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Resumen

Isostichopus badionotus estd presente en Yucatdn y Campeche donde estd
expuesto a fluctuaciones de temperatura. Un estudio previo indica como tempe-
ratura éptima para esta especie un intervalo de entre 26 y 29 °C. Para observar si
una temperatura fluctuante por arriba del intervalo 6ptimo provoca un aumento
del desempeno fisiolégico en los juveniles de I. badionotus se evalué el efecto de
dos tratamientos de temperatura fluctuante (25 - 29 °C y 25 - 32 °C), sobre el cre-
cimiento, la supervivencia, la tasa de consumo de oxigeno de rutina, la tolerancia
térmica, la estimacion del campo de actividad metabdlico mediante el método de
TIMR (Temperature Induces Metabolic Rate) y la cuantificacién de metabolitos
(acilglicéridos, colesterol, lactato y proteinas) y glucégeno. Estos datos se com-
pararon con los obtenidos previamente en las temperaturas estédticas (20, 23, 26
y 29 °C). En los resultados de crecimiento la prueba de chi-cuadrado mostré que
los diferentes tratamientos experimentales (fluctuantes y estdticos) afectaron la
proporcién de pepinos con crecimiento positivo y la proporcién de pepinos con
crecimiento negativo (p < 0.001, x? = 34.37), sin embargo, la chi-cuadrado no
mostré diferencias significativas entre ambos tratamientos de temperatura fluc-
tuante (p = 0.05, x* = 0.47).El porcentaje de supervivencia fue de entre 92 y
100 % y no fue afectado por los tratamientos experimentales. La tasa de consumo
de oxigeno de rutina no fue afectado por la temperatura maxima final en los
tratamientos de temperatura fluctuante (t = -1.02, p = 0.34). Las temperaturas
criticas obtenidas en los animales expuestos a los tratamientos de temperatura
fluctuante no fueron afectados por la temperatura maxima final de estos trata-
mientos experimentales, presentando valores de 15.2 °C para las TCMin (t = 0,
p = 1) y entre 38.45 y 39.10 °C en las TCMax (t = 1.17, p = 0.29) sugiriendo

que entre 38 y 39 °C se encuentra la temperatura maxima para esta especie. Los



mayores valores del intervalo de tolerancia térmica(ITT) se dieron en los pepinos
aclimatados a 26 °C (25.98) y los menores en pepinos aclimatados a una fluctua-
cién de entre 25 - 29 °C. El consumo de oxigeno determinado con el fin de evaluar
los efectos de las fluctuaciones de temperatura en el metabolismo estandar y de
actividad no fue afectado por el tratamiento experimental (VOs activo; t = 1.14,
p = 0.30; VO3 estandar t = 0.40 p = 0.70). Las TIMRmax —min fueron calcula-
das para obtener el CAM (Campo de Actividad Metabdlica) mostrando mayores
valores de CAM en los pepinos mantenidos en el régimen fluctuante 25 - 32 °C
(0.12 mgO45/h/g) en comparacién con el valor obtenido en los pepinos manteni-
dos en la fluctuacién de 25 - 29 °C (0.05 mgOz/h/g). Los valores de los pepinos
aclimatados a la fluctuacién de 25 - 32 °C fueron similares a los obtenidos en los
animales expuestos a 29 °C (0.11 mgO2/h/g), mientras que los animales expues-
tos a la fluctuacién de 25 - 29 °C resultaron similares a los obtenidos en pepinos
mantenidos a 20 °C (0.04 mgO2/h/g). Los resultados de la bioquimica muestran
una mayor concentracién de colesterol, proteinas y glucégeno en el arbol respira-
torio, de acilglicéridos en la pared corporal y de lactato en el musculo. Los datos
revelan que en todos los tejidos, la mayor movilizacién de metabolitos tuvo lugar
en el tratamiento de 25 - 32 °C.
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Introduccion

Los pepinos de mar presentan gran interés desde el punto de vista ecolégico
puesto que actian como filtradores de arena, permitiendo la aireacién y elimina-
cién de la materia organica en descomposicion. Ademas, en los paises asidticos
han sido considerados un manjar durante siglos, incluso se utilizan con fines médi-

cos y afrodisfacos (Lépez-Rocha, 2011).

Debido a esta alta demanda las zonas de pesca tradicionales que abastecen
los mercados cerca de Asia se han visto agotadas y cada vez es mas frecuente
la expansion de esta actividad a nuevas zonas de pesca. En el caso de México,
tras explotar hasta niveles criticos la especie del Pacifico Isostichopus fuscus, em-
pezaron las busquedas por otras especies de interés comercial. En el Golfo de
México se centraron en la especie Isostichopus badionotus presente en Yucatan y
Campeche puesto que se trata de la especie con mayor potencial comercial por
su semejanza con Apostichopus japonicus (especie mas apreciada en el mercado
asidtico). Actualmente, esta especie se encuentra sujeta a medidas de proteccién

especial con regulacién de su pesqueria a través de vedas y cuotas de captura.

El pepino de mar Isostichopus badionotus es un holoturoideo epibenténico
que se distribuye en en pastos marinos y en zonas poco profundas, fangosas y
arenosas. Su distribucién abarca desde el Golfo de México hasta Africa occidental
(Pawson, 1976; Zetina-Moguel et al., 2003). En el Golfo de México estd presente
a lo largo de la Peninsula de Yucatan donde los pepinos de mar estan sujetos
a variaciones de temperatura ligadas a eventos ciclicos, como son la entrada de

vientos frescos del norte que reducen la temperatura superficial en invierno y la
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entrada de aguas frias debido al fendmeno de surgencia que banan la plataforma
oriental en verano (Enriquez et al., 2010). Estos dos fendmenos hacen que las
temperaturas del fondo marino de la plataforma se mantengan dentro de inter-
valos relativamente menores a los que tiene el resto del Golfo de México, hecho

que sin duda determina los intervalos de tolerancia de las especies que ahi habitan.

En el medio marino los organismos frecuentemente estan expuestos a varia-
ciones térmicas, ya sea por fluctuaciones diarias de la temperatura o por cambios
estacionales, que afectan el crecimiento y otros procesos fisiolégicos como la repro-
duccién. Existen numerosos estudios que sugieren que las evaluaciones fisiolégicas
obtenidas en condiciones constantes podrian diferir de las que pueden obtenerse
cuando los organismos son expuestos a temperaturas fluctuantes (Enders y Bois-
clair, 2016), las cuales, reflejan una condicién més cercana a la que los organismos

experimentan en su ambiente natural.

Ademis, las predicciones sobre el calentamiento global sugieren un incre-
mento progresivo de la temperatura acompanado de un aumento en la frecuencia
de las anomalias climaticas, las cuales se traduciran en inviernos mas intensos
y cortos seguidos de veranos més largos (Pachauri et al., 2014). En el caso del
pepino de mar estas alteraciones temporales podrian tener grandes efectos en las

fases sensibles (embrionarias y larvales).

En base a los estudios realizados en la ultima década, se han propuesto una
serie de hipétesis que explican los mecanismos biolégicos involucrados en la tole-
rancia térmica de los organismos marinos ectotermos (Clark et al., 2013; Portner,
2010; Gillooly et al., 2002, 2001). Un ejemplo, es la hip6tesis que establece que la
tolerancia térmica es limitada por la capacidad de los organismos de llevar sufi-
ciente oxigeno a las mitocondrias cuando se incrementan las demandas de energia
como consecuencia del aumento en la temperatura (Tepolt y Somero, 2014; Giomi
y Poertner, 2013; Somero, 2010; Portner, 2010, 2002, 2001; Stillman y Somero,
2000). En esta hipdtesis se postula que el intervalo éptimo de temperatura corres-
ponde con el campo de actividad metabdlica maxima (CAM), el cual se reduce

cuando los organismos experimentan temperaturas en la cual se requieren me-
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canismos de proteccién (participacién de las moléculas inducidas por la hipoxia

(HIF-1)); participacién del metabolismo anaerobio, aumento de la capacidad de

suministrar mas oxigeno a los tejidos etc.) o de reparacién (proteinas de shock

térmico, participacién de moléculas anti-oxidantes, entre otros). Asi, el modelo

reconoce tres intervalos de temperatura, cuya amplitud refleja la adaptacion:

1.

