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. RESUMEN

La temperatura en el medio natural es un factor importante que controla el
comportamiento y la fisiclogia de los organismas acuaticos. Si bien la infoermacion
sobre la tolerancia térmica de muchas de las especies de peces es abundante en
la literatura cientifica, la sobrevivencia, el crecimiento y el comportamiento de los
syngnatidos, (caballitos de mar, pez pipa y dragones de mar), bajo diferentes
condiciones termales no han sido bien estudiados. Debido a su amplia distribucion
geografica y a su condicién marino-estuarina, Hippocampus erectus, comunmente
conocido como caballito de mar listado, puede tolerar amplios rangos de
temperatura (de 10° a 30° C}, sin embargo no hay registro alguno de su tolerancia
termica. El objetivo de este estudio fue determinar las temperaturas criticas
maxima (TCMax) y minima (TCMin) mediante la comparacion de la sobrevivencia

y crecimiento de individuos juveniles sometidos a un estrés térmico agudo.

Doscientos juveniles de H. erectus fueron asignados de forma aleatoria a 20
peceras (11.5 L). La mitad de los organismos experimentales se mantuvieron a
una temperatura de aclimatacion de 18°C y la otra mitad a 30 °C. Para cada
temperatura de aclimatacion, las Temperaturas Criticas (TC) fueron registradas
sometiendo a 24 juveniles de H. erectus a incrementos (o decrementos) de
temperatura de 1°C/min hasta detectar la desorganizacién motora y desorientacion
espacial caracteristica de las TCM y posteriormente, la muerte. Con esta
informacion se establecieron cuatro tratamientos de estrés térmico agudo: TCMax,
>TCMax, TCMin, <TCMin y wun control (temperatura de aclimatacion
correspondiente) para determinar el efecto de éstos en la sobrevivencia y el
crecimiento (peso hiimedo, g) de los organismos experimentales. Los resultados
fueron evaluados mediante el ajuste de un modelo de ANOVA factorial usando
tecnicas de regresion lineal con modelos mixtos (GLMM) para comparar: 1) el
crecimiento antes y después de la prueba de estrés térmico; 2) el crecimiento

entre tratamientos de estrés térmico; y 3) el crecimiento entre temperaturas de

aclimatacion.



En general, los juveniles de H. erecfus incrementaron su pesc himedo
significativamente a lo largo de los 60 dias de experimentacién (F = 28.56; p <
0.001). El pese himedo de los organismos experimentales fue estadisticamente
similar entre todos los tratamientos (incluyendo el control: F = 1.86; p = 0.12),
antes y después del estrés térmico (F = 0.06; p = 0.99), indicando que no hubo un
efecto del estrés térmico agudo en el crecimiento de los caballitos. El crecimiento
de los caballitos aclimatados a 18°C, sin embargo, fue significativamente mayor
que el de aquellos aclimatados a 30°C (F = 7.38; p < 0.01). Solo 10 (5%)
organismos murieron durante todo el experimento, 7 procedentes del tratamiento
de aclimatacion a 30°C y 3 del de 18°C. Ninguno de los organismos murio durante
las pruebas de estrés térmico agude, ni dentro de las 96 hrs siguientes. Estos
resultados sugieren que H. erectus es altamente adaptable incluso a cambios
relativamente rapidos de temperatura (aumento de tasas medias de 97 £
0.02°C/min, de 6.6 + 0.46 a 33.9 £ 1.10°C aclimatados a 18°C; 1.58 + 0.10°C/min,
de 11 + 0.94 a 36.2 + 0.63°C aclimatados a 30°C), pero permanecer de manera
constante a una temperatura elevada puede tener efectos irreversibles en el
crecimiento. Los resultados de crecimiento permiten sugerir que las temperaturas
registradas como maximos y minimos en este trabajo no constituyen las TC
reales, y que el intervalo de resistencia térmica de la especie es relativamente
estrecho. Esta informacion resulta relevante tanto para fines de preservacion y

gestion de las poblaciones de H. erectus bajo riesgo, asi como para fines de su

cultivo.



1. INTRODUCCION

El cambio climatico esta ocasionando cambios importantes en la pesca de captura
mundial, la cual ya experimenta la presion adicional de la pesca excesiva y otras
influencias antropogeénicas. La pesca continental, la cual se realiza principalmente
en paises en desarrollo de Africa y Asia, va en aumento, 1o que pone en peligro el
suministro de alimentos y los medios de subsistencia de algunos de los grupos de

poblacién mas pobres del mundo (FAQO, 2010).

Ademas de lo anterior, el cambio climatico global esta afectando a todos los
ecosistemas marinos como las zonas tropicales y templadas de aguas costeras
poco profundas, lechos de pastos marinos, arrecifes de coral, manglares y
estuarios. Esto, a su vez, afecta de manera sensible el rendimiento y Ia
distribucion de los individuos de las poblaciones que habitan estos ecosistemas
(Wernberg, ef al, 2011). Existen varias hipétesis, entre las cuales se sefiala que a
medida que las temperaturas asciendan, aumentara la abundancia de las
poblaciones de peces marinos en areas de distribucién cercanas a los polos y
disminuira la de las poblacicnes en zonas proximas al ecuador. En general se
espera que el cambio climatico cambie las areas de distribucion de la mayoria de
las especies terrestres y marinas, amplie las areas de distribucién de las especies
de aguas célidas y reduzca las de las especies de aguas frias. Los cambios mas
rapidos en las comunidades de peces tendran lugar en las especies pelagicas, las
cuales se desplazaran, previsiblemente, a aguas mas profundas para contrarrestar

el aumento de la temperatura de la superficie {FAQ, 2010).

El uso de los sistemas acuaticos, ha motivado algunos conflictos entre los
usuarios, ya sea por interferencias entre actividades (por ejemplo, con la industria
petrolera, con la navegacién, con la dinamica propia de las industrias en la parte
interna de las cuencas, entre otras), o a través de la percepcion publica sobre la
conservacion de la biodiversidad, ya sea de especies amenazadas, en peligro, o
de aguellas que simplemente son carismaticas y ornamentales (Guzman y

Fuentes, 2006). La acuicultura se ha incrementado en décadas recientes, no solo



por lo que a la produccién comercial de especies acuaticas para consumo humano
se refiere, sino también como una herramienta para la conservacion de la
biodiversidad (Faleiro et al., 2008).

La acuicultura ornamental, que se ocupa de la produccion de organismos
acudticos con fines estéticos y didacticos, ha tomado en los dltimos afnos un gran
impulso dado el interés que la actividad de la acuarofilia tiene en un mayor numero
de personas alrededor de mundo. Asi es que, se ha incrementado el nimero y
variedad de especies ornamentales tropicales de agua marina, salcbre y dulce que
actualmente son comercializadas (Simoes, 2004). Se ha sefialado que en afios
recientes los acuarios marinos se han convertido en una actividad muy popular,
siendo los acuarios de arrecife aquellos que estan considerados come los mas
espectaculares y més dificiles de mantener. Las especies marinas de importancia
ornamental son aquellas que se capturan para mantenerse vivas en acuarios, y
tanto su valor como su uso estan relacionados con la belleza estética de sus
formas y vivos colores. Actualmente la produccién de especies marinas
ornamentales se ha convertido en un componente importante de la industria de la

acuicultura.

Pertenecientes a la familia Syngnatidae, los caballitos de mar son peces
ornamentales con gran popularidad en la acuariofilia, siendo los ejemplares
grandes y coloridos los de mayor precio en el mercado (Lin ef al, 2009). Estos
organismos han sido explotados y comercializados particularmente en la medicina
tradicionatl China por al menos 400 afios y mas recientemente por la acuariofilia

ornamental y como recuerdos (Vicent, 1996).

Las 33 especies reconocidas de caballitos de mar del género Hippocampus han
sido incluidas en la Apéndice Il de la Convencién Internacional sobre el Comercio
de Especies Amenazadas de Fauna y Flora silvestres (CITES, 2004). Vincent
(1996) sefiala que las poblaciones de estos organismos, ademas de ser afectadas
por la captura y comercializacién ilegal, son objeto de pesca incidental en arrastres
pesqueros y ademas son especies muy vulnerables a efectos antropogénicos tales



como la modificacién, destruccién y degradacion de los habitats costeros y la

contaminacion.

En los dltimos afios, se ha registrado una fuerte disminucién en las poblaciones
naturales de caballitos de mar. Se estima que algunas poblaciones silvestres han
ido decreciendo posiblemente a un ritmo de 10% por afio (Wrigth ef al,, 2007). Sin
embargo, también en los Ultimos 10 afios se han tenido avances significativos en
cuanto al cultivo comercial de algunas especies de caballito mar. Aunque se ha
tenido un gran progreso en la técnica de la cria de los caballitos de mar, la
variacion en la calidad de los juveniles, crecimiento y mortalidad son adn
considerablemente altos, por lo que es importante proporcionar una
documentacion valiosa de indicadores sencillos y fiables para evaluar la calidad de

los juveniles en la acuicultura (Zhang, 2011).

Se propone que las actividades pesgueras y de conservacion en conjunto con la
actividad acuicola, cuidadosamente planeados y ejecutados, pueden proveer
medios para soportar la existencia continua de poblaciones sanas de caballitos de
mar en la naturaleza (Poortenaar et al,, 2004). En este sentido, se sefiala que la
acuicultura de algunas especies de caballitos (H. barbouri, H. kuda, H. reidi, H.
erecfus) a escala experimental y comercial, ha aliviado parcialmente la presion
sobre las poblaciones silvestres (Lu et al., 2001; Sheng ef al., 2006; Planas, 2009).
Sin embargo, se reconcce que las metodologias de cultivo y produccion necesitan
ser mejoradas para ayudar en el desarrollo del cultivo comercial de caballitos de
mar (Woods, 2003} principalmente debide a que aun existen muchos aspectos
desconocidos de la biclogia, fisiologia y |a reproduccion de las diferentes especies
de caballitos de mar que son importantes para el desarrollo exitoso de protocolos

de cultivo y con fines de conservacion.



Ill. ANTECEDENTES
3.1 Generalidades

Debido a su belleza, colorido y carisma los caballitos de mar, peces pipa y
dragones de mar han atraido el interés de cientificos, acuaristas,
conservacionistas y del piblico en general (Stiassny, 2004). Dentro de este grupo,
las especies del género Hippocampus, son especies raras en su habitat por lo cual
se han generado importantes esfuerzos mundiales para su conservacion
(Koldewey y Smith, 2010). La investigacién cientifica de este grupo de peces
marinos se ha enfocado principalmente en su particular biologia repreductiva
(Vicent, 1996).



Ubicacion taxonomia de H. erectus
Reino: Animalia
Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Superclase: Osteichthyes
Clase: Actinopterygii
Subclase: Neopterygii
infraclase: Teleostei
Superorden: Acanthopterygii
Orden: Gasterosteiformes
Suborden: Syngnathoidei
Familia: Syngnathidae
Subfamilia: Hippocampinae
Género: Hippocampus

Especie: erectus (Perry, 1810)



3.1.2 Morfologia

H. erectus posee una morfologia corporal unica: cabeza de caballo, ojos grandes,
tronco curvilineo, cola prensil, un pecho profundo y patrones de lineas a través de
su cuerpo a menudo visibles (Koldewey y Smith, 2010). Los colores suelen oscilar
entre el negro, marron, gris, verde, amarillo, naranja y rojo (Figura1). Sin embargo,
la coloracién no es fija y esta se modifica debido a diversos factores tales como la
dieta, estrés, la temperatura y calidad del agua (Foster y Vicent, 2004). De adultos,
pueden medir desde los 12 cm hasta los 20 cm. Pueden presentar cirros

ornamentales o carecer de ellos.

