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RESUMEN

En el presente estudio se buscd comprender las respuestas que tiene el abulén
azul (Haliotis fulgens) ante el efecto combinado de la temperatura (T°C) y oxigeno
disuelto (OD). Lotes de organismos de 3.1 £ 0.35 cm, se sometieron a condiciones
extremas de hipoxia para estimar sus limites de tolerancia a diferentes
temperaturas y se expusieron a condiciones extremas (1.0 mgO,/L) para evaluar
las respuestas fisioldgicas y supervivencia. Se estimo la tasa respiratoria (TR) por
medio de un oximetro Microx XT, y cambios en la composicion de hemolinfa:
paquete celular (CC) cuantificado con ayuda de un contador de células Multisizer
3, contenido de hemocianina (HC) por espectrofotometria directa (275 nm),
proteinas totales (PT) usando el método de BCA, glucosa (GLU) con el método
GOD-PAP y lactato (LAC) con el Kit comercial Sigma de Randox. Ademas, los
organismos se expusieron a diferentes combinaciones de OD-T°C para ajustar
modelos de superficie de respuesta a diferentes tiempos y se evalué también la
capacidad de los organismos para recuperarse de las condiciones extremas al ser
regresados a condiciones normales. Los resultados indican que el abulén azul a
17°C reduce su TR en un 40%, mientras que en 23 y 26°C se disminuye en un
75% (P<0.05). En la hemolinfa los abulones presentaron reducciones en el
nuamero de células de entre 67-72% (P<0.05), mientras que se presentaron
incrementos significativos en la HC y las PT entre el 18-21% y 30-37%,
respectivamente. La GC tuvo aumentos del 20% a 17°C, mientras que a 23 y 26°C
este fue arriba del 100% (P<0.05). En el caso del LAC los incrementos no fueron
significativos (10-20%) (P>0.05). Cuando los organismos fueron expuestos a
hipoxia extrema sostenida a 17°C la supervivencia fue del 100%, mientras que a
23 y 26°C el 50% de la mortalidad se presenté alrededor de las 30 y 40 h
respectivamente, presentando capacidades de recuperacion arriba del 80%
cuando son regresados a condiciones de normoxia. El modelo predictivo a las 24 h
indica supervivencias mayores de 75% debajo de los 25°C, situacion que se
mantuvo hasta las 48 h, cuando la supervivencia de 75% se presenta debajo de
los 20°C. La pruebas t realizadas para los diferentes tiempos muestran que el OD
por si sélo no es responsable de la mortalidad causada hasta las 96 h (P<0.05),
mientras que la temperatura desde las 24 h muestran una significancia (P>0.05). A
partir de las 36 h se observa un efecto sinérgico O2-T°C que se va incrementando
con el tiempo (P>0.05). Estos resultados son una base para lograr asociar los
eventos de mortalidades que se observan en el campo, sin embargo, es necesario
hacer un monitoreo continuo las variables ambientales.

Palabras claves: hipoxia, temperatura, cambios metabdlicos, metabolitos,

supervivencia, superficies de respuesta.



ABSTRACT

The present study was aimed at understanding the responses of the green abalone
(Haliotis fulgens) to the combined effects of temperature (T°C) and dissolved
oxygen (DO). Groups of organisms 3.1 £ 0.35 cm, were exposed to extreme
conditions of hypoxia to estimate their tolerance to different temperatures, and also
to extreme conditions (1.0 mgO,/L) to evaluate the physiological and survival
responses. The respiration rate (RR) was estimated using an oximeter Microx XT,
and changes in the composition of hemolymph: Cells count (CC) quantified using a
Multisizer 3 cell counter, hemocianine content (HC) by direct spectrophotometry (
275 nm), total protein (TP) using the BCA method, glucose (GLU) with the GOD-
PAP method and lactate (LAC) with a commercial Sigma Randox kit. In addition,
organisms were exposed to different combinations of OD-T°C to fit response
surface models at different times, and the abalones capacity to recover from
extreme conditions once returned to normality. The results indicate that at 17°C the
TR decreases by 40%, while at 23 and 26°C the decrease reaches 75% (P <0.05).
In the hemolymph, abalone showed reductions in the number of cells between 67-
72% (P <0.05), whereas significant increases occurred in the HC and PT between
18-21% and 30-37% respectively. The GC had increases of 20% at 17°C, while at
23 and 26°C it increased over 100% (P <0.05). In the case of LAC increases were
not significant (10-20%) (P> 0.05). When the organisms were exposed to
sustained extreme hypoxia levels, survival was 100% at 17°C, while at 23 and
26°C 50% of the mortality occurred around 30 and 40 h, respectively. Recovery
capacity was above 80% for all treatments. The predictive model at 24 h indicates
over 75% survival below 25°C, conditions that remained until 48 h, when 75%
survival was present only below 20°C. The t tests for different times show that the
OD alone does not cause mortality until 96 h (P <0.05), while the temperature
showed strong effects since the 24 h (P> 0.05). After 36 hours the synergistic
effect OD-T°C became significant (P> 0.05). These results, if accompanied by
continuous environmental records, can be used for ecological analyses of massive
mortalities occurring in the field.

Keywords: hypoxia, temperature, metabolic changes, metabolites, survival,
response surfaces.
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GLOSARIO

Aclimatacion Capacidad de los organismos para compensar sus tasas
fisiologicas ante un cambio ambiental establecido bajo
condiciones controladas de laboratorio.

Anoxia Situacion en la que se registra ausencia de oxigeno en
algun sistema.

Aguas corrosivas  Masas de agua del fondo oceanico introducidas a las
zonas costeras por medio de una intensificacion de las
corrientes. Se caracteriza por carecer de oxigeno y pH
acido que provocan las llamadas zonas muertas.

Cambio climatico Variacion de los parametros ambientales del clima con
respecto al historial climatico a una escala global o
regional. Pueden ser por consecuencia de una alteracion
en los factores fisicos que controlan el clima o por causas
intrinsecas del planeta.

Compensar Capacidad de los organismos para restablecer la
homeostasis ante cambios en su entorno, modificando sus
tasas fisiologicas.

Condicién Cantidad de reservas de energia disponibles en un
organismo.

Efecto sinérgico Influencia de dos o mas factores que actuan juntos, para
producir un efecto mayor, a los efectos que tendrian por
separado.

Factor Elementos internos y externos, que afectan la fisiologia de

los organismos.

Hemocianina Pigmento respiratorio presente en la hemolinfa de algunos
invertebrados, compuesto por una proteina con dos
atomos de cobre en su centro activo, encargado del
transporte de oxigeno.

Hemolinfa Sustancia circulatoria en invertebrados como artrépodos,
aracnidos y moluscos, analoga a la sangre de los
vertebrados.

Hipoxia Disminucion en la concentracion promedio de oxigeno



Homeostasis

Limite de
tolerancia

Magnitud

Metabolismo

Mortalidad masiva

(Mortandad)

Demersal

Bentonico

Oxi-conformador

Oxi-regulador

Parametro

Pigmento
respiratorio

Poiquilotermo

Punto critico

disuelto en algun sistema.

Capacidad de los organismos para mantener estables las
condiciones internas.

Condicionantes del medio donde los organismos pierden la
capacidad de compensar, se rompe la homeostasis y
eventualmente mueren.

Medida de la intensidad, la extensidon o escala de un
impacto.

Conjunto de reacciones quimicas que ocurren en las
células de los organismos para obtener energia.

Mortalidad que se presenta en una comunidad o en una
region no asociada a la pesca.

Organismo que vive proximo al fondo marino.

Organismo que vive asociado a los fondos marinos, fijados
o no al sustrato.

Organismo capaz de mantener su tasa respiratoria
independiente de la concentracion de oxigeno disuelto

Organismo que pierde la capacidad de mantener su tasa
respiratoria debido a la concentracién de oxigeno disuelto.

Valor de referencia establecido para un factor en relacién a
un sistema.

Proteina que contiene un centro activo (fierro o cobre), que
transporta el oxigeno desde las superficies respiratorias
hasta las células.

Organismo cuya temperatura corporal varia con la del
medio que lo rodea.

Nivel de oxigeno en el cual un organismo pasa de ser oxi-
conformador a ser oxi-regulador. Matematicamente se
establece como la derivada del cambio de la tasa
respiratoria ante cambios en la concentracion de oxigeno
disuelto.
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Resiliencia
(elasticidad)

Superficie de
respuesta

Tasa respiratoria
Termotolerancia
Tiempo letal medio
Variable

Zona de

resistencia

Zona de tolerancia

Capacidad de un organismo para restablecer su estado
original después de haber sido perturbado.

Modelo estadistico que representa la respuesta de una
especie ante el efecto combinado de al menos dos
variables.

Oxigeno consumido por un organismo por unidad de
tiempo.

Capacidad de los organismos para sobrevivir dentro de un
intervalo térmico.

Tiempo en el que se registra el 50% de mortalidad de
organismos bajo el efecto de un factor.

Factor externo o interno que es susceptible de cambiar.

Intervalo de un factor que se establece a partir de los
limites de tolerancia, en el cual los organismos pierden la
homeostasis y eventualmente mueren.