El intervalo de temperatura 6ptima (aclimatacién en capacidad funcional

maxima).

El intervalo sub 6ptimo, donde se presenta una depresiéon metabdlica y en

consecuencia la anaerobiosis (aclimatacién en proteccion).

El intervalo de aclimatacién en reparacion, por arriba o por debajo del cual
los organismos entran en la zona de resistencia que los conducira hacia la

muerte.

A su vez, se pueden evaluar los impactos del estrés en la fisiologia de un or-

ganismo teniendo en cuenta los suministros de energia y el concepto de tolerancia

térmica (Sokolova et al., 2012). Este modelo se divide en tres grandes condiciones

fisiolégicas (figura 2):

1.

Condiciones 6ptimas (Optimum). El suministro de ATP a través del me-
tabolismo aerdbico es suficientemente alto para cubrir los requerimien-
tos energéticos (mantenimiento, crecimiento, reproduccién). El exceso de
energfa (si hay) se puede depositar en los tejidos de almacenamiento. Es-
tas reservas se utilizan para la provisién de energia durante periodos de
alta demanda (por ejemplo en la reproduccién) o de reduccién temporal
en la disponibilidad de alimentos. El alcance aerébico es alto y la estra-
tegia metabdlica involucra compensaciones normales en la asignacion de
energia entre estos procesos (por lo que los costos de mantenimiento tienen

prioridad) y asegura la méxima aptitud del organismo.

Estrés moderado (Pejus) . El coste de mantenimiento aumenta para cubrir
demandas adicionales de energia para la proteccién contra el estrés y la
reparacion de danos. El metabolismo y la asimilaciéon de alimentos se ve
afectado por el estrés, dando como resultado una disminucién del meta-

bolismo aerdbico. Durante la aparicién de un estrés moderado, existe una
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Hipoxemia Trep

Campo Aerobico de
actividad metabdlica

Temperatura

Figura 1. Modelo conceptual en el que se muestra la relacién entre el campo aerébico
de actividad metabdlica y la tolerancia a la temperatura. La ventana térmica refleja
el desempefio de una especie. Este modelo es vilido para una fase especifica del ciclo
de vida de una especie aunque puede ser aplicado a una poblacién y a una especie
en su conjunto. A es la aclimatacién funcional maxima en donde el campo aerdbico
de actividad metabdlica es maximo y por tanto la cantidad de oxigeno que llega a las
mitocondrias es suficiente para realizar todas las funciones energéticas de forma éptima.
B es la aclimatacién en proteccién. En este intervalo de temperaturas los organismos
pondran en marcha los mecanismos de proteccién que les permitan tolerar la hipoxemia,
poniendo en marcha el metabolismo anaerobio y otros mecanismos que permiten aumentar
el suministro de oxigeno a los tejidos. Se registra una supresién metabdlica. Los factores
inducibles por la hipoxia (HIF-1 a y ) como los mecanismos de proteccién celular serdn
utilizados para la sintesis de la enzima Oxido-Nitroso sintasa la cual protege a los tejidos
de la hipoxemia al producir éxido nitroso, el cual, a su vez produce iones super éxido
que finalmente son utilizados como fuente de oxigeno en el metabolismo celular. C es
la aclimatacién en reparacién. Este es el limite del intervalo biocinético normal de una
especie, o de una fase del ciclo de vida de una especie. En estas temperaturas actiian los
mecanismos de reparacidn en los que participan las proteinas de shock térmico (HSP) o
las moléculas antioxidantes. Por fuera de ese limite el organismo muere.
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falta de adecuacion de la demanda de energia, la cual se restablece mediante
compensaciones energéticas que permiten cubrir los costos de mantenimien-
to y asegurar la supervivencia, el crecimiento y la reproduccion. La energia
acumulada en los tejidos de almacenamiento se utiliza para estos procesos

esenciales.

3. En situaciones extremas de estrés (Pessimus) el aumento progresivo de la
demanda de ATP para el mantenimiento y el deterioro progresivo del meta-
bolismo aerébico prevalece sobre el suministro aerébico de ATP. El metabo-
lismo aerdbico desaparece y el metabolismo cambia a anaerobiosis parcial
para compensar la falta de energia aerdbica. Es una situacion de tiempo li-
mitado y no permite una supervivencia a largo plazo de la poblaciéon debido
a la falta de energia para invertir en crecimiento, reproduccion y actividad,

por lo que suele resultar en la muerte final de un organismo.

transition phase I: transition phase II:
a unstressed situation b moderate stress situation C extreme stress situation
ATP  ATP A TP p TP
gdiand  stippl 0 gdiiana  sbophy " adhang  sboph b o flE ST

emand  supply

- L R T
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g o @
owth 2 g
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Figura 2. Marco bioenergético para evaluar los impactos de estrés en la fisiologia de un
organismo basados en la dindmica energética y el concepto de tolerancia térmica . Las
flechas rojas indican el impacto y la direccién de los cambios inducidos por el estrés en la
demanda de ATP o en el suministro de ATP. Las flechas negras indican la direccién de
los trade-offs resultantes.
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Teniendo en consideracién que uno de los aspectos esenciales del modelo se
basa en la dependencia entre el oxigeno y la tolerancia térmica, el modelo requiere
que la informacién generada integre a la tolerancia térmica y al campo aerébico
de actividad metabdlica. El campo aerébico de actividad metabdlica puede ser
obtenido a partir de la diferencia entre los consumos de oxigeno activo y basal en
organismos aclimatados a diferentes temperaturas (figura 3). Los otros elementos
del modelo se pueden obtener a partir del andlisis de las respuestas bioquimicas
y moleculares que los organismos despliegan durante el proceso de aclimatacion,
completando asi la matriz de informacion que es necesaria para establecer el inter-
valo biocinético de una especie (Clarke, 1982; Clarke y Johnston, 1999; Somero,
2010; Portner, 2010, 2002, 2001).

¢ Basal m Maxima activa
o E R
2 [ |
S .
2
S
] m *
g .
2 - o ¢
- - ¢

m s
Temperatura

Figura 3. Efecto de la temperatura en el consumo de oxigeno basal y activo en un
organismo ectotérmico. La diferencia entre el metabolismo basal y activo permite construir
la curva de campo aerdbico de actividad metabdlica.

Estudios previos llevados a cabo en hébitats contrastantes que se encuentran
en la zona costera de la Peninsula de Yucatdn han mostrado que las especies que

habitan dreas costeras con grandes fluctuaciones de la temperatura presentan un
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intervalo de aclimatacién funcional méas amplio que el que se observa en especies
de habitats estrictamente marinos. En un trabajo previo (de Jestis Amaral-Ruiz,
2011) en juveniles de caballito de mar H. erectus que habitan las lagunas costeras
de la Peninsula de Yucatan y aclimatados a 18 y 30 °C se reportaron intervalos
de tolerancia térmica (ITT) de 26.1 y 24.3 °C, respectivamente (ITT = Tempe-
ratura critica maxima [TCM4x] — temperatura critica minima [TCMin]). En este
mismo estudio, se observé que juveniles llevados a temperaturas 3.3 °C por arriba
de la TCMax y 7.7 °C por debajo de la TCMin, presentaron una supervivencia
y tasas de crecimiento estadisticamente similares a la de aquellos individuos que
no fueron expuestos a los tratamientos térmicos (control). Esto llevé al autor
a concluir que H. erectus presenta una zona de tolerancia térmica amplia, con
una gran capacidad para recuperarse de la exposicién tanto a altas como a bajas
temperaturas sin que se pongan en marcha procesos fisiol6gicos que interfieran
en el crecimiento de los organismos. En contraste, en un estudio realizado en una
especie estrictamente marina (juveniles del pulpo Octopus maya) aclimatados
también a 18 y 30 °C se reportaron valores de ITT de 6 y 6.8 °C menores que los
registrados en H. erectus (Noyola et al., 2013a) sugiriendo que los pulpos podrian

tener nichos termales mas estrechos que los observados en los caballitos de mar.

Aunque esta informacién es muy ttil para establecer los posibles efectos que
los cambios de temperatura podrian tener en la distribucién de los organismos
marinos, la tolerancia térmica por si sola, no permite establecer con precisién
los intervalos que, dentro del rango biocinético, determinan el intervalo de tem-
peratura donde todas las funciones son éptimas (Zona A, (figura 1)), donde se
inician los mecanismos de proteccién (Zona B, (figura 1)) y la aclimatacién en

reparacion, la cual marca los limites letales de las especies.