Figura 1. Juvenil de H. erectus.



3.1.3 Alimentacion.

En el medio natural H. erecfus mantiene una dieta variada, dominada por
anfipodos, decapodos y mysidaceos. En cultivo, la dieta principal generalmente es
a partir de Artemia (nauplios, metanauplios y adultos), complementandose con
otros grupos tales como copépodos, mysidaceos, asi como alimentos silvestres
recolectados como anfipodos. (Koldewey y Smith, 2010).

3.1.4 Distribucion y habitat.

H. erectus, presenta un amplio rango latitudinal pues se le encuentra desde Nueva
Escocia en la costa oeste del Atlantico, a través del Golfo de México y el Caribe

hasta Venezuela (Foster y Vincent, 2004) (Figura 2).

Figura 2. Distribucién de H. erectus



De forma general, las diferentes especies de caballitos de mar se distribuyen en
zonas ftropicales y templadas en aguas costeras poco profundas o hasta
profundidades de 70 metros, en fondos con lechos de pastos marinos, arrecifes de
coral, manglares y estuarios. (Koldewey y Smith, 2010). En la localidad de Chelem
H. erectus se encuentra generalmente en fondos de pastos marinos como
Halodule spp., Syringodium spp., y algas como la Dasycladus spp., y Halimeda
spp (Jimenez, 2011).

3.2 Temperatura y Preferendum térmico

La temperatura es el principal factor abidtico ambiental que controla la conducta y
la actividad fisiologica de los organismos acuaticos (Jobling, 1981) en todos los
estadios de su ciclo de vida (Re et al, 2006). Provoca efectos tanto en la
alimentacion, como en el metabolismo, crecimiento, desarrollo y reproduccion de
las especies. (Jorg Urban, 1944; citado en Becerril, 2008). Afecta la actividad
locomotora, crientacidén de los individuos, tamano, distribucién geografica y
batimetrica de las poblaciones, estructura de las comunidades y ecosistemas
(Jobling, 1994; Mora y Ospina, 2001, Hernandez ef af,, 2004).

En peces e invertebrados la mayoria de sus actividades bioguimicas y fisiologicas
dependen de y son reguladas por la temperatura del agua circundante (Galleher et
al., 2009). Este factor es considerado un agente letal capaz de dafiar la integridad
fisioloégica de un organisme hasta ocasionar su muerte, de esta manera, cualquier
cambio drastico o agudo que se registre en la temperatura, puede provocar
severos disturbios en las funciones metabdlicas de los organismos acuaticos

comprometiendo notablemente la supervivencia (Beitinger et al., 2000).

Las condiciones térmicas apropiadas son indispensables para que una especie
interactie optimamente con su habitat natural o bajo condiciones controladas. Por
ello, la mayoria de los organismos seleccionan sitios donde se encuentra su
temperatura preferida o preferendum térmico (Reynolds, 1979). En situaciones
extremas, la mayoria de los organismos acuaticos tienden a adoptar conductas
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evasivas y a congregarse en zonas donde las temperaturas les son favorables
{Becerril, 2008).

El preferendum ténmico es definido operacionalmente como el intervalo en donde
los animales se congregan o pasan la mayor parte del tiempo cuando son
expuestos a un gradiente de temperatura sin considerar su historia térmica previa,
y donde los intervalos gue prefieren y [as temperaturas a las que se aclimatan son

iguales (Fry, 1971., citado en Becerril, 2008).

3.2.1 Limites de tolerancia térmica

El conocimiento de la tolerancia térmica de cada especie, proporciona un indice
fisiologico y ecologico muy importante; ya que cualguier organismo acuatico dentro
de su habitat natural puede estar expuesto temporalmente a temperaturas criticas
fuera de su limite de tolerancia (Diaz et al.,, 2006). En el caso de las especies
marinas de interés comercial, el limite de tolerancia termica aporta informacién
valiosa acerca del impacto y los efectos del cambio climatico y otros fenémenos
termales sobre los indices de moralidad, abundancia y distribucién de una

especie en particular {(Mora y Maya, 2006).

La tolerancia térmica en las especies acuaticas se estima a través de dos
meétodos: el estatico y el dinamico {Luttershmidt y Hutchison, 1997a). En el método
estatico 0 método de la temperatura letal, los organismos se aclimatan a una
temperatura determinada para después ser transferidos abruptamente a otro
medio con una temperatura mayor 0 menor que la de aclimatacion, hasta que
ocurre la muerte (punto final o critico) (Luttershmidt y Hutchison, 1997a). En este
método [a temperatura se mantiene constante monitoreando el tiempo de
mortalidad y el porcentaje de supervivencia de los organismos (Becker vy
Genoway, 1979; Beitinger ef al., 2000; Selong et af 2001).

En el método dindmico los individuos son expuestos a temperaturas ascendentes
o descendentes de manera constante y gradual en un intervalo de tiempo corto,

hasta que se alcanza un punto final o critico para la vida de los organismos
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(Becker y Genoway, 1979; Paladino ef al., 1980). De acuerdo con Mora y Maya
(2006) el método dinamico proporciona informacion mas confiable y precisa de la
tolerancia térmica en especies acuaticas, ya que los resultados obtenidos se

pueden comparar facilmente con las condiciones naturales.

El método dindmico estd representado por las pruebas de temperatura critica
maxima (TCMax) y la temperatura critica minima (TCMin). El concepto de TCMax
fue introducida por Cowles y Bogert (1944), modificada por Lowe y Vance (1955) y
estandarizada por Hutchisoen (1961) quien la define como: “Una medida de
tolerancia en la cual se usa la media aritmética de puntos térmicos colectivos en
cuanto [a actividad locomotora se desorganiza”. La forma de estimarla es
exponiendo a los organismos a una elevacién de temperatura del agua a una tasa
constante y lineal lo suficientemente rapida para ejercer un efecto directo sin
permitir que los organismos se aclimaten. (Hutchison, 1961). En esta condicion los
animales pierden la habilidad para escapar de las condiciones que lo conduciran a
la muerte (Hutchison, 1961). Con este método el punto critico, donde la actividad
locomotora se desorganiza (TCM) es facilmente identificable. La tasa de
incremento o descenso de temperatura es un factor critico en estas pruebas de
tolerancia, debido a que las respuestas de estrés en los organismos dependen
directamente del tiempo de exposicion a temperaturas elevadas o bajas
(Luttershmidt y Hutchison, 1997a 1997b).

En la actualidad existen un gran numero de trabajos para evaluar la tolerancia
térmica en peces, crustaceos y moluscos, mismos gue iniciaron con los trabajos
de Cowles y Borget, (1944), Lowe y Vance (1955), Hutchinson (1961}, Becker
(1979), Paladino (1980), Jobling, (1981}, Luttershmidt y Hutchison (1997a},
quienes describieron las bases de los estudios de la temperatura critica. En estos
trabajos se establecteron las diferentes metodologias y mediciones experimentales
de la tolerancia térmica, las cuales principalmente se consideran un indicador de la
habilidad de un organismo para aprovechar al maximo un ambiente térmico

determinado.
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Badillo (2003), evalué los limites de tolerancia y resistencia térmica del pez
intermareal Bathygobius ramosus determinando la pérdida del equilibrio inicial
come la TCM, la pérdida de equilibrio completa como la TPEC y la temperatura de
muerte TM de esta especie). En ese estudio nc se encontraron diferencias
significativas en las respuestas entre machos y hembras pero si entre los valores
de la TCM, la TCPEC y la TM.

Becerril (2008}, utilizé las TCM como estimadores de la tolerancia térmica en el
pulpo rojo Octopus maya, las cuales fueron determinadas en organismos juveniles
de 0.24 a 0.94 g aclimatados a 27°C, considerando incrementos o decrementos de
temperatura de 1°C por minuto. La TCMax y TCMin estimadas en este trabajc
fueron de 3583°C * 085 y de 17.74°C = 1.21, respectivamente. No se
encontraron efectos significativos en el crecimiento y supervivencia de los

juveniles tempranos utilizados en las pruebas de tolerancia térmica.

Cross y Rawding (2008), reportaron las respuestas ante el incremento de la
temperatura (TCMax) en la especie Apoffonia melanostorna, las cuales se
manifestaron desde la pérdida de respuesta, la falta de equilibrio y el incremento
en la tasa respiratoria, hasta el punto critico donde los arganismos presentaron

espasmos musculares y paro respiratorio que los conducian a la muerte.

Eme y Bennett (2009) llevaron a cabo estudios con una gran cantidad de especies
de peces marinos tropicales de Sulawesi, Indonesia y determinaron que la TCMin
para todos ellos es de alrededor de los 18°C o incluso menor. En este caso, en [as
especies asociadas a arrecifes, tales como los cardenales nueve bandas, la

TCMin se registraba por debajo de los 13°C.
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IV. JUSTIFICACION.

En la actualidad, se desconocen muchos de los aspectos biologicos, fisiologicos y
conductuales de la mayoria de las especies de caballitos de mar a pesar de su
valor econdmico y su estatus de proteccién. Se carece de informacién al respecto
de los intervalos de tolerancia a los cambios de temperatura ambiental de los
caballitos de mar y de la forma en que la distribucion de los distintos componentes
de la pobiacién (reproductores, juveniles, crias etc.) esta modulada por este factor.
Esta falta de informacion impide establecer con precisidén los movimientos de las
poblaciones, si existen zonas de reproduccion, de alimentacion o donde se ubican,

asi como migraciones de estos diferentes componentes poblacionales.

El conocimiento de las temperaturas criticas maximas y minimas, proporcionan un
indice relevante a nivel fisioldgico y ecoldgico ya que los organismos acuaticos
pueden encontrar tales temperaturas espacial y temporalmente en sus habitats
naturales {Hutchison, 1976; Diaz ef al., 2008), determinando aspectos importantes
de su abundancia, distribucion geografica, dinamica poblacional, enfermedades,
ete. (Mora y Maya, 2006).

En el caso de organismos en cultivo, este conocimiento resulta muy Gtil para ia
evaluacion de los requerimientos térmicos dptimos, puestc que permiten identificar
aquellas temperaturas en las que pueden ocurrir las primeras sehales de estrés
(Paladino et al., 1980; Pérez et al., 2003; Das ef al., 2004; Re et al., 2005; Mora v
Maya, 2006), evitando con ello enfermedades, mortalidad y disminucion cel
crecimiento en los sistemas de crianza. Debido a esto es que en el presente
estudio se establecié llevar a cabo el establecimiento de los limites de tolerancia
térmica de juveniles de H. erectus pues a la fecha no se cuenta con esta

informacion.



V. HIPOTESIS.

Si, H. erectus tiene un amplio rango latitudinal de distribucién, es un organismo
estuarino y esta adaptado a fluctuaciones importantes de temperatura, entonces
las temperaturas extremas de su habitat natural (18 y 30°C) no tendran un efecto
significativo en |a tolerancia térmica de los peces.

V1. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general.

Determinar los limites de tolerancia térmica en los juveniles de caballito de mar H.
erectus aclimatados a las dos temperaturas extremas representativas de su

habitat natural en la Laguna de Chelem, Yucatan.

