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Resumen

La temperatura es uno de los factores ambientales que ejercen un mayor efecto sobre el
metabolismo de los organismos ectotermos, determinando la distribucién poblacional de
las especies marinas a través de la delimitaciéon de la tolerancia térmica en que las
especies marinas consiguen sobrevivir. Este trabajo evalué la respuesta fisioldgica y
bioquimica en crias y juveniles de Hippocampus erectus ante un cambio abrupto (1680
minutos) de 26 a 30°Cy de 26 a 33°C, y una exposicion posterior a las temperaturas finales
durante las subsecuentes 28 horas. Se registraron los valores del consumo de oxigeno
(VO;3) durante toda la exposicion térmica, y se determinaron las concentraciones de
glucosa y lactato, asi como el porcentaje de sobrevivencia al finalizar el experimento. La
sobrevivencia tanto de crias como juveniles se vio afectada por el tratamiento a 33°C con
valores de 33.3 y 80% respectivamente. La razon de cambio en el consumo de oxigeno
(numero de veces que incrementa el VO;) en los tratamientos 30 y 33°C con respecto al
control fue de 1.12 + 0.07 y 1.72 + 0.4 veces en crias, y 1.11 £+ 0.05 y 1.25 + 0.04 veces en
juveniles, respectivamente, mostrando diferencias significativas (p<0.05) entre ambos
tratamientos térmicos tanto en crias como en juveniles, asi como entre crias y juveniles en
el caso del tratamiento a 33°C. La glucosa en los juveniles en los tratamientos 30 y 33°C
tuvo valores de 0.28 + 0.06 y de 0.24 + 0.09 mg ml™, respectivamente, mientras que los
niveles de lactato fueron de 0.29 + 0.15 y de 0.20 + 0.09 mg ml™, respectivamente.
Cuando la temperatura aumentd abruptamente, se observd un incremento considerable
en la tasa metabdlica, como mecanismo para satisfacer la demanda de O, necesario para
la formacion de ATP a nivel celular. La comprensién de los limites de tolerancia térmica
ante un incremento agudo en la temperatura contribuird en la prediccidn realista de las

respuestas de H. erectus ante posibles escenarios futuros de cambio climatico.

Palabras clave: Hippocampus erectus, temperatura, consumo de oxigeno, glucosa, lactato.
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Introduccién

El incremento en la temperatura del océano es en la actualidad una de las causas que con
mayor intensidad han ocasionado cambios en la dindmica poblacional de las especies y
por ende en la composicién de los ecosistemas marinos (IPCC, 2014). Muchos estudios
demuestran que la temperatura media de las capas superiores del océano ha
incrementado en 0.6°C en los ultimos 100 afios y se prevé una fuerte aceleracién de este
incremento en la temperatura en las préximas décadas (IPCC, 2007). En este sentido, se
han observado evidentes cambios derivados del cambio climatico (p. e., fisioldgicos,
conductuales, alteracién de las redes tréficas), siendo especificos para cada especie en
particular, basandose en las respuestas metabdlicas de los individuos (Portner y Peck,
2011). Por tal razdn, existe una gran preocupacién sobre como las especies y ecosistemas
responderan ante un inminente aumento progresivo en la temperatura ambiental en un

futuro (Root, 2003).

La temperatura es probablemente el factor abidtico con mayor efecto en los organismos
marinos, debido a que influye directamente en los sistemas bioldgicos en todos los niveles
de organizacion (desde la estructura molecular de las especies hasta en el funcionamiento
de los ecosistemas) (Schulte, 2011). Debido a que la temperatura varia en funcién de una
relacion espacio-temporal en diferentes escalas, los organismos recurren constantemente
a mantener la homeostasis (Johnston y Bennett, 1996), demostrando que el efecto de la
temperatura ha obligado a las especies a desarrollar diversas estrategias que aseguran la

supervivencia de los individuos ante variaciones en la temperatura (Schulte, 2011).

La mayoria de los peces, incluidos los caballitos de mar son organismos ectotermos, cuya
temperatura corporal varia en relacidén con la temperatura del entorno en el que se
encuentran, por lo que la temperatura determina la distribucion geografica y la
abundancia de los organismos marinos, definiendo los limites de tolerancia térmica en los
cuales los animales son capaces de sobrevivir (Ziegeweid et al., 2008; Schulte, 2011), asi
como los intervalos térmicos en los cuales los individuos pueden incursionar para la

busqueda de alimento, parejas reproductivas y el refugio de depredadores.
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En afios recientes se ha demostrado que temperaturas elevadas provocan una
disminucion en el rendimiento aerdbico, forzando a los organismos a desplegar
mecanismos anaerdbicos de proteccién molecular que evitan la desnaturalizacion de las
enzimas (Portner, 2001; Sokolova et al., 2012). En este sentido, el grado de vulnerabilidad
a temperaturas criticas dependera en gran medida de la capacidad de respuesta
conductual, fisioldgica y bioquimica de los organismos para responder a distintos desafios
térmicos (Vinagre et al., 2016), asi como del tiempo de exposicidén en la zona de tolerancia

térmica (Magozzi y Calosi, 2014) .

Debido a sus caracteristicas morfoldgicas, los caballitos de mar son cada vez mas
frecuentes entre las especies ornamentales utilizadas en el comercio de la acuarofilia (Lin
et al., 2009; Koldewey y Martin-Smith, 2010). Sin embargo, los caballitos de mar son
organismos con movilidad limitada, razén por la cual permanecen sujetos a estructuras
como algas y pastos marinos la mayor parte del tiempo (Foster y Vincent, 2004). Estos
factores propician que sus poblaciones sean sumamente vulnerables a los impactos
ocasionados por las actividades antropogénicas sobre los ambientes que ellos habitan,
tales como la degradacién de sus hdbitats y la pesca incidental (Vincent, 1996; Braum et
al., 2003), asi como la sobreexplotacion para su comercializacién en el mercado asiatico
(Koldewey y Martin-Smith, 2010). Entre las acciones tomadas para la proteccién de estos
organismos, todas las especies pertenecientes al género Hippocampus han sido incluidas
en el Apéndice Il de la Convencidn Internacional sobre el Comercio de Especies

Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES, 2004).

Los caballitos de mar habitan en cuerpos de agua someros, siendo ambientes altamente
susceptibles a experimentar variaciones térmicas ante posibles incrementos en la
temperatura del agua como resultado del calentamiento global (Philippart et al., 2011).
Las caracteristicas peculiares de los caballitos de mar los hacen estar expuestos a
perturbaciones en su entorno natural y establecen un modelo de gran relevancia para
investigaciones enfocadas al cambio climatico ya que no existe informacién suficiente de
esta condicion sobre ellos (Aurelio et al., 2013). En este contexto, la mayor parte de los

estudios sobre caballitos de mar hasta el momento han sido dirigidos al cultivo de estos
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organismos. Todos estos trabajos indican que la temperatura afecta distintos indicadores
(p. e., sobrevivencia, crecimiento, reproduccién, alimentacién, comportamiento,
coloracion) (Wong y Benzie, 2003; Foster y Vincent, 2004; Sheng et al., 2006; Lin et al.,
2006, 2009; Koldewey y Martin-Smith, 2010; Aurelio et al., 2013).

Considerando lo anterior, el presente trabajo pretende describir la respuesta metabdlica
de crias (20 dias de nacidos) y juveniles (un afio de edad) de Hippocampus erectus (Perry,
1810) al ser expuestos a un incremento abrupto en la temperatura del agua. La
informacién generada a este respecto, contribuira a una mejor comprensién de los limites
de tolerancia térmica de esta especie, dando pie a la posible prediccién de la respuesta de
los caballitos a las condiciones que pudieran esperarse en escenarios futuros de

incremento de la temperatura de los océanos.
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Antecedentes

Temperatura critica y limite de la zona de tolerancia

Los limites de tolerancia térmica se han convertido en un tema de gran interés en afos
recientes y con base en la informacién generada de diversos estudios que aportan ideas
de cédmo la variacidon climatica podria comprometer las respuestas fisiolégicas y la
distribucién de las especies (Poértner, 2001). Sin embargo, muchos términos y conceptos
en biologia térmica fueron acuiados y descritos desde hace varias décadas, y responden a
la necesidad de describir las respuestas etoldgicas, fisioldgicas y ecoldgicas de los

organismos a los cambios en la temperatura.

La estimacion de los limites de tolerancia térmica de los organismos ectotermos puede
llevarse a cabo a través de dos métodos experimentales (estdtico y dindmico)
(Lutterschmidt y Hutchison, 1997; Beitinger y Bennett, 2000). EI método estatico,
conocido también como el método de la temperatura letal, consiste en una previa
aclimatacién de los organismos para después ser sometidos a un incremento o descenso
abrupto en la temperatura hasta que los organismos experimentan la muerte (punto
registrado como critico) (Fry, 1947). El método dindmico se basa en la determinacién de
los limites de la temperatura critica maxima y minima (TCM). El concepto de la TCM mas
utilizado se define como “el punto térmico en donde la actividad locomotora de los
organismos se vuelve desorganizada y se pierde la capacidad de escapar de condiciones
gue conducirdn a su muerte” (Hutchison, 1961; Cox, 1974). Esta técnica consiste en
exponer a los individuos a un incremento o descenso térmico lo suficientemente rapido y
constante que no permite a los organismos aclimatarse a la temperatura de su entorno
(Hutchison, 1961). Esta consideracién subraya la importancia del tiempo de exposicién
como un factor clave en la evaluacién de la tolerancia térmica, ya que el componente
temporal de la exposicidn térmica establece las respuestas que presentan los organismos
ante condiciones de estrés dentro de los umbrales criticos de temperatura, tanto a altas

como a bajas temperaturas (Lutterschmidt y Hutchison, 1997).