Intervalo de un factor donde los organismos tienen la
capacidad de compensar, desarrollarse adecuadamente y
sobrevivir.
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INTRODUCCION

El abuldn constituye uno de los recursos pesqueros mas importantes de México.
El comercio de estos organismos en el pais se inicié desde 1940, pero fue a partir
de 1950 cuando se tuvieron las mayores producciones (3,300 t), permitiendo a
México llegar a ser uno de los principales productores del mundo, junto con
Australia y Japon, aportando el 37% de la captura total y generando divisas y
desarrollo social en los estados de Baja California y Baja California Sur (Casas-
Valdez y Ponce-Diaz, 1996; Celis-Cesefia, 1996; Lluch-Cota y Hernandez-
Vazquez, 2006; CONAPESCA, 2011). Actualmente la produccion se encuentra
alrededor de 479 t con un valor aproximado de 5.7 millones de dodlares
(CONAPESCA, 2013).

Se trata de un molusco, gasterépodo, perteneciente a la familia Haliotidae, en la
cual se ubican alrededor de 130 especies y subespecies. Habita en zonas
costeras rocosas, asociado principalmente a mantos de macroalgas y pastos
marinos, asi como a poblaciones de otras especies de invertebrados. Son de
habitos nocturnos, dioicos y su fertilizacion es externa (Cox, 1962; Mazdn-
Suastegui et al., 1996; Peter, 2003).

En México, las especies de abulon que habitan en la costa occidental de la
Peninsula de Baja California son el abuldn rosca (Haliotis assimilis), el abuldn rojo
(H. rufescens), el abulon chino (H. sorenseni), el abulén negro (H. craceherodii),
el abulén amarillo (H. corrugata) y el abulén azul (H. fulgens), siendo estas dos
ultimas las que mayormente han contribuido a la captura total nacional (Carreén-
Palau et al., 2003; Mazdn-Suastegui et al., 1996; Leon-Carballo y Mucifio-Diaz,
1996; Lluch-Cota y Hernandez-Vazquez, 2006). Sin embargo, a partir de los afios
1960s, las poblaciones de abuldon han disminuido de manera considerable,
particularmente el abuldn amarillo, por lo hoy en dia la produccion se sostiene
basicamente por el abuldén azul (Casas-Valdez y Ponce-Diaz, 1996; Lluch-Cota y
Hernandez-Vazquez, 2006; Diaz et al., 2006; Searcy-Bernal et al., 2013). Como



medida de manejo, a partir de 1996, se aplicaron de manera oficial nuevos
criterios para las cuotas de captura de este recurso, teniendo como principal
criterio los valores de densidad. Estas reducciones afectaron significativamente la
economia de las comunidades de la region que dependen directa o indirectamente

de esta actividad.

Adicionalmente, en los ultimos 15 afios se han observado incrementos importantes
de mortalidad natural, de la cual se desconoce aun a ciencia cierta las causas
(Rodriguez-Valencia et al., 2004; Lluch-Cota y Hernandez-Vazquez, 2006; Micheli
et al., 2012). Basta con mencionar que para el afio 2011, hubo una reduccién en la
captura de 314 t que representd pérdidas cercanas a los 1.5 millones de ddlares
(CONAPESCA, 2011). Algunos autores mencionan que esta mortalidad puede
deberse a cambios ambientales, como por ejemplo el efecto de “El Nifio”, asociado
a aumentos en la temperatura superficial del mar, que podrian causar estrés a las
poblaciones de abulon (Lluch-Belda et al. 1996; Mazon-Suastegui et al. 1996;
Guzman del Proo et al., 2003; Ponce-Diaz et al., 2003). Estas observaciones no
son exclusivas de México; en Chile, Noruega, Japon y E.U.A, se han reportado la
incidencia de eventos similares que han impactado distintos sistemas pesqueros
(Cheung et al.,, 2008; Diaz, 2001; Siikavuopio et al., 2007; Vaquer-Sunyer y
Duarte, 2008; Vaquer-Sunyer y Duarte, 2011; Micheli et al., 2012; Veas et al.,
2012).

Vaquer-Sunyer y Duarte (2008) y Vaquer-Sunyer y Duarte (2011), realizaron una
revision de los efectos del cambio climatico sobre distintos sistemas naturales
alrededor del mundo y mencionan que los disturbios que éste provoca en la
distribucion de masas de agua y de las corrientes marinas, trae como
consecuencia cambios en las caracteristicas quimicas del océano, particularmente
por eventos de hipoxia, aunque debe reconocerse que faltan registros que lo
sustenten. Hernandez-Miranda et al. (2012) menciona que la temperatura provoca
cambios en la dinamica de las corrientes oceanicas y puede generar intrusién de

aguas profundas, con bajos niveles de oxigeno y pH acidos, hacia las zonas



costeras, exponiendo a poblaciones bentdnicas a condiciones de estrés y
eventualmente la muerte (Vosloo et al., 2012a). En México, enfrentamos fuertes
deficiencias en la disponibilidad de registros continuos de variables ambientales y
de informacion bioldgica basica de muchas especies, por lo que resulta dificil
asociar las variaciones del ambiente con los cambios en los recursos marinos
(Rodriguez-Valencia et al., 2004; Lluch-Cota y Hernandez-Vazquez, 2006). Micheli
et al. (2012), reportan condiciones de hipoxia en 2010 en la zona de Isla Natividad
en 2010 y sugieren que éstas afectaron a las comunidades bentonicas sésiles,

tales como el abulon, incapaces de escapar ante condiciones adversas.

La temperatura es un factor de primer orden que afecta el nivel de actividad
metabdlica de organismos poiquilotermos (Bayne, 1976; Armitage y Wall, 1982).
Interviene en la velocidad con que se realizan los procesos metabdlicos,
provocando cambios fisiolégicos necesidades energéticas distintas, variaciones en
la condicidn, el estado de salud y el crecimiento (Bernabé, 1991). Ademas, por ser
una variable permisiva, atraviesa barreras fisicas y puede provocar efectos
directos sobre la estructura de todas las macromoléculas (Hickey y Singer, 2004).
La termotolerancia es la capacidad de los organismos a soportar un intervalo de
temperatura y esta asociada a la especie, al historial térmico de la poblacion, a la
temperatura de aclimatacion y a algunos factores externos como la salinidad y el
oxigeno disuelto, e internos como la edad, talla, el estado reproductivo, entre otros
(Bayne 1976; Green et al., 1983; Quinn et al., 1994). Por su parte, el oxigeno
disuelto, es la variable ambiental mas limitante para las especies acuaticas, ya que
las reacciones metabdlicas aerobias son controladas por la disponibilidad de éste
(Villarreal, 1984). En el medio marino los niveles normales o normoxia estan entre
8.0 y 5.0 mgO,/L mientras que en condiciones de hipoxia éstos pueden ser
menores a 2.8 mgO,/L. La tolerancia a la hipoxia es especifica y depende del nivel
de actividad metabdlica (Cheung et al.,, 2008) y esto esta asociado a factores
internos como son la edad, condicion, estado reproductivo, etc., y a factores

externos principalmente la temperatura (Bayne, 1976).



Para lograr asociar los cambios ambientales a las respuestas de los organismos,
se debe por un lado lograr el registro continuo de las variables ambientales y por
otro establecer las bases fisiologicas de respuesta ante variables, en este caso
temperatura y oxigeno disuelto. Lo anterior implica determinar los limites de
tolerancia, zona de resistencia, asi como el efecto sinérgico entre factores. Una
posibilidad para caracterizar dicho efecto sinérgico es el uso de modelos

matematicos como las superficies de respuesta.

En el presente trabajo, se estudiaron las respuestas fisioldgicas del abulon azul
(Haliotis fulgens) ante los efectos combinados de temperatura y oxigeno. Se
identificaron limites de tolerancia y zonas de resistencia de oxigeno disuelto en
relacion a la temperatura en exposiciones de 96 horas, simulando condiciones
extremas sostenidas. Adicionalmente, se implementé un modelo de superficie de
respuesta utilizando datos de mortalidad observada durante las simulaciones en
laboratorio. EI modelo se propone como una herramienta con valor predictivo de
mortalidades en el ambiente natural, una vez que se alimente con registros

térmicos y de oxigeno disuelto.



ANTECEDENTES

Los cambios en la abundancia de las poblaciones de abuldén han sido atribuidos
mayormente al efecto de la sobreexplotacién pesquera y la falta de regulacion

adecuada (Mazoén-Suastegui et al., 1996; Morales-Bojorquez et al., 2008).

Sin embargo, existen evidencias de que también los efectos del aumento de la
temperatura superficial del mar en las zonas de pesca de abulén, afectan el
crecimiento individual, reclutamiento pesquero y/o mortalidad de abulones y en
consecuencia los rendimientos pesqueros (Lluch-Belda et al., 1996; Ponce-Diaz et
al., 2003). Rodriguez-Valencia et al. (2004) reportaron diferencias en aumento
térmico con impacto en los abulones entre dos zonas cercanas de Isla Cedros,

B.C.S., evidenciando que los organismos estan adaptados a microclimas.