6.2 Ohjetivos particulares.

- Reconocer y describir las principales respuestas conductuales de log
juveniles de H. erectus ante el incremento o disminucion de la temperatura,
e identificar as temperaturas criticas en organismos aclimatados a 18°C y
30°C.

« Corroborar los limites de |la zona de tolerancia térmica de H. erectus
aclimatados a 18°C y 30°C a partir de la evaluacion comparativa de su

crecimiento.
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VIl. Material y métodos.
7.10rigen de reproductores y organismos experimentales,

Se utilizaron juveniles de Hippocampus erectus provenientes del Programa de
Investigaciones en Ecologia y Cultivos de Especies Marinas de Ornato, obtenidos
en el Area Experimental de Ecologia y Conducta de la Unidad Multidisciplinaria de
Docencia e investigacién, de la Facultad de Ciencias de la UNAM en Sisal,
Yucatan. Los organismos experimentales fueron obtenidos directamente de lotes
cultivados a partir de nacimientes de H. erectus machos traidos del medio natural
prefiades. Los reproductores fueron capturados en la laguna de Chelem-Progreso
la cual esta locailizada 21°17'N y 89°40'W en el estado de Yucatan.

En el area experimental, los reproductores fueron mantenidos en un sistema de
recirculacion, el cual consta de 6 acuarios con un volumen de 100 litros c/u (50 cm
de largo x 28 cm de ancho x 71 cm de alto). Los 6 acuarios estuvieron conectados
a un reservorio general con un volumen de 145 L (71 cm de largo x 51 cm de
ancho x 40 cm de alto). Con el fin de mantener la calidad de agua, el reservorio
contd con un filtro mecanico en la salida del agua (filtro de bolsa de monofilamento
de nylon, que retenia los excedentes de alimento), un filtro bioldgico, el cual
estaba constituido de arena, fragmentos de piedras de coral y/o fragmentos de
roca viva artificial. Este tipo de filtro se empleé para mantener un biofilm de
bacterias (Nitrobacter sp. y Nifrosomonas sp.) que ayudaron a eliminar los
compuestos nitrogenados del sistema. ElI sistema contd ademas con un

fraccionador de proteinas para eliminar los compuestos organicos presentes

(Figura 3).
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Figura 3. Sistema de mantenimiento de reproductores de H. erectus.

Los reproductores de H. erectus que llegaron a las instalaciones se mantuvieron
en los acuarios con un fotoperiodo de 12 :12 hrs luz: obscuridad con una
temperatura promedio de 27 + 1° C y salinidad de 35 + 1 ups. La alimentacion de
los reproductores consistio principalmente de Artemia franciscana traida de medio
natural enriquecida, complementada con anfipodos de agua dulce o marinos. La
racion alimenticia diaria se calculé a partir del 10 % del peso promedio de los

organismos experimentales.

Los nauplios y metanauplios de Artemia spp empleados para alimentar, fueron
obtenidos a partir de la hidratacion de los quistes durante una hora, para
posteriormente ponerlos a eclosionar por las siguientes 24 horas. 48 horas tras la
eclosion, los organismos se encuentran en la fase de Metanauplio. En este
momento son enriquecidos empleando para ellos una emulsion comercial de
acidos grasos (DHA Super Selco de INVE). Los metanauplios se enriquecieron
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con una solucion diluida del enriquecedor (0.6 gr/L). Se utilizaron 4 mL de esta
solucién por cada 300,000 metanauplios. De esta forma, la arfemia era
enriqguecida durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, se cosechaba, se
enjuagaba con agua de mar limpia y se daba como alimento a los organismos

experimentales.

Los caballitos nacidos que fuercn empleados en las determinaciones de estrés
térmico, se obtuvieron en los meses de enero y febrero. Estas crias se
mantuvieron con un fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas obscuridad con una
temperatura promedio de 26.06 + 1° y salinidad de 32.66 =+ 1 ppm durante un

lapso de 3 meses (enero, febrero y marzo, 2010).

El esquema de alimentacién de las crias consistid en nauplics y metanauplios
ennquecidos de Arfemia spp, durante los primeros meses de crecimiento; Una vez
que los organismos alcanzaron los 3 meses de edad, se cambio la dieta,
proporcionandoles Arfemia adulta enriquecida de la misma forma como se
describio anteriormente. La dieta estd basada en el esquema de alimentacion

propuesto por Gomes (2009) (Anexo 1).

Los restos de alimento y materia fecal se extraian diariamente o cada dos dias,
segun la necesidad, esto se hacia mediante un sifon plastico pequefio. Cada
tercer dia se llevo a cabo recambic de agua de un 25% para minimizar los

contenidos de amonio y por otros desechos nitrogenados.

7.2 Crecimiento.

El peso hiimedo en gramos de los juveniles de H. erectus fue registrado en el
momento en que |os juveniles entrarcn en el periodo de aclimatacion, es decir 30
dias antes de las pruebas de estrés térmico y a partir de ahi se llevd a cabo la
biometria de todos los organismos experimentales cada 15 dias. Se registrd el
peso los dias 0, 15, 30, 45 y 60 (tablas 1 y 2). Los juveniles fueron pesados con
una balanza analitica digital (Adventurer-OHAUS. Pro, con una sensibilidad de 0.1

mg y con una precisién de £ 2 mg).
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7.3 Determinacion de la conducta de juveniles de H. erectus ante el estrés

térmico y establecimiento de las temperatura critica maxima y minima.

7.3.1 Dispositivos experimentales.

El sistema que se empled para determinar la respuesta de los juveniles de H.
erectus ante el incremento de temperatura consistié en un acuario de 38 litros de
capacidad (50 cm de largo x 25 cm de ancho x 30 cm de alto) utilizado como bafio
termorregulador. Este bafio se acondicioné como sistema de recirculacion
conectandolo a un termorregulador Isotemp Refrigerated Circulator Modelo 900
(Fisher Scientific), el cual se calibré para mantener la temperatura de aclimatacion
a 30°C.

Dentro de este bano se coloco un calentador de titanio de 1000 watts, una bomba
de agua de 260 L/h para mantener un flujo constante y que permiti6 mantener
homogénea la temperatura en todo el acuario. Se emplearon 3 camaras
experimentales de vidrio de forma cilindrica (213 ml cada una). A cada camara se
le colocd un termémetro, para registrar la temperatura de forma independiente asi
como una manguera de aireacion que permitié asegurar las condiciones de

mezcla de agua dentro de las camaras (Figura 4).

Figura 4. Dispositivo experimental empleado para el incremento de la
temperatura.
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Cabe hacer mencién que en el caso de las determinaciones ante el incremento de
la temperatura, el calentador se encendié una vez que los organismos se
encontraban dentro de las camaras experimentales, y a su vez estas dentro del
bafo termorregulador. Esto permiti®é asegurar la tasa de incremento requerida
(1°C min™).

Para las pruebas de identificacion de la conducta de los organismos
experimentales ante el decremento de la temperatura se empleé un dispositivo
similar al descrito antes con las siguientes modificaciones: como bario
termorregulador se utilizé un acuario mas pequefno, con una capacidad de 12.3
litros (28.5 cm de largo x 18.5 cm de ancho x 23.5 cm de alto), al mismo tiempo
que se emplearon camaras de mayor capacidad (264 ml) que las empleadas
anteriormente. Asimismo, la temperatura del bafio se redujo (hasta 2°C) con
anterioridad: una vez que se alcanzaba esta temperatura los organismos se
colocaban dentro de la camara e iniciaba la prueba. Estas modificaciones
permitieron descenso de la temperatura en las camaras de vidrio de forma

constante a 1°C min™' (Figura 5).

Figura 5. Dispositivo empleado para el descenso de la temperatura.
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7.3.2 Determinacion de la Conducta.

Para la determinacion de la respuesta conductual de los juveniles de caballitos de
mar ante el incremento y decremento de la temperatura se utilizaron organismos
con un peso promedic de 0.3405 £ 0.133 g. Estas pruebas partieron de dos
grupos de 24 organismos cada uno aclimatados a 30°C y 18 °C (12 organismos
para cada temperatura, 6 organismos para el incremento, 6 para el decremento
térmico). Estas respuestas fueron registradas mediante observaciones directas y
descritas en una bitdcora. Con el fin de distinguir y describir con mayor precision
las conductas, las respuestas de los organismos fueron ademas filmadas con una
videocdmara digital (Canon VIXIA-HG21). Para estas pruebas se tomaron en
cuenta y se registraron los cambios de comportamiento gue presentaron los

organismos en cuanto a:

a) Orientacidn: posicidén de cabeza y/o cuerpo: hacia arriba o hacia abajo
b) Posicion en la columna de agua: si el organismo se mantenia suelto y
nadando o sujeto con la cola de alguna estructura (termdémetro o manguera

de aireacion).

¢} Natacion: normal, agitada, erratica, perdida de coordinacion al nadar.

d) Respiracion: normal, agitada, lenta,

e) Cualquier otro signo de estrés evidente y pronunciado: convulsiones,
letargo, enroscamiento del cuerpo o de la cola, agitacion rapida de aletas

dorsales y/o ventrales).

f) Muerte: Cese de cualquier movimiento corporal (rigidez) y de la respiracién.
A partir del registro de estas conductas, asi como la temperatura a la cual se
presentaban, se establecieron las temperaturas criticas maximas y minimas. El
criterio empleado para esto es el definido por Hutchison {(1961) la Temperatura
Critica (TC) como la media aritmética de los puntos termales a los cuales la
actividad locomotora de un animal se vuelve desorganizada. Asimismo, se registrd
la temperatura maxima y minima de muerte en los organismos aclimatados a 18°C
y 30 °C.
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7.4 Prueba de sobrevivencia.

Para establecer si la TCMax o la TCMin afectaron la sobrevivencia de los
organismos se llevé a cabo una prueba adicional en la que se determiné la
sobrevivencia de los juveniles de H. erectus tras haber sido sometidos al
incremento o decremente de la temperatura hasta alcanzar las temperaturas
criticas respectivas. Estas pruebas se llevaron a cabo con 12 organismos distintos
a los empleados en la prueba anteriormente descrita. Se utilizaron 6 peces para
cada temperatura de aclimatacion los cuales fueron sometidos a un incremento de
la temperatura hasta alcanzar la TCMax (n = 3) o TCMin (n = 3). Una vez que esta
temperatura fue alcanzada los animales fueron inmediatamente refirados del
dispositivo experimental y devuelto a su temperatura de aclimatacion. La
sobrevivencia se calculd a partir del registro del ndmerc de individuos
sobrevivientes 96 horas después de haberlos sometido a estas condiciones

experimentales.

7.5 Evaluacion del crecimiento de juveniles de H. erectus aclimatados a 18 °C

y 30 °C. Pruebas de estrés térmico.

7.5.1 Distribucién aleatoria de 1os organismos experimentales.

Los crganismos experimentales empleados en el présente estudio provenian de 3
camadas nacidas a partir de 3 reproducteres distintos, lo cual permitié garantizar
una buena representacion de la variabilidad genética de los organismos
experimentales. Doscientos juveniles se dividieron de forma aleatoria en 20
peceras de 11.5 L cada una (28 cm de largo x 17.5 cm de ancho x 23.5 cm de
alto). Diez de estas peceras correspondieron al sistema A, en tanto que las ofras
10 peceras correspondiercn al sistema B. Cabe resaltar gue la distribucidn
aleatoria de los organismos experimentales en ambos sistemas, se llevo a cabo de
forma inicial a la misma temperatura a la cual habian sido cultivados hasta ese

momento (26°C).
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7.5.2 Aleatorizacion de los tratamientos.