Hasta ahora, los modelos de tolerancia térmica de las especies acudticas
ectotermas han sido establecidos en animales aclimatados a temperaturas cons-
tantes (Madeira et al., 2016b,a; Norin y Clark, 2016; Madeira et al., 2012). Sin
embargo, en su medio natural, las temperaturas son dindmicas y no se mantienen
constantes debido a variaciones térmicas, ya sea por fluctuaciones de tempera-

tura o cambios estacionales para lo cual deberan de desplegar mecanismos que
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no solo les permitan tolerar esas fluctuaciones sino crecer y reproducirse (Elia-
son et al., 2011; Dove et al., 2005). Isostichopus badionotus es una especie de
pepino de mar que habita en la plataforma Norte de la Peninsula de Yucatan.
Esta zona se caracteriza por presentar una surgencia estacional en el verano que
contribuye al control de la temperatura del fondo, manteniéndola en un intervalo
relativamente constante de entre 22 y 26°C (Enriquez et al., 2013). En un estudio
reciente (Sanchez-Tapia, 2017) se establecieron los limites térmicos y la tempera-
tura preferida de I. badionotus aclimatados a temperaturas constantes de 20, 23,
26 y 29°C. Los resultados obtenidos de ese estudio indican que la temperatura
Optima se encuentra en un intervalo de entre 26 y 29°C, donde los pepinos mos-
traron un campo metabdlico y crecimiento mayor al obtenido en temperaturas
menores. De ese estudio se desprende la siguiente pregunta de investigacion: ;Es
posible que la exposicién por un periodo prolongado de 21 dias a una tempera-
tura fluctuante provoque un aumento del desempenio fisiolgico de juveniles de I.
badionotus cuando esa fluctuacién incluye temperaturas por arriba del intervalo

6ptimo identificado previamente?



Hipotesis

Los organismos expuestos a fluctuaciones diarias de temperatura de 25 a
32 °C mostraran intervalos de tolerancia, crecimiento y campo metabdlico supe-
riores a los que se observarian en Isostichopus badionotus aclimatados dentro de
un intervalo de 26 a 29°C (el cual fue establecido a partir de la evaluacién de

animales aclimatados a temperaturas constantes).

Esto se reflejard en un crecimiento mayor como consecuencia de un mejor
aprovechamiento de la energia metabdlica reflejado en un campo del metabolis-
mo aerdbico mayor, un aumento en la tolerancia térmica (medida a partir de la
temperatura critica) el cual es resultado de la puesta en marcha de mecanismos

fisiolégicos que permiten ventanas térmicas méas amplias.

También se asume que el mejor desempeno fisioldgico estaria basado en un
6ptimo aprovechamiento de nutrientes, lo cual se veria reflejado en una distribu-
cién homogénea de metabolitos en los diferentes tejidos corporales (drbol respi-

ratorio, pared corporal y musculo) y en niveles relativamente bajos de lactato.

En este sentido el presente estudio ha sido enfocado con el fin de conocer
la forma en la que las fluctuaciones ambientales de la temperatura modulan la
tolerancia térmica y el estado fisiolégico general de I. badionotus a través de la
evaluacién del crecimiento,el consumo de oxigeno de rutina,los limites de toleran-
cia térmica y el CAM incluyendo indicadores bioquimicos del estado fisiolégico

de estos organismos.






Material y métodos

Procedencia de los organismos y condiciones de

mantenimiento

Los animales utilizados en el presente estudio fueron obtenidos del sistema
de produccién de I. badionotus del CINVESTAV-Mérida. Posteriormente, fueron
trasladados al Laboratorio de Ecofisiologia aplicada de organismos marinos de
la Unidad Académica de Yucatan de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional Auténoma de México que se encuentra en Sisal, Yucatan. Una vez en
el laboratorio, los animales fueron acondicionados a una temperatura de 25°C en

tanques de agua de mar de 600 L con aireaciéon constante.

Diseno experimental

Después del periodo de acondicionamiento se formaron 6 grupos experimen-
tales de (26 pepinos de mar en el tratamiento de 25-29°C | 25 pepinos en el
tratamiento de 25-32°C y 17 pepinos de mar en las temperaturas estaticas) ju-
veniles de pepinos de mar seleccionados aleatoriamente y distribuidos en tanques
con agua de mar y aireacién constante. De los 6 grupos formados, uno fue ex-
puesto a una variacién fluctuante diaria de temperatura en un intervalo de 25 a
29 °C, otro grupo fue expuesto a una variacion fluctuante diaria de temperatura
en un intervalo de 25 a 32 °C y los otros cuatro grupos fueron mantenidos en

temperaturas constantes de 20, 23, 26 y 29 °C respectivamente. En el caso del
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grupo experimental de 25 a 29 °C, la temperatura se incrementé 1 °C por hora
(o lo mas cercano a ello) hasta alcanzar 29 °C y al llegar a esa temperatura se
mantuvo durante 5 horas. Pasado este tiempo, se desconectaba el calentador y se

permitia que la temperatura bajase gradualmente hasta llegar de nuevo a 25 °C.

En el caso del grupo experimental de 25 a 32 °C se realizé el mismo proce-
dimiento con la tnica excepcion de que la temperatura maxima era 32 °C. Estos
tratamientos fueron comparados con datos previamente obtenidos de grupos de
pepinos de mar mantenidos en temperaturas constantes de 20, 23, 26 y 29 °C
(Sénchez-Tapia, 2017). Durante el periodo experimental de 21 dias los organis-
mos fueron alimentados diariamente con una mezcla de harina de algas y arena

en una proporcién de 30 y 70 % respectivamente.
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Figura 4. Representacién del disefio experimental a lo largo de un dia (comenzando a
las 7:00) en el que estdn expuestas dos variaciones fluctuantes diarias de temperatura(un
intervalo de 25 a 29 °C y un intervalo de 25 a 32 °C) y cuatro grupos mantenidos
en temperaturas constantes de: 20, 23, 26 y 29 °C (Sdnchez-Tapia, 2017). En el caso
del grupo experimental de 25 a 29 °C, la temperatura se incrementé 1 °C por hora (o
lo mds cercano a ello) hasta alcanzar 29 °C y al llegar a esa temperatura se mantuvo
durante 5 horas. Pasado este tiempo, se desconectaba el calentador y se permitia que
la temperatura bajase gradualmente hasta llegar de nuevo a 25 °C.En el caso del grupo
experimental de 25 a 32 °C se realizd el mismo procedimiento con la tnica excepcién de
que la temperatura maxima era de 32 °C.

Crecimiento y supervivencia

La tasa de crecimiento se determiné mediante la diferencia entre el peso ini-
cial y final después de 21 dias de exposicion a las temperaturas experimentales.
Para hacer esto, en cada una de las biometrias, antes de colocar a los pepinos en
la balanza se drené el agua contenida en el celoma ejerciendo una presién suave
en el abdomen la cual permitié que expulsaran la mayor cantidad de agua posible
contenida en esa cavidad. La supervivencia fue cuantificada como la diferencia

entre el nimero de pepinos de mar al inicio y al final del experimento.
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Consumo de oxigeno de rutina

La respiracion de los pepinos fue evaluada a partir de la medicién del con-
sumo de oxigeno de los individuos mantenidos durante 21 dias en experimento.
Para esto se utilizaron cdmaras respirométricas conectadas a un sistema de re-
gistro continuo (PreSens). Las cdmaras fueron abastecidas con agua de mar a la
temperatura experimental a través de un sistema de recirculacién de agua conec-
tado a un controlador de temperatura. Las mediciones del consumo de oxigeno
se llevaron a cabo en grupos de 7 individuos. Como control se utilizé una cama-
ra sin ningun animal. Las evaluaciones del consumo de oxigeno se realizaron en
animales en ayunas, para evitar la interferencia que pudiera tener el alimento en
el metabolismo de rutina. Las mediciones de consumo de oxigeno se llevaron a
cabo por un periodo de 2 horas y media durante el cual se realizaron mediciones

de la tasa metabodlica cada segundo.