Se han realizado distintos estudios de termotolerancia para abulon azul, pero no
todos concuerdan. Leighton et al. (1981) trabajé con organismos juveniles de
California EUA y describe al abulén azul como una especie tropical, con un
intervalo optimo entre 22°C y 28°C y una temperatura letal media a 48h de 31.5°C.
Gonzalez-Avilés y Shepherd (1996), para poblaciones de Isla Cedros B.C.S,
encontraron un mayor crecimiento en temperaturas entre los 20°C y 23°C.
McBride et al. (2001) en lIsrael, evaluaron el potencial de crecimiento a diferentes
temperaturas y mencionan que éste es mayor en temperaturas entre 20°C y 22°C,
coincidiendo con los anteriores autores. Diaz et al. (2006), trabajaron con
organismos juveniles de la zona de Eréndira en Ensenada B.C., encontrando una

preferencia térmica y temperatura 6ptima de crecimiento en 25.4°C y 24.6°C

respectivamente y una temperatura critica maxima de 33.6°C. Garcia-Ezquivel et
al. (2007) determinaron la supervivencia, crecimiento y composicién de tejidos a
diferentes temperaturas y fotoperiodos en abulones juveniles provenientes
también de la zona de Eréndira y observaron mejores rendimientos y
supervivencias a 20°C, mientras que en abulones sometidas a 25°C observaron

signos de estrés, alteraciones en sus ritmos fisiolégicos y retraso en la



maduraciéon. Recientemente Velasco-Echavarria (2014), trabajé con juveniles de
abulon azul (H. fulgens) provenientes de Bahia Tortugas B.C.S. y evalud el
potencial de crecimiento a diferentes temperaturas. Esta autora encontré la
temperatura éptima de crecimiento a 23°C y un intervalo térmico entre <3°C-33°C,

coincidiendo con el intervalo de temperaturas registradas en la zona.

En relacién a la hipoxia, para el afo de 2009 se reporté una mortalidad masiva de
Haliotidos (entre otras especies de invertebrados marinos), al sur de Isla Natividad
en B.C.S., con un impacto negativo que se estimé en una reduccion del 75% de la
biomasa de abuldon (Michelis et al., 2012). Una medicién puntual del momento
reveld niveles de oxigeno de 0.9 mgO./L. Con base a lo sucedido, Michelis et al.
(2012) colocaron sensores para registrar el oxigeno disuelto en varios puntos
alrededor de Isla Natividad. Estos autores lograron asociar para el 2010, reportes
de eventos con concentraciones menores a 4.6 mgO,/L por periodos de 23 dias y
en otras ocasiones menores a 2.0 mgO,/L durante periodos mayores a 21 h,

observandose reducciones en la biomasa de alrededor de un 30%.

En cuanto a trabajos realizados en laboratorio, Balwdin et al. (2007) trabajaron con
abulones adultos de Haliotis asinina y describieron los efectos de hipoxia
evaluando los metabolitos en el musculo y en el pie. Estos autores observaron un
incremento de D-lactato y tauropina en organismos expuestos al aire, asi como
una reduccion en el pH de la hemolinfa. Un resultado similar fue el encontrado por
Gade (1986) con juveniles de Haliotis lamellosa, donde después de ser expuestos
a periodos de ejercicio y 6 h de anoxia, se encontrd la formacién de tauropina en
el musculo y de D-lactato en el pie, aunque mostraron una rapida capacidad de
recuperacion, menor a 2 h, al ser regresados a condiciones normales. En juveniles
de Haliotis diversicolor supertexta, Cheng et al. (2004) encontraron que los
organismos pueden resistir concentraciones de 4.98 mgO,/L al presentar una
supervivencia del 100% después de 96 h de exposicidbn, mientras que a
concentraciones de 3.0 y 2.11 mgO,/L su resistencia es menor, presentandose

una mortalidad total después de las 72 y 48 h respectivamente. Adicionalmente,



estos autores observaron un incremento en la osmolaridad y disminucion del pH
en la hemolinfa, mientras la concentracion de glucosa y lactato aumenté con la
hipoxia. Trabajos realizados en Nassarius festivus (un gasteropodo bentdnico de
las costas japonesas) y Strongylocentrus droebachinensis (el erizo verde en
Noruega), sugieren que una exposicion prolongada a la hipoxia provoca efectos
negativos en el metabolismo y el crecimiento. Ademas, se ha observado que
hipoxias prolongadas afectan la calidad y la cantidad de huevos durante la
reproducciéon, provocando una reduccion en las poblaciones de dichas especies
(Cheung et al., 2008; Siikavuopio et al., 2007).

En el abulon azul Haliotis fulgens, falta generar informacion sobre indicadores
fisiolégicos bajo condiciones de hipoxia a distintas temperaturas, no se tienen
referencias sobre los limites de tolerancia al oxigeno en relacién a la temperatura
que permitan relacionar con eventos ambientales y también se desconoce la

capacidad de recuperacion de la especie ante un evento prolongado de hipoxia.



JUSTIFICACION

En los ultimos 15 afios, las poblaciones de abuldn azul (Haliotis fulgens) han
disminuido provocando pérdidas importantes para los productores. Adicional a
esto se han observado mortalidades masivas naturales que no han sido
esclarecidas, pero al parecer estan asociadas a cambios en el ambiente,
particularmente al aumento de la temperatura y condiciones de hipoxia. Es
necesario realizar estudios biolégicos que permitan relacionar el efecto combinado
de ambos factores y por otro lado impulsar el registro de variables ambientales

para la region.



HIPOTESIS

Ante condiciones ambientales extremas, los organismos llegan a sus limites de
tolerancia y presentan respuestas fisiolégicas que pueden funcionar como
indicadores de estrés. Entonces, al someter al abuléon azul (H. fulgens) a
simulaciones combinadas de temperatura y oxigeno disuelto, es posible
determinar sus limites de tolerancia, zonas de resistencia e indicadores
fisiologicos ante estas variables. Adicionalmente es posible generar una superficie

de respuesta.

OBJETIVOS

General

Estudiar las respuestas fisioldgicas en juveniles de abulon azul (Haliotis fulgens)

por el efecto combinado de hipoxia y estrés térmico.

Especificos

Para organismos juveniles de abulén azul:

1) Estudiar los cambios en la tasa respiratoria en relacion al efecto combinado
de temperatura y oxigeno disuelto.

2) Observar los cambios en la composicion de la hemolinfa en relaciéon al
efecto combinado de temperatura y oxigeno disuelto.

3) Establecer los limites de tolerancia y zonas de resistencia al oxigeno a
diferentes temperaturas.

4) Evaluar la capacidad de recuperacion de organismos sometidos al efecto
combinado de temperatura y oxigeno disuelto.

5) Obtener la superficie de respuesta del efecto combinado de temperatura y

oxigeno disuelto.
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METODOLOGIA

Diseino experimental

El disefio experimental consistié en aclimatar organismos juveniles de abulon azul
(H. fulgens) a diferentes temperaturas y posteriormente someterlos a condiciones
de hipoxia y normoxia, para evaluar cambios en la tasa respiratoria y de algunos
metabolitos de la hemolinfa. Durante la etapa experimental un grupo de
organismos se mantuvo en hipoxia hasta la mortalidad total para estimar sus
limites de tolerancia y zonas de resistencia. Paralelamente otro grupo se mantuvo
bajo las mismas condiciones y una vez que se inicio la mortalidad, los organismos
se regresaron a condiciones de normoxia para observar su capacidad de

recuperacion (Figura 1).

Normoxia

T°C

Limite de tolarancia
50% de morialidad

Inicio de la morialidad
Zona de resistencia

Hipoxia Resuparasién
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Figura 1. Disefio experimental al que fueron sometidos juveniles de H. fulgens. Las 1 indican los
puntos en los que fue evaluada la tasa respiratoria y en el ultimo punto (flecha dentro de un circulo)
se evaluaron cambios en los metabolitos de la hemolinfa.

Concentracién de oxigeno (mg0:*L™)
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Organismos experimentales

Origen

Se utilizaron organismos juveniles de abulon azul (Haliotis fulgens) de entre 2.0 a
4.0 cm de longitud, proporcionados por la Cooperativa Pesquera de Bahia
Tortugas. Los abulones fueron transportados en un recipiente de poliuretano con
hojas de macroalga y bolsas de hielo seco en gel en el fondo (Figura 2a) hasta las
instalaciones del Laboratorio de Ecofisiologia de Organismos Acuaticos (LEOA)
del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR). A su
llegada los organismos se colocaron en tanques plasticos (80 L) con agua marina
filtrada (5 pm), salinidad 38 ups, aireacion constante, a la temperatura inicial a la
que se recibieron (17°C y 20°C) y un fotoperiodo de 12:12. La alimentacion se
realizd ad libitum con hojas de la macroalga Macrocystis pyrifera previamente
rehidratadas. Cada dos dias, se realiz6 recambio de agua del 50% bajo las
mismas condiciones y las frondas de alimento fueron cambiadas. La temperatura
se registro continuamente usando un sensor HOBO (marca Onset modelo

Pendant) colocado en el fondo de cada tara y asi como la mortalidad (Figura 2b).

Figura 2. La figura a) muestra la forma en que se realizé el transporte de juveniles de abulén azul
(H. fulgens) y b) se observa como fueron mantenidos a su llegada.
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Aclimatacién

Organismos juveniles de abulén azul de 3.5 a 4.5 cm de longitud fueron
aclimatados a las temperaturas experimentales de 17, 23 y 26°C. La aclimatacion
se llevd a cabo a partir de la temperatura de recepcion, incrementando o
disminuyendo la temperatura en 1°C*dia™ hasta alcanzar la temperatura deseada
(Figura 3). Los cambios térmicos se realizaron dentro de tanques plasticos de 140
L por medio de un controlador térmico automatizado (Figura 4). Durante este
periodo la alimentacion se realizé a base de peletizados comerciales elaborados

por Nutrimentos Acuicolas Azteca, con 35% de proteina.