Los tratamientos a los cuales fueron sometidos los organismos experimentales
derivaron de la identificacién de la Temperatura Critica Maxima (TCMax), 3.3°C
por arriba de la Temperatura Critica Maxima (>TCMax), Temperatura Critica
Minima (TCMin) y 7.7°C por debajo de la Temperatura Critica Minima (<TCMin).
Dos peceras con 10 organismos cada una (n=20 por tratamiento) fueron
seleccionadas aleatoriamente para cada uno de estos tratamientos. Se
mantuvieron ademas 2 peceras (n=20) contro! para cada uno de los sistemas de

aclimatacién (30 y 18 °C; Figura. 6y 7).
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Figura 6. Distribucion aleatoria de las crias de H. erectus y de los

tratamientos en 2 sistemas de aclimatacién (30°C y 18°C).



o] D)

Figura 7. Sistemas de cultivo de los organismos experimentales A) y B) 30°C;
C)y D) 18°C.

Durante todo el desarrollo del experimento los organismos permanecieron en
estos sistemas bajo un ciclo de 12 h luz- 12h oscuridad, la temperatura fue
monitoreada diariamente haciendo los ajustes necesarios para mantenerla
constante. Los parametros fisicoquimicos de salinidad, amonio, nitritos y nitratos

del agua estos fueron monitoreados una vez por semana.
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7.5.3 Disefio general del experimento.

En las Tablas 1 y 2 se muestra el desarrollo del experimento desde el momento en
el cual los organismos fueron colocados en los dos sistemas experimentales y a lo
largo de los 60 dias que durd el estudio. Se muestra el periodo de aclimatacion,
los dias en los cuales se llevaron a cabo cada una de las biometrias antes y
después de las pruebas de estrés térmico asi como los dias en las que estas se

realizaron para cada uno de los tratamientos.
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Tabla 1. Desarrollo del experimento para los organismos aclimatados a 30 °C. Se muestran los dias de
aclimatacion, de crecimiento y de las pruebas de estrés térmico.

Organismos Aclimatados a 30°C.
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7.5.4 Desarrollo del experimento en organismos aclimatados a 30°C

La tabla 1 muestra después de un periodo de aclimatacién de por lo menos 4 dias, se
registro la primera biometria del peso de los juveniles en la que fueron pesados con la
balanza analitica digital, se asignaron aleatoriamente en su respectivo acuario. Se
mantuvieron los juveniles en su temperatura de aclimatacion durante 30 dias,
registrando su peso 2 veces en ese pericdo {(en los dias 1 y 15). En el dia 30 del
experimento se procedio a las pruebas de estrés térmico agudos. Todos los
organismos fueron pesados antes de las pruebas. Desfasando un dia por prueba
térmica. Durante el periodo de 30 dias a las pruebas térmicas, el peso de los juveniles
fue registrado en dos ocasiones, a los dias 1 y 15 de iniciado el shock térmico. El
procedimiento se repitid con cada uno de los 3 organismos de cada corrida

experimental los cuales, después de esto fueron devueltes al sistema de aclimatacion.
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Tabla 2. Desarrollo del experimento para los organismos aclimatados a 18 °C. Se muestran los dias de
aclimatacién, de crecimiento y de las pruebas de estrés térmico.

Organismos Aclimatados a 18 °C.
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7.5.5 Desarrollo del experimento en organismos aclimatados a 18°C

En la tabla 2 se muestra una diferencia de 15 dias para llegar a la temperatura
establecida y a partir de ese punto se procedid de la misma forma gue lo descrito

anteriormente.

Cabe hacer mencién que los grganismos control fueron sometidos al mismo estrés por
manipulacién, donde se llevaron a cabo las detemminaciones de Temperatura Critica
para después ser regresados a los correspondientes sistemas de aclimatacion sin
haberlos sometido a ninguna prueba de estrés térmico. Este procedimiento se llevo a
cabo transcurrido el mes de aclimatacion, es decir, durante el mismo periodo de tiempo
en que fueron llevadas a cabo las pruebas de estrés térmico a los organismos

experimentales.

7.6 Aclimatacion de los organismos experimentales.

Una vez que los organismos fueron distribuidos en los dos sistemas experimentales en
los cuales se mantuvo desde el inicio la misma temperatura de aclimatacién (26 °C), el
aumento ¢ disminucion de esta temperatura en cada sistema se Hevd a cabo de la
siguiente forma. En el sistema A se incremento la temperatura del cultivo a una tasa
aproximada de un grado por dia mediante un calentador de titanio de 500 watts
colocado en el reservorio del sistema; el aumento de temperatura en este caso tomo un
lapso de 4 dias. El sistema B se le sometio a un decremento de temperatura, sin
embargo, para alcanzar la temperatura requerida, fue necesario disminuir la
temperatura a una tasa menor (aproximadamente de 2°C / dia) esto se llevo a cabo
mediante un sistema de enfriamiento, también conectado al reservorio del sistema; en

este caso fueron 15 los dias requeridos para alcanzar la temperatura establecida con

anterioridad.

30



7.7 Pruebas de shock térmico en juveniles de H. erectus.

Una vez aclimatados a las temperaturas experimentales, los organismos permanecieron

en esta condicion durante un periodo de un mes. Transcurrido este tiempo, se llevaron

a cabo las pruebas de estrés térmico. Cabe hacer mencidn que para estas

determinaciones se emplearon [os mismos dispositivos experimentales descritos en el

subcapitulo 7.3.1. A continuacion se describe la metodologia empleada para llevarlas a

cabo:
Incremento:

1) El sistema se encendia durante 5 minutos previos a las determinaciones. La
temperatura del agua en el mismo se calibraba a la misma temperatura de
aclimatacién de los crganismos.

2) Los organismos fueron trasladados en grupos de 3 del sistema de aclimatacion al
ltgar donde se encontraba el dispositivo.

3) El traslado se llevd a cabo en una hielera con la misma agua del sistema de
cultivo y se mantenian ahi por un lapso de 5 minutes para minimizar el estrés por
la manipulacién,

4) Tres camaras fueron colocadas dentro del bafio cada una con un termometro de
mercurio y una manguera con piedra de aireacion. Inmediatamente se colocaba
un organisme por camara.

5) Se encendia el calentador de 1000 watts.

B) Se observd cuidadosamente que la temperatura se incrementara a la tasa

requerida (1°C min”) haciéndose los ajustes pertinentes para asegurar este

incremento.

En el momento en el que cada organismo manifestaba la conducta establecida y
que correspondia a su tratamiento, se registraba el tiempo y este se sacaba del
dispositivo con todo y la caémara. La camara se colocaba dentro de la hielera

31



7

para permitir que el organismo regresara a la temperatura original

paulatinamente.

Posteriormente los organismos fueron trasladados en la hielera hacia los
sistemas de aclimatacion para evaluar la sobrevivencia y el crecimiento durante

un mes posterior a las determinaciones.

Decremento:

1

2)

3}

4)

5)

€)

Para asegurar la temperatura requerida para estas pruebas, era necesario
encender el sistema durante 20 minutos y colocar agua previamente enfriada a

12°C al termorregulador.
Posteriormente se calibraba la temperatura del termorregulador hasta los 2°C.

Los organismos eran trasladados en grupos de 3 del sistema de aclimatacion ai

lugar donde se encontraba el dispositivo.

El traslado se llevd a cabo en una hielera con la misma agua del sistema de
cultivo y se mantenian ahi por un iapso de 5 minutos para minimizar el estrés por

la manipulacién.

Tres camaras fueron colocadas dentro del bafic cada una con un termémetro de

MEercurio y una manguera con piedra de aireacion. Inmediatamente se colocaba

un crganismo por camara.

Se observo cuidadosamente que fa temperatura disminuyera a la tasa requerida
(1°C min™") haciéndose los ajustes pertinentes para asegurar este decremento.

En el momento en el que cada organismo manifestaba la conducta establecida y
que correspondia a su tratamiento, se registraba el tiempo e inmediatamente se
sacaba del dispositivo con todo y la camara. La camara se colocaba dentro de la
hielera para permitir que el organismo regresara a la temperatura original

paulatinamente.
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7)

Posteriormente los organismos fueron trasladados en la hielera hacia los
sistemas de aclimatacion para evaluar la sobrevivencia y el crecimiento durante

un mes posterior a las determinaciones.

7.8 Nomenclatura empleada para temperatura critica maxima, minima y letal.

Las diferentes temperaturas criticas establecen términos haciendo referencia a la

importancia de las conductas. A continuacion se describe la definicion de una de ellas:

1

2)

3)

4)

5)

6)

TCMax- Temperatura crftica maxirma. Representa el limite superior de la zona de
tolerancia térmica.

TCMin- Temperatura critica minima. Representa el limite inferior de la zona de
tolerancia térmica.

>TCMax- Temperatura por arriba de la critica maxima y que ya deberia estar en
la zona de resistencia térmica de Ia especie. Representa un punto en la zona de
resistencia térmica superior.

<TCMin- Temperatura por abajo de la critica minima y que ya deberia estar en la
zona de resistencia térmica de la especie. Representa un punto en la zona de
resistencia térmica inferior.

Temperatura letal maxima. Representa la temperatura superior que conlleva a la
muerte.

Temperatura letal minima. Representa |la temperatura infericr que conlleva a la

muerte.
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7.9 Analisis estadistico.

Previo al analisis se llevé a cabo una exploracion grafica de los datos mediante graficas
de dispersién de puntos (‘Cleveland dotplots”) para identificar datos extremos;
diagramas de caja y graficos de quartiles (*Q-Q plots”) para cerciorarse de
distribuciones normales y explorar la posibilidad de heterogeneidad en las varianzas
asociadas a los niveles de los distintos factores (temperaturas de aclimatacién,

tratamientos de estrés térmico, pericdo, etc.).

Con la totalidad de los datos se ajustd un modelo de ANOVA factorial (Tabla 3) usando
técnicas de regresion lineal con el factor aclimatacion (A con 2 niveles: 18, 30 °C), factor
periodo (P con 2 niveles: antes y después de las pruebas térmicas), factor dia (D con 2
niveles: inicio y final del periodo), y tratamientos (T con 5 niveles; 1, 2, 3, 4 y control) y

todas las interacciones (para fines de simplicidad e interpretacién, éstas Gltimas no
estan detalladas):
Tabla 3. Factores, su tipo y sus niveles incluidos en el modelo de ANOVA

factorial utilizado para analizar los resuitados de los experimentos sobre el efecto
de la temperatura en el crecimiento de juveniles de H. erectus.

Factor (términos principales) Tipo Niveles
A: temperatura de Fijo 18°C
aclimatacion

30°C

P: periodo Fijo Antes de [a prueba
Despues de Ia
prueba

D: dia Fijo Inicio del periodo

Final del periodo

T: pruebas de estrés térmico Fijo TC Maxima
>TC Maxima
TC Minima
<TC Minima
Control

B: pecera Aleatorio A
B
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El modelo fue ajustado utilizando herramientas de modelacion mixta (GLMM) como es
el método de minimos cuadrados generales (GLS mediante REML). Este metcdo
permite comparar modelos con distintas estructuras de varianza (Zuur et al,, 2009), y en
este caso, permitié incluir el factor pecera (Tabla 3) como facter aleatorio en el modelo.
La significancia del factor aleatorio fue evaluada mediante una prueba de hipotesis

usando la razén de verosimilitud (*L.ratic™ Zuur et af., 2009).