Aunque ambas técnicas proporcionan una evaluacién de la tolerancia térmica sobre una

muestra aleatoria de organismos, éstas no presentan valores equivalentes de tolerancia
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entre si, debido a las diferencias entre los métodos experimentales (Beitinger y Bennett,
2000). En este sentido, por cuestiones de logistica, la TCM se ha convertido en el método
experimental mas utilizado debido a que proporciona una estimacion rapida, confiable y
no ocasiona la muerte de los organismos (Beitinger et al., 2000; Eme y Bennett, 2009).
Ademas, los resultados que se obtienen a través de ésta técnica se aproximan de una
manera mas realista a los posibles escenarios que pudieran experimentar los organismos
ectotermos en su entorno natural ante fluctuaciones en la temperatura del agua (Mora y

Osipina, 2001).

En afios mds recientes, la teoria de la tolerancia térmica limitada por el oxigeno (OCLTT
por sus siglas en inglés) proporciona una descripcién plausible sobre la reduccion del
campo aerdbico cuando en temperaturas extremas (altas y bajas), las demandas
energéticas del metabolismo no se satisfacen debido a la incapacidad de los organismos
para transportar oxigeno suficiente a nivel celular (Pértner, 2010). El campo aerdbico, la
actividad de mantenimiento y las reservas energéticas del organismo estan vinculados
debido a que las respuestas fisiolégicas dependen de la produccidon de ATP a través del
metabolismo aerdbico (Sokolova et al., 2012). Siguiendo el modelo propuesto por estos
autores, cuando la temperatura esta dentro de un rango dptimo, el suministro de ATP es
lo suficientemente alto para cubrir el costo de mantenimiento y todas las demandas
metabdlicas. Con el incremento o la disminucidn de la temperatura comienza el intervalo
pejus, a partir del cual, el costo energético de mantenimiento aumenta, reduciendo la
energia disponible para cubrir las demandas fisiolégicas. Dentro del intervalo pejus, el
campo aerébico se mantiene positivo pero reducido, limitando las funciones metabdlicas,
mientras que la tolerancia térmica depende del tiempo de exposicién y no permite la
supervivencia a largo plazo. En las temperaturas mas extremas del pejus el metabolismo
anaerdbico comienza a aumentar para lograr compensar las demandas energéticas que el
metabolismo aerdbico ya no es capaz de soportar. Cuando la temperatura alcanza el
intervalo pessimum, el cual estd definido por la temperatura critica maxima (TCMax) y la
temperatura critica minima (TCMin), el campo aerdbico se reduce a cero y el metabolismo

es totalmente anaerdbico. Dada la relativamente poca eficiencia en la produccién de ATP
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por via anaerdbica, en esta condicion el organismo dirige toda la energia para compensar
las demandas de mantenimiento. Superando el rango anterior, se encuentra el proceso de
desnaturalizacion, la temperatura afecta la estructura molecular de las enzimas, en este
punto se movilizan las proteinas de shock térmico y los mecanismos de éxido-reduccién
para compensar el exceso de especies reactivas de oxigeno. Superando el nivel anterior

aparece el intervalo letal, punto en el que los organismos alcanzan la muerte.

En los ultimos afios, diferentes trabajos han sido enfocados a describir los limites de
tolerancia térmica y como la temperatura modula la asignacion de la energia en diversas
especies acuaticas (Portner, 2010; Sokolova et al., 2012; Magozzi y Calosi, 2014; Norin et

al., 2014).

En un estudio realizado por Amaral (2013), en juveniles de H. erectus aclimatados a 18 y
30°C encontré que la TCMax fue de 29 £ 1.9°Cy 33.7 £ 0.8°C, y la TCMin fue de de 10.4
1.3 y 23.8 + 1.2°C respectivamente. Por otra parte, los valores obtenidos para la
temperatura letal maxima (TLMax) se establecieron en 35.4 + 0.5 y 38.7 + 0.5°C
respectivamente, aunque no fue posible identificar la temperatura letal minima (TLMin)
debido a que ningun organismo murié ante una disminucién aguda en la temperatura, a
pesar de presentarse un estado de letargo a 4.7 + 0.7 y 7.8 + 0.7°C respectivamente. En
este mismo trabajo, se reporté que juveniles de H. erectus expuestos a un cambio agudo
en la temperatura en periodos cortos de tiempo con una temperatura de 3.3°C por arriba
de la TCMax y 7.7°C por debajo de la TCMin, mostraron tasas de sobrevivencia y
crecimiento estadisticamente similares a aquellos juveniles que no fueron sometidos a los
tratamientos de exposicion térmica (control). Esto llevé al autor a sugerir que la especie
de juveniles de H. erectus posee una amplia zona de tolerancia térmica, con gran
capacidad de sobreponerse a temperaturas extremas (altas y bajas), siempre que, la
exposicidn térmica sea en periodos cortos de tiempo. El Unico resultado estadisticamente
significativo en el trabajo de Amaral (2013), estuvo relacionado con la exposicidon térmica
de largo plazo, ya que los organismos que fueron aclimatados de manera constante a 30°C
tuvieron menores tasas de crecimiento que los individuos que fueron mantenidos a 18°C.

En este sentido, el autor sugiere que los caballitos de la especie H. erectus tienen gran
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potencial para responder ante periodos agudos de exposicidn térmica, pero ante un
incremento en la temperatura y mantenida de forma constante, decrece en la tasa de

crecimiento en los juveniles de esta especie.

En otro trabajo donde se evalué la TCMax, Horta (2016), reportd que juveniles de H.
erectus aclimatados a un tratamiento gradual de 25 a 30°C y 30°C constante, tuvieron una
TCMax de 37.8 £ 0.9°C y 36.5 £ 1°C respectivamente. Estos resultados llevaron al autor a
concluir que el efecto de un incremento paulatino en la temperatura, los organismos
experimentan respuestas de espasmos a temperaturas mas elevadas, en comparacién con
el tratamiento 30°C constante, lo cual permite expander su poligono térmico. Por otra
parte, estos resultados sugieren que ante un incremento gradual en la temperatura, los
organismos pueden explorar habitats térmicos extremos durante mayor tiempo, asi como

expandir sus limites de distribucidn.

Consumo de oxigeno (VO,)

La evaluacién del metabolismo respiratorio se ha convertido en una herramienta eficaz y
facil de aplicar para generar informacion sobre el estado fisiolégico de los ectotermos
(Cech, 1990). A través del consumo de oxigeno, es posible establecer los costos
energéticos que estresores ambientales ejercen directamente sobre el metabolismo de los
organismos marinos (Altinok y Grizzle, 2003; Brougher et al., 2005), ya que representa una
estimacién cuantitativa de la rapidez con que se transforma y/o utiliza la energia y el

oxigeno (Cech Jr. y Brauner, 2011).

La tasa de consumo de oxigeno es una de las respuestas fisioldgicas que esta
estrechamente relacionada con la actividad metabdlica y el flujo de energia que los
organismos reciben para mantener la homeostasis (Salvato et al., 2001). Asimismo,
evaluar el consumo de oxigeno, permite realizar comparaciones entre especies que
poseen caracteristicas semejantes entre si, tales como distribucidn espacial, ciclos de vida,

entre otras (Clarke y Fraser, 2004).

En un estudio sobre el metabolismo aerdbico en caballitos de mar, Aurelio et al. (2013),

evaluo la tasa de consumo de oxigeno en crias y adultos de Hippocampus guttulatus bajo
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diferentes tratamientos térmicos (18, 26, 28, y 30°C), econtrando diferencias significativas
en la tasa metabdlica de rutina entre los tratamientos que fueron sometidos a 18 y 30°C,
tanto crias como para adultos. El autor reporta valores de 7.36 y 16.68 mmol O, g* h™ en
crias, respectivamente, mientras que en los caballitos adultos tuvieron valores de 2.40 y
5.37 mmol 0, g* h™, respectivamente. Esto llevé al autor a sugerir que los adultos de la
especie H. guttulatus no se encontraban en estrés severo incluso expuestos a 30°C, y que
debido a su gran tolerancia térmica les permitid enfrentar posibles incrementos en la
temperatura hasta por lo menos este limite térmico. Aunque las crias demostraron ser
mas vulnerables a la exposicidon térmica, indicando una supresién metabdlica cuando

superaban los 28°C.

En el caso particular de la especie H. erectus, Horta (2016), observé que los consumos de
oxigeno (rutina, maximo) de organismos aclimatados a un tratamiento rampa de 25 a 30°C
y a 30°C constante durante 30 dias, fueron afectados por los tratamientos de exposicion
térmica. Esto en comparacién con el tratamiento control a 25°C que registrd el mayor
volumen de oxigeno consumido para los indices medidos. Se pudo apreciar que los valores
normales de respiracion de rutina de los organismos oscilaron entre 1.5 mg de O, ht g'1
de peso humedo. Asimismo, se pudo observar que ante el incremento de la temperatura
en el tratamiento de rampa y constante a 30°C el consumo de oxigeno disminuyd
radicalmente hasta 0.5 y 0.3 mg de O, h™* g?, respectivamente, indicando depresién
metabdlica. Pese a esta depresidon en el metabolismo, el desempefio de los organismos
para respirar a elevadas temperaturas fue ligeramente mayor en el tratamiento rampa
comparado con el tratamiento a 30°C constante, tanto en la respiracién de rutina como en
la respiracion maxima. Esto llevd al autor a sugerir que la razén por la cual el consumo de
oxigeno en los tratamientos rampa y 30°C haya disminuido en comparacién con el
tratamiento control a 25°C es resultado de haber extralimitado la zona pejus de la curva
de tolerancia térmica para esta especie. Tomando en cuenta los resultados de los pocos
trabajos sobre tolerancia térmica en hipocampos, se puede pensar que 30°C podria

representar un limite térmico con un significado fisioldgico ademas de conductual.
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Indicadores bioquimicos

Las propiedades fisicas y quimicas de los ecosistemas acuaticos pueden tener un efecto
muy importante en la actividad bioquimica y fisiolégica de los ectotermos marinos que en
ellos habitan. El analisis de metabolitos y otras sustancias bioquimicas han sido utilizados
con frecuencia para documentar los efectos de la exposicién de los organismos a un

determinado agente fisico o quimico.