Figura 5. Camaras respirométricas utilizadas para medir el consumo de oxigeno de rutina
de los juveniles de Isostichopus badionotus

El consumo de oxigeno se determiné mediante la siguiente férmula:

([O2]e — [Oa]s) * F
Pc
Donde VO3 es el consumo de oxigeno (mg Oy * h™! * g—1); [Os], es la

VO, =

concentracién de oxigeno en el agua que entra a la cdmara respirométrica (mg *
L~1); [Og]s es la concentracién de oxigeno en el agua que sale de la cAmara respi-

rométrica (mg * L™1); F (flujo) es la corriente de agua a una velocidad conocida
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(L * h~1) y Pc es el peso corporal en g de peso hiimedo.

Tolerancia térmica: temperatura critica maxima
(TCMaéx) y minima (TCMin)

La tolerancia térmica se estimé a partir de la evaluacion de la temperatura
critica maxima y minima (TCméx y TCmin respectivamente) (Reynolds y Cas-
terlin, 1979a,b). La TCMdx fue obtenida en 5 organismos los cuales se fijaron
en un vidrio con una inclinacién de 45° dentro de una pecera acondicionada con
agua de mar a la temperatura experimental y aireacién continua. Después de 15
minutos de acondicionamiento a este nuevo ambiente se procedié a incrementar
la temperatura del acuario a razén de 0.5 °C min~!. La temperatura en la que

los organismos se desprendieron del vidrio fue definida como la TCmax.

Para la determinacién de la TCmin se utilizé6 un tubo de PVC de 400 cm
de largo y 20 cm de ancho dividido en 20 segmentos virtuales de 20 cm de largo
cada uno (Diaz et al., 2006). La profundidad del agua fue de 9 cm. En el tubo se
formé un gradiente de temperatura con un intervalo de temperatura de 9 a 35 °C
en cada uno de sus extremos. Se colocé una manguera difusora de aire a lo largo
del tubo con el fin de mantener una concentraciéon constante de oxigeno y evitar
la estratificacion de la temperatura en la columna de agua. La temperatura de
cada segmento se midié usando un termémetro de mercurio. Con el fin de evitar
las posibles interferencias del alimento en la TCmin, se utilizaron pepinos sin ali-
mentar durante 24 h. Para la determinacién de la TCmin del mismo modo que en

la determinacién de la TCmaéx, los pepinos de mar se fijaron a una placa de vidrio.

Posteriormente, las placas inclinadas se llevaron a lo largo del tubo de tal
forma que los animales experimentaran una reduccién de temperatura de 0.5°C
min~?!. La temperatura a la cual los animales se desprendieron de la placa de
vidrio fue registrada como la TCmin. Se realizaron cinco repeticiones por cada

temperatura critica y los animales experimentales se utilizaron una sola vez.
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a » b

Figura 6. Sistema utilizado para la determinacién de la TCmax. El pepino de mar se
fijaba a un vidrio con una inclinacién de 45° dentro de una pecera acondicionada con
agua de mar a la temperatura experimental con aireacidn .a)vista de perfil, b)vista de
frente.(Fotografias: Dr. Fernando Diaz)
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Figura 7. Sistema utilizado para la determinacién de la TCmin (Fotografia: Adriana
Garcia Rueda).

Estimacion del campo de actividad del metabolis-
mo aerébico (CAM) mediante el método de TIMR
(Temperature Induces Metabolic Rate)

El CAM se obtuvo como la diferencia entre el metabolismo estdndar y el
activo (Portner, 2010). Para los fines de este estudio, se empled el método TIMR
(por sus siglas en inglés: Temperature Induces Metabolic Rate) . Este método
consiste en la medicién del metabolismo estandar y el metabolismo activo cuan-
do los organismos se someten a una temperatura que representa el 95% de la
TCméx y el 105 % de la TCmin (Paschke, 2014) (Rodriguez-Fuentes et al., 2017).
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Figura 9. Sistema utilizado para la determinacién del CAM.(Fotografia: David Celdran
Sabater).

Oficina
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Figura 8. En el método TIMR el consumo de oxigeno se determina en un sistema cerrado
en el cual la actividad metabdlica maxima y minima son inducidas por la temperatura
(1y 2). Para la actividad maxima se utilizé la temperatura que representé el 95 % de la
TCMéx y para la actividad minima o estdndar se utilizé una temperatura equivalente al
105 % de la TCMin (3). Para la medicién del consumo de oxigeno se utilizé un oximetro
con sensor polarografico (YSI) el cual permitié medir la concentracién de oxigeno antes
y después del sellado de la cdmara (4). El periodo de exposicién a las temperaturas de
induccién metabdlica fue de 5 minutos. Con el fin de calcular el consumo de oxigeno, se
considerd, ademas de la diferencia entre las concentraciones de oxigeno iniciales y finales,
el volumen desplazado por el pepino en la cdmara (5 y 6). Al final, el consumo de oxigeno
fue expresado como mg Oz * h™! * g=!_ El peso de los pepinos se obtuvo en una balanza
granataria digital (& 0.1g) (7). Figura realizada por ltzel Sdnchez Tapia.

EL campo de actividad metabdlica se obtuvo a partir de la ecuacién:
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V0, = (02: - [03]) + L2

Donde VO, es el consumo de oxigeno (mg O2* h=! * g=1 ) [05]; es la
concentracién inicial de oxigeno en la cdmara (mg Oz * L™1) ; [O2]y) es la con-
centracién final de oxigeno en la cdmara (mg Oz * L—1); V es la diferencia entre
el volumen total en la cdmara — el volumen desplazado por el pepino (L); ¢ es
el tiempo transcurrido durante la medicién (h) y Pc es el peso corporal en g de

peso himedo.

Cuantificacién de metabolitos (acilglicéridos, co-

lesterol, lactato y proteinas) y glucégeno

Con el fin de establecer la condicién fisiolégica de los pepinos de mar en
condiciones estandar y de actividad se evaluaron las concentraciones de diversos
metabolitos en diferentes partes del cuerpo. Inmediatamente después de cada
medicién todos los pepinos de mar fueron diseccionados para obtener muestras de
los siguientes tejidos: drbol respiratorio (AR), Musculo (M), pared corporal (PC)
y liquido celémico (LC). Las muestras fueron almacenadas de forma inmediata
en nitrogeno liquido y posteriormente conservadas a -80 °C hasta su analisis.

La concentracién de los metabolitos se determiné utilizando los siguien-
tes Kits comerciales (siguiendo las recomendaciones de los fabricantes): gluco-
sa (ELITech GPSL-5505), colesterol (ELITech CHSL-5505), acilglicéridos (ELI-
Tech TGML-5415), lactato (Trinity 735-10), y proteinas (Proteina BIO-RAD-
500-0006). Para la determinacién de los metabolitos los tejidos fueron homogeni-
zados con 150 pl de agua libre de pirégenos. Posteriormente, la mezcla se centri-
fugd a 12000 rpm, durante 20 minutos a 4 °C, obteniéndose asi el sobrenadante.
Una vez obtenido el extracto, se colocaron 10 ul del mismo en una microplaca
10 gl junto con 200 pl de solucién reactiva (kit). Todas las muestras se procesa-
ron por duplicado excepto las proteinas que fueron procesadas por triplicado. La

concentracién de cada metabolito se obtuvo a partir de la ecuacion de la recta:

y=a+bx
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Figura 10. Diseccién de Isostichopus badionotus sobre una placa de hielo (Fotografia:
David Celdran Sabater).