Para asegurar el cumplimiento de los requisitos de la regresién lineal (normalidad,
homogeneidad de varianzas e independencia estadistica), se llevé a cabo una
inspeccion visual de los residuales (Montgomery y Peck, 1992; Draper y Smith, 1993),
usando los siguientes graficos: (i) residuales estandarizados versus los valores
predichos por modelo; (i) diagramas de caja de residuales estandarizados versus cada
uno de los factores en el modelo, (iii) histograma de los residuates estandarizados; iv) la

funcién de auto-correlacién con los residuales estandarizados (Zuur ef al., 2007).

Mediante pruebas de hipotesis (usando F) se evalué el nivel de significancia de los
factores en el modelo de ANOVA asi como las interacciones que resultaron relevantes

para las hipdtesis del trabajo. En particular se evalué:

i. El crecimiento de los organismos en lo general a través de el factor D (1) para
evaluar el incremento en peso en lo general entre el inicio y final de cacla
periodo;

ii. El efecto de Ia aclimatacion a través de el factor A, tanto como término principal
{2) para evaluar diferencias en peso entre individuos aclimatados a 18 y 30°C en
lo general, como en su interaccion con el factor D (3: A x D) y con el factor P (4
A x D x P} para establecer si estas diferencias podian adjudicarse a variaciones
entre dias en general 6 si éstos cambios diferian entre periodos;

jii. El efecto de las pruebas térmicas a través de el factor T tanto en su interaccién
con los factores Dy P (5. D x P x T), para establecer diferencias entrz

tratamientos entre el inicio y el final de los diferentes periodos, como en la



cuddruple interaccién (6: A x D x P x T) para establecer si estas diferencias
variaban dependiendo de la aclimatacion previa de los organismos.

Siguiendo el procedimiento de optimizacién del modelo de ANOVA (Zuur ef al., 2007),

los términos que no resultaron significativos fueron eliminados.
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XlIl. Resultados.
8.1 Parametros fisicoquimicos.

Los parémetros fisicoquimicos de salinidad, amonio, nitritos y nitratos del agua se
mantuvieron constantes con variaciones minimas (Tabla 4).

Tabla 4. Sistema de aclimataciéon a 30°C y 18°C

Sistema 30 grados. Sistema 18 grados
n  CV% desvest Media Media desvest Cv% n
70 155 0.46 20.7 Temperatura 18.2 0.53 2.89 71
58 321 1.13 35.25 Salinidad % 33.686 1.35 4.01 36
9 0] 0 8] Amonio(mg/l1) 0.05 0.105 210.81 10
9 7071 0.14 0.2 Nitritos (mg/l) 0.345 0.235 68.13 10
9 822 10.2 12.44 Nitratos (mg/l) 15 12.9 86.06 10
9 318 0.26 8.22 pH 8.24 0.33 4.05 10

8.2 Tasas de incremento y decremento de temperatura.

A partir de las pruebas preliminares para estandarizar las tasas de incremento y
decremento de la temperatura en los sistemas empleados y de los valores registrados
en el momento en el cual se llevaron a cabo cada una de las pruebas se presentan las
tasas registradas a partir de cada temperatura de aclimatacion. En la tabla 5 se
muestran las tasas de cambio ("C/min) de temperatura (ascenso y descenso) a las que

fueron sometidos los organismaos en fas diferentes pruebas térmicas.
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Tabla 5. Tasas de medias de ascenso y descenso de la temperatura.

Temperatura de Media d.e CV% N
Aclimatacion + "C/Min

30°C. Ascenso 2.47 + 0.419 0.065 39
30°C. Descenso 0689 = 0.178 0.029 39
18°C. Ascenso 0.861 = 0.038 0.140 38

18°C. Descenso 1.072 0.204 0.033 39

I+

8.3. Descripcion de la conducta de juveniles de H. erectus ante el estrés térmico
agudo para la determinacidn de las temperaturas criticas maximas y minimas.

8.3.1 Incremento.

Las respuestas conductuales de los juveniles de Hippocampus erectus aclimatados a
30 "C y 18°C ante las pruebas de estrés térmico TCMax y >TCMax se clasificaron de la
siguiente manera: estable (E), estrés (Es), hocico abajo sin incorporarse (HAI),
convulsiones (C) y muerte (M). La descripcion de cada una de las conductas que
manifestaron los organismos y que pemmitieron establecer cada una de estas fases se

describen en la Tabla 6.
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Tabla 6. Descripcion de las respuestas conductuales del estrés térmico en los juveniles de H. erectus
aclimatados a 18°C y 30°C durante el incremento de la temperatura.

Aclimatacion 18° C

Aclimatacion 30 °C

Fase

T.°C
promedio

DESCRIPCION

T.°C
promedio

Fase

Estable. (E)

18 °C

-Crganismo quieto o con poca aclividad en la
columna de agua.

-Agarrado o suslto de alguna estructura,

-Nado erecto o eventualmente de cabeza {poco
frecuente).

-Se mantiene en el fondo tranquilo.

30°C

Estable. (E)

Eslrés. (Es)

25°C+0.9

-Nado mas activo en la columna de agua.

-Se agarra o se suelta con més frecuencia.

-Estira y/o enrosca la cola.

-Se mantiene de cabeza agarrado o suelto
pudiendo volverse a incorporar.

327°C+038

Estrés. (Es)

Hocico abajo sin

Incorporarse.
(HAI

20°C 1.9

-Mantiene la cabeza y hocico hacia abajo de forma
permanente.

-Nado sin coordinacion aparente en la columna de
agua.

-Respiracién agitada.

-Encorva o rige el cuerpo, cola enroscada o suella.

Convulsiones.
©)

Muerte. (M)

33.1°C+14

354°C+

33.7°Cx08

Hocico abajo sin
Incorporarse.
(HAI)

-Espasmos o estremecimientos musculares en
todo el cuerpo débil o fuerte.

-Nada sin coordinacion alguna en la columna de
agua.

-Respiracién muy agitada (hiperventila).

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

-Cese de la respiracion.

-Cuerpo totalmente rigido.

-Cola totalmente enroscada.

-Boca abierta.

362°C+12

Convulsiones.
(&3]

387°C 05

Muerte. (M)
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Las conductas manifestadas en cada una de las fases fueron similares para los
dos grupos de organismos. En la fase estable (E) los juveniles mantenfan poca
actividad, mostrando un comportamiento de nado normal en la columna de agua o
bien sujetandose de cuaiquier estructura que estuviese en la camara sin agitacion

alguna aparente.

Conforme se incrementaba o disminuia la temperatura la actividad del nado era
mas frecuente en la columna del agua. Los organismos se sujetaban y se soltaban
con mas frecuencia de cualquier estructura y dependiendo del caso enroscaban
y/o estiraban la cola; nadaban de cabeza o bien presentaron movimientos

ondulatorios de su cola en la fase denominada estrés (Es).

Todos los organismos que estuvieron expuestos a las pruebas de incremento de la
temperatura manifestaron la respuesta conductual HAI (hocico abajo sin
incorporarse) la cual se identificd en el momento en que los organismos
presentaban una pérdida total de! equilibrio al mantener el hocico dirigido hacia
abajo de forma permanente (sin poder volverse a incorporar), esta fase también se
caracterizé por la pérdida de la coordinacién en el nado y respiracion agitada.

Las convulsiones (C) se identificaron como espasmos o estremecimientos
musculares involuntarios en todo el cuerpo (débiles o fuertes), acompafiados de
una respiracién muy agitada. Inmediatamente después los organismos caian sin
fuerza aparente en el fondo de la cdmara. Una vez que los organismos perdieron
toda coordinacion y sin la capacidad de incorporarse su cuerpo se mantenia rigido
en ¢f fondo con la cola siempre enroscada; al detenerse la respiracién se

presentaba la muerte (M).

8.3.2 Decremento.

A partir de la prueba de decremento de temperatura en los juveniles de H. erectits
aclimatados a 18 y 30 °C se identificaron las siguientes fases: estable (E), estres
(Es), descoordinacion del nado sin incorporarse (DNI), agitacion de aletas (AA) v

letargo(L).
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Tabla 7. Descripcion de las respuestas conductuales del estrés térmico en los juveniles de H. erectus

aclimatados 18°C y 30°C durante el descenso de la temperatura.

. 18°C 30°C
Fase T.°C DESCRIPCION. T°C FASE
PROMEDIO PROMEDIC
I -Crganismo quieto o con poca actividad en la
columna de agua.
Estable. (E) 18°C -Agarrado o suelto de alguna estructura. 30°C Estable. (E)
-Nado erecto o eventualmente de cabeza
{poco frecuente).
-Se mantiene en el fondo tranquilo.
-Aumenta ia actividad de nado.
-Nado erecto o de cabeza en la columna del
Estrés. (Es) 14.6°C £0.8 [ agua se agarra y se suelta de cualquier | 27.2°C +2.2 Estres. (Es)
estructura con mas frecuencia.
-Agitacién breve de las aleias.
-No incorpora el nado. Respiracién muy lenta,
no es muy notoria.

Descoordinacion -Cuerpo encorvado o recto. Giran cuerpo Descoordinacion
del nado sin dirigiendo el hocico hacia arriba y se recuesta del nado sin
incorporarse. | 104°C £1.3 | el organismo en el fondo., 238°C+12 incorporarse.

(DNI) -Se mantiene muy quieto. Ligeros espasmos (DNI}
musculares.
-Hiperventila a través de  grandes
exhalaciones.
-Agitacion de aleta dorsal, lateral o ambas
(desmesuradas, muy evidente, muy
Agitacion de prolongado, pausado, erratico, muy leve) o no Agitacién de
Aletas. (AA). 7°C £ 0.7 | se presentaba. 11.9°C+21 aletas.
-Sin nado o muy quieto. Respiracién no muy (AA)
evidente.
-Recostado en el fonde con cola enroscada y
cuerpo rigido o curveado.
-No presenta ningln movimiento corporal y de
Letargo. (L) respiracion, se mantiene recostado en el Letargo. (L)
4.7°C £ 0.7 | fondo. Se mantiene letargico. 7.8°C+0.7

-No muere el organismo.
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En el caso de los organismos aclimatados a 18 y 30 °C los individuos que fueron
sometidos a las pruebas de decremento de la temperatura, sus repuestas
conductuales fueron similares en la primera fase caracterizada como estable (E)
con respecto a las pruebas de incremento de la temperatura. Sin embargo, estas
fueron distintas a partir de la conducta registrada como Es en la cual los
organismos mostraron signos de estrés particulares, tales como, el nadar de
cabeza y la agitacion de las aletas. La conducta identificada como DNI
(descoordinacién del nado sin incorporarse) se vio caracterizada por la pérdida de
equilibrio v sin tener la capacidad de mostrar alguna en la recuperacion del nado
normal, girando el cuerpo y dirigiendo el hocico hacia arriba y con una respiracion

muy lenta. (Tabla 7)

La fase identificada como AA dependiendo del grupo de organismos
experimentales (30 o 18 °C) se manifestd con movimientos de las aletas laterales
y/o dorsal, las cuales se presentaban en diferentes intensidades y tiempos
(desmesurados, muy prolongados, pausados, muy leves, intermitentes) o en

algunos casos no se presentaba.