Las mediciones de dichas sustancias, referidas como biomarcadores pueden proveer
informacién valiosa en diferentes pruebas experimentales y ser utilizadas para evaluar
una amplia escala de respuestas fisiolégicas (bioquimica, celular, tisular). Estos indicadores
pueden considerarse una herramienta de gran utilidad en el monitoreo de los efectos que

provocan diversos estresores ambientales (Beliaeff y Burgeot, 2002).

De tal forma, que el uso de metabolitos es un instrumento idéneo para medir el estrés
ocasionado por factores ambientales en los organismos marinos, ya que bajo esta
condicién los individuos despliegan diferentes respuestas fisiolégicas y metabdlicas
cuando estos no se encuentran en condiciones éptimas (Sdnchez et al., 2001). En este
contexto, la evaluacién de los limites de tolerancia térmica podria verse forzada con la
utilizacidn de indicadores bioquimos que estén ligados directamente con la produccién de

energia tanto de manera aerdbica como anaerdbica.

Algunos metabolitos relacionados con el metabolismo energético sugeridos para este tipo

de mediciones son la glucosa y el lactato (Racotta y Palacios, 1998; Sanchez et al., 2001).

La glucosa es la principal fuente de energia que utilizan las células para llevar a cabo todos
los procesos bioquimicos que ocurren en los organismos. La concentracién en los niveles
de glucosa en los organismos depende pricipalmente de la composicién de la dieta y del

metabolismo proteico (Pascual et al., 2003).

El metabolismo de la glucosa comprende una serie de reacciones enzimaticas para su
sintesis y degradacidén. La via gluconeogénica permite la sintesis de glucosa a partir de
metabolitos no glicidos entre los que destacan los aminodcidos como fuente de carbono.

Esto sugiere que las proteinas pueden ser consideradas un buen sustrato energético que
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permite mantener una concentraciéon minima de glucosa circulante y almacenamiento de
energia en forma de glucégeno (Rosas et al., 2001). Por otra parte, la glucdlisis es la via
mediante la cual la glucosa es oxidada en dos moléculas de piruvato con la finalidad de
obtener energia para la célula en forma de ATP. Dependiendo de las condiciones a las
cuales esté expuesto el organismo, el piruvato puede ser precursor de otras moléculas
como acido lactico, acido acético o CO,, entre otras. Una vez que la molécula de la glucosa
se ha oxidado en dos moléculas de piruvato, las condiciones del medio en que se
encuentre el organismo determinaran la via metabdlica a seguir. En condiciones normales,
el piruvato pasard al ciclo de Krebs como parte de la respiracién aerdbica, aunque en
condiciones adversas, como hipoxia o alta actividad muscular, el piruvato es metabolizado

por via anaerébica produciendo principalmente lactato (Maciel et al., 2008).

El lactato, por su parte, se produce en el citosol a partir de la reduccién del piruvato bajo
condiciones anaerdbicas. En situaciones de hipoxia o anoxia severas, muchos organismos
acuaticos tienen la capacidad de regular su metabolismo energético mediante la
utilizacion de vias metabdlicas anaerébicas que aseguran el mantenimiento de los
animales, pero otros son extremadamente sensibles cuando disminuye la concentracién

de oxigeno en el ambiente que habitan (Ocampo et al., 2003).

Debido a que el acido lactico es el producto final del metabolismo anaerdbico, muchos
autores han evaluado las concentraciones de lactato como un eficiente indicador de
estrés en los organismos ectotermos (Racotta y Palacios, 1998; Sanchez et al., 2001;
Pascual et al., 2003; Rosas et al., 2004). En este sentido, metabolitos formados a través del
metabolismo anaerébico como el lactato pueden ser biomarcadores de gran utilidad para
identificar un déficit en el suministro de oxigeno celular asociado a una transicién de la

anaerobiosis (Portner, 2010).

A la fecha no existen estudios sobre estos indicadores bioquimicos en especies de
hipocampos, pero en un estudio realizado por Corey (2017), para la especie juvenil
silvestre de salmdn del Atlantico Salmo salar, observd que a través de un incremento

gradual en la temperatura de 16 a 27°C, los niveles de glucosa en la sangre aumentaron
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transitoriamente a medida que aumentd la temperatura, esto para suministrar el ATP
necesario para realizar las funciones de mantenimiento. Del mismo modo la
concentracion de lactato aumentd cuando se alcanzd la temperatura mas alta. Esto llevo
al autor a concluir que los incrementos de glucosa y lactato ocurren en ciclos de
temperaturas elevadas, y el incremento en la concentracién de éste ultimo, significa que
es un subproducto del metabolismo anaerdbico, demostrando una transiciéon a la
produccién anaerébica de ATP, lo que sugiere que las reservas de energia estan

disminuidas.

En otro estudio, Kithnhold et al., (2017), midié carbohidratos y lactato para evaluar el
efecto de la temperatura en juveniles de pepino de mar Holothuria scabra, aclimatados a
21, 27 (control) y 33°C, en un cambio gradual de * 6°C (1°/dia), registrando valores de
produccién de estos compuestos (al tiempo cero, 15 y 30 dias). Esto autores observaron
que esta especie metaboliza carbohidratos y comienza a producir acido lactico como una
respuesta inmediata para contrarrestar el aumento de la temperatura inicial. Por otra
parte los niveles de carbohidratos aumentaron significativamente en los organismos
expuestos a las condiciones de 33°C, pero no afectd la supervivencia, mientras que los
niveles en la concentracién de lactato disminuyeron conforme al tiempo de exposicion.
Los resultados del autor sugieren que H. scabra puede recuperarse rapidamente a ambas

temperaturas de prueba dentro del periodo experimental.

En un caso de estudio sobre la langosta espinosa Panulirus argus, especie que habita en el
Golfo de México y Mar Caribe, Rodriguez-Fuentes et al., (2017), midieron diferentes
biomarcadores para evaluar el efecto de la temperatura sobre diferentes tasas
metabdlicas (estandar y total) y en la TCM (maxima y minima), esto sobre diferentes
temperaturas de aclimatacién (18, 22, 26 y 30°C). En la tasa metabdlica total se econtrd
gue a 30°C movilizan altos niveles de glucosa y lactato, esto en comparacion con la tasa
metabdlica estandar, que a esa misma temperatura no movilizaron altas concentraciones
de estos metabolitos. En el caso de la TCMin, existid una alta produccién de lactato a bajas
temperaturas, 18 y 22°C, mientras que en la TCMax se encontrd altos niveles de glucosa y

lactato a temperaturas elevadas a 30°C. Estos resultados demuestran que los altos niveles
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de lactato indican que el metabolismo cambid a una mezcla entre aerdbico y anaerdbico
cuando los organismos alcanzan los 30°C. Por lo tanto, estos autores sugieren que
dependiendo de la temperatura de aclimatacion, distintos metabolitos haran frente a la
exposicion térmica en un corto, mediano y largo plazo, permitiendo un analisis profundo

del tipo y momento de respuesta relacionados con la tolerancia térmica

Generalidades de los caballitos de mar

Los caballitos de mar son peces éseos (Teleostei) que constituyen uno de los 55 géneros
de la familia Syngnathidae, junto con los peces pipa y peces dragéon (Kuiter, 2000). Los
caballitos de mar se caracterizan por tener su cabeza posicionada en angulo recto con
respecto a su cuerpo erguido, ojos independientes entre si, y por tener una serie de
anillos 6seos desde la cabeza hasta la punta de la cola, cubiertas por una capa de piel en
lugar de escamas (Foster y Vincent, 2004). Los caballitos de mar carecen de aleta caudal y
en sustituciéon presentan una cola prensil (Lourie et al., 2004). Esta adaptacion permite a
los caballitos de mar sujetarse al sustrato, principalmente en estructuras de corales, algas
y pastos marinos, pasando la mayor parte del tiempo sujetados sin realizar un fuerte gasto
energético (Foster y Vincent, 2004). Los caballitos de mar son nadadores poco veloces, se
ha reportado que son capaces de recorrer distancias hasta de 60 m por dia (Caldwell y

Vincent, 2013).

De manera general, las diferentes especies de caballitos de mar se distribuyen en aguas
marinas poco profundas (< 30 m) (Foster y Vincent, 2004), aunque se han encontrado en
profundidades de hasta 70 m (Koldewey y Martin-Smith, 2010), principalmente en
regiones tropicales y templadas entre los 50° Norte y 50° Sur, siendo mas abundantes en
el Océano Indo-Pacifico (Lourie et al., 2004). Las especies que se distribuyen en aguas
templadas habitan en zonas con sustrato suave, principalmente pastos marinos (Martin-
Smith y Vincent, 2005; Curtis y Vincent, 2006), mientras que las especies que habitan en
zonas tropicales se encuentran asociados a los arrecifes con corales, esponjas, algas y

zonas estuarinas (Perante et al., 2002; Foster y Vincent, 2004).
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Caso de estudio H. erectus

El caballito de mar H. erectus se distribuye en la costa oeste del Océano Atlantico, desde el
sur de Nueva Escocia, Canad3, a lo largo de toda la costa este de Estados Unidos, el Golfo
de México, Mar Caribe, hasta Venezuela, aunque existen registros de esta especie hasta la
Guyana Francesa, Brasil, Uruguay y Argentina (Foster y Vincent, 2004; Lourie et al., 2004)
(Figura 1). Por su amplio gradiente latitudinal, es considerada una especie capaz de tolerar
amplios rangos de temperatura (5 a 29°C) y salinidad (19 a 36 ups) (Teixeira y Musick,
2001). La especie H. erectus habita en zonas someras donde existe vegetacién abundante
de pastos marinos, aunque se han encontrado en profundidades mayores a los 70 m (Vari,

1982; citado en Horta, 2016).