Donde: a= intercepto; b= pendiente; x= concentracién (mg/ml); y= valores
de densidad éptica (DO)

Considerando los datos obtenidos en la ecuacién de la recta, la concentracién

de cada metabolito en las muestras de los diferentes tejidos fue obtenida como:

_intercepto « (FD)

Concentracion = (DOmuestra—DOblanco) :
pendiente

Siendo DO = Densidades 6pticas (valores promedios) y FD = Factor de

dilucion

La concentracién de todos los metabolitos (lactato, colesterol, acilglicéridos
y protefnas) se expresé en mg/ml y posteriormente se transformé a mg/g de
tejido:
_ [Cum](mg/ml)*VE
mg/g = Pr
Donde [Cy] es la concentracién de cada muestra, Vg es el volimen del ex-

tracto y Pr es el peso del tejido.
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Para la determinacién del glucégeno se utilizé el método de Dubois (Du-
Bois et al., 1956). El glucégeno se extrajo en presencia de una solucién de dcido
sulfirico y fenol. Para realizar esto, los tejidos fueron homogenizados con acido
tricloroacético (TCA, 5%) durante 6 minutos a 4500 rpm. Después, se tomaron
100 pL de sobrenadante y se colocaron en otro tubo eppendorf que contenia pre-
viamente 500 pL de etanol al 95 %.Los tubos se incubaron en una estufa a 37
°C durante 3 h. Después de la precipitacion, los tubos se centrifugaron a 1500
g durante 5 minutos. Se deseché el sobrenadante y se agregaron 20 pl. de agua
destilada hirviendo, y 1 mL de &cido sulfirico y fenol al 5 %. La mezcla se agité
con ayuda de un vértex. El contenido de los tubos se transfirié a una microplaca

y fue leido en un espectofotémetro de microplacas (Bio-Rad 550) a 490 nm.

Para calcular la concentracién de glucégeno se utilizé la féormula:

Xy — X
M*Eg*ﬁ*o,g)*FD
B Pr

Glucégeno(mg/g) = (

Siendo X,; = promedio de la muestra; Xp = promedio del blanco; Xz =
promedio del estdndar; Eg = estdndar de glucosa de kit comercial = 100 mg/dL
= 1 mg/mL; Vg = volumen del extracto; Pr = peso del tejido; 0,9 = factor de
conversién de glucosa a valores de glucégeno; F'D = Factor de dilucion.

Analisis de datos

Se utilizaron diferentes tipos de anélisis en las diferentes pruebas que se rea-
lizaron. El crecimiento se analizé teniendo en cuenta que no todos los pepinos
mostraron un crecimiento positivo. Asi se aplicé un anédlisis de Chi-cuadrado de
dos factores. El primer factor fue el crecimiento con dos niveles (positivo y nega-
tivo). El segundo factor fue el tratamiento de temperatura y conté con 2 niveles
(estaticos y fluctuantes) con el fin de establecer si los tratamientos experimen-
tales afectaron la proporciéon de animales que mostraron crecimiento positivo o
negativo (Zar, 1999). Posteriormente se realizé otro andlisis de Chi-cuadrado con
dos factores. El primer factor fue el crecimiento con dos niveles (positivo y nega-

tivo). El segundo factor fue el tratamiento de temperatura y conté con 2 niveles
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(25 - 29 °C y 25 - 32 °C). Los resultados de supervivencia se calcularon para
cada tratamiento, no poseen réplicas, el tanque fue la unidad experimental. Los
resultados de consumo de oxigeno de rutina, tolerancia térmica y CAM fueron
comparados entre tratamientos utilizando una pruebas de t-Student para mues-
tras independientes. Los efectos de la temperatura estdtica y fluctuante en las
caracteristicas bioquimicas de los pepinos (biomarcadores) fueron analizadas uti-
lizando los métodos propuestos por Beliaff y Burgeot (Beliaeff y Burgeot, 2002).
Los datos fueron calculados como promedio 4+ DS y fueron analizados de acuerdo

M, donde Y es el dato estandarizado, X es el dato de

con la férmula Y =
cada biomarcador, m es el dato promedio del biomarcador y S es la desviacion
estandard del biomarcador. Valores de Z fueron calculados como Z =Y en el
caso de la activacién de alguno de los biomarcadores analizados. El valor minimo
(Min) fue obtenido y S fue calculado como S = Z+ | Min |, donde S > 0 y

| Min | es el valor absoluto. El célculo del drea de la gréifica de estrellas (Ai)
fueron obtenidas con la férmula Ai = % * sin(B * (Sicos(B) + Sit1 * sinf)),

donde 8 = arctan(.S;41 * sin( )cos ), o es 2w /n radianes, y Si es el valor

obtenido de cada biomarcad‘(s)}“._%; 1suma del area Ai permite calcular el valor
de IBR donde IBR = )., = Ai, y n es el nimero de biomarcadores. Tanto
los procedimientos de andlisis numérico como los graficos de estrella para cada
tejido de las temperaturas fluctuantes se llevaron a cabo utilizando el lenguaje

de programacion estadistica R (Team, 2016).



Resultados

Crecimiento y supervivencia

La prueba chi-cuadrado mostré que los diferentes tratamientos experimen-
tales (fluctuantes y estdticos) afectaron la proporcién de pepinos con crecimiento
positivo y la proporcién de pepinos con crecimiento negativo (p < 0.001, x? =
34.37). Sin embargo, la prueba chi-cuadrado dentro de los tratamientos fluctuan-

tes mostré que no hubo diferencias significativas (p = 0.05; x? = 0.47).

Tabla 1. Datos del ndmero total de pepinos de mar, el nimero de pepinos con creci-
miento positivo (la diferencia entre el peso final y el peso inicial después de los dias de
exposicién a las temperaturas experimentales fue positiva), con sus respectivos porcen-
tajes calculados sobre el total de pepinos por tratamiento y con crecimiento negativo (la
diferencia entre el peso final y el peso inicial después de los dias de exposicién a las tem-
peraturas experimentales fue negativa), con sus respectivos porcentajes calculados sobre
el total de pepinos por tratamiento.* Datos de las temperaturas constantes obtenidos de
Sénchez-Tapia (Sdnchez-Tapia, 2017).

Tratamiento N° de pepinos de N° de pepinos de N° total de
de mar con mar con crecimiento  pepinos de
temperatura  crecimiento positivo negativo mar
(°C)
*20 16 (94.1%) 1(5.9%) 17
*23 16 (94.1%) 1(5.9%) 17
*26 15 (88.2%) 2 (11.8%) 17
*29 15 (88.2%) 2 (11.8%) 17
25-29 7 (29.2%) 17 (70.8 %) 24

25-32 12 (52.2%) 11 (47.8%) 23
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Figura 11. Efecto de la temperatura en la proporcién de juveniles de Isostichopus badio-
notus con crecimiento positivo (verde) y con crecimiento negativo (rojo).* Datos de las
temperaturas constantes obtenidos de Sdnchez-Tapia (Sdnchez-Tapia, 2017).

En todos los tratamientos el porcentaje de supervivencia fue de entre 92 y

100 % y no fue afectado por los tratamientos experimentales.

Tabla 2. Porcentaje de supervivencia de los juveniles de Isostichopus badionotus man-
tenidos en diferentes temperaturas experimentales. No hubo réplicas por tratamiento.
El tanque fue la unidad experimental. *Datos de las temperaturas constantes (Sdnchez-
Tapia, 2017).

Tratamiento de temperatura (°C) % Supervivencia

20 100
23 100
26 100
29 100
25-29 92.3

25 - 32 92
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Consumo de oxigeno de rutina

El consumo de oxigeno de rutina no fue afectado por la temperatura maxima
final en los tratamientos de temperatura fluctuante (t = -1.02, p = 0.34), con
valores que oscilaron entre 0.04 y 0.05 (mg O2* h=! * g=1 ) (tabla 3).

Tabla 3. Consumo de oxigeno de rutina (mg O2* h™! * g7 ) de los juveniles de /sos-

tichopus badionotus mantenidos en diferentes tratamientos de temperatura fluctuante.
Promedio + DS (n = 7).

Tratamiento de Consumo de oxigeno de rutina(promedio)(mg
temperatura (°C) Ox* h !t *g71)
25-29 0.05 + 0.07
25 - 32 0.04 + 0.03

Tolerancia térmica: temperatura critica maxima
(TCMax) y minima (TCMin)

Las temperaturas criticas obtenidas en los animales expuestos a los trata-
mientos de temperatura fluctuante no fueron afectadas por la temperatura maxi-
ma final de estos tratamientos experimentales, presentando valores de 15.2 °C
para las TCMin (t = 0, p = 1) ( y entre 38.45 y 39.10 °C en las TCMéx (t =
1.17, p = 0.29) (tabla 4).