65
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Figura 3. Cambios térmicos para realizar la aclimataciéon de organismos juveniles de abulén azul
(H. fulgens). Las temperaturas experimentales se sefialan con 6valos.
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Figura 4. Mantenimiento de organismos de abuléon azul (H. fulgens), durante el proceso de
aclimatacion dentro de los tanques del controlador térmico automatizado.

Experimentacién

A partir de los organismos aclimatados a las diferentes temperaturas (17, 23 y
26°C), 40 juveniles de cada temperatura fueron incubados de forma individual en
camaras de vidrio cerradas herméticamente y con flujo continuo (=40mL/min) a
una salinidad de 39 ups. Las camaras se dividieron en 4 tanques, colocando 10
camaras con organismo mas dos camaras blanco. Cada camara fue alimentada
por medio de un sistema de mangueras con agua marina filtrada a 1 ym a la
temperatura y condicion experimental deseada, de acuerdo a la Tabla 1. Por otro
lado, de cada camara salia una manguera que se coloco en un distribuidor (Figura
5).
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Tabla I.- Bioensayos realizados con organismos de abulén (H. fulgens), para cada una de las

temperaturas experimentales.

Normoxia

(7.8 mgO,/L)

Hipoxia

(1.0 mgO,/L)

Lote 1

(Control)

Tasa

Respiratoria

Metabolitos en

hemolinfa

Supervivencia

Lote 2

(Indicadores fisiologicos)

Tasa Respiratoria

Metabolitos en

hemolinfa

Lote 3

(Limite de tolerancia y
zona de resistencia)

Tasa Respiratoria

Supervivencia
(hasta mortalidad
total)

Lote 4

(Capacidad de recuperacion)

Supervivencia (hasta

inicio de mortalidad)

Figura 5. Sistema de camaras selladas herméticamente con flujo continuo, utilizadas para incubar
a los organismos de abulén azul (H. fulgens) y observar los cambios metabdlicos de acuerdo al

sistema experimental.
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Control de temperatura y oxigeno disuelto

Las condiciones experimentales descritas en el disefio experimental, se lograron
gracias a un sistema de control de variables ambientales automatizado (Ecosim)
que controla la temperatura y el oxigeno disuelto (entre otros factores). El control
se realiza dentro de tinas de 800 L y el agua es bombeada y distribuida al sistema

de camaras para cada lote experimental de organismos (Figura 6).

SISTEMA DE CONTROL
AUTOMATICO
(ECOSIM)

oocoe &

1
2 =2

D

Figura 6. Esquema general que muestra la distribucion de agua hacia el sistema de camaras
donde se incubaron organismos de abulén azul (H. fulgens) de diferentes lotes experimentales.
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Indicadores fisiolégicos

Tasa Respiratoria

La tasa respiratoria (TR) se determiné midiendo el consumo de oxigeno por
unidad de tiempo (mgO2/g/h). Para esto los organismos del Lotes 2 y 3 fueron
incubados y se estimd la concentracién de oxigeno disuelto (OD) a la salida de
agua de cada camara, por medio de una oximetro Microx TX equipado con un
micro sensor de fibra dptica (10-30 um de didmetro) adaptado a una celda de flujo
continuo. Este equipo se encontraba conectado a una computadora y se maneja
por medio del software especifico Oxyview (Version 4.16). Las lecturas de OD
fueron registradas cada segundo por el oximetro, por intervalos de 2 minutos en
cada camara, empezando por los organismos en normoxia (Lote 1) y después con
los sometidos a hipoxia (Lotes 2 y 3). Para cada temperatura se determiné la TR
en tres tiempos diferentes (Tabla Il) antes de que se presentara mortalidad, segun
experimentos preliminares. El consumo de oxigeno se calcul6 por diferencia entre
el OD de la camara blanco menos el OD de cada una de las camaras con

organismo. La tasa respiratoria se estimo de la siguiente forma:

TR = (Consumo de oxigeno x Flujo de la camara) / peso de tejido seco

Tabla Il.- Tiempos (h) en los que se estimé la tasa respiratoria de juveniles abulén azul (H.
fulgens), en cada una de las temperaturas experimentales. Al tiempo final en cada temperatura, se
extrajo la hemolinfa de los organismos para obtener otros indicadores fisioldgicos.

2 2 1
40 20 5
70 35 8

Al final de la ultima determinacion de TR, los organismos se sacaron de las

camaras para medirlos, pesarlos y extraer la hemolinfa.



Composicion de la hemolinfa
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La composicion bioquimica de la hemolinfa y el paquete celular fueron estimados

una vez que se realizd la ultima determinacion de tasa respiratoria. Los

organismos control (Lote 1) y los organismos sometidos a hipoxia (Lote 2) fueron

extraidos de las camaras y para cada uno se realizé la rutina mostrada en la

Figura 7.

Extraccion del organismo de la camara

v
Medir con vernier*

A 4

Secar y pesar en microbalanza*

\ 4

Realizar corte transversal en

el pie y colectar la hemolinfa

A 4

Recuperar la hemolinfa en un tubo eppendorf
por medio de una jeringa

v

\ 4

Centrifuga a 3000 rpm a 5°C
durante 10 minutos

A 4

Se extraen 30 pl |«

A 4

Con una micropipeta el
sobrenadante se coloca en un
tuvo eppendorf

\ 4

Colocar en un eppendorf con
570 pl de agua destilada para
medir hemocianina

Restante se guarda en el
Ultracongelador a -80°C
(Bioquimicos)

Se extraen 50 ply
se colocan en una
celda

A 4

Conteo de células

Multisizer 3

*usar guantes limpios de latex

Figura 7. Procedimiento para extraer y procesar la hemolinfa de juveniles de abulén azul
(H. fulgens), para realizar la cuenta del paquete celular y obtener muestra para analisis

bioquimicos.
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Conteo de paquete celular

El conteo del paquete celular (CC) se realizé a partir de una muestra de 50 pl de
hemolinfa. Una vez tenida la muestra, se realizé una dilucién (1:1000) con agua
marina filtrada a 1 pm y el conteo de células totales se realizé utilizando el

contador de particulas Multisizer 3.

Determinacion de hemocianina

La determinacion de hemocianina (HC) se realiz6 a partir de una muestra obtenida
segun lo descrito en la Figura 8. Se prepard una dilucidon con 30 pL de hemolinfa y
570 uL de agua destilada en un tubo eppendorf. La dilucion se colocé en una
celda de cuarzo y se midié en un espectrofotometro a 275 nm de longitud (Racotta
y Palacios, 1998).

Composicidon bioguimica

Proteinas totales

La determinacién de las proteinas totales (PT) se realizdé por medio del método de
BCA o Acido Bicinconinico (Fujimoto et al., 1985). Este método se basa en el
principio de que las proteinas reducen los iones cupricos a iones cuprosos bajo
condiciones alcalinas. Los iones cuprosos reaccionan con el acido bicinconinico,
sal sodica (verdoso) para formar un color morado. El color formado es
proporcional al contenido proteico de la muestra. Se utiliza una solucién reactiva
comercial de Sigma (solucion de acido bicinconinico B9643 y solucion de sulfato
de cobre Il C2284). Se tomaron 25 yL de muestra en una microplaca, a la cual se
le agregaron 200 pL de reactivo de BCA y se incubaran a 60°C durante 15
minutos y se leyeron a 562 nm. La Figura 8 muestra el procedimiento seguido para

las muestras de hemolinfa de abuldn azul.
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Tomar 10 pl de hemolinfa descongelada

l

Agregar 40 pl de agua destilada

Dilucién 1:5

14— Agitar

Recuperar 25 ul en una microplaca

|

Agregar 200 pl de reactivo

De BCA

|

Incubar a 60°C

Por 15 minutos

!

Leer a 562 nm

Figura 8. Procedimiento para estimar la cantidad de proteinas totales por el método de acido

bicinconinico en hemolinfa de juveniles de abulén azul (H. fulgens).
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Glucosa

Para medir la glucosa (GLU), se utiliz6 una prueba enzimatica colorimétrica
comercial (Kit de RANDOX método GOD-PAP, No. Catalogo AY 891). EI método
se basa en la oxidaciéon de glucosa por medio de la enzima glucosa oxidasa,
provocando la formacion de peréxido de hidrogeno, que a su vez reacciona,
catalizado por la peroxidasa, con fenos y 4-aminofenazona para formar
quinoneimina, un indicador rojo-violeta, cuya intensidad es proporcional a la
concentracion de glucosa presente en la muestra. La reaccion se realizo
colocando 40 pL en pozos de una microplaca, a las cuales se les agrego 200 pL
de solucion reactiva, se esper6 durante 30 minutos. Posteriormente las muestras

fueron leidas a 490 nm (Racotta y Palacios, 1998).

