un hidrégeno del acido graso vecino, formando hidroperoxido
lipidico (LOOH) y un nuevo lipido pentadienilo radical (L), dando lugar a una
reaccion en cadena (Djordjevic’, 2004; Kehrer et al., 2015) El hidroperdxido
radical (LOOH) puede ser reducido a un estado quimicamente mas estable como
un alcohol (LOH).
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Representacion esquematica de las principales defensas antioxidantes

celulares y vias antioxidantes de Regoli et al. (2011)

M CHOn

o ‘o
Semidehydroascordyl
Radcal

Figura. 7. Representacion esquematica de las principales defensas antioxidantes celulares y vias antioxidantes.
Los compuestos sometidos a el ciclo redox, como quinonas (Q), se convierten a través de reducciones
univalentes (le-) a radicales intermedios (Q ¢), que reaccionan con el oxigeno para producir el anién super6xido
(02 -) y el compuesto original para otro ciclo. Tales reacciones se evitaron por DT-diaforasa (DT-D) a través
de una reduccién de dos electrones de quinonas a hidroquinonas (HQ).

Superoxido dismutasa (SOD) es la enzima responsable de la eliminacidn de O»- a peréxido de hidrdgeno (H20,),
que después se reduce en H20, ya sea por catalasa (CAT) o por glutation peroxidasa (GPx), que utilizan
glutation reducido (GSH) como donador de electrones. En la presencia de hierro reducido (Fe?*), H,O, se
convierte de manera eficiente a los radicales hidroxilo (*OH) a través de la reaccién de Fenton, el cual es un
potente iniciador de peroxidacion lipidica de membrana: después de la abstraccion de un atomo de hidrégeno,
el formado de radical lipidico (Le) reacciona con O, para producir el radical peroxilo lipidos (LOO¢*) que
elimina facilmente un hidrégeno de otro lipido, produciendo un hidroperoxido lipidico (LOOH) y el nuevo
radical lipidico que sustenta el nuevo (fase de propagacion de reaccion). La peroxidacién lipidica se termina
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cuando L * 0 LOO - se templan por un eliminador de radicales soluble en lipidos como tocoferol (vitamina E);
la vitamina E resultante se reduce de nuevo a la forma funcionalmente activa por el ascorbato en el lado
citosolico, mientras que el radical semidehydroascorbyl se recicla por reductasa de dehidroascorbato (DHAR),
que utilizan GSH como cofactor. GPx y algunas isoformas de glutatién S transferasa (GST), reducen los
hidroperéxidos lipidicos a alcohol, con la oxidacion concomitante de GSH a GSSG. Glutation oxidado se
reconvierte a GSH por el glutation reductasa (GR), utilizando NADPH producido por la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) durante el metabolismo de la glucosa a través del ciclo de la pentosa fosfato. Cuando
la oxidacion de glutation excede la capacidad de reciclaje de los GR, GSSG se excreta activamente por la célula
con la ayuda de proteinas asociadas a la resistencia a farmacos (MRP), que también elimina los metabolitos
(GS-X) resultantes de la conjugacion de GSH con compuestos lipéfilos catalizadas por GST (Regoli et al.,
2011).
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3. Pregunta de investigacion

¢ Cual es la relacion entre los mecanismos de defensa redox y bioindicadores en
hemolinfa con el campo aerdbico de juveniles de langosta espinosa Panulirus

argus aclimatados a distintas temperaturas?

4. Hipotesis

Se encontraran las mejores condiciones fisioldgicas en los organismos cuyas
temperaturas de aclimatacion se encuentren en la zona donde el CAAM es
maximo, asi como el maximo crecimiento y menor estrés oxidante. En las
temperaturas dentro del pejus el CAAM disminuird y se espera encontrar la
presencia de mecanismos de proteccion: un desbalance redox, activacion inicial
de rutas metabdlicas anaerobias. Mientras que en la zona pésima, se presentara
un desplazamiento del metabolismo aerobio por metabolismo anaerobio, se
obtendra el menor crecimiento, los mecanismos de reparacion celular y la

defensa antioxidante alcanzaran un maximo.
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5. Objetivo general

Determinar el campo aerdbico de actividad metabdlica (CAAM) y su relacion
con biomarcadores fisiologicos y balance redox en juveniles de langosta

espinosa del caribe Panulirus argus.

6. Objetivos particulares

1. Determinar la preferencia térmica final de Panulirus argus, mediante
los umbrales criticos (UC) y la preferencia aguda en las diferentes
temperaturas de aclimatacion (18, 22, 26 y 30°C).

2. Determinar el CAAM mediante el método de TIMR (Temperature
Induced Metabolic Rate).

3. Evaluar biomarcadores de balance redox para organismos aclimatados
y posteriormente expuestos a TIMR, asi como para organismos control:
peroxidacion de lipidos y las enzimas superoxido dismutasa, glutation
s-transferasa, glutation total.

4. Evaluar biomarcadores fisiologicos en organismos aclimatados y
posteriormente expuestos a TIMR, asi como para organismos control:
metabolitos en hemolinfa (colesterol, proteina, lactato, triglicéridos y
glucosa), presion osmotica, hemocianina, conteo total de hemocitos y

clasificacion en hemocitos hialinos, semigranulares y granulares.
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7. Materiales y métodos

7.1. Obtencién de organismos

Se utilizaron juveniles de langosta de la especie Panulirus argus capturadas en
Isla Mujeres, Quintana Roo por medio de buceo libre, posteriormente fueron
trasladadas al area de ecofisiologia ubicada dentro de las instalaciones de la
Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI), entidad
académica de la Facultad de Ciencias, Sisal, Yucatan donde se realizaron las

diferentes actividades experimentales (Fig. 8).