Cabe hacer mencién que en ambos grupos, los organismos entraron en una fase
de fetargo en la cual los organismos dejaban de moverse, se iban al fondo de las
camaras con el cuerpo encorvado y la cola totalmente enroscada, era dificil
detectar movimiento de respiracién (practicamente no [a presentaban). Los
organismos se rnantenian asi por un lapso de 2 a 4 minutos. En el momento en &f
que los organismos eran devueltos a la temperatura de aclimatacién y al cabo de
algunos minutos velvian a recuperar el movimiento y poco a poco la respiracion se
restablecia volviendo a incorporarse. No se registro ninguna muerte en los
organismos que se llevaron hasta temperaturas de 4.7 = 0.7 °C (organismos
aclimatados a 18 °C) y 7.8 + 0.7 °C (aclimatados a 30 °C).



8.4 Temperaturas criticas y letales en organismos aclimatados a 30°C y 18°C

ante el incremento de la temperatura.

En la tabla 8 se presenta un resumen de las temperaturas a las cuales se
establecieron la TCMax, >TCMax y Temperatura Letal en organismos sometidos al
estrés térmico ascendente. Cabe hacer mencidn que la Temperatura Critica
Maxima (TCMax) se identifica por ser el limite superior de la zona de tolerancia
térmica en tanto que la >TCMax representa la zona de resistencia térmica de la
especie. La temperatura letal se encontro a 38.7°C+0.5 y a 35.4°C20.5 por arriba
de la >TCMax en organismos aclimatados a 30 y 18 ° C respectivamente.

Tabla 8. TCMax, >TCMax, Temperatura letal y Temperatura de letargo en los
juveniles de H. erectus sometidos al shock térmico.

TCMax >TCMax TL TCMin <TCMin TLt
(HA]) © (DNI) (AA)
Organismos
aclimatadosa 33.7°C:0.8 36.2°Cx1.2 38.7°C+0.5 23.8°Cx1.2 11.9°C+2.1 7.8°C
36°C 0.7
Organismos
aclimatadosa 29 °Cx19 33.1°Cz1.4 35.4°C0.5 10.40°C+1.3 7°C+0.7 4.7°C
18 °C +0.7

TL Temperatura letal; TLt Temperatura de letargc

8.5 Temperaturas criticas y letales en organismos aclimatados a 30 y 18°C

ante el descenso de la temperatura.

De la misma forma, en aquellos organismos sometidos al estrés térmico
descendiente se establecieron la TCMin y la >TCMin; siendo en este caso la
>TCMin aquella que se considera dentro de la zona de resistencia de la especie y
la TCMin la que representa el limite superior de la zona de tolerancia térmica.
Cabe hacer énfasis en que en ambos casos (juveniles aclimatados a 30 y 18 °C),
al continuar el descensc de la temperatura, [0s organismos no murieron, sinc que

entraron en un estado de letargo mismo que se registrd a 7.8°C +0.7 por debajc
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de la <TCMin en organismos aclimatados a 30 °C y 4.7°C 0.7 por debajo de ia
<TCMin {18 °C) (Tabla 8). Esta conducta se caracterizé por que resistieron las
bajas temperaturas en una fase de letarge por un lapso de entre 5y 7 minutos, al
cabo de los cuales eran devueltos a la temperatura de aclimatacién, los
organismos poco a poco recuperaban el movimiento, se normalizaba la respiracion

y no se registre mortalidad.

8.6. Sobrevivencia.
8.6.1 Pruebas de sobrevivencia a las 96 horas.

Se realizaron dos pruebas de sobrevivencia, la primera ya fue mencionada en el
subcapitulo 7.4 con el fin de determinar la sobrevivencia de los organismos a las
96 horas, tras haber sido sometidos al shock térmico, haciendo énfasis que esta

prueba no esta relacionado con los organismos experimentales.
8.6.2. Durante el experimento.

Durante la aclimatacion inicial, es decir, durante el periodo de 30 dias previos a las
pruebas de esitrés térmico, se registro la muerte de 3 organismos por cada

temperatura de aclimatacion.

Cabe hacer énfasis en que se presentd una sobrevivencia del 100% durante las
896 horas posteriores a las pruebas de estrés térmico en todos los tratamientos

experimentales.

Posteriormente, durante el mes de crecimiento {30 dias después de las pruebas
de estres térmico) no se registro ningdn organisme muerto en aquellos organismos
aclimatados a 18 °C y solo se presentd una mortalidad de 4% en aquellos

organismos aclimatados a 30 °C (4 organismos muertos en total).
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8.7. Crecimiento de juveniles de H. erectus ante las pruebas de estrés
térmico.

En la tabla 9 se muestran los resultados de las pruebas de F aplicadas para
evaluar el efecto de los distintos términos en el modelo y sus interacciones en el
peso de juveniles de H. erectus sometidos a las pruebas térmicas. A: factor
aclimatacion, P: factor periodo, D: factor dia, y T: factor tratamientos. Los
numerales 1-6 (en negritas) se refieren a los términos e interacciones mas

relevantes para los objetives experimentales.
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Tabla 9. ANOVA resultados de pruebas de F.

FUENTE g.l F P
Alfa 1 6659.30 <.,0001
1: Factor Dia (D) 1 28.56 <,0001
Factor Temperatura (T) 4 1.86 0.1156
2: Factor 1 79281 <.0001
Aclimatacion (A)
Factor Periodo (P) 1 2086.04 <.0001
DxT 4 0.15 0.9633
3:AxD 1 7.38 0.0068
AxT 4 1.20 0.3080
DxP 1 0.017 0.8960
PxT 4 0.24 0.9185
AxP 1 18.18 <.0001
AxDxT 4 0.154 0.9610
4:AxDxP 1 0.27 0.6048
5:DxPxT 4 0.06 0.9941
AxPxT 4 0.520 0.7214
6:AxDxPxT 4 0.03 0.9985
ERROR 741




El efecto de haber sido colocado en peceras diferentes (considerado como efecto
aleatorio en el modelo) no fue significativo (L.rafio = 3.60; p = 0.99), indicando que
las diferencias en peso entre individuos colocados en peceras distintas fueron

despreciables.

Una vez habiendo eliminado los términos no significativos, el modelo de ANOVA
optimo, es decir, aguel que mejor describié los cambios en pesc himedo (g) de H.
erectus en los experimentos, fue el modelo que incluyé a los factores principales
A, P y D y las interacciones AxP y AxD. Dicho modelo fuvo un valor de AIC =

89.68 y una varianza de los residuales o % = 0.22 con 775 grados de libertad.
Los valores estimados correspondientes a las medias que resultaron significativas

en el modelo de ANOVA fueron calculados con base en el intercepto (a) y los

coeficientes parciales de regresién (8) del modelo mixto ajustado (Tabla 10).
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Tabla 10. Valores estimados de a y de los coeficientes parciales de
regresion B, B, Bw Bi ¥ B (£ error estandar) correspondientes a los
términos A (factor aclimatacion), P (factor periodo), D (factor dia),
interaccion A x P, e interaccion A x D, respectivamente en el modelo
optimo de regresion lineal.

Coeficiente

A 0.834 £ 0.024
Factor A, 8

i=1:180C 0

i=2:300C -0.408 = 0.029
Factor P,

Jj=1: antes de la prueba 0

j = 2 después de la 0.367 +0.032
prueba
Factor D, B

k = 1: inicic del pericdo 0

k = 2: final del periodo 0.160 £ 0.031
Interaccion A x P, 5

i=1,j=1 0

i=1,j=2 0

i=2,j=1 0

i=2,j=2 -0.165 £ 0.038
Interaccién A x D, Bi

i=1, k=1 0

i=1, k=2 0

i=2, k=1 G

i=2, k=2 -0.099 £ 0.036

2

El experimento de los juveniles aclimatados a 18°C comenzé después de que
comenzara el de los juveniles aclimatados a 30°C, por lo cual, los primeros
tuvieron pesos significativamente mayores que aquellos aclimatados a 30°C,
(0.8440 grs. + 0.2667 y 0.4292 grs. £ 0.1577, respectivamente). Desde el inicio de
cada uno de los experimentos y a lo largo de los mismos esto se vio reflejado en el
valor significativo del factor A (2: F=729.81; p < 0.001) y en su interaccion con F
(AxP.F=18.18; p <0.001) (Tabta 9).

Todos los juveniles en conjunto presentaron un crecimiento significativo a lo larga
de los 105 dias que duraron los dos experimentos (1: £ = 28.56; p < 0.001; Tabla

9). Los organismos aclimatados a 18°C incrementaron su peso desde 0.8440 +
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0.2667 hasta 1.6428 + 0.4868, en tanto que aquéllos aclimatados a 30°C lo
hicieron desde 0.4292 + 0.1577 hasta 0.7521 + 0.2627.

Los juveniles aclimatados a 18°C presentaron tasas de crecimiento en peso
(humedo, g) mayores que aquellos aclimatados a 30°C (3: F = 7.38; p < 0.01). En
la figura 8 se observa como estas diferencias se mantuvieron constantes antes y
después de las pruebas de estrés térmico agudo (4: F = 0.27; p = 0.61), indicando
que en ninguno de los dos casos dicha exposicion modificaron las tasas de

crecimiento de los individuos.

Figura 8. Tasas de crecimiento de los juveniles de H. erectus aclimatados a
18 y 30°C antes y después de las pruebas de estrés térmico.

3 = =8= = Antes prueba ( 180C)

= Post- prueba (18 oC)

25 .
= === Antes prueba (300C)
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- e e
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n

0 20 40 60 80 100
Dias
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El efecto de ias pruebas de estrés térmico no fue significativo en ningin caso
(ninguna de las fuentes donde aparece el término T fue significativo). El peso de
los individuos sujetos a los distintos tratamientos térmicos y el control fueron
similares entre si (F = 1.86; p = 0.12) y esta similitud se mantuvo constante a lo
largo de los dias en todos los periodos (5: F = 0.06; p = 0.99). Esta similitud
tampoco fue afectada por la aclimatacion previa de los organismos, ya que dichas
semejanzas se mantuvieron constantes para ios organismos aclimatados a 18 y a
30°C (6. F=0.03; p=0.99) (Tabla 9).

En la Figura. 9 se muestra la similitud del incremento en peso de los juveniles de
H. erectfus aclimatados a la temperatura de 30° C y que fueron sometidos a las
pruebas de estrés térmico agude (TCMax, >TCMax, TCMin y <TCMin)

comparadas con el control.
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Figura. 9 Incremento en peso de los juveniles aclimatados a 30 °C antes y después de las pruebas de estrés
térmico.a) TCMax; b) >TCMax; ¢) TCMin; d) <TCMin.
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En el caso de los organismos aclimatados a 18°C se observa la misma similitud
(Figura 10). El incremento en pesc fue similar para los juveniles de H. erectus
sometidos a cada una de las pruebas de estrés térmico agudo (TCMax, >TCMax,
TCMin y <TCMin) y el control. Cabe hacer mencién que la aclimatacién de los
organismos aclimatados a 18°C inicid 41 dias despues del inicio de la aclimatacion
de los organismos a 30° C. Por consiguiente, los experimentos tuvieron una

duracién total de 105 y 64 dias.
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Figura 10. Incremento en peso de los juveniles aclimatados a 18°C antes y después de las pruebas de estrés
térmico. a) TCMax; b) >TCMax; ¢) TCMin; d) <TCMin.
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IX. Discusion

En el presente estudio se observd que las temperaturas extremas que se
presentan en el habitat de los caballitos de mar en la Laguna de Chelem, Yucatan
si afectan la tolerancia térmica de los peces, lo que permite rechazar la hipotesis
planteada en este estudio. En particular la temperatura de aclimatacién a 30°C
reduce el intervalo de tolerancia térmica de los peces, en comparacién con 2|
obtenido de los animales aclimatados a 18°C. Los animales aclimatados a 30°C
mostraron un intervalo de la zona de tolerancia (ZT) de 9.9°C (ZT = TCMax -
TCMin), mientras que los peces aclimatados a 18°C mostraron un valor de ZT =
19°C, justo 10°C mayor que la observada en el otro tratamiento. Asi mismo se
observd que la temperatura afecto la tasa de crecimiento de los peces con valores
menores en los aclimatados a 30°C en comparacion con los aclimatades a 18°C,
fo que sugiere que la temperatura de 30°C podria estar cercana al limite de

tolerancia de la especie.