Lactato

El lactato (LAC) se determind por una prueba enzimatica colorimétrica comercial
(Kit de RANDOX, No. Catalogo LC 2389). Consiste en que el acido lactico en
presencia del oxigeno con la ayuda de lactato oxidasa dan lugar a piruvato +
peréxido de hidrogeno, este ultimo reacciona con 4-chorofenol y 4-aminoantipirina
en presencia de peroxidasa da lugar a un compuesto colorido (quinoneimina), el
cual es directamente proporcional a la concentracion de lactato presente en la
muestra. Para las determinaciones se tomaron 40 pyL en pozos de una microplaca
a las cuales se les agregd 200 pL de solucién reactiva, transcurridos 10 minutos,

las muestras fueron leidas a 540 nm (Racotta y Palacios, 1998).
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Limite de tolerancia al oxigeno en relacion a la temperatura

El limite de tolerancia al oxigeno en relacién a la temperatura se determind en
base al método de temperatura letal incipiente propuesto por Fry (1947). Los
organismos del Lote 3 de cada temperatura experimental fueron sometidos de
forma individual dentro de las camaras de incubacidén a hipoxia progresiva hasta
1.0 mgO,/L y mantenidos bajo estas condiciones de forma permanente. Los
abulones fueron revisados a intervalos de 1 h hasta observar mortalidad total
(MT). El mismo procedimiento se realiz6 en organismos llevados a hipoxia de 1.5
mgO.,/L. El tiempo letal medio (tLM) para cada concentracién de oxigeno y para
cada temperatura fue aquel tiempo en el que se tuvo el 50% de los organismos

muertos.

Capacidad de recuperaciéon

Para evaluar la capacidad de recuperacion en juveniles de abulon azul sometidos
a condiciones de hipoxia y estrés térmico, en cada una de las temperaturas
experimentales (17, 23 y 26°C), los organismos del Lote 4 se dejaron en
condiciones de hipoxia continua de la misma forma descrita en el parrafo anterior.
Una vez que se presentd el primer organismo muerto, los organismos restantes
fueron regresados a normoxia colocandoles un aireador. Para evaluar la
capacidad de recuperacion se registré la mortalidad cada 2 h hasta un periodo de
48 h.

Analisis de datos

Con los datos obtenidos se realizaron analisis de varianza de una via (ANOVA) al
95% de confianza, para evaluar el efecto de la hipoxia y el estrés térmico sobre los
cambios en la tasa respiratoria; paquete celular, pigmentos respiratorios y

composicion bioquimica de la hemolinfa. En los casos en que se encontraron
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efectos significativos, se realizé una prueba a posteriori de Tukey para mostrar

estas diferencias.

Superficie de respuesta

La superficie de respuesta se elaboré con los resultados de supervivencia en
diferentes tiempos de exposicion a las diferentes concentraciones de oxigeno
disuelto y por efecto de la temperatura. Los datos fueron completados con
resultados obtenidos del trabajo de Velasco-Echavarria (2014), realizado de forma
simultanea y con el mismo lote de organismos. Para obtener el modelo, se realiz6
una regresién multiple no lineal con ajuste de superficie de respuesta que
establece las zonas de tolerancia y resistencia en relacién al efecto combinado de
oxigeno-temperatura, cuya ecuacion es: Y= a + bx1 + cx12 + dx2 + ex2® + fX;Xa,
donde Y es la respuesta de interés; a, b, ¢, d y e son los coeficientes estimados
por la regresion y x1 y x2 son las variables de efecto (oxigeno y temperatura). Para
probar si existia un efecto sinérgico entre oxigeno y temperatura, se realizé una
prueba t entre los tratamientos por separado y en combinacién, con una
significancia de P<0.05 (Bradley, 2007). Por ultimo como criterio para establecer el
tiempo en el cual se observan los mayores cambios en la mortalidad, se grafico la
mortalidad global de los individuos de H. fulgens expuestos a diferentes valores de

OD y temperatura, en relacion al tiempo de exposicion.
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RESULTADOS

Indicadores fisiologicos

Tasa Respiratoria

La Figura 9 muestra los resultados de TR de juveniles de abulon azul mantenidos
en normoxia, como mantenidos en hipoxia a diferentes temperaturas. Se puede
observar que los organismos sometidos a hipoxia mostraron TR menores en
relacion a sus controles: a 17°C la reduccion metabdlica fue aproximadamente del
40%, mientras que para los de 23 y 26°C la disminucién fue mas drastica,
alrededor del 75%, en todos los casos se presentaron diferencias significativas en
relacion a los controles (P<0.05). La Figura 10 muestra las TR promedio en
relacion a la temperatura tanto de organismos expuestos a hipoxia como de sus
controles. La temperatura influyé sobre la TR de organismos mantenidos en
normoxia, ya que se observa una relacion directa encontrandose diferencias
significativas entre los organismos mantenidos a 17°C respecto a los mantenidos a
26°C (P<0.05). En cambio se observo que la temperatura no influy6é en la TR de

los organismos mantenidos a hipoxia (P>0.05).
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Figura 9. Tasa respiratoria (X + ds) de juveniles de abulén azul (H. fulgens) sometidos a hipoxia de
1.0 mg02/L en tres diferentes temperaturas de aclimatacion.
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Figura 10. Tasa respiratoria promedio (X + ds) de juveniles de abulén azul (H. fulgens) sometidos a
hipoxia (1.0 mg02/L) en tres diferentes temperaturas de aclimatacion.

Composicion de hemolinfa

Paquete celular

La Figura 11 muestra los cambios en el numero de células de organismos
sometidos a hipoxia comparados con sus controles a las diferentes temperaturas
experimentales. En relacion al oxigeno se observo una disminucién muy marcada
del numero de células de los organismos mantenidos a hipoxia en relacion a sus
controles con diferencias significativas a 17 y 26°C (P<0.05). Sin embargo, a la
temperatura de 23°C el numero de células en el control fue menor que el de los
organismos mantenidos a hipoxia. Por otra parte, al comparar entre temperaturas,
se observé una tendencia a reducir el numero de células en organismos
mantenidos en normoxia en relacién al aumento de temperatura, encontrandose
diferencias entre las tres temperaturas (P<0.05). En los organismos mantenidos a
hipoxia, se observé que el numero de células variaron de manera inversa en
relacion a la temperatura, sin embargo, no se presentaron diferencias significativas
(P>0.05).
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Figura 11. Numero de células en hemolinfa (X + ds) de juveniles de abulén azul (H. fulgens)
sometidos a hipoxia (1.0 mg02/L) en tres tratamientos térmicos.

Contenido de hemocianina

Los resultados del contenido de HC de organismos mantenidos a hipoxia en
relacion a sus controles a las diferentes temperaturas experimentales se muestran
en la Figura 12. Se observo que el contenido de HC tendié a incrementarse en
individuos expuestos a hipoxia, sin embargo solo en 17°C las diferencias fueron
significativas (P<0.05). Se observo una tendencia a disminuir la concentracion de
HC en relacion con el incremento de la temperatura, teniendo una diferencia

significativa entre 17 y 26°C, tanto en hipoxia como controles (P<0.05).
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Figura 12. Concentracién de hemocianina (X + ds) en hemolinfa de juveniles de abulén azul (H.
fulgens) sometidos a hipoxia (1.0 mg02/L) en tres tratamientos térmicos.

Composicidon bioguimica

Proteinas totales

Los resultados de PT en hemolinfa de organismos mantenidos en hipoxia respecto
a sus controles en relaciéon a diferentes temperaturas experimentales se presentan
en la Figura 13. Se mostré un incremento en los organismos sometidos a hipoxia
respecto a los organismos control, con diferencias significativas en las
temperaturas de 17 y 26°C (P<0.05). Por otra parte las PT disminuyeron con el
incremento de temperatura tanto en el control como en los tratamientos a hipoxia,

observandose diferencias significativas entre 17 y 26°C (P<0.05).
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Figura 13. Concentracion de proteinas totales (X + ds) en hemolinfa de juveniles de abulén azul (H.
fulgens) sometidos a hipoxia (1.0 mg02/L) en tres tratamientos térmicos.

Glucosa

La Figura 14 muestra el contenido de GLU de organismos mantenidos a hipoxia
en relacion a sus controles a diferentes temperaturas. Se observd un incremento
de la GLU en los organismos mantenidos a hipoxia respecto a los controles con
diferencias significativas (P<0.05). En los controles se observé que la GLU tiende
a disminuir con el incremento en temperatura, presentandose diferencias
significativas a los 17°C en relacion a 23 y 26°C (P<0.05). Los organismos
mantenidos a hipoxia tendieron a incrementar su GLU en relacion a la

temperatura, pero solo se presentaron diferencias entre 17 y 23°C.
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Figura 14. Concentracién de glucosa (X + ds) en hemolinfa de juveniles de abulon azul (H. fulgens)
sometidos a hipoxia (1.0 mg02/L) en tres tratamientos térmicos.

Lactato

La concentraciéon de LAC en los organismos mantenidos a hipoxia respecto a sus
controles a las temperaturas experimentales se muestra en la Figura 15. El LAC
tendié a incrementar en los organismos sometidos a hipoxia pero sin diferencias
significativas en todas las temperaturas experimentales (P>0.05). No se presentd
un patron del contenido de LAC por efecto de la temperatura, ni en los organismos
mantenidos a hipoxia, ni entre los controles y solo se presentaron diferencias entre

17 y 23°C tanto en controles como en hipoxia (P<0.05).