Figura 1. Distribucion espacial del caballito de mar Hippocampus erectus.

Se ha demostrado que la temperatura influye de manera directa en la dinamica
poblacional del género Hippocampus, ya que afecta la sobrevivencia, crecimiento,
alimentacién, comportamiento, reproduccién e incluso la coloracidon de los caballitos de
mar (Wong y Benzie, 2003; Foster y Vincent, 2004; Lin et al., 2006, 2009; Sheng et al.,
2006; Koldewey y Martin-Smith, 2010; Aurélio et al., 2013). En la mayoria de los

singnatidos, las temperaturas mayores a los 30°C provocan dafios irreversibles afectando
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la supervivencia (Foster y Vincent, 2004; Lin et al., 2006). En un estudio realizado por
Aurelio et al, (2013) demostré que H. guttulatus expuestos a una temperatura de 30°C,
comenzé a tener efectos negativos en la supervivencia y el crecimiento. En estudios sobre
la biologia térmica para la especie H. erectus, Amaral (2013), Huipe-Zamora (2015) y Horta
(2016), demostraron que la exposicién a una temperatura de 30°C de manera constante

repercute en la sobrevivencia y el crecimiento de los juveniles de esta especie.

La laguna costera de Chelem, es un habitat acuatico permanente durante todo el afio. En
un estudio realizado en la laguna de Chelem en el afio 2010, se reportdé una temperatura
media de 26.5°C, registrando temperaturas entre los 19 y 31°C durante todo el afio
(Jimenez, 2012). Este cuerpo de agua posee una baja profundidad (0.25 y 1.5 m), de tal
manera que la temperatura del agua en la laguna es muy fluctuante durante el transcurso
del dia y esta alteracidon depende principalmente de la época del afio. Marifio-Tapia y
Enriquez (2010), han reportado que el promedio de la temperatura del agua en la zona
central en época de secas oscila entre los 22 y 30°C. En los sitios de menor profundidad de
la laguna la temperatura puede variar considerablemente llegando hasta los 38°C
(Echeverria y Pifia, 2003). Durante las épocas de nortes y lluvias la media de la
temperatura en las zonas someras es de 23°C, aunque en madrugadas frias se registran

temperaturas hasta de 18°C (Echeverria y Pifia, 2003).

En la laguna de Chelem existe una poblacién poco densa (0.2 a 1 individuo en 1000 m?) de
caballitos de mar H. erectus. La distribucion espacial de esta poblacion ha sido
caracterizada como marginalmente agregada, ya que significa que los caballitos puedan
encontrarse en parejas o en pequenos grupos (3 a 4 individuos). Segun Jimenez (2012), los
adultos ocurren en la laguna durante todo el afo, pero son mds abundantes en la
temporada de lluvias y nortes que en la temporada de secas. De igual manera, los machos
prefiados ocurren con mayor frecuencia en la temporada de nortes y se asocian a zonas
caracterizadas por tener coberturas de pastos marinos (Halodule y Syringodium) y en
menor medida en algas (Dasycladus spp.). La presencia de hembras es constante durante
todo el aifo, mientras que los organismos mas pequeinos fueron registrados con mayor

frecuencia en la temporada de secas.
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Debido a que H. erectus habita en ambientes donde la variacion en la temperatura del
agua es altamente fluctuante en diferentes escalas de tiempo (Teixeira y Musick, 2001;
Jimenez, 2012), y que la preferencia de los juveniles de esta especie por las zonas mas
someras de la laguna hace que estén expuestos a temperaturas particularmente altas
durante cortos periodos del dia, resulta de gran interés conocer la respuesta adaptativa
de crias y juveniles de H. erectus en el limite de la zona de tolerancia térmica ante
incrementos abruptos de temperatura, identificando los mecanismos fisiolégicos que
determinan esta respuesta. Asimismo, la medicidn en el consumo de oxigeno en conjunto
con la determinacién de metabolitos importantes, especialmente glucosa y lactato,
podrian proporcionar conocimiento relevante sobre el uso de la energia para enfrentar
variaciones térmicas relativamente abruptas, asi como los posibles mecanismos de
compensacion fisioldgica que estos organismos han desarrollado a lo largo de su

evolucion.

Esta informacién podrd proporcionar una base para alimentar modelos que buscan
predecir los cambios en la distribucidn geografica de los caballitos de mar ante escenarios
futuros producto del cambio climatico, especialmente si se toma en cuenta que las

poblaciones juveniles son las mas vulnerables ante este tipo de estresores ambientales.
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Preguntas de investigacion
e (Cuadles son los mecanismos fisioldgicos y bioquimicos que presentan los primeros
estadios de vida de Hippocampus erectus ante cambios abruptos de temperatura en

el limite de su zona de tolerancia térmica?

Hipotesis

e El amplio gradiente de distribucion geografica del caballito de mar H. erectus, predice
la existencia de mecanismos de aclimatacién en proteccidn, tanto fisiolédgicos como
bioquimicos, que les permite ajustarse a incrementos abruptos (del orden de minutos)
en la temperatura.

e La forma como se presenta la respuesta fisioldgica y bioquimica (magnitud y tiempo),
asi como su eficacia, dependeran de la magnitud de cambio térmico y de la edad de

los individuos.

Objetivos

General

e Describir la respuesta fisioldgica y bioquimica en crias (20 dias de nacidos) y juveniles
(1 afio de edad) de Hippocampus erectus ante cambios de temperatura que ocurren en
el espacio de pocos minutos.

Particulares

e Evaluar el consumo de oxigeno (VO,) de crias y juveniles de H. erectus ante un
incremento de 4 y 7°C que ocurran en el espacio de algunos minutos (cambios
abruptos).

e Evaluar la concentracion de dos indicadores de respuesta metabdlica (glucosa vy
lactato), en juveniles de H. erectus tras haber sido expuestos a incrementos abruptos

de la temperatura.
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Materiales y Métodos

Obtencion y mantenimiento de los organismos

Tanto las crias (20 dias de edad; 0.12 + 0.003 g) como los juveniles de H. erectus (1 afio de
edad; 1.41 + 0.48 g) fueron obtenidos a partir de adultos reproductores capturados en la
laguna de Chelem, Yucatdn, México (21°15°47” N y 89°43°40” W), y mantenidos desde la

eclosiéon hasta el momento de iniciar los experimentos en condiciones de laboratorio.

Durante los primeros 0-20 dias, fueron mantenidos en 3 acuarios de vidrio de forma
rectangular (30 x 17 x 27 cm) con un volumen de 14 L y fueron alimentados con nauplios
de Artemia salina enriquecida con (DHA Protein Selco®) durante 3 veces al dia (mafiana,

tarde y noche) a razén de 2-3 n/ml en cada ocasion.

A partir del primer mes desde su eclosion, los juveniles fueron mantenidos en 4 acuarios
de vidrio de forma rectangular (50 x 28 x 71 cm) con un volumen de 100 L, y alimentados
con una mezcla de Artemia salina (viva y congelada) previamente enriquecida con una
emulsién comercial rica de acidos grasos (Super Selco, INVE), y anfipodos congelados (10-
12% del peso humedo a los caballitos). La racidon también fue suministrada tres veces al

dia.

Para ambos casos, los organismos se mantuvieron en sistemas cerrados de recirculacién,
conectados a un reservorio general (71 x 51 x 40 cm) con un volumen de 150 L con agua
de mar que pasa a través de tres filtros (luz UV, calcetin y biolégico). La temperatura se
midié constantemente por medio de un termdmetro colocado en cada uno de los
acuarios, y se mantuvo constante alrededor de los 25 + 1 °C. La salinidad del agua se midié
con un refractémetro analdgico (S/Mill, ATAGO, USA) y se mantuvo constante a 35 + 1 %o
mezclando con agua dulce cuando fue necesaria por bombeo al reservorio general. Se
realizaron recambios de agua acorde a las mediciones de los niveles de nitritos, nitratos y
amonio realizadas cada 15 dias con la ayuda de un kit de mediciéon (Marine Care-RED
SEAR). El alimento no consumido vy las heces fueron removidos diariamente por sifoneo. Al
mismo tiempo, se realizé un recambio del 20% del volumen del agua. El fotoperiodo en los

acuarios fue de 12:12 (horas luz:oscuridad) regulado por un temporizador con una
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intensidad gradual, simulando el amanecer y el atardecer. Se registré el promedio del

peso humedo final de los organismos, crias (0.012 + 0.004 g) y juveniles (1.417 + 0.488 g).

Experimentos de exposicion a un incremento térmico

Con la finalidad de conocer el efecto de un incremento térmico abrupto en la tasa
metabdlica de rutina (consumo de oxigeno), se llevaron a cabo dos experimentos, uno
para cada grupo de edad, ambos siguiendo el mismo procedimiento. Se emplearon un
total de 27 crias y 15 juveniles de H. erectus que fueron separados aleatoria y
equitativamente en tres grupos, cada uno recibiendo uno de los tres tratamientos de

exposicidén térmica que se describen a continuacion.

Todos los individuos, tanto crias como juveniles de H. erectus, fueron aclimatados a 26°C

durante 24 horas antes de comenzar con los tratamientos de exposicidn térmica.

l. Tratamiento shock 33°C constante (33°C): Los caballitos fueron sometidos a un

incremento abrupto en la temperatura de 26° a 33°C en un periodo de no mads de
1680 minutos.