El intervalo de tolerancia térmica (ITT) fue determinado a partir de las dife-
rencias entre las temperaturas criticas maximas y minimas de los animales expe-
rimentales, incluyendo los obtenidos en las temperaturas constantes *(Sénchez-
Tapia, 2017) (figura 14). Como se puede observar los ITT mostraron una forma
de campana en los animales que fueron mantenidos a temperatura constante. Los
mayores valores se dieron en los pepinos aclimatados a 26 °C y los menores en
20°C Los tratamientos (de mayor a menor diferencia de temperatura) quedaron
ordenados de la siguiente manera:26 > 23 > 29 > 25 — 32 > 20 > 25 — 29.
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Tabla 4. Tolerancia térmica (TCMéax y TCMin) de los juveniles de Isostichopus badiono-
tus mantenidos en diferentes temperaturas experimentales.* Datos de las temperaturas
constantes (Sanchez-Tapia, 2017). Promedio & DS (n = 5).

Tratamiento de
temperatura (°C)

Tolerancia critica
maxima promedio

Tolerancia critica
minima promedio

*20 35.16 + 0.53 11.66 4+ 0.87
*23 36.66 + 0.23 11.40 4+ 1.08
*26 38.36 £ 0.25 12.38 + 0.44
*20 38.74 + 0.34 14.48 4+ 0.87
25-29 38.45 + 0.97 15.20 + 1.79
25-32 39.10 £+ 0.60 15.20 + 1.79
Temperaturas criticas
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Figura 12. Efecto de la temperatura fluctuante de aclimatacién (circulos) en la toleran-
cia térmica de Isostichopus badionotus. *Los resultados obtenidos de las temperaturas
constantes (cuadrados); (Sdnchez-Tapia, 2017) fueron colocados con fines comparativos.
Promedio + DS (tabla 4) (n = 5).
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Figura 13. Grafico de barras de las temperaturas criticas para los diferentes tratamientos
de temperatura.*Promedio = DS (n = 5) (Sanchez-Tapia, 2017).
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Figura 14. Intervalo de tolerancia térmica (ITT =TCMax - TCMin) de los juveniles de
Isostichopus badionotus mantenidos en condiciones experimentales. Valores calculados
a partir de las diferencias de los promedios (n = 5) obtenidos en cada tratamiento.
*(Sanchez-Tapia, 2017).
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Estimacion del campo de actividad del metabolis-
mo aerébico (CAM) mediante el método de TIMR
(Temperature Induces Metabolic Rate)

El consumo de oxigeno determinado con el fin de evaluar los efectos de las
fluctuaciones de temperatura en el metabolismo estandar y de actividad no fue
afectado por el tratamiento experimental (VOq activo; t=1.14, p= 0.30; VOq
estdndar t=0.40 p=0.70).

Tabla 5. Consumo de oxigeno en actividad y estdndar de [sostichopus badionotus después
de haber sido expuestos durante 21 dias a diferentes temperaturas experimentales.*Datos
de temperaturas constantes (Sanchez-Tapia, 2017). Promedio £ DS (n = 7, tratamientos
estdticos; n = 6 tratamiento 25 - 29 °C; n = 5 tratamiento 25 - 32 °C).

Tratamiento Consumo de oxigeno Consumo de oxigeno
de maximo promedio (mg minimo promedio (mg Oy*
temperatura O,* h=t * g=1) h=1 *g=1)
(°©)
*20 0.89 4 0.68 0.85 £ 0.08
*23 0.56 4+ 0.09 0.42 £ 0.17
*26 0.53 + 0.29 0.38 £ 0.14
*29 0.36 £ 0.12 0.25 £+ 0.07
25-29 0.18 4= 0.09 0.13 - 0.08
25-32 0.27 £ 0.17 0.15 £+ 0.06

El campo aerébico (CAM) fue definido como la diferencia entre el consumo
de oxigeno en actividad maxima y el estandar. Los resultados obtenidos en el
presente estudio mostraron los mayores valores de CAM en los pepinos manteni-
dos en el régimen fluctuante 25-32 °C (0.12 mg O2* h™! * g1 ) en comparacién
con el valor obtenido en los pepinos mantenidos en la fluctuacién de 25-29 °C
(0.05 mg O2* h™! * g=1 ). Los valores de los pepinos aclimatados a la fluctuacién
de 25-32 °C fueron similares a los obtenidos en los animales expuestos a 29°C
(0.11 mg Ox* h=! * g¢=1 ) mientras que los animales expuestos a la fluctuaciéon

de 25-29°C resultaron similares a los obtenidos en pepinos mantenidos a 20 °C
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(0.04 mg Ox* h=! * g=1 (Sdnchez-Tapia, 2017)) (Figura 16a). El campo aerébico
factorial se define como la razén entre el CAM méax y el CAM min. Los resultados
obtenidos del CAM factorial indican que los pepinos mantenidos en la tempera-
tura fluctuante de 25 a 32°C tuvieron un valor mayor de CAM factorial, que el
observado en los animales mantenidos en la fluctuacién 25-29°C a los obtenidos
por *Sénchez-Tapia (en preparacién) en animales aclimatados a temperaturas

constantes (Figura 16b).
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Figura 15. Consumo de oxigeno en actividad maxima (consumo de oxigeno max, simbolos
rojos) y estandar (consumo de oxigeno min, simbolos azules) de Isostichopus badionotus
expuesto a diferentes temperaturas experimentales. Resultados obtenidos de las tempe-
raturas fluctuantes(circulos). *Los resultados obtenidos de las temperaturas constantes
(cuadrados), (Sanchez-Tapia, 2017) fueron colocados con fines comparativos. Promedio
=+ DS (tabla 5) (n = 7, tratamientos estaticos; n = 6 tratamiento 25 - 29 °C; n = 5
tratamiento 25 - 32 °C).
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Figura 16. Efectos de la temperatura de aclimatacién en el CAM (a) y el CAM Factorial
(b) de Isostichopus badionotus. Valores calculados a partir de los promedios de la tasa
metabdlica maxima y minima (n = 7, tratamientos estaticos; n = 6 tratamiento 25 - 29

°C; n = 5 tratamiento 25 - 32 °C). *Datos de los animales mantenidos en condiciones
constantes obtenidos de (Sanchez-Tapia, 2017).

Cuantificacién de metabolitos (acilglicéridos, co-

lesterol, lactato y proteinas) y glucégeno

La presencia de acilglicéridos muestra una mayor concentracion en la pared
corporal, por el contrario, en el resto de tejidos, la concentracién es casi nula.
La méaxima concentracion de acilglicéridos tuvo lugar en el tratamiento de 29 °C

mientras que la minima tuvo lugar en el tratamiento de 26 °C.

Las mayores concentraciones de colesterol aparecen en el drbol respiratorio.
También se observa de manera general una mayor concentracién de este metabo-
lito en las temperaturas estaticas, exceptuando el valor de 29 °C, que tiene un

comportamiento similar al tratamiento de 25 - 29 °C.

Las diferencias en la concentracién de lactato en los cuatro tejidos analiza-
dos variaron, pudiéndose registrar las mayores concentraciones en el misculo. En
el caso de las temperaturas fluctuantes, se observa también una alta concentra-
cién en la pared corporal. Cabe destacar que la concentracion de lactato aumenta
progresivamente desde los 26 °C, disminuyendo en el tratamiento de 25 - 29 °C

y alcanzando su valor maximo en el tratamiento de 25 - 32 °C.
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Figura 17. Representacién de la concentracién de acilglicéridos (mg/mL) para todos los
tratamientos de temperatura(°C) en cada tejido.*(Sanchez-Tapia, 2017).
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Figura 18. Representacién de la concentracién de colesterol (mg/mL) para todos los
tratamientos de temperatura(°C) en cada tejido.*(Sénchez-Tapia, 2017).
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Figura 19. Representacién de la concentracién de lactato (mg/mL) para todos los tra-
tamientos de temperatura(°C) en cada tejido.*(Sanchez-Tapia, 2017).

Por otro lado, las diferencias en la concentraciéon de proteinas en los cua-
tro tejidos analizados variaron, siendo el arbol respiratorio el tejido con mayores
concentraciones. Cabe destacar que las mayores concentraciones de proteinas tu-

vieron lugar en los tratamientos estaticos de temperatura.

Se observa que las mayores concentraciones de glucégeno tuvieron lugar en
el arbol respiratorio siendo los tratamientos de 26 y 29 °C los que obtuvieron

unas concentraciones mayores.