30

mCentrol

§ 0.003 - Hipoxia
0,002

0.001 -

17 23 2
Temperatura (°C)

Figura 15. Concentracién de lactato (X + ds) en hemolinfa de juveniles de abulén azul (H. fulgens)
sometidos a hipoxia (1.0 mg02/L) en tres tratamientos térmicos.

Tolerancia a hipoxia en relacién a la temperatura

Los resultados de tiempo letal medio (tLM) y de mortalidad total (MT) en
organismos expuestos a diferentes concentraciones de oxigeno disuelto y a
diferentes temperaturas se observan en la Tabla Ill. Estos resultados muestran
que la mortalidad a hipoxia se incrementa en relaciéon a la temperatura, ya que la
MT se presentd a menores tiempos en temperaturas mayores. Asi mismo, el
tiempo que se requirid para tener la mitad de organismos muertos (tLM) fue mayor
en temperaturas menores. Se observé que a 17°C en ambas concentraciones de
oxigeno, no se observo mortalidad hasta 120 h de observacion. Para el caso de
los organismos de 23°C expuestos a 1.5 mgO2/L se presentd una mortalidad del

90% posterior a las 96 h de exposicion.
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Tabla Ill.- Tiempo letal medio (tLM) y mortalidad total (MT) de juveniles de abulén azul (H. fulgens)

expuestos a dos diferentes concentraciones de oxigeno disuelto.

T°C 1.0 mgOl/L 1.5 mgO[I/L
tLM (h) MT (h) tLM (h) MT (h)
17
23 42 76 37
26 32 54 33 45

Capacidad de recuperacion ante hipoxia en funcion de la temperatura

Los resultados de la capacidad de recuperacion de juveniles de abulén azul ante
hipoxia sostenida se presentan en la Tabla IV. Estos resultados muestran que los
organismos tuvieron la capacidad de recuperarse casi al 100% aun cuando fueron

mantenidos a una hipoxia extrema (1.0 mgO,/L) y sostenida.

Tabla IV.- Capacidad de recuperacion (%) de juveniles de abuldn azul (H. fulgens) después de ser

expuestos a hipoxia de 1.0 mgO2/L.

T° C Capacidad de recuperacion (%)
24 h 48 h
17 100 100
23 90 80
26 90 90

Superficie de respuesta oxigeno-temperatura

En la Tabla V se presentan los modelos de regresion multiple no lineal con ajuste
de superficie de respuesta obtenidos a partir de los datos de supervivencia de
juveniles de abulén azul en relacidon al efecto de hipoxia y temperatura, a
diferentes tiempos de exposicion. La representacion grafica de estos modelos se

presenta en la Figura 16. Por ultimo la Figura 17 muestra los resultados de las
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pruebas de t realizadas a los datos a diferentes tiempos de exposiciéon, para

evaluar el efecto sinérgico entre oxigeno y temperatura.

Se puede observar que a las 24 h, el modelo predictivo indica supervivencias
mayores de 75% debajo de los 25°C sin tener algun efecto por el OD. Sin
embargo, arriba de esta temperatura la supervivencia presenta un decremento y
esto se corrobora en el pareto correspondiente, ya que a este tiempo el oxigeno
por si solo no tiene efecto significativo (P<0.05) sobre la supervivencia, a
diferencia de la temperatura (P>0.05), sin embargo se observa un efecto sinérgico
O,-T°C (P>0.05). A las 36 h se obtuvo un resultado muy similar al anterior, en
donde se observan que debajo de 25°C se tienen las mayores supervivencias y
por arriba de esta temperatura, la supervivencia disminuye. En el pareto a 36 h, el
resultado presenta que el OD de manera individual no tiene efecto significativo
sobre la supervivencia (P<0.05), a diferencia de la temperatura (P>0.05). Para
este tiempo de exposicion se observa un incremento en el efecto sinérgico O,-T°C
(P>0.05). A 48 h el modelo indica que el mayor porcentaje de supervivencia (75%)
es por debajo de los 20°C y que arriba de esta temperatura el porcentaje de
supervivencia se reduce. Lo anterior se debe a que a partir de este tiempo de
exposicion, se presentan un mayor efecto por la relacion O,-T°C (P>0.05), mas
que por el efecto de las variables solas, aunque la temperatura sigue teniendo
mayor peso que el oxigeno con diferencia significativa (P>0.05). Alas 72 hy 96 h
de exposicion la respuesta en el modelo es muy parecida que la observada en 48
h y el resultado de la prueba de t, solo que se observa que el efecto del OD sobre
la supervivencia va creciendo mientras que el de la temperatura va disminuyendo,
aunque la temperatura sigue teniendo un efecto significativo (P>0.05) mientras

que el oxigeno no (P<0.05) (Figura 17).
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Figura 16. Superficies de respuesta obtenidas a partir de los datos de supervivencia en juveniles
de abulon azul (H. fulgens) sometidos a diferentes combinaciones de oxigeno disuelto y
temperatura, a diferentes tiempos de exposicion.
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Tabla V.- Ecuaciones de la regresion correspondientes a las superficie de respuesta oxigeno-

temperatura de juveniles de abuldn azul (H. fulgens) a diferentes tiempos de exposicion.

Y=72.86 + 0.17(%02) — 0.003(%02)* + 5.23(T°C) — 0.23(T°C)* + 0.01(%02*T°C)

36 Y=73.69 + 0.41(%02) — 0.005(%02)* + 4.23(T°C) — 0.22(T°C)? + 0.02(%0O2*T°C)
48 Y= 72.67 + 0.64(%02) — 0.008(%02)* + 3.54(T°C) — 0.21(T°C)? + 0.03(%0O2*T°C)
72 Y=72.39+ 0.74(%02) — 0.009(%0,)? + 3.17(T°C) — 0.20(T°C)? + 0.03(%0O,*T°C)

96 Y=72.03 + 0.79(%02) — 0.009(%02)* + 3.03(T°C) — 0.20(T°C)? + 0.03(%0O2*T°C)
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Figura 17. Pruebas de t realizadas a los datos de supervivencia de juveniles de abulén azul (H.
fulgens) por efecto de oxigeno disuelto y temperatura a diferentes tiempos de exposicion, la linea
punteada es el valor de P (=0.05), donde por arriba de esta el efecto es significativo, mientras que

por debajo, no es significativo.
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La Figura 18 muestra la mortalidad global de juveniles de abulén azul (H. fulgens)
a diferentes concentraciones de OD y temperatura para los distintos tiempos de

exposicion, el mayor cambio en el porcentaje de mortalidad se observa entre las

24y 48 h.

100 -
il
- ..ll"....*-
J""’f
. .;!
[
Fi
T ]
]
!
= 6 4 i
= H
=
= 501 ¢
= ]
£ :
= ¥ ]
[
/
30 - []
]
[
20 4 H
i
]
]
10 4 |
[
0 ' ‘ . ' . ' . .
12 24 36 48 G0 72 84 96
Tiempo {h)

Figura 18. Mortalidad global de los organismos juveniles de abulén (H. fulgens) expuestos a
diferentes valores de oxigeno disuelto y temperatura en relacién al tiempo.
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DISCUSION

En el presente trabajo se estudiaron los efectos combinados de Oxigeno disuelto y
temperatura ambiental en el abulén azul (Haliotis fulgens), a través de diferentes
estrategias. Una de ellas fue encontrar indicadores fisiolégicos y bioquimicos que
reflejaran el estrés y permitieran cuantificarlo. Por ejemplo, se observé un aumento
en la TR conforme se incrementd la temperatura en los organismos mantenidos en
condiciones de normoxia. Se sabe que los cambios en la TR de los animales se
deben al efecto ocasionado por las variaciones en los factores ambientales
(Ocampo et al., 2003). Particularmente en moluscos, la TR tiene una relacion
directa con el aumento de la temperatura (Bayne, 1976). Autores como Abele et al.
(2002), Bayne (1976), Peck et al. (2009) y Somero (2002), han hecho mencién de
que un aumento en la actividad, como el que impone la elevacién de la
temperatura, tiene como respuesta el incremento de la TR como una medida para
mitigar la demanda metabdlica. Bajo estas circunstancias, los organismos también
aumentan su consumo de alimento para conservar el aporte de energia e
incrementan el ritmo cardiaco para transportar la cantidad necesaria de oxigeno.
Resultados similares a los hallados en el presente estudio fueron encontrados
para esta misma especie por Velasco-Echavarria (2014) donde la TR se

incrementd alrededor del 100%, en organismos aclimatados de 17°C a 26°C.

Las reducciones en la TR del abulén azul (Haliotis fulgens) que se observaron
durante los experimentos, presentaron un efecto significativo por la exposicion a
hipoxia sostenida en las temperaturas experimentales (Figuras 9). Poértner (2001),
menciona que la TR puede modificarse si los organismos se ven expuestos a
condiciones limitantes de oxigeno. Harris et al. (1999), trabajando con abulones
de Haliotis laevigata aclimatados a 18°C, encontraron una reduccién en la TR de
alrededor del 50% en organismos sometidos a condiciones de hipoxia de 5.9
mgO./L y Cheung et al. (2008), observaron que el gasteropodo Nassarius festivus,

redujo su TR hasta en un 61% al estar expuesto a condiciones de hipoxia
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sostenida (1.5 mgO,/L). En este trabajo, el abuldn azul redujo su TR alrededor del
40% en organismos aclimatados a 17°C y a una concentracion de OD de 1.0
mgO.,/L y de hasta 75% para las temperaturas de 23 y 26°C. Sin embargo, los
resultados también indican que los abulones expuestos a hipoxia sostenida en las
temperaturas de 17°C con el tiempo incrementaron su TR para mantenerla
cercana a los organismos control. Un mecanismo de compensacién similar fue
reportado por Cheung et al. (2008) en su trabajo con el gasteropodo Nassarius

festivus mantenido a hipoxia sostenida de 1.5 mgO,/L (Figura 9).