. Tratamiento shock 30°C constante (30°C): Los caballitos fueron sometidos a un

incremento abrupto en la temperatura de 26° a 30°C en un periodo de no mas de
1680 minutos.

I, Tratamiento control Positivo 26°C (26°C): Los caballitos fueron mantenidos a la

misma temperatura de aclimatacion previa de 26°C.
El incremento térmico abrupto consistié en aumentar la temperatura del reservorio que
alimentaba el agua de entrada a las cdmaras mediante el uso de calentadores sumergibles
(BioPro H-100). Posterior al cambio abrupto, los caballitos se mantuvieron expuestos a
temperatura correspondiente de cada tratamiento durante 28 horas, después de las
cuales se registraron los individuos sobrevivientes y su peso himedo con la ayuda de una
balanza de precision (OHAUS Adventurer AR-2140; mg * 0.002). Con la finalidad de
obtener registros del consumo de oxigeno de rutina a 26°C, todos los individuos se
mantuvieron en las camaras respirométricas durante 15 horas aproximadamente previo al

cambio abrupto, sumando un total de 43 horas dentro de las camaras respirométricas.
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Durante este tiempo, los caballitos permanecieron en ayuno con la finalidad de que los
procesos de ingestion y digestidn del alimento no interfirieran en las mediciones de la tasa

metabdlica de rutina.

Los juveniles de H. erectus fueron introducidos individualmente en cdmaras
respirométricas de 250 ml con agua de mar a la temperatura de cada tratamiento (Figura
2). Las cdmaras estaban conectadas a un sistema de recirculacion equipado con un
reservorio de 80 L impulsados por una fuente de poder, manteniéndose un flujo de 1 ml
seg™. En el caso de las crias, debido a su pequefio tamafio (1.8 + 0.27 cm), se utilizaron
tubos de microcentrifuga o “eppendorf” de 1.5 ml como cdmaras respirométricas. Los
caballitos fueron introducidos individualmente en los tubos con agua de mar a 26°C
(Figura 3). Los tubos también estaban conectados al sistema de recirculacion con la fuente
de poder, que en este caso mantuvo un flujo de entrada de agua de mar de la mitad del

valor utilizado en el caso de los juveniles (0.5 ml seg™).

El porcentaje de sobrevivencia se calculé considerando el tiempo de exposicidon al que
fueron sometidos los organismos a los diferentes tratamientos. Esto se hizo mediante el
registro de mortandades para cada tratamiento durante las 28 horas de exposicidon

térmica.

El consumo de oxigeno VO, se registrdo cada 15 segundos durante todo el periodo
mediante un oximetro con mini sensores de fibra dptica (OXY-10) que permiten
determinar la diferencia entre la concentracidon de oxigeno de entrada y de salida en cada

camara. Dicho valor fue expresado en mg O, g'1 ht por medio de la siguiente férmula:

VO, = (([02 mg/L] entrada — [02 mg/L] saiiga) X flujo (L/h)) / peso (g)

Donde VO, es el consumo de oxigeno expresado en mg por hora por organismo; O, mg L’
1 .z / / . 4.

entrada €S 13 concentracion de oxigeno en el agua que entra a cada camara respirométrica;
0, mg L ida €s la concentraciéon de oxigeno en el agua que sale de cada cdmara
respirométrica; (L/h) es el flujo de agua que corre a una velocidad ya conocida; (g) es el
peso vivo de los organismos representado en gramos. Para todos los tratamientos se

contd con una cdmara control (sin organismo) para hacer las correcciones pertinentes del
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consumo de oxigeno debido a los microorganismos presentes en el sistema. Asimismo, se

registro la temperatura del reservorio durante todo el procedimiento.

Figura 2.Sistema de respirometria adaptado con cdmaras respirométricas de 250 ml.

Figura 3.Tubo eppendorf adaptado como camara respirométrica para contener a crias de H.
erectus de 20 dias de nacidas y un promedio de 1.8 + 0.27 cm de altura total, durante el

experimento de exposicidon a un incremento térmico.
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Experimentos para determinar metabolitos

El analisis de los indicadores bioquimicos se llevé a cabo utilizando los 14 organismos
juveniles sobrevivientes de los distintos tratamientos térmicos antes descritos. Antes de
ser sacrificados se tomo el peso humedo de cada organismo y se obtuvieron muestras de
tejido del musculo de la cola y de higado (Figura 4). Las muestras fueron puestas en tubos
eppendorf de 1.5 ml como medida estandarizada. Cada tubo fue puesto en nitrégeno

liqguido antes de ser almacenados a -80°C.

Figura 4. Muestra de tejido de musculo de la cola de caballito juvenil H. erectus.
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La cuantificacion de glucosa se llevd a cabo con un kit comercial (ELITech GPSL-5505),
mientras que para lactato se utilizé el kit (Trinity 735-10). Los resultados se obtuvieron
mediante lectura de densidad Optica en un espectrofotémetro de microplacas

(Benchmark Plus Microplate Reader, Bio-Rad Laboratories, USA).

Para obtener el sobrenadante preciso para los analisis, se homogenizaron 25 mg de
muestra congelada a -80°C en tubos eppendorf de 1.5 ml, afiadiendo perlas de zirconio
con un volumen de agua libre de pirégeno de tres veces el peso de la muestra (factor de
dilucion final 4X). La muestra se centrifugd a 12,000 RPM durante 20 minutos a 4°C en una

centrifuga (IEC Centra).

La concentracion en cada muestra se determind con base en una curva patrén integrada
por seis diluciones, que fueron de una concentracién menor a una mayor, y que se
prepard a partir de una solucién estandar, que fue el sustrato sobre el cual actuaron las
enzimas contenidas en la solucion reactiva del kit. A ésta, se afiadié un blanco, que elimind
las sustancias ajenas a la reaccion colorimétrica de lactato y de glucosa con el reactivo, y

se obtuvieron los valores de la densidad dptica a través de la reaccion colorimétrica.

El volumen utilizado en cada pozo de reaccidn fue de 5 pl de muestra (por triplicado) y
100 ul de reactivo previamente estandarizado. Los valores del tiempo de incubacién y

longitud de onda se presentan en la (Tabla 1).

Tabla 1. Tiempo de reaccién enzimatica de los kits para la determinacién de glucosa y lactato en H.
erectus juveniles sometidos a experimentos de incremento abrupto de la temperatura. La longitud
de onda a la que fueron medidas las concentraciones mediante técnicas colorimétricas se

muestran en cada caso.

Solucién reactiva Tiempo de la reaccién Longitud de onda (nm)
(minutos)
Glucosa 2 500
Lactato 10 540
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Los analisis de la regresion lineal de los valores de absorbancia real de los puntos de la
curva patrén se emplearon para determinar la concentracién de cada metabolito en la

muestra analizada por medio de la siguiente férmula:
mg/ml = ((abs. real — intercepto) / variable) * FD

Donde abs. real es la absorbancia real determinada por el andlisis, el intercepto de la recta

de la regresién y FD que es el factor de dilucion de la muestra.

Andlisis estadistico de los resultados

Con la finalidad de describir el comportamiento del VO, de H. erectus a lo largo del
tiempo, se calcularon los valores promedio de los registros cada 20 minutos, generando
graficas de VO, con 120 entradas a lo largo de las 43 horas que duraron los experimentos.
Estos valores fueron posteriormente utilizados para obtener la media aritmética de los 5y
9 individuos en los experimentos de juveniles y crias, respectivamente. Una vez obtenidas
las graficas, se procedid a identificar los momentos en los que se registraron cambios
marcadamente evidentes en el VO, y se relacionaron con los cambios en la temperatura.
La identificacion de estos puntos, sirvié para calcular valores medios que representan el
VO, para cada individuo en el momento en que registré el maximo VO, sostenido a
consecuencia del cambio térmico. Finalmente se procedid a calcular la razén de cambio en
el VO, (definido como el nimero de veces en que se incrementé el VO, en el momento
inmediatamente posterior al incremento térmico abrupto en relacién al VO, previo al
cambio) en crias y juveniles de ambos tratamientos. Se aplicaron pruebas no paramétricas
de Mann-Whitney (para muestras independientes) para confirmar si existieron diferencias
en la razén de cambio en el VO, de crias y juveniles para cada tratamiento térmico por
separado (30 y 33°C), asi como para comparar la razén de cambio en el VO, entre

tratamientos para crias y juveniles por separado.

Las concentraciones de glucosa y lactato en el tejido de musculo de la cola y de higado de
los juveniles de H. erectus de los distintos tratamientos fueron comparados mediante un
analisis de varianza (ANDEVA) de una via con el tratamiento térmico como factor fijo con 3

niveles (control, cambio a 30°C y cambio a 33°C). Los requisitos de homogeneidad de
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varianzas y normalidad fueron verificados mediante inspeccién visual de los residuales del
modelo (Zuur et al.,2007). En el caso que no se cumplieran, el analisis se limitdé a una

exploracion y comparacion de las medias y sus dispersiones.

Resultados

Sobrevivencia
La sobrevivencia de crias y juveniles de H. erectus, estimada como el porcentaje de los
individuos vivos al final del periodo de exposicion a cada tratamiento (28 horas) fue

considerablemente mayor en organismos juveniles que en crias (Figura 5).

La menor sobrevivencia en crias y juveniles se observé, en el tratamiento a 33°C, con un
porcentaje de 33.3 y 80% respectivamente (Figura 5). La mayor sobrevivencia en crias y
juveniles se registré en ambos casos en el control 26°C y en el tratamiento a 30°C, con un

porcentaje de 55 y 100% respectivamente (Figura 5).