UMDI-Sisal,
actividades
experimentales.
Coordenadas:
21°09'55"N
90°01'50"0

Isla mujeres,
captura de
organismos.
Coordenadas:
21°21'0" N,
86°43'0" O

Figura 8. Sitio de Captura de organismos y traslado a laboratorio en la UMDI UNAM Sisal, Yucatan para
actividades experimentales.

El traslado de los organismos se llevo a cabo en 2 tanques con capacidad 1000
litros de agua, pero con 100 L cada uno. Esos tanques fueron acondicionados
con una bomba que proporciono aireacion durante todo el periodo de traslado.
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7.2. Mantenimiento

Un total de 128 organismos fueron distribuidos en estanques de 700 litros con
circulacion continua de agua, a 25°C, utilizando una densidad de 17
organismos/m?. La alimentacion consistié en una pasta elaborada con 70% de
calamar y 30 % de jaiba, suspendida en conchas, dos veces por dia ad libitum.
La limpieza de tanques se realizo una vez al dia a las 19:00 hr utilizando redes
para la recuperacion de conchas y mangueras para retirar heces y restos de

alimento. El periodo de acondicionamient al cautiverio fue de 2 semanas.

7.3. Disefo experimental

Los juveniles se expusieron durante 15 dias a diferentes temperaturas para su
aclimatacion (18°C, 22°C, 26°C y de 30°C). Los organismos fueron colocados
en tinas con un volumen de 40 litros y una base de 50 cm?, se colocaron 8 0 7
organismos por tina, distribuidos de tal manera que las tallas y pesos fueran
similares con el fin de evitar canibalismo. Cada tratamiento se realizd por
triplicado, cada uno fue abastecido por un reservorio en comdn, en el cual se
coloco un calentador de titanio para el tratamiento de 30°C y un enfriador para
las temperaturas de 18°C y 22°C, por otra parte, para mantener la temperatura
del tratamiento de 26°C se instal6 un enfriador de titanio. El flujo de agua fue
semi-cerrado, el agua provenia de un sistema de esterilizacion con UV vy filtros

bioldgicos (Fig. 9)

El manejo de los organismos durante el experimento se realizé de la siguiente

manera.

El fotoperiodo fue de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, iniciando el dia a las 8
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am.

A las 8:30 y 18:30 horas, se monitorearon las variables fisico-quimicas
oxigeno y temperatura

A las 9:30 y 17:00 horas se alimenté ad libitum.

A las 19 horas se llevd a cabo la limpieza de los estanques y reservorios.
La salinidad se monitoreo tres veces cada semana, mientras que amonio,
nitrito, nitrato y pH se monitorearon solo una vez.

Las langostas que mudaban fueron cubiertas con canastas de plastico,
para aislarlas del resto y prevenir canibalismo, estas se liberaban cinco
dias después, una vez que su exoesqueleto se encontrara completamente

rigido.

Figura 9. Sistema semi-cerrado y refugio de pvc.
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7.4. Umbrales criticos (UC)

Las evaluaciones de UC se realizaron al terminar el periodo de aclimatacion de
las diferentes temperaturas. Este proceso consistié en someter a los organismos
a un cambio de temperatura gradual, incremento o decremento, constante a una
tasa de 1°C por minuto hasta observar cambios conductuales como
enroscamiento del telson o intentos de escape (Fig. 10), se utiliz6 un enfriador
PolyScience IP-35 chiller para UCmin y una resistencia de 1000 W para

UCmax.

Figura 10. Intento de escape de langosta Panulirus argus, expuesta a
Incrementos contantes de temperatura (1°C/min).

7.5. Preferendum térmico

El preferendum térmico se determino usando un gradiente horizontal de 450 cm
de largo, el cual consiste en un tubo de pvc de 20 cm de diametro adaptado a un
calentador de 1000 W en un extremo y a un enfriador PolyScience IP-35 chiller
al otro; la profundidad del agua fue de 9 cm. Se coloc6 una manguera difusora

de aire a lo largo del gradiente para evitar estratificacion térmica y mantener
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una concentracién constante de oxigeno. La temperatura del agua vario un 1°C
por cada 17 cm de largo, el rango de temperatura de extremo a extremo fue de
9 a35°C.

Las langostas se mantuvieron en ayuno 24 horas antes de la prueba y fueron
etiquetadas con cintas de colores numeradas en la region del cefalotorax con el
fin de facilitar su identificacion dentro del gradiente. Al finalizar el periodo de
aclimatacion, se introdujo a cada organismo de manera directa en el segmento
cuya temperatura correspondiera a la de aclimatacién. Se monitored la
temperatura de ubicacion cada 10 minutos durante dos horas utilizando un
termometro infrarrojo digital Steren HER-425. Se realizaron 5 repeticiones por

temperatura de aclimatacion, cada langosta se empled solo una vez.

7.6. TIMR (Temperatura Induced Metabolic Rate)

El campo de actividad del metabolismo aerobio (CAAM) fue determinado
mediante el método TIMR, el cual induce el metabolismo estandar (TIMR min)
y el metabolismo activo (TIMR max) por medio de la manipulacion de
temperatura. Este método se llevd a cabo en una tina con una capacidad de 50
litros, en la que los organismos fueron introducidos en un recipiente hermético
con una capacidad de dos litros (Fig. 11a). EI metabolismo activo se determiné
mediante el método TIMR max en el que las langostas fueron expuestas a una
temperatura que correspondio con el 95% de la temperatura del umbral critico
méaximo previamente conocido. En esas condiciones los organismos
permanecieron durante 5 minutos en una camara cerrada, lo cual permitioé medir

el consumo de oxigeno. La diferencia entre la concentracion inicial y final del
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oxigeno disuelt