Es importante hacer mencion de que, aunque los abulones mostraron un
descenso de sus TR en relacidon a la hipoxia, al comparar las TR de organismos
mantenidos en hipoxia a diferentes temperaturas no se presentaron diferencias.
En la actualidad existen muchas investigaciones que comparan cambios en la TR
respecto a la temperatura en condiciones de normoxia, sin embargo, no hay
trabajos que comparen los cambios en la TR en organismos expuestos a hipoxia
sostenida en relacion a la temperatura. Estos resultados pueden sugerir que en
condiciones de hipoxia, el abulén azul cambia de ser un organismo oxi-
conformador a ser oxi-regulador. Mark et al. (2002), Portner (2009) y Poter y Knust
(2007), remarcan que el nivel de sensibilidad y tolerancia a la hipoxia de los
animales esta en funciéon a los requerimientos celulares de oxigeno y que las
condiciones oxi-conformador y oxi-regulador estan definidas por el nivel de
inactividad de los animales, la cual tiene como linea de partida la tasa metabdlica
estandar y se inicia cuando se rebasa el punto critico (Pc). Las condiciones de
hipoxia donde los animales pasan de ser oxi-conformadores a ser oxi-reguladores,
debajo del Pc, dan inicio a la respiracion anaerobia en las células. Mientras que la
temperatura ha tenido un efecto negativo en la capacidad oxi-conformadora de los
animales, provocando que el Pc se presente antes en la caida de oxigeno,

conforme la temperatura va incrementando (Cerezo-Valverde et al., 2012).

Distintos autores mencionan que los hemocitos representan el mecanismo interno

de defensa (sistema inmune) mas importante para los invertebrados marinos y
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que, los cambios en las concentraciones de estos, pueden servir como indicadores
del estado de estrés o de salud de los animales (Fraga et al., 2002; Oubella et al.,
1993; Rubio-Gastélum et al., 2014; Wang et al.,, 2012). En los analisis de la
hemolinfa de abulén azul (H. fulgens) con el conteo total de células (CC) se
observd una disminucion significativa en organismos expuesto a hipoxia en las
temperaturas de 17 y 26°C, de igual forma comparando entre temperaturas se
encontré una tendencia similar con el aumento de la misma, tanto en hipoxia como
en los controles (Figura 11). No existen trabajos que evaluen el efecto de la
hipoxia sobre el CC en H. fulgens ni en otra especie de abuldn, sin embargo,
Fraga et al. (2002), estudiando la langosta espinosa (Panulirus argus) encontraron
disminuciones del CC y mencionaron que podrian deberse a que los organismos
estan sometidos a algun tipo de estrés térmico. Wang et al. (2012) por su parte, en
el mejillén (Perna viridis) encontraron una disminucién en el CC de organismos
expuestos a hipoxia en relacidén con los controles, coincidiendo con lo hallado en el
presente trabajo. La disminucién de hemocitos en la hemolinfa se deben a la alta
movilizacion de éstos entre el torrente sanguineo y los tejidos, para combatir el
estrés oxidativo causado por la hipoxia (Oubella et al., 1993; Rubio-Gastélum et
al., 2014; Wang et al., 2012).

En el presente estudio se observd que los abulones incrementaron la
concentracion de HC en organismos expuestos a hipoxia, mientras la
disminuyeron cuando se incrementd la temperatura (Figura 16). Se ha descrito
gue en condiciones de hipoxia los animales favorecen la sintesis de los pigmentos
respiratorios, en moluscos este pigmento es la hemocianina (HC), que representa
la mayor parte de las proteinas en la hemolinfa (Astete-Espinosa et al., 2010;
Modig y Olafsson, 1998; Wu, 2002). Trabajando en otras especies de abulén como
H. midae (Vosloo et al.,, 2013a y b) y H. iris (Wells et al., 1998; Behrens et al.,
2002) bajo condiciones de hipoxia, se reportaron aumentos en la concentracion de
HC similares a las del presente trabajo. En moluscos la HC ademas de transportar

el oxigeno del exterior hasta las células y la regulacién acido-base en la hemolinfa
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(Mangum, 1992), también almacena oxigeno necesario para soportar la
respiracion aerobia durante periodos de hipoxia (Ragg y Taylor, 2006). Sin
embargo, la cantidad de oxigeno acarreado por la HC, depende en su totalidad del
pH de la hemolinfa. Si el pH de la hemolinfa disminuye, la afinidad del oxigeno a la
HC es mayor, provocado por el efecto Bohr inverso, que ocurre principalmente en
moluscos, causado por el aumento de la presion parcial del CO,. Debido a que el
COz2 tiene mayor afinidad a la HC que el oxigeno, provoca que esta se sature mas
rapido, por lo que los moluscos aumentan la produccion de HC en condiciones de
hipoxia para poder acarrear la cantidad de oxigeno necesaria (Baldwin et al.,

2007; Mangum, 1992), fendmeno que se vio reflejado en el presente estudio.

Con respecto a las variaciones en los metabolitos en la hemolinfa, proteinas
totales (PT), glucosa (GLU) y lactato (LAC), son una respuesta comun al estrés
que presentan los animales. Las PT se incrementaron en el presente estudio en
los organismos sometidos a hipoxia con diferencias significativas a 17 y 26°C. Se
ha observado que en la hemolinfa de Neotrypaena uncinata (Astete-Espinoza et
al., 2010) y en tejidos de Haliotis midae (Vosloo et al.,, 2013a), se reportaron
resultados similares. Otros autores mencionan que los animales cuando se
encuentran sometidos bajo algun tipo de estrés (térmico, densidad poblacional y/o
manejo) tienden a incrementar sus concentraciones de PT en la hemocianina
como en el camaron Litopenaeus vannamei (Rubio-Gastelum et al., 2014). Las
proteinas son usadas como componentes estructurales de los tejidos y como
enzimas, también sirven como fuente de energia al ser degradadas a
aminoacidos, he incluso pueden ser convertidas en carbohidratos para obtencion
de glucosa (Terwilliger, 1998). Autores como Vosloo et al. (2013a) mencionan en
Haliotidos que bajo condiciones extremas de hipoxia (por debajo de 60% de
saturaciéon de OD), disminuyen las tasas de consumo de oxigeno las cuales tienen
una correlacién con cambios hepatologicos, como por ejemplo necrosis en las
células estructurales de las branquias, los cuales tienen como resultado una

diminucion en la difusion del oxigeno en las branquias. Por tanto el incremento de
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las PT en el presente trabajo podria estar mas relacionado a la reparacion el dafio

provocado por estrés hipoxico.

Se observé un incremento de GC en los organismos de abulén azul tratados en el
presente estudio. La glucosa es el monosacarido mas comun que se ha detectado
en la sangre y en los tejidos de muchos moluscos, siendo la principal fuente de
obtencion de energia en la respiracién celular (Wilbur, 1983). Observaciones
similares a las obtenidas fueron reportadas por Cheng et al. (2004), en Haliotis
diversicolor. Sin embargo, Vosloo et al. (2013b) para Haliotis midae bajo
condiciones de hipoxia, observaron una disminuciéon en la concentraciéon de la
GLU. Estos mismos autores mencionan que esto puede deberse a que las
condiciones de hipoxia manejadas en su trabajo (80% saturacion de OD) no
fueron suficientes para provocar un estrés, aunque en este mismo trabajo se
observaron disminuciones de GLU a 19°C comparados con aclimatados a 14°C,
tanto en hipoxia y normoxia. Como se sabe el metabolismo aerdbico es mas
eficiente que el metabolismo anaerdbico, la clave en la supervivencia y evolucién
de los animales, va de la mano de los mecanismos compensatorios
implementados por los mismos, que les permitan sobrevivir cuando se presentan
condiciones extremas (Astete-Espinoza, 2010; Bayne, 1976). Los niveles de
hipoxia manejados en este estudio provicaron un incremento de GLU, esto puede
deberse a una medida de subsanar el estrés y por lo tanto, mayor costo energético
por parte de H. fulgens y por ende el incremento de GLU en la hemolinfa para ser
transportada hasta las células donde es requerida para la obtencidn de energia
(Astete-Espinoza et al., 2010; Cheng et al., 2004; Ocampo et al., 2003; Wilbur,
1983).