Figura 5. Sobrevivencia (%) de crias y juveniles de H. erectus sometidos a tres tratamientos de

exposiciéon térmica (Control a 26°C; Incremento abrupto a 30°C; Incremento abrupto a 33°C).

Tasa metabdlica (consumo de oxigeno)

Los resultados de los experimentos para medir tasa metabdlica mostraron que las crias en
el tratamiento control de 26°C mantuvieron valores relativamente constantes de 116.49 +
4.47 mg de 0, h™* g* de peso himedo, sin que se presentaran modificaciones a ese patrén

constante durante el tiempo (Figura 6A). En contraste, en el tratamiento de cambio
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abrupto a 30°C (Figura 6B) se observd un incremento evidente en el VO,, que coincidio
con el cambio de temperatura. Sin embargo, transcurridas 6 horas, se observaron indicios
de una compensacion en el VO,, que regreso a los niveles previos a la exposicién. A partir
de éste momento y durante todo el tiempo que los caballitos permanecieron en las
camaras respirométricas, el VO, se mantuvo relativamente constante a pesar de que
estuvieron expuestos a 30°C de forma ininterrumpida. En el tratamiento de shock térmico
a 33°C se observd que el incremento en el VO, también ocurrié inmediatamente después
del aumento de temperatura. En este caso, sin embargo, el desempeiio metabdlico de los
organismos se vio comprometido durante todo el tiempo de exposicién térmica, sin que
las crias de H. erectus pudiesen regresar a los niveles de VO, registrados previamente.

(Figura 6C).

En cuanto a los juveniles de H. erectus en el tratamiento control de 26°C, la tasa
metabdlica se mantuvo constante sin que se presentaran modificaciones durante el
tiempo (Figura 7A). El VO, de los juveniles presentd valores de 2.03 + 0.09 mg de O, ht g™
de su peso hiumedo, varios érdenes de magnitud por debajo que la tasa metabdlica de las
crias. En el tratamiento de cambio a 30°C (Figura 7B) el incremento evidente en el VO,
también coincidié con el incremento térmico abrupto, pero transcurridas 3 horas, se
observaron sefiales de una compensacion en el VO,, que regreso a los niveles previos. El
VO, de los juveniles se mantuvo relativamente bajo y constante el resto del tiempo que
permanecieron en las cdmaras respirométricas, a pesar de continuar estando expuestos a
30°C de manera interrumpida. En el tratamiento de cambio a 33°C, el incremento en el
VO, ocurrié inmediatamente después al incremento de temperatura. Al igual que en el
caso de las crias expuestas a 33°C se observé que el desempeno metabdlico de los

juveniles de H. erectus vio comprometido durante todo el tiempo de exposicion al

tratamiento, sin que volviese a los niveles previos (Figura 7C).
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Figura 6. Consumo de oxigeno (mg de O, h™ g™ de peso himedo) de crias de H. erectus sometidos
a los siguientes tratamientos de exposicion térmica: A) Control a 26°C; B) Incremento abrupto a
30°C constante; C) Incremento abrupto a 33°C constante. Valores promedio (cada 20 minutos) +

desviacion estandar de n =5, 5, y 3 para las graficas A, B y C, respectivamente.
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Figura 7. Consumo de oxigeno (mg de O, h™ g* de peso humedo) de juveniles de H. erectus
sometidos a los siguientes tratamientos de exposicién térmica: A) Control a 26°C; B) Incremento
abrupto a 30°C constante; C) Incremento abrupto a 33°C constante. Valores promedio (cada 20

minutos) + desviacién estandar de n =5, 5y 5 para las gréficas A, By C, respectivamente.
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Un analisis posterior mostré que la razon de cambio promedio en el VO,, es decir, el
numero de veces en que se incrementd el VO, inmediatamente posterior al incremento
térmico abrupto en relacion al VO, previo, fue de 1.12 + 0.07 y 1.11 + 0.05 para crias y
juveniles, respectivamente, en los casos en que la temperatura final fue de 30°C; y de 1.72
+ 0.4y 1.25 + 0.04 para los casos en que la temperatura final fue de 33°C (Tabla 2). Los
valores de VO, considerados para hacer estos cdlculos fueron aquellos registrados en las
criasalas 13y 17 horas, y en los juveniles a las 15y 17 horas, para los cambios térmicos a

30y 33°C, respectivamente.

Tabla 2. Razén de cambio (+ desviacion estandar) en el consumo de oxigeno (mg de O, h™ g™ de
peso humedo) de crias y juveniles de H. erectus. Este indicador se calculd como una razén de
proporcién entre el VO, inmediatamente posterior al incremento térmico abrupto con respecto al

VO, previo al cambio.

shock 30°C shock 33°C
Crias n=>5 n=3

1.12 £0.07 1.72+0.4
Juveniles n=>5 n=>5

1.11 £0.05 1.25+0.04

La prueba no paramétrica de Mann-Whitney para muestras independientes mostré que
hubo diferencias significativas en la razéon de cambio en el VO, entre los tratamientos
térmicos (shock 30°C vs shock 33°C), tanto en crias como en juveniles de H. erectus,
indicando que la magnitud de la respuesta en el VO, depende de la temperatura (Tabla 3).
Asimismo, se observaron diferencias significativas en el VO, (crias y juveniles
inmediatamente después de un cambio abrupto a 33°C), pero no entre estos dos grupos

de edad cuando el cambio térmico consistid en una temperatura final de 30°C (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados de la prueba de Mann-Whitney para muestras independientes entre las
razones de cambio en el consumo de oxigeno registrado en crias y juveniles de caballitos de mar

H. erectus sometidos a un cambio abrupto de 26 a 30 y 33°C.

crias a 30°C vs crias a juveniles a 30°C vs crias a 30°C vs crias a 33°Cvs
33°C juveniles a 33°C juveniles a 30°C juveniles a 33°C
p=0.035 p =0.007 p=0.99 p=0.035

Indicadores bioquimicos (glucosa y lactato)

La concentracién de glucosa promedio en el tejido de juveniles de H. erectus tras 28 horas
de haber sido expuestos a un incremento abrupto de temperatura fue de 0.28 + 0.06 y de
0.24 £ 0.09 mg ml™ en los tratamientos de 30 y 33°C, respectivamente; mientras que, en
el control con temperatura constante de 26°C, la concentracién fue de 0.18 + 0.01 al cabo
de 43 horas (Figura 8). Los resultados del ANDEVA para la concentracion de glucosa,
indicé la ausencia de diferencias significativas entre los tres tratamientos (F = 2.655; p=

0.114).

La concentracidn de lactato promedio en el tejido de juveniles de H. erectus tras 28 horas
de haber sido expuestos a un cambio abrupto de temperatura fue de 0.29 + 0.15 y de 0.20
+ 0.09 mg/ml en los tratamientos de 30 y 33°C, respectivamente; mientras que, en el
control con temperatura constante de 26°C, la concentracién fue de 0.21 + 0.006 mg/ml al
cabo de 43 horas (Figura 9). Los resultados de ANDEVA para la concentracion de lactato,
indico la ausencia de diferencias significativas entre los tres tratamientos (F = 0.933; p =

0.422).

39



0.4 a
— 0.3
E a Tratamiento
n
£ 26
(1]
@ &30
E R 33
0]

0.2

EIE EID 3'3

Temperatura (°C)

Figura 8. Concentracidn de glucosa (mg/ml) en el tejido de los juveniles de H. erectus sometidos a
tres tratamientos de exposicidon térmica (Control a 26°C; Incremento abrupto a 30°C; Incremento

abrupto a 33°C). Valores promedio + desviacién estandar.
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Figura 9. Concentracion de lactato (mg/ml) en el tejido de los juveniles de H. erectus sometidos a
tres tratamientos de exposicion térmica (Control a 26°C; Incremento abrupto a 30°C; Incremento

abrupto a 33°C). Valores promedio + desviacién estandar.
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Discusidn

Tasa metabdlica (consumo de oxigeno)

Los resultados del presente trabajo revelaron que el incremento abrupto en la
temperatura, y en general, el tiempo de exposicién al que fueron sometidos los
organismos a los diferentes tratamientos (30 y 33 °C), tuvieron un efecto importante en
las respuestas fisioldgicas de crias y juveniles de H. erectus, incrementdndose de manera
marcada la tasa metabdlica de todos los caballitos inmediatamente después del aumento
de temperatura (Figura 6; Figura 7). El conocimiento tedrico y empirico por detrds de la
biologia térmica explica que un incremento abrupto de la temperatura resulta en un
aumento de la velocidad de las reacciones enzimaticas a nivel celular, en un incremento
en el requerimiento de energia metabdlica (en la forma de ATP), y una subsecuente
demanda de oxigeno como el ultimo aceptor de la cadena transportadora de electrones
en la mitocondria (Rosas y Carrillo, 2006; Sokolova et al., 2012). La rapidez de respuesta
de consumo de oxigeno ante el aumento térmico observada en este estudio es evidencia
de la velocidad con que se presenta la demanda de O, celular y la necesidad de su
inmediata satisfaccién. Asimismo, las ideas propuestas por Poértner (2001, 2010) y
Sokolova et al. (2012), y aplicadas en este caso para crias y juveniles de H. erectus,
permiten suponer que tanto el incremento a 30 como a 33°C llevé a estos organismos a
sobrepasar el limite de su éptimo térmico, revelando que los procesos fisioldgicos
encargados de suministrar el oxigeno a nivel celular no fueron suficientes para cubrir la
demanda metabdlica para el mantenimiento de las funciones celulares a estas
temperaturas. Resultados similares han sido reportados en otras especies de peces como
Sebastiscus marmoratus (Kita et al., 1996), Labeo rohita (Das et al., 2005), Micropterus
salmoides (Diaz et al., 2007), en crustaceos como Litopenaeus vannamei (Gonzalez et al.,
2010) y Panulirus argus (Rodriguez-Fuentes et al., 2017), en equinodermos, como el
pepino de mar Holothuria scabra (Kiihnhold et al., 2017), que habitan en ambientes como
pastos marinos, manglares, y en las proximidades de la franja arrecifal. En tanto que estos
autores utilizaron diversos tratamientos de aclimatacién gradual térmica, en este estudio

se utilizd un incremento abrupto en la temperatura como un elemento del reto térmico a
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corto plazo (horas), caso similar a un estudio realizado para la especie Hippocampus
guttulatus (Aurelio et al., 2013). A pesar de las diferencias en la administraciéon de la
temperatura, todos los trabajos mostraron una relacion directa entre el VO, y la

temperatura.