Para poder establecer esto fue necesario determinar primero las respuestas
conductuales de los juveniles de caballitos de mar Hippocampus erecfus nacidos
en laboratorio al ser sometidos a pruebas de tolerancia térmica. Este estudio

reporta por primera vez estas conductas en esta especie de pez.

9.1 Conducta.

Desde el punto de vista fisiologico, algunas de las conductas identificadas en H.
erectus se podrian definir como las primeras lineas de sensibilidad térmica,
principalmente aquelias que tienen que ver con la limitacion del oxigeno cuando
los organismos son sometidos a cambios rapidos de temperatura y temperaturas
extremas. De acuerdo con Pdrtner {2002), varias especies de invertebradcs
marinos y peces han mostrado que, al ser sometidos a un aumento y/o descenso
progresivo de temperaturas experimentan una alteracién en su ritmo respiratorio,

la cual es inducida por el metabolismo aerobic mitocondrial.
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En este sentido, durante la fase denominada como HAI, los juveniles de ambas
temperaturas de aclimatacion (18 y 30°C), sometidos al incremento de Ia
temperatura manifestaron un aumento en la respiracién asociada con la fase
denominada C. Esto se observé a través de grandes exhalaciones en ias que los
organismos comenzaron a hiperventilar en la medida en la que se presentaban las
convulsiones. Los organismos experimentales sometidos & un descenso de Ia
temperatura, mostraron, durante las etapas de DNI y AA cambios en Ia
respiracion pasando por tres fases: i) Respiracion muy lenta, ii) Respiracién muy
agitada, iii) y Respiracion lenta al grado de voiverse practicamente imperceptible.

De acuerdo con Portner et al., (2000, 2002) los organismos sometidos a altas
temperaturas en este tipo de pruebas de estrés térmico, presentan un desajuste
entre la oferta y fa demanda de oxigeno en los niveles de fiquido del cuerpo,
manifestando una pérdida critica de energia en el tejido celular. A bajas
temperaturas la presién parcial de oxigeno mantiene los fluidos corporales
elevados para mantener una suficiente ventilacion y circulacion ya que la limitada
capacidad mitocondrial produce energia en el frio, y es probable que contribuya a
la perdida de la funcién y el alcance, es decir, en la circulacion y ventilacion
(Portner et al., 2000, 2002). La limitacién en la disponibilidad de energia aerdbica
puede ser la clave para entender la razon del aumento en la capacidad aerébica
mitocondrial que se produce durante la adaptacion al frio. En condiciones
normales de temperatura la presion parcial de oxigeno mantienen los fluidos
corporales con suficiente ventilacion y circulacién para los tejidos (Portner et al,

2000, 2002). Esto explicaria las conductas observadas en el presente estudio.

Como ya se sefiald, la temperatura afecta virtualmente todas las actividades
bioguimicas y fisiologicas del organismo. Se ha determinado que el sistema
nervioso central, posee gran sensibilidad a temperaturas altas o al incremento de
fa temperatura (Rajaguru, 2002). En estas condiciones los organismos presentan
una desorganizacién de los movimientos locomotores y en la capacidad de

mantenerse adheridos o sujetos a! sustrato {cuando son organismos sésiles)



debido a un blogueo neuromuscular y a un fallo pre-sinaptico. De esta forma, la
pérdida de la capacidad de volver a nadar en la posicion normal (erectos) que se
manifestd en los caballitos esta asociada a una alteracion en la integridad neural
causada por el estrés térmico al que los organismos se vieron expuestos al
incremento de la temperatura en tan corto periodo de tiempo. (Rajaguru, 2002). Se
ha reconocido que cuando se presentan estas respuestas, los organismos pierden
la capacidad de escapar a la condicion de estrés lo cual, en determinadas

circunstancias puede lievarlos a la muerte (Diaz, 2006).

9.2. Validacion de la prueba de TCM a través de [a medicion de la

sobrevivencia.

La sobrevivencia de los peces sometidos a los cuatro tratamientos fue evaluada
durante el periodo de 30 dias previos a las pruebas de estrés térmico, durante las
96 horas subsiguientes a las pruebas y durante los 30 dias posteriores. No hubo
una mortalidad asociada a los fratamientos experimentales en ninguna de las
temperaturas de aclimatacién, antes, durante o después de las pruebas de
incremento y decremento de la temperatura. Aunque los organismos control no
fueron sometidos a las pruebas de estrés térmico, si fueron objeto de
manipulacion al ser llevados de los sistemas de aclimatacién a los sistemas
experimentales utilizando la misma metodologia empleada con los organismos
experimentales. Esto garantiza que la manipulacion efectuada durante el estudio

no tuvo un efecto adverso en la schrevivencia de los animales experimentales.

Tomandc en cuenta que no se observd mortalidad tanto durante las pruebas de
estrés térmico agudo, como en las 96 hrs subsiguientes, se puede sefalar que
aan incrementos de temperatura de hasta 36.2°C+1.2 y 33.1°C+1.4 a razdn de
entre 2.47+0.149 y 0.86120.038°C por minuto, no fueron suficientes para llevar a
los organismos a la muerte. De manera similar, los decrementos de la temperatura
de hasta 11.9°C£21 y 7°C20.7 tampoco tuvieron efecto alguno en la

sobrevivencia inmediata de los organismos. Dada la baja mortalidad en los 30 dias
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gue sucedieron a las pruebas (4 de 194 organismos), se puede observar que |a
sobrevivencia no es un aspecto que se haya visto alterado como resultado de la

exposicién térmica aguda en ningin caso

En su conjunto estos resultados indican que los experimentos se condujeron
dentro de los limites de la zona de tolerancia de la poblacién, puesto que de otra
forma, es decir, si se hubiesen llevado a cabo en la zona de resistencia, la
sobrevivencia si se hubiese visto comprometida, ya que en escs casos siempre

hay un cierto grado de mortalidad.

9.3. Validacién de los valores de TCM a partir de la evaluacion del
crecimiento.

Con respecto al crecimiento, los juveniles de H. erectus en general tuvieron un
crecimiento significativo durante el experimento (F = 2856, p < 0.001),
confirmando que el periodo de tiempo dado fue suficiente para poder poner a
prueba hipdtesis sobre el crecimiento en peso humedo. Asimismo, el hecho de
que las tasas de crecimiento de los grupos aclimatados a 18 y 30°C fueron
estadisticamente similares antes y después de las pruebas de TCMax y TCMin
pone en evidencia que, efectivamente la desorganizacién motora y desorientacion
espacial registrada durante las pruebas fue solo momentanea, y que esta no
presentd un efecto adverso en las funciones fisioldgicas ni en el corto ni en el largo
plazo. El hecho de que no hubiera diferencias entre las tasas de crecimiento antes
y después de las pruebas a temperaturas por arriba y por debajo de aquellas
identificadas como criticas (>TCMax y < TCMin), sugiere gue la exposicidn aguda

a éstas temperaturas solo produce alteraciones conductuales reversibles.

Dado que, en el presente estudio se plante¢ que los organismos experimentales
se encontrartan dentro de los limites de la zona de resistencia de la poblacidn, (los
cuales estan delimitados por las temperaturas letales), se esperaba que el efecto
de [a exposicién térmica aguda no tuviese ningun efecto significative en la
sobrevivencia. Sin embargo en el caso del crecimiento i se esperaba registrar un

efecto deletéreo en cuanto al crecimiento en aquellos organismos que se
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sometieron a esta exposicion aguda de temperatura (aquellos de los tratamientos
>TCMax y < TCMin), lo cual no sucedié, como ya se sefiald, la tasa de crecimiento

antes y después de las pruebas se mantuvo sin diferencias significativas.

Aun cuando los incrementos y decrementos de temperatura a la que se vieron
sujetos los organismos experimentales no se asemejan a aquellos de las
poblaciones naturales, es importante sefialar que, debido a su condicion estuarina,
esta especie se enfrenta a variaciones térmicas pronunciadas en relativamente
periodos cortes de tiempo. Los reproductores empleados provienen de Chelem,
una laguna tropical de poca profundidad {87 + 1 cm} en la cual se presenta una
variacion de temperatura considerable a lo largo del afio. Esta laguna registra una
temperatura minima promedio de 19.5 + 0 °C en el mes de febrero y un promedio
de 30.2 £ 0.5 °C en el mes de julio en las areas de Ia laguna en donde se ubica la
poblacién de H. erectus {Jiménez, 2012), a partir de la cual se obtuvieron los

organismos gue parieron las crias empleadas en el presente estudio.

Existen registros de variaciones diurnas del orden de los 3 y hasta los 7 °C al inicio
de la temporada de secas en tanto que para la temporada de lluvias (junio a
septiembre) la temperatura oscila entre 26 y 35°C a lo largo de los dias (Marino-
Tapia 2011).

Sin embargo, efectos deletéreos se pueden presentar cuando estos organismos
se ven expuestos a exposiciones prolongadas de condiciones térmicas extremas y
constantes y como estas alteran la tasa de crecimiento en periodos de tiempo
relativamente cortos. En el presente estudio, se evidencio un efecto negativo en la
tasa de crecimiento en los organismos aclimatados a la temperatura de 30 °C en

la que se mantuvieron durante un lapso de 60 dias.

El conocimiento generalizado en estudios de la identificacién los limites térmicos
de una especie a través del establecimiento de las TC, sefiala que la historia

termal reciente de un organismo [o puede ayudar a tolerar aitas temperaturas
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ampliando estos limites de tolerancia (lo que generalmente se lleva a cabo
mediante la aclimatacién previa); sin embargo en un punto determinado, esta
capacidad es excedida cuando la exposicion a temperaturas no letales, pero
cercanas a los limites de tolerancia maximos es prolongada (Bevelhimer, 2000}.
De esta forma, los organismos experimentan una demanda metabdélica alta que a
su vez produce efectos sub-letales tales como una disminucion del crecimiento y

la presencia de enfermedades (Carvetha, 2007).