En este estudio se present6 un incremento de LAC en hemolinfa por efecto de la
hipoxia, aunque no fue significativo. Los cambios en el contenido de LAC han sido
estudiados en diferentes haliotidos como Haliotis diversicolor, Haliotis iris, Haliotis
lamellosa y Haliotis asinina, encontrandose incrementos en la concentracion de

LAC en diferentes tejidos, similares a los hallados en esta investigacién (Cheng et
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al., 2004; Behrens et al., 2002; Gade 1988; Baldwin et al., 2007). El LAC es el
principal producto final de la hipoxia en animales, el cual podria tender a disminuir
luego de un periodo prolongado en hipoxia (Gade, 1988). Los organismos que
estan expuestos a condiciones ambientales de hipoxia, utilizan vias metabdlicas
anaerobicas para la obtencion de energia, de este modo el lactato es usado como
sustrato gluconeogénico, obteniéndose un aumento en las concentraciones de
glucosa en la hemolinfa (Harcet et al., 2013). Lo anterior respalda los resultados
obtenidos para H. fulgens expuestos a hipoxia ya que las concentraciones de LAC
no fueron diferentes de las obtenidas en los controles. Por otro lado autores como
Harcet et al. (2013) mencionan que los invertebrados pueden hacer uso de rutas
metabdlicas anaerobicas alternas, el caso de los moluscos la mas comun es la
ruta de las opinas, las cuales son de baja eficiencia pero tienen una alta tasa
produccion de energia, evitando asi, hacer uso del LAC, en el caso de los
moluscos gasteropodos, sobre todo en abulones, ha sido el uso de la taurina, la
cual tiene como producto final la tauropina. Incrementos de la tauropina han sido
reportadas en especies sometidas a hipoxia como Haliotis lamellosa (Gade, 1988)
y Haliotis iris (Behrens et al., 2002) en tejidos para ambas especies y hemolinfa en
H. iris; bajo condiciones de movimiento prolongado en Haliotis asinina (Baldwin et

al., 2007) y por efecto de las olas en Haliotis iris (Wells et al., 1998).

Las mortalidades masivas de organismos marinos se han presentado con mas
frecuencia a lo largo de los ultimos afios en muchos paises del mundo, dejando
grandes impactos econdmicos en las zonas afectadas. Si bien las causas pueden
ser diversas y de caracter local o regional, claramente se trata de variaciones
ambientales repentinas y sus consecuencias son de caracter ecosistémico
(Cheung et al.,, 2008; Diaz, 2001; Siikavuopio et al., 2007; Vaquer-Sunyer y
Duarte, 2008; Vaquer-Sunyer y Duarte, 2011; Micheli et al., 2012; Veas et al.,
2012).

Se han observado mortalidades en organismos sometidos a hipoxia, como en

Haliotis diversicolor (Cheng et al., 2004) donde se experimentd con organismos
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aclimatados a 25°C y expuestos a tres diferentes concentraciones de OD. La
especie fue catalogada por el autor como sensible a la hipoxia ya que encontrd
supervivencia del 100% en organismos a 4.98 mgO,/L después de 96 h de
exposicién, mientras que exposiciones de 3.08 y 2.11 mgO,/L, presentaron la
mortalidad total (MT) a las 72 y 48 h respectivamente. En contraste, para
Nassarius festivus (Cheung et al. 2008) se encontraron supervivencia del 100% a
6.0 mgO,/L y mortalidades acumuladas en 3.0 y 1.5 mgO,/L de 7 y 15%
respectivamente, después de 6 semanas de exposicion. En el presente trabajo, la
mortalidad total para organismos aclimatados a 23°C y expuestos a 1.0 mgO,/L se
dio a las 76 horas, mientras a 26°C al mismo nivel de hipoxia fue de 54 h. En este
sentido, se puede proponer que el abuldon azul es una especie medianamente
sensible a hipoxia, donde el nivel de sensibilidad esta fuertemente influenciado por

la temperatura de aclimatacion.

Por otro lado, el abulén azul se puede catalogar como de gran capacidad de
recuperacion ante hipoxia, dado que se observaron recuperaciones de mas de
80% después de un tratamiento en condiciones de hipoxia sostenida de 1.0
mgO,/L (Tabla IIl). Para Haliotis lamellosa (Gade, 1988) se observdé una
recuperaciéon del 100% en organismos sometidos a condiciones de anoxia
completa por un periodo de 6 h y después regresados a normoxia.
Desafortunadamente no existe en la literatura una estandar para documentar y
poder comparar la capacidad de recuperacion, dado que es un dato que puede
tomar mucha importancia cuando se encaran eventos de mortandad masiva en el

medio natural.

Es importante conocer el efecto que pueden tener los cambios ambientales sobre
los animales marinos, en especial con organismos bentdnicos, que en su mayoria
son incapaces de desplazarse a gran velocidad, ni de moverse grandes distancias
para evitar condiciones ambientales adversas y repentinas (Vosloo et al., 2012a y

b). Existe cierta literatura sobre los efectos de alguna variable, pero son muy
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pocos los trabajos que se han enfocado a estudiar los efectos sinérgicos de las

variables ambientales (Pértner y Langenbuch, 2005).

En el presente trabajo se abordo justo este propdsito, con el apoyo de modelos de
superficie de respuesta. En general se pudo observar que la temperatura tiene una
mayor influencia en la supervivencia de H. fulgens que el oxigeno, pero se genero
evidencia de que el efecto combinado oxigeno-temperatura tiene una mayor
influencia en la supervivencia que cualquiera de las variables de forma
independiente.

La importancia de contar con modelos como el de la superficie de respuesta para
un recurso de la naturaleza del abulén, puede transitar por las practicas de cultivo,
donde el modelo delimita claramente los niveles combinados de temperatura y
oxigeno adecuados y peligrosos. Sin embargo, también puede tener utilidad en el
manejo de los bancos naturales, siempre y cuando se acompanara de un sistema
de observacion continua de temperatura y oxigeno. Durante eventos de hipoxia y
altas temperaturas, el abulén se desprende y queda expuesto incluso antes de
morir, y es rapidamente consumido por depredadores. Dado su alto valor
comercial y su demostrada capacidad de recuperacién, es viable proponer que si
se detectaran condiciones especialmente adversas de la combinacion
temperatura-hipoxia, se pudieran realizar buceos para recuperar a los organismos
desprendidos, recuperarlos en camaras con aireacion y regresarlos al medio. De
nuevo, la viabilidad de esta practica depende de contar con informacion in situ en

tiempo real y acompaniarla de las superficies generadas en el presente estudio.
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CONCLUSIONES

e Los juveniles de Haliotis fulgens, demostraron capacidad para reducir su
tasa respiratoria, como un mecanismo compensatorio ante una exposicion
de hipoxia sostenida, demostrando que es un organismo capaz de cambiar
su condicién de oxi-conformador a oxi-regulador, al mantener constante la

tasa respiratoria a lo largo del tiempo de exposicidén a hipoxia.

e Se observd una influencia de la hipoxia sobre el conteo de células
(hemocitos) en la hemolinfa, indicando el posible uso de los mismos para

reparar el daino celular, causado por el estrés.

e Los andlisis bioquimicos realizados en la hemolinfa, arrojaron un
incremento en las concentraciones de hemocianina, proteinas totales y
glucosa, en organismos sometidos a hipoxia, demostrando que estos
metabolitos son los mejores indicadores del estrés provocado por la

hipoxia.

e Se encontré en organismos controles y sometidos a hipoxia, una reduccion
en las concentraciones de hemocianina, proteinas totales y glucosa, en
relacion al aumento de la temperatura, siendo indicativos de la respuesta al

estrés térmico.

¢ No se observo influencia de la hipoxia sobre las concentraciones de lactato,
sugiriendo el posible uso de una ruta metabdlica alterna.

e Se demostr6 un efecto sinérgico oxigeno-temperatura, sobre la
supervivencia de juveniles de Haliotis fulgens, representado en una

reduccion en la termotolerancia, asi como una zona de resistencia oxigeno-
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temperatura menor a las 48 h de exposicidn, afectando principalmente a

organismos en temperaturas mayores a los 20°C.

Se observé una capacidad de recuperacion de mas del 80% en organismos
después de ser sometidos a hipoxia sostenida por periodos menores de 40
h.

La supervivencia de juveniles de Haliotis fulgens, ante condiciones de
hipoxia, esta influenciada por el incremento de la temperatura y el tiempo

de exposicion.

La mejor forma de representar y explicar los efectos sinérgicos de la
cantidad de oxigeno disuelto y la temperatura, sobre las mortalidades en las
poblaciones de abuldén azul (Haliotis fulgens), ante los presentes cambios

en el ambiente, es por medio del uso de las superficies de respuesta.
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RECOMENDACIONES

Estandarizar el método para medir concentraciones de tauropina en abulén

azul Haliotis fulgens.

En relacién al punto anterior y a que no se obtuvieron cambios en las
concentraciones de lactato en organismos sometidos a hipoxia, se
recomendaria realizar andlisis de la concentracion de tauropina, para

corroborar que H. fulgens, hace uso de esta ruta metabdlica alterna.

Realizar analisis en los cambios del pH de la hemolinfa, en organismos

sometidos a hipoxia, para observar los cambios que se puedan presentar.

Realizar experimentos similares al presente, en otras especies de abulén e
inclusive con otras especies de animales bentdnicos, para ampliar el
conocimiento y el marco ecoldgico de los efectos de estos fendmenos sobre

los ecosistemas marinos.

Es necesario lograr acuerdo interinstitucionales y con los campos
pesqueros de abuldn, para mantener una red de monitoreo de cambios en

la temperatura del mar asi como en la concentracion de oxigeno disuelto.

Con la informacion generada con el monitoreo de los cambios en las
variables ambientales, el uso y la aplicacidon de las superficies de respuesta,
se podrian realizar predicciones ante los posibles efectos que se podrian

presentar ante los constantes cambios en el ambiente.
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