Al comparar el consumo de oxigeno de los caballitos entre los tratamientos 30 y 33°C se
observé que la respuesta fisioldgica medida bajo una exposicion aguda a corto plazo (del
orden de horas) difirid6 de un tratamiento a otro mostrando un aspecto especifico de las
capacidades térmicas de los caballitos de mar para cada tratamiento. La magnitud de la
respuesta (aumento de la tasa metabdlica) de tanto crias como juveniles expuestos a 30°C
fue varias veces menor que aquella ante un aumento a 33°C (Tablas 2 y 3). Considerando
que en los peces el VO, constituye una medida indirecta del metabolismo fuertemente
dependiente de la temperatura (Kita et al., 1996; Dent y Lutterschmidt, 2003), se puede
decir que estos resultados revelan un déficit de oxigeno que se corresponde directa,

aungue no linealmente, con la diferencia entre ambas temperaturas.

La diferencia en la exposicion a 30 y 33°C, no solo modificd la magnitud de la respuesta en
la tasa metabdlica comparada a la mostrada antes del cambio térmico, sino que tuvo un
efecto en la forma como los caballitos continuaron respirando posterior a dicho cambio. El
alto VO, registrado en las crias y juveniles de H. erectus expuestos a 30°C regreso a niveles
similares a los observados previamente tras sélo 6 y 3 horas del cambio abrupto,
respectivamente (Figura 6B; Figura 7B). En un estudio que evalud el VO, bajo una
exposicidn térmica aguda a corto plazo en juveniles y adultos de H. guttulatus, Aurelio et
al. (2013) sugiere que la tolerancia térmica de los caballitos les permitié enfrentar futuros
incrementos en la temperatura del agua hasta por los menos 30°C, lo cual sugiere que
tanto crias como juveniles de esta especie parecen tener cierta plasticidad fisioldgica ante
un cambio de temperatura de esta magnitud y velocidad. Al respecto se sabe que los
juveniles de H. erectus presentan una disminucién en la tasa de crecimiento cuando son
expuestos a 30°C de manera constante durante 1 mes (Amaral, 2013), y que su
sobrevivencia disminuye de manera drdstica cuando dicho periodo se prolonga hasta por

4 meses (Huipe-Zamora, 2015). Sin embargo, en otro trabajo relacionado con la biologia
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térmica de H. erectus, se observd que si la velocidad para alcanzar los 30°C es lo
suficientemente lenta (1°C cada 5 dias), no solo aumenta su tasa de crecimiento, sino que
se incrementa su limite de tolerancia térmica (Temperatura Critica Maxima) y disminuye la
mortalidad, comparado con una condicién de exposicién constante a la misma
temperatura (Horta, 2016). Los resultados del presente trabajo se suman a las evidencias
de que los 30°C se encuentran en el intervalo pejus, y que la proximidad al limite con el
intervalo pessimum (sensu Portner, 2001), podria estar definido por la velocidad del
cambio térmico, la historia térmica previa, el estado de salud y de desarrollo ontogénico
de los individuos, entre otros. De acuerdo con Portner et al. (2004), si bien la
sobrevivencia de los organismos expuestos a temperaturas del intervalo pejus no
necesariamente se ve comprometida, es probable que su capacidad para satisfacer los
costos de mantenimiento y cumplir con sus actividades vitales (p. e., escapar de
depredadores, alimentarse, reproducirse) si se vea condicionada. La plasticidad fisioldgica
bajo un estrés térmico sub-letal, puede resultar en una ventaja adaptativa para estos
organismos, especialmente en escalas de tiempo a largo plazo (Pértner y Knust, 2007) y en
el contexto de un entorno térmicamente fluctuante, tal como el que caracteriza el habitat

de los juveniles de H. erectus (Lourie et al., 2004; Foster y Vincent, 2004).

Mientras que el alto VO, registrado en las crias y juveniles de H. erectus expuestos a 30°C
regreso a niveles similares a los observados tras 6 y 3 horas del cambio térmico abrupto,
respectivamente, fue posible observar que una exposicién a 33°C ocasiond un efecto
cronico, ya que provoco alteraciones aparentemente irreversibles, por lo menos durante
las 28 horas que siguieron a la exposicién a la alta temperatura (Figura 6C; Figura 7C). La
inestabilidad en la respuesta de consumo de oxigeno, sumado a la alta mortalidad de las
crias de H. erectus observadas en este tratamiento, permiten sugerir que una exposicién
prolongada a 33°C podria comprometer la forma como los organismos distribuyen Ia
energia metabdlica para satisfacer las actividades de mantenimiento de procesos
fisioldgicos a nivel celular indispensables para la sobrevivencia. Estos resultados podrian
sugerir que 33°C podria ser una temperatura fuera del intervalo de pejus y en transicion al

intervalo pessimum. De acuerdo con Portner (2010) y con Sokolova et al. (2012), en este
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rango de temperatura se produce un aumento progresivo de la demanda de ATP
disminuyendo por completo campo aerdbico y limitando la supervivencia a largo plazo,

debido a la falta de energia que asegura los costos de mantenimiento de los organismos.

Como era de esperarse, se observaron diferencias significativas en la razéon de cambio en
el VO, entre ambos tratamientos de exposicidn térmica (shock 30°C vs shock 33°C) tanto
para crias como para juveniles de H. erectus registrando una razén de cambio en el VO,
mayor en crias que en juveniles (p<0.05) (Tabla 2; Tabla 3). Por otra parte, también
existieron diferencias significativas en la razén de cambio en el VO, entre los estadios que
fueron expuestos al tratamiento de shock 33°C, siendo mayor en crias que en juveniles
(Tabla 2; Tabla 3). Aunque el tratamiento de shock a 30°C no mostrd diferencias
significativas entre juveniles vs crias, fue posible observar que existié una mayor razén de
cambio en el VO, en crias que en juveniles de H. erectus (Tabla 2). En este contexto, Clark
et al. (2013) sefiala que cualquier funcion fisioldgica puede ser el factor limitante en la
respuesta ante un estrés térmico y que esto difiere entre especies, la etapa del ciclo de

vida y la naturaleza del reto térmico al que se enfrenta.

Respuestas metabdlicas: indicadores bioquimicos (glucosa y lactato)

Ante el incremento en la temperatura la tasa metabdlica revela el costo energético de la
adaptacion a un estrés térmico (Clarke y Fraser, 2004; Sokolova et al., 2012; Magozzi y
Calosi, 2014). De acuerdo con Magozzi y Calosi (2014), las especies que habitan en la zona
intermareal pudieron haber desarrollado diferentes mecanismos de control metabdlico
para contrarrestar las temperaturas extremas. En este contexto, el metabolismo
energético esta estrechamente relacionado con los niveles de glucosa y ATP (Wang et al.,

2012).

Los niveles de glucosa y lactato de los juveniles de H. erectus de los tratamientos a 30 y
33°C no fueron estadisticamente distintos de aquellos registrados en los organismos
mantenidos a 26°C de manera constante (Figura 8 y Figura 9). Mientras que se observd
una variacion marcada en los niveles de glucosa en individuos del tratamiento de 33°C, los

niveles de lactato variaron marcadamente en los individuos del tratamiento a 30°C. Es
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posible que una combinacién entre la alta variacion interna de cada grupo experimental
sumada al numero reducido de réplicas sea la razén por la cual no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en las pruebas aplicadas. Sin embargo, otra
explicacion plausible es que las muestras para la determinaciéon de los biomarcadores
seleccionados fueron obtenidas de los individuos una vez transcurridas 28 horas de la
exposicion térmica, momento que refleja de manera poco realista los mecanismos de
respuesta bioquimicos que posiblemente ocurran mucho mas cercanos en el tiempo a la
respuesta de aumento de VO,. Considerando este desfase temporal, es posible describir
los resultados de la medicién de ambos tipos de respuesta (consumo de oxigeno e
indicadores metabdlicos) de tal manera que sirvan el propdsito de caracterizar de forma
preliminar lo que podria esperarse en un estudio futuro, donde dichos indicadores puedan
ser medidos simultdaneamente. Este ejercicio no debe verse como una mera especulacion,
sino como un procedimiento para el planteamiento de hipdtesis de trabajo en la

investigacion dentro del tema.

En el presente estudio, se observd que los niveles de glucosa aumentaron cuando los
organismos fueron expuestos al tratamiento a 30°C y disminuyeron notablemente cuando
se enfrentaron al tratamiento a 33°C (Figura 8). Cabe sefialar que los niveles de glucosa
registrados en los caballitos del tratamiento control se encuentran dentro del rango de
aquellos registrados en juveniles tempranos de esta especie mantenidos a 26°C y con una
alimentacion adecuada (Del Vecchio, 2014). Por otra parte, los resultados parecen indicar
gue una exposicién repentina y luego mantenida a 30°C podria influir aumentando la
glucosa en los juveniles de esta especie (Figura 8). Respuestas similares han sido
reportadas en el pez Albula vulpes (Murchie et al., 2011), en los crustadceos Litopenaeus
vanammei (Diaz et al., 2013), Panulirus argus (Rodriguez-Fuentes et al., 2017), y en otros
invertebrados como Holothuria scabra (Kihnhold et al., 2017) y Apostichopus japonicus

(Shao et al., 2015).