Por ofro lado, la abundancia de H. erectus en la laguna de Chelem no varia de
manera importante con las épocas del afio, sin embarge, el numero de machos
prefados se incrementa durante los nortes (noviembre-febrerc), cuando la
temperatura alcanza los valores mas bajos (Jimenez, 2012). Esto podria ser un
indicador de que la reproduccion podria verse afectada en primera instancia por la
exposicion a altas temperaturas, y que éstas delimitan facilmente la zona de
desempefio 6ptimo de la poblacién, donde los individuos sobreviven, crecen y se
reproducen en sus valores maximos. Los resultados del presente frabajo aportan
evidencias que fortalecen el caracter euritérmico de las poblaciones de H. erectus,
y ayudan a explicar su distribucion estuarino-marina a todo lo largo de la costa

occidental del Atlantico.
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9.4 Tolerancia térmica,

La determinacion de la zona de tolerancia a la temperatura de una especie es
posible conocerla a través de la evaluacion de las temperaturas criticas maxima y
minima. En el presente estudio se han validado l0s valores de TCMax y TCMin
siguiendo los protocolos previamente establecidos (Hutchinson, 1961; Becker y
Genoway, 1979; Luttershmidt y Mutchison, 1997a 1997b; Paladino, 1980; Mora v
Maya, 2006). Una forma de conocer la ventana térmica de una especie es
calculando el poligono que se forma al multiplicar el intervalo entre las
temperaturas de aclimatacion y el intervalo entre la TCMax y TCMin (Bennett y
Beitinger 1997). Con los resultados obtenidos en el presente estudio es posible
construir un primer poligono que pueda servir de referencia y forma de
comparacion con la tolerancia térmica observada en otras especies (Figura 11).
En un estudio reciente (Eme y Bennett, 2009} se obtuvieron los poligonos de
tolerancia térmica de cinco especies de peces marinos tropicales con habitats
distintos: dos especies ascciados a arrecifes (Dascyllus aruanus, Apogon
novemfasciatus), dos especies residentes en pozas de mareas (Bathygobius
fuscus, Bathygobius sp} y una especie de transicion entre éstas y las zonas de
arrecifes (Liza vaigiensis). En ese estudio se obtuvieron valores de los poligonos
de las diferentes especies acorde con las zonas de distribucién con los valores
mas altos para aquellas naturalmente expuestas a mayores variaciones de la
temperatura (las que habitan las pozas de mareas) y menores a las que habitan

en zonas de arrecife (Tabla 11).
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Figura 11. Poligono térmico de H. erectus.
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Tabla 11. Poligonos térmicos de H. erectus y otras especies de peces

tropicales que habitan diferentes tipos de ecosistemas.

Especie Habitat Poligono térmco Referencia
(°C)

Etroplus suratensis Estuaric 512 Rajaguru, 2001

Therapon jarbua Estuario 629 Rajaguru, 2001

Ambassis commersoni Estuario 442 Rajaguruy, 2001
Dascylius aruanus Arrecife 442.7 Emet y Bennet, 2009
Apogon novemafasciatus Arrecife 408.4 Emet y Bennet, 2009
Bathygobius fuscus Pazas de marea 829.1 Emet y Bennet, 2009
Bathygobius sp Pozas de marea 638.8 Emet y Bennet, 2009
Liza vaigiensis Transicion 8231 Emet y Bennet, 2009
Laguna de Chelem 165 Emet y Bennet, 2009

Hippocampus erectus
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Al hacer una comparacion es evidente que H. erectus resuitd ser una especie
mucho mas sensible que las estudiadas por Rajaguru {2001) y Emet y Bennett
(2009), muy probablemente debido a los efectos que produjo la temperatura de
30°C en la reduccion de la tolerancia térmica. Los resultados obtenidos sugieren
que los caballitos de mar de esta especie son sensibles a las temperaturas aitas lo
cual se vio reflejado, como ya se sefald anteriormente en la menor tasa de
crecimiento presentada por los organismos que se mantuvieron en esia

temperatura durante el desarrollo del estudio.
9.5 Temperatura letal y temperatura de letargo.

En el presente estudio fue posible registrar la temperatura méaxima letal de
35.4+0.5 °C y 38.7+0.5 °C para las temperaturas de aclimatacion de 18 y 30 °C
respectivamente, sin embargo, no fue posible determinar la temperatura minima
letal para H. erectus en el presente estudio, puesto que, como ya se sehald los
organismos entraron en un estado de letarge en las temperaturas registradas de
4.7+0.7°C y 7.8+0.7°C (18 y 30°C respectivamente), en las cuales permaneacieron
por algunos minutos para posteriormente ser regresados a la temperatura de

aclimatacion original sin registrarse ninguna muerte posterior a las pruebas.

La distribucion de esta especie en se extiende desde Nueva Escocia (Canada) a
través del Golfo de México y el Caribe hasta Argentina {Foster y Vincent, 2004},
llevando una vida de habitos caracteristicamente estuarinos con fluctuaciones
marcadas de temperatura y de salinidad a lo largo de distintas escalas temporales
(dias, meses y afos). H. erectus se ha reportado como una especie resistente a
fluctuaciones significativas de estas condiciones ambientales lo largo de las
distintas temporadas del afio, desarrcllando para ello estrategias fisiologicas vy
conductuales. Teixeira ef. al (2001) sefala que en el invierno, cuandc la
temperatura de la Bahia de Chesapeake disminuye a 10°C, los caballitos de mar
nadan hacia las zonas mas profundas fuera de la bahia y permanecen inmdviles

con la cola prensil estirada sin exhibir algn movimiento respiratorio notorio, en lo
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que pareciera ser la principal estrategia que exhibe esta especie para resistir la
exposicién prolongada a tan bajas temperaturas por periodos prolongados en esta
region. En el presente trabajo se aporta nueva evidencia de ta capacidad
adaptativa y resistencia de la especie al presentar tan pronta recuperacion tras las
pruebas de estrés térmico y la ausencia de muerte cuando los organismos fueron

sometidos al decremento de la temperatura.

Cabe resaltar que las temperaturas letales maximas tanto para los caballitos
aclimatados a 18 °C como los que estaban a 30 °C fueron identificadas como solo
2 grados por arriba de las >TCMax. Esto refleja un intervalo muy delgado
separando la zona de tolerancia y [a temperatura de muerte, es decir, una zona de
resistencia fisiclogica a variaciones en la temperatura muy estrecha para este

grupo particular de peces.

Los factores del cambio climatico global (CCG), con fendmenos como el Nifio o la
Nifia, dan como resultado variaciones temporales y estacionales de la temperatura
del agua, lo que resulta en la modificacion de la distribucién, los periodos
reproductivos y habitos de los organismos acuaticos, ya que cada organismo esta
fisiolégicamente adaptado para vivir en intervalos estrechos de variaciones
ambientales y estos cambios pueden ser estresantes o fatales para ellos
(Roessing et al, 2004). Por esta razén, cada organismo ha desarrollado
respuestas adaptativas a las variaciones en los factores ambientales de tal modo
que les permitan desempefiarse de manera normal fuera de los limites éptimos de
dichos factores (Fry, 1977; Reynolds y Casterlin 1979; Diaz et al., 2002; Barua y
Heckathorn, 2004; Mora y Maya, 2006). Estudios fisiofégicos como el llevado a
cabo en este trabajo, ayudan a predecir los efectos del cambio climatico en las
especies que actualmente viven cerca de sus limites de tolerancia superiores, a
conocer que sistemas fisiclogicos establecen estos limites y como las distintas
especies difieren en sus capacidades de aclimatacion para modificar sus niveles

de tolerancia térmica (Somero, 2009; Mora 2006);
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Los datos obtenidos de los juveniles de H. erectus en el presente estudio aportan
informacién valiosa sobre los limites de su tolerancia térmica, contribuyendo al
conocimiento de las condiciones térmicas para el desarrollo y crecimiento 6ptimo,
aunque se requiere informacion mas detallada principalmente de la fisiologia de la
especie. Al analizar los resultados mas notables de este trabajo se puede resaltar
el hecho de que si bien, los organismos presentan claras sefales de estrés ante el
incremento o decremente de la temperatura en tan corto tiempo, poseen la
habilidad de recuperarse también en un lapso de tiempo pequefic sin una
afectacién significativa en la sobrevivencia y el crecimiento. Habilidad que podria

ser una ventaja ante los impactos del cambio climatico actual.

Es importante resaltar la importancia de trabajos futuros en los cuales se aborde
con mas profundidad e! cambio ontcgenético del ancho de las ventanas de
tolerancia térmica que H.erectus presente en las otras etapas de su desarrollo
(crias, pre-adultos y reproductores), ya que el rango de su tolerancia térmica
pudiera presentarse de una forma distinta a lo reportado en el presente estudio;
esta informacién resulta importante para conocer la adaptacion de la especie ante

el inminente cambio climatico global.
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X. CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio permitieron identificar por primera vez las
respuestas conductuales ante el incremento y decremento gradual de Ia
temperatura y a través de ellas establecer para fines practicos del estudio dos
temperaturas criticas (TCMax y TCMin), dos temperaturas identificadas como
agudas (>TCMax y <TCMin), |a temperatura letal y la temperatura de letargo en
juveniles de H. erectus aclimatados a dos temperaturas extremas (30 y 18°C).

Todos los organismos presentaron un crecimiento significativo a lo largo del
periodo de estudio. Esto significa que, durante las pruebas de estrés térmico, la
exposicion a las temperaturas criticas y agudas solo causaron alteraciones
momentaneas reversibles y no generaron un efecto adverso inmediato (no sz
registré mortalidad durante las primeras 96 horas) ni a mediano plazo {(nho sz
presentaron diferencias significativas en la tasa de crecimiento antes y después de

las pruebas).

Sin embargo, se identificd que, cuando los organismos son expuestos a
temperaturas extremas {30°C) por un determinado periodo de tiempo (60 dias),
tanto la zona de tolerancia (ZT) como la tasa de crecimiento se ven afectadas. El
valor obtenido del poligono termico para los organismos aclimatados a esta
temperatura ratifica que los juveniles de esta especie son sensibles a la exposicion
prolongada a una temperatura que se encuentra cercana a su limite de tolerancia
térmica {TCMax 33.7 °C).

Por otro lado, se encontré que los organismos presentan una amplia capacidad de
resistir y de recuperarse tanto a la exposicidn aguda a bajas temperaturas
{durante las pruebas de estrés térmico), entrando para ello en un estado de
letargo sin presentarse mortalidad, como a una exposicion prolongada {durante el
periodo de estudio} sin que esto afecte negativamente la sobrevivencia y el

crecimiento.
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Los resultados obtenidos perhiten fortalecer el conocimiento del caracter
euritérmico de H. erectus que vive predominantemente en ambientes estuarinos,
permitiendo ademas identificar los limites de tolerancia de esta especie que, al
igual que muchas otras alrededor del mundo actualmente vive mas cerca de sus

limites de tolerancia superiores debido al cambio climatico giobal.

Con el fin de ampliar la informacion al respecto del conocimiento de |la adaptacién
de esta especie ante este inminente cambio climatico, es importante ahondar
investigaciones futuras en el estudio del cambio ontogenético del ancho de las
ventanas de tolerancia térmica que H. erectus pueda llegar a presentar en sus
diferentes etapas de desarrollo pues es probable que el rango de tolerancia
térmica en las crias pre-adultos y reproductores sea distinta a lo reportado en el

presente estudio.
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ANEXO

Nomenclatura

Alimento

Cultivo

Larva

4, Nauplio

Periodo rojo

0-20 dias

Pre- adulto

Periodo verde

60-210 dias

—t

1 1
I 1
3 4 5
Meses

Anexo 1. Esquema de alimentacion de cria y juveniles de H. erectus (Gomes,

2009).
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