RESULTADOS 33

Proteinas
12
€ 10
ks
g 8 —e—AR
‘(7)’ 6
® 4 =@=1[,C
[
3 2 M
o
o 0 ==@==pP(

*20 *23 *26 *29  25-29 25-32

Condicion experimental(C°)

Figura 20. Representacién de la concentracién de proteinas (mg/mL) para todos los
tratamientos de temperatura(°C) en cada tejido. *(Sdnchez-Tapia, 2017).
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Figura 21. Representacién de la concentracién de glucégeno (mg/g) para todos los
tratamientos de temperatura(°C) en cada tejido. *(Sdnchez-Tapia, 2017).
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Se realizaron graficos de estrella para el arbol respiratorio, el musculo y la
pared corporal teniendo en cuenta los metabolitos medidos y los diferentes trata-
mientos. Posteriormente se realizo el area del IBR que representa la movilizacion

de los metabolitos.

Para el arbol respiratorio la mayor movilizacién de metabolitos tuvo lugar
en el tratamiento de 25-32°C (tabla 6).

Tabla 6. Areas calculadas para cada tratamiento de temperatura en el arbol respiratorio,
musculo y pared corporal.

Tratamiento de Area para el Area para Area para la

temperatura arbol el pared
(°C) respiratorio musculo corporal

20 2.25 - 1.45

23 4.44 0.00 1.38

26 6.93 2.23 0.00

29 3.27 493 1.65

25-29 2.25 1.99 10.44

25-32 9.06 10.12 15.25

En el caso del misculo la mayor movilizacién de metabolitos tuvo lugar en
la fluctuacién de 25-32 °C(tabla 6), concretamente los niveles de lactato fueron

los valores maés altos.

En el caso de la pared corporal la mayor movilizacién de metabolitos tuvo
lugar en la fluctuacion de 25-32 °C seguida del tratamiento de 25-29 °C, ambos
fluctuantes (tabla 6).
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Figura 22. Gréfico de estrella del arbol respiratorio, cada uno de los ejes representa un
diferente metabolito (acilglicéridos, colesterol, lactato y proteinas) y glucégeno y cada
color representa un tratamiento de temperatura(°C).
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Figura 23. Grifico de estrella del mdsculo, cada uno de los ejes representa un diferen-
te metabolito (acilglicéridos, colesterol, lactato y proteinas) y glucégeno y cada color
representa un tratamiento de temperatura(°C).
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Figura 24. Grifico de estrella de la pared corporal, cada uno de los ejes representa un
diferente metabolito (acilglicéridos, colesterol, lactato y proteinas) y glucégeno y cada
color representa un tratamiento de temperatura(°C).

El efecto de las fluctuaciones de temperatura en la dindmica de los metabo-
litos analizados, mostré una mayor movilizacién de metabolitos en el tratamiento
de acilglicéridos, lactato, proteinas y glucégeno en el arbol respiratorio de los pepi-
nos mantenidos en el tratamiento de 25-32 °C (figura 25). Es interesante observar
que en el arbol respiratorio de los pepinos de ambos tratamientos experimentales
los niveles de colesterol fueron similares (figura 25). Asi mismo, se observa que,
al igual que en el arbol respiratorio, los metabolitos del musculo fueron fuerte-
mente movilizados en los pepinos mantenidos en el tratamiento con fluctuaciones
de 25-32 °C, en comparacién con los registrados en los pepinos mantenidos en
la fluctuacién 25-29 °C (figura 25). Esta misma tendencia fue observada en el
musculo, en donde la mayor movilizacién registrada fue observada en los nive-
les de lactato, los cuales fueron mucho mayores en los animales expuestos a la
fluctuacién 25-32 °C que en los mantenidos en 25-29 °C (figura 25).
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Figura 25. Graficos de estrellas mostrando el estado de los biomarcadores asociados a la
condicidn fisiolégica de los pepinos mantenidos en un régimen fluctuante de temperatura

de 25 - 29 °C (Azul) y 25 - 32 °C(Rojo).






Discusion

La temperatura influye en los rangos de tolerancia de las especies (Portner,
2010). En el caso de este experimento, los animales de los tratamientos fluctuantes
fueron expuestos a un rapido incremento de temperatura, en el cual, mostraron su
capacidad de respuesta frente a los cambios de temperatura usando los mecanis-
mos adquiridos durante el periodo de aclimatacién. Por otro lado, los organismos
sometidos a temperaturas estaticas fueron expuestos a una temperatura cons-
tante durante todo el experimento y, posteriormente, se evalué su capacidad de

respuesta.

Un estudio previo determiné que el intervalo éptimo de temperatura para
Isostichopus badionotus tiene lugar entre los 26 y los 29 C° (Sanchez-Tapia, 2017)

a partir de la evaluacion de animales aclimatados a temperaturas constantes.

El presente estudio sugiere como intervalo éptimo, por lo tanto el rango de 25
—29 °C y como rango mayor al éptimo un rango de 25 — 32 °C, ambos fluctuantes,
representando con mas certeza lo que tiene lugar en el medio natural, donde las
temperaturas son dindmicas y no se mantienen constantes debido a variaciones
térmicas, ya sea por fluctuaciones de temperatura o cambios estacionales. En el
caso de la Peninsula de Yucatan este rango de temperaturas varia debido a la
presencia de dos fendmenos: la entrada de vientos del norte y el fenémeno de
afloramiento (Enriquez et al., 2010) que determina los intervalos de tolerancia de

las especies que ahi habitan.
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A partir de esta informacién se plantea la hipotesis de que los organismos
expuestos a fluctuaciones diarias de temperatura de 25 a 32 °C mostraran in-
tervalos de tolerancia, crecimiento y campo metabdlico superiores a los que se
observarfan en I. badionotus aclimatados a un intervalo de 26 a 29 °C (el cual
fue establecido a partir de la evaluaciéon de animales aclimatados a temperaturas

constantes).

En esta hipotesis se asume que el mejor desempeno fisiolégico estaria ba-
sado en un Optimo aprovechamiento de nutrientes, lo cual se veria reflejado en
una distribucién homogénea de metabolitos en los diferentes tejidos corporales
(drbol respiratorio, pared corporal y musculo) y en niveles relativamente bajos

de lactato.

Estudios previos demuestran que la evaluacion del crecimiento de los pepi-
nos de mar es dificil de determinar debido principalmente al gran volumen y a la
alta variacién en la cantidad de agua corporal de estos organismos (Han et al.,
2016; Ji et al., 2008). En el presente estudio se evalué el crecimiento a partir de
la comparacion entre organismos que presentaron un crecimiento positivo y los
que mostraron un crecimiento negativo. De esta manera se obtuvo una idea de los
efectos de la temperatura en el proceso de acumulaciéon de biomasa, permitiendo,

al mismo tiempo preservar los animales para un posterior andlisis de sus tejidos.

Los resultados obtenidos mostraron que los I. badionotus mantenidos en un
intervalo entre 25 y 32 °C registraron una mayor proporcién de animales con
crecimiento positivo que en el caso de los animales mantenidos en un intervalo
entre 26 y 29 °C. Estos resultados contrastan con los obtenidos por Sanchez-
Tapia (Sénchez-Tapia, 2017) quién reporté un méximo del 94 % de animales con
crecimiento positivo mantenidos a 20 °C, seguido de un 88 % en animales man-
tenidos a 26 °C, lo que sugiere que, al menos en esta especie, las temperaturas
bajas podrian favorecer el crecimiento, mejorando los procesos de acumulacién de
biomasa. Es interesante observar que ninguna de las condiciones experimentales
afecté la supervivencia, indicando que, al menos durante el tiempo de exposiciéon

no hubo ninguna alteracién fisioldgica que pusiera en riesgo la vida de estos or-
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ganismos.

Desde el punto de vista energético, el metabolismo de rutina se considera
una medida del estado fisiolégico de los organismos, puesto que refleja la cantidad
de energia que los organismos invierten en los procesos que les permiten realizar
sus funciones diarias (Clarke, 2004; Clarke y Fraser, 2004; Peck, 1998; Tocher,
2003). Los resultados obtenidos indican que no hubo diferencias significativas en-

tre los tratamientos de temperatura fluctuante.