De acuerdo con Diaz et al. (2013), el aumento en los niveles de glucosa tras el incremento
en la temperatura sugiere que la liberacidon de la energia se debié probablemente a las

demandas adicionales de ATP ocasionadas por la actividad muscular. Por otra parte,
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Kihnhold et al. (2017) menciona que fluctuaciones subitas en la temperatura provocan
costos energéticos mucho mas altos a condiciones de temperatura extrema constante.
Que, en el tratamiento a 33°C, se haya observado una disminuciéon en los niveles de
glucosa en comparacién con el tratamiento a 30°C (Figura 8), probablemente se deba a los
organismos agotaron la energia disponible proveniente de la glucosa, de tal forma que
ante una exposicidn crénica a una temperatura tan alta como 33°C, existié mayor presién
metabdlica para mantener la homeostasis de los organismos. En un caso similar, Shao et
al. (2015) observo una reduccién en la produccion de ATP a partir de 4°C por arriba de la
temperatura éptima en A. japonicus, y sugirid que el estrés que resulta de la exposicién
constante a elevadas temperaturas es el factor clave que influye sobre las perturbaciones

metabdlicas de la energia.

Del mismo modo, el lactato es un subproducto del metabolismo anaerdbico y un aumento
de este compuesto revela un cambio a la produccidon anaerdbica de la energia, sugiriendo
que las reservas de energia aerdbica estan disminuidas (Corey et al., 2017). De acuerdo
con Tribenbach (2013), en el campo aerdbico maximo los niveles de lactato permanecen
bajos, algo que se observo en los organismos del control a 26°C (Figura 9). Sin embargo, al
igual que los de glucosa, los niveles de lactato, aumentaron considerablemente cuando los
organismos fueron expuestos al tratamiento a 30°C (Figura 9). Zakhartsev et al. (2004)
sugieren que, a ciertas temperaturas, las vias aerdbicas y anaerdbicas del metabolismo
estdn compitiendo por el piruvato. Esto significa, que las contribuciones de las rutas
metabdlicas (aerdbicas y anaerébicas) de la produccién total de energia dependen de la
disponibilidad de oxigeno a las mitocondrias (Portner y Grieshaber, 1993). Es posible que
el aumento en los niveles de lactato en H. erectus ante el incremento de la temperatura a
30°C esté relacionado con un cambio de un metabolismo aerdbico a una mezcla entre el
metabolismo aerdbico y anaerdbico. Rodriguez-Fuentes et al. (2017) observé que la tasa
activa metabdlica en Panulirus argus, expuestos a una temperatura de 30°C, presentd una
respuesta parecida, y explicéd sus resultados en términos de una fase de transicién en la
gue se presenta una combinacion del metabolismo aerdbico y anaerdbico para mantener

la homeostasis de los organismos ante ciertos niveles de estrés térmico. Es posible que la
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rapidez del cambio de temperatura en el presente trabajo y su mantenimiento por un
tiempo relativamente prolongado obligd a los juveniles de H. erectus a ultrapasar el limite
del pejus, donde los organismos no fueron capaces de suministrar el oxigeno suficiente a
nivel celular por medio del metabolismo aerdbico teniendo que complementar la
produccién de energia de forma anaerdébica, teniendo como producto una acumulacién de

lactato en el tejido muscular.

En los peces Salmo salmar (Corey et al., 2017), Gadus morhua (Zakhartsev et al., 2004),
Acipenser transimontanus (Mclean et al., 2016), en crustaceos Panulirus argus (Rodriguez-
Fuentes et al., 2017) y en invertebrados Holothuria scabra (Kiihnhold et al., 2017), se ha
observado que ante un estrés térmico los niveles de lactato se mantienen constantes,
sugiriendo que este constituye un mecanismos fisiolégico para mantener la homeostasis a
una cierta temperatura y por un cierto tiempo de exposiciéon. Una diferencia con los
trabajos mencionados es que los autores no utilizaron un incremento abrupto y constante
de la temperatura, sino que la variacidon térmica fue gradual. Que se haya registrado baja
concentracion de lactato en caballitos expuestos repentinamente a 33°C y mantenidos a
esa temperatura por 28 horas (Figura 9) puede explicarse sobre la base de que fuera del
intervalo pejus imposibilita la produccion de lactato para contrarrestar la demanda de
ATP, y estos tuvieran que movilizar otro tipo de reservas como lipidos o proteinas para

mantener la tasa metabdlica observada.

La aclimatacion es un medio eficaz para afrontar las fluctuaciones de temperatura
(Portner, 2010) y establece ajustes a través de la plasticidad fenotipica, actuando sobre
periodos cortos de tiempo (Beitinger et al., 2000). Dentro de los ambientes costeros y
estuarinos, la temperatura fluctia considerablemente a lo largo de breves escalas
temporales de horas a dias, una condicién que es probable se intensifique en casos de
futuros incrementos de las temperaturas extremas diarias (Trenberth, 2012). Debido a
gue estos cambios ambientales agudos pueden ocurrir rdpidamente sin dar oportunidad
de un proceso de aclimatacion, las especies costeras que habitan en ambientes dinamicos
ofrecen modelos de interés acerca de los efectos de exposicion térmica aguda sobre el

desempeiio de los organismos (Norin et al., 2014). Bajo éste contexto, los indicadores
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evaluados en el presente trabajo se manifestaron de una forma que resulta de gran
utilidad para aproximarse al limite de la zona de tolerancia térmica de crias y juveniles de
H. erectus ante incrementos abruptos de temperatura, dado que se encontraron
diferentes respuestas fisioldgicas entre los tratamientos de shock a 30 y 33°C en los dos
indicadores medidos. En resumen, este trabajo sugiere que existen diversos mecanismos
fisiolégicos que operan en el corto plazo (algunas horas), ante un incremento agudo en la
temperatura y que dependiendo de la temperatura de exposicion se movilizardn los
metabolitos encargados de mantener la tasa metabdlica durante una actividad forzada.
Asimismo, sugiere que los biomarcadores como glucosa y lactato podrian ser predictores
sensibles y confiables de las respuestas bioquimicas ante distintos escenarios de estrés

térmico.

Conclusiones

e Los resultados del presente trabajo en su conjunto mostraron que el incremento
abrupto en la temperatura repercutiéo de manera diferente en la respuesta de la tasa
metabdlica de crias y juveniles de H. erectus ante los diferentes tratamientos de
exposicion térmica (30 y 33°C), ya que el consumo de oxigeno de los caballitos de
ambos estadios expuestos a 30°C fue varias veces menor que aquel ante un
incremento a 33°C.

e La magnitud de respuesta en el consumo de oxigeno resultd distinta de un estadio del
ciclo de vida a otro de los organismos, mostrando un aspecto especifico de las
capacidades térmicas de las crias y juveniles de H. erectus para cada tratamiento.

e La rapidez de respuesta en el consumo de oxigeno ante el incremento en la
temperatura a 30 y 33°C sugirié que tanto crias como juveniles de H. erectus
sobrepasan el limite de temperatura déptima, revelando ajustes en los procesos
fisioldgicos encargados de suministrar el oxigeno a nivel celular para cubrir la
demanda metabdlica.

e El consumo de oxigeno registrado a lo largo del tiempo en las crias y juveniles de H.

erectus sometidos a 30°C mostré una compensacién regresando a valores similares a
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los observados previamente tras sdlo 6 y 3 horas del cambio abrupto,
respectivamente.

Considerando que esta compensacién en el consumo de oxigeno no fue observada en
el tratamiento de cambio abrupto a 33°C, se sugiere que dicha exposicién obligd a
crias y juveniles de H. erectus a sobrepasar el intervalo pejus en una transicion hacia el
intervalo pessimum, y que esto afectd la sobrevivencia de las crias de caballitos.

Los niveles de glucosa y lactato de los organismos en los tratamientos a 30 y 33°C no
presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a los organismos
mantenidos a 26°C, lo cual no permite asegurar que las variaciones observadas no
sean el resultado de un proceso aleatorio. Sin embargo, las tendencias observadas en
las variaciones podrian ser el resultado de ajustes en los mecanismos bioquimicos en
respuesta a los diferentes tratamientos.

Se sugiere un incremento repentino en la temperatura y manteniendo a 30°C podrian
influir en el incremento de los niveles de concentracion de glucosa en juveniles de H.
erectus, como resultado de la liberacion de energia para satisfacer las demandas
adicionales de ATP. Tras el incremento a 33°C los niveles de glucosa disminuyeron,
sugiriendo que los juveniles de H. erectus agotaron la energia disponible proveniente
de la glucosa, debido a el gasto metabdlico excesivo.

Al igual que con los niveles de glucosa, un incremento abrupto en la temperatura a
30°C, podria influir en el incremento de los niveles en la concentracion de lactato en
juveniles de H. erectus, mostrando una posible disminucién en las reservas de energia
provenientes del metabolismo aerdbico. Mientras que en el tratamiento a 33°C los
niveles de lactato disminuyeron, sugiriendo que los juveniles de H. erectus pudieran
encontrarse fuera de limite pejus imposibilitando la capacidad de producir lactato para
compensar la alta demanda de ATP.

Las respuestas fisioldgicas que operan en el corto plazo, ante el incremento abrupto
térmico dependen de la temperatura y el tiempo de exposicidén al que son sometidos
los organismos. Asimismo, el conocimiento sobre los limites de tolerancia térmica ante

un incremento agudo en la temperatura podrd predecir las respuestas de crias y
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juveniles de H. erectus a las condiciones que pudieran resultar en un futuro ante

posibles escenarios de cambio climatico.
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