La demanda de energia en los organismos ectotermos esta relacionada con la
demanda de energia mitocondrial (Munro y Blier, 2014). Esta energia debe satis-
facer los requerimientos generados por la aceleracion de la actividad enzimatica
en el metabolismo respiratorio. En este complejo de enzimas se encuentran tam-
bién las enzimas del sistema antioxidante que son las principales encargadas de la
eliminacion de los radicales libres de oxigeno, derivados de la actividad respirato-
ria. En este contexto, resulta dificil imaginar que, una vez iniciados los procesos
de activacién enzimaética, los organismos sean capaces de incrementar y reducir

toda es maquinaria siguiendo las fluctuaciones diarias.

Esta posible condicién de “metabolismo permanentemente acelerado” podria
explicar, la razén por la cual la tasa respiratoria de rutina de los pepinos fue simi-
lar, sugiriendo que, como ha sido previamente establecido, los pepinos presentan
limitaciones metabdlicas debidos a su poca actividad (Dong y Dong, 2006; Ji
et al., 2008; An et al., 2007).

Otro término a tener en cuenta es el de ventana térmica, conocido tam-
bién como tolerancia térmica, la cual es una herramienta til para entender las
capacidades térmicas de las especies, es decir, cémo los diferentes organismos
evolucionaron para colonizar ambientes determinados o cémo van a tolerar los
cambios ante una perturbacién climdtica (Cumillaf et al., 2016; Portner, 2010,
2002; Portner y Farrell, 2008; Portner et al., 2005; Vinagre et al., 2016).
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Las temperaturas criticas (méxima y minima) han sido consideradas una
herramienta de evaluacién de la ventana térmica de los organismos ectotermos
(Terblanche et al., 2011). Su evaluacién no solo permite establecer los limites
de la adaptacion sino poder predecir la sensibilidad que los organismos tendran
ante el fendmeno del calentamiento global (Madeira et al., 2016a,b; Noyola et al.,
2013a,b; Regil et al., 2015). En el presente estudio los intervalos de tolerancia
térmica (ITT) calculados para los juveniles de I. badionotus expuestos a las fluc-
tuaciones de temperatura mostraron ser menores que los registrados en los orga-
nismos expuestos a temperaturas constantes (Sanchez-Tapia, 2017). Esto indica
que las temperaturas fluctuantes no favorecen un aumento de la ventana térmica
puesto que incluso el rango 6ptimo muestra una amplitud menor que los pepinos
mantenidos a temperaturas constantes. El ITT derivado de las evaluaciones de
las temperaturas criticas maximas y minimas es un indicador de la capacidad de
los organismos para mantener la integridad de los sistemas nervioso y muscular.
El desacoplamiento entre estos sistemas indica la temperatura critica en los or-
ganismos ectotermos (Diaz et al., 2015; Rodriguez-Fuentes et al., 2017). En I.
badionotus se observé que mientras el ITT se redujo en las temperaturas fluc-
tuantes, los limites criticos maximos aumentaron, pasando de 35.2 °C en animales
mantenidos a 20 °C (Sénchez-Tapia, 2017), a 38.45 °C en animales expuestos a
una fluctuacién de 25-29°C. Esto indica que aunque en este caso (25 — 29 °C) la
ventana térmica se estreché existen soportes fisiolégicos que permiten a los pepi-
nos tolerar 3.25 °C més que los mantenidos en 20°C. Es interesante observar que
los pepinos que fueron expuestos a una fluctuacién mayor de temperatura (25 -
32 °C) no mostraron diferencias significativas, lo que indica que posiblemente el

limite para esta especie se encuentre entre los 38 y los 39 °C.

La temperatura controla los procesos de obtencién y distribucién de energia
(Portner, 2010). Cuando los organismos son aclimatados a diferentes temperatu-
ras, se les expone a condiciones donde expresan su maxima actividad metabdlica
donde las funciones bioquimicas y fisiolégicas son méximas (Chabot et al., 2016;
Chen et al., 2015; Eliason y Farrell, 2016; Farrell, 2016; Ferreira et al., 2014). Los
valores altos de campo de actividad metabdlica (CAM) reflejardn un potencial

fisiolégico mayor. En el presente estudio se observé que los organismos expuestos
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a una fluctuacion entre 25-32 °C mostraron valores de CAM similares a los ob-
tenidos en organismos aclimatados a una temperatura de 29 °C (Sdnchez-Tapia,
2017), indicando que en esa condicién los procesos metabdlicos asociados a la

actividad méxima fueron optimizados.

;, Qué procesos bioquimicos pudieron haber sido activados para soportar un

mayor metabolismo de actividad en I. badionotus?

Los resultados obtenidos indican que la actividad metabdlica podria estar
vinculada con la rapida y eficiente movilizacién de metabolitos de alto valor

energético, como los acilglicéridos, las proteinas y el colesterol.

Los resultados acerca de la bioquimica en el caso de los acilglicéridos mues-
tra una mayor concentracién en la pared corporal,esto es de esperar puesto que
el pepino de mar I. badionotus contiene en este tejido altas concentraciones de
acidos grasos de C14 a C24 siendo el mayoritario el dcido palmitico (Pérez Espa-
das, 2014).

Por otro lado, tanto el colesterol como el glucdgeno y las proteinas alcanzan
mayores concentraciones en el arbol respiratorio. Hay que tener en cuenta que
las mediciones fueron de proteina soluble, por lo tanto esta mayor concentracion

puede deberse a que se trata de un tejido blando.

El lactato alcanza mayores concentraciones en el en el musculo. Para en-
tender la procedencia de este metabolito hay que tener en cuenta que la glucosa
actia como combustible de los organismos modernos (Nelson et al., 2008). Sin
embargo, el suministro de glucosa a partir de estos depdsitos no siempre es su-
ficiente (ej: después de una actividad intensa), en estos casos y en ausencia de
oxigeno, en la glucdlisis se produce acido lactico como un producto colateral. Por
ello, el lactato actiia como indicador de la activaciéon del metabolismo anaerdbico.
Los valores méaximos de lactato se dieron en los organismos aclimatados a 25-32
°C lo que sugiere que los animales de este lote pusieron en marcha el metabolismo

anaerébico traducido en una mayor concentracién de lactato.



44 DISCUSION

Es interesante observar que en los tres tejidos analizados, los niveles de lacta-
to fueron significativamente mayores en los pepinos mantenidos en la fluctuacién
de 25-32 °C que en los mantenidos en la fluctuacion de 25 - 29 °C, lo que sugie-
re que, junto con la movilizaciéon de metabolitos, una parte del metabolismo de
actividad podria haber sido sostenida por el metabolismo anaerébico. Estudios
realizados en Apostichopus japonicus sugieren que estos pepinos son altamente
tolerantes a la hipoxia (Yuan et al., 2010; Zhang et al., 2012), lo que podria ex-

plicar, al menos en parte los resultados obtenidos hasta ahora.

Con el fin de establecer el papel de estos metabolitos en el pepino de mar
deberan llevarse a cabo otros estudios, pudiendo asi comprender la manera en

que estos organismos modulan los procesos fisiolégicos en actividad maxima.



Conclusiones

= La temperatura fluctuante no afecta significativamente el crecimiento de
los organismos, su consumo de oxigeno de rutina, su consumo de oxigeno
maximo y minimo en la prueba del campo de actividad metabdlico ni su

tolerancia térmica en un experimento con una duraciéon de 21 dias.

= Kl pepino de mar Isostichopus badionotus es capaz de desplegar mecanis-
mos para adaptarse a temperaturas que no son éptimas, puesto que al tener
en cuenta las temperaturas estdticas, se observé que TCméx es mayor pa-
ra aquellos pepinos que estuvieron aclimatados a una mayor temperatura,
mientras que la TCmin es menor en aquellos pepinos que estuvieron acli-

matados a una menor temperatura.
= Los acilglicéridos se concentran en la pared corporal.

= Kl colesterol, las proteinas y el glucégeno en el pepino de mar Isostichopus

badionotus se concentran en el arbol respiratorio

= El lactato en el pepino de mar Isostichopus badionotus se concentra en el

musculo y es indicador de la puesta en marcha del metabolismo anaerébico.

= La mayor movilizacién de metabolitos tuvo lugar en el tratamiento de 25 —
32 °C lo que indica que estos organismos desplegaron mecanismos complejos

para sobrevivir frente a las adversidades.
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