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Resumen de la tesis de Sergio Padilla Ramirez, presentada como requisito
parcial para la obtencién del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida
con orientacion en Biotecnologia Marina.

Efecto de la temperatura de aclimatacion en el comportamiento
termorregulador, y la tolerancia térmica, sobre las respuestas fisiologicas,
metabdlicas y hematolégicas de Cancer antennarius (Stimpson, 1856)

Resumen aprobado por:

Dra. Denisse Re Araujo

Se evaluaron las respuestas fisiologicas a diferentes temperatura en el cangrejo
de roca (Cancer antennarius).Los organismos fueron aclimatados (N= 100) a 15,
18, 21 y 24°C, para determinar la temperatura preferida (TP), el consumo de
oxigeno (VOy), la temperatura optima de crecimiento (TOC). Los organismo
aclimatados a las diferentes temperaturas permitieron evaluar su respuesta
termorreguladora cuando fueron expuestos a la Temperatura critica maxima
(TCMax), asi como evaluar en la hemolinfa los cambios en glucosa, presion
osmdtica, conteo total de hemocitos e iones (K*, Na*, CI' y Ca*). Las TP
obtenidas por el método agudo para las diferentes temperaturas (15, 18, 21 y
24°C) de aclimatacion fueron 15.4, 17.1, 21.4, 21.8°C, respectivamente. La TP
final obtenida fue de 15.2°C. El consumo de oxigeno se incremento conforme al
incremento de la temperatura de aclimatacion (TA) de 6.57 a 9.92 mgO,h'Kg™” y
un Q10 de 1.76 en el rango de 15-18°C, donde se encontr6 una compensacion
completa. En base a esto se calculo TOC de 15.4°C. La glucosa en los
organismos control, presento un incremento en relacion a TA de 6.2 a 27.5 mg/dL
(15-24°C) y un decremento en los organismos sometidos a TCMax de 47.3 a 22.5
mg/dL (15-24°C). Para la capacidad osmorreguladora no se presentaron cambios
significativos (P<0.05) en los controles, manteniendo una relacion isosmotica con
el medio y en los expuestos a TCMax un ligero cambio de hiperosmético (15°C) y
después a isosmotico (18,21 y 24°C). Para la concentracidon de hemocianina se
produjo un aumento en ambos grupos control y experimental de 1.8 a 4.1mmol/L
en TAy de 3.08 a 10.03mmol/L en los sometidos a TCMax. En las respuestas
inmunoldgicas no se presento un patron asociado a la temperatura, siendo solo los
aclimatados a 18°C los de mayor conteo de 9.1*1E*% cel/ml y los sometidos a
TCMax un decremento notable en todas las temperaturas siendo los de 18°C un
conteo de 1.9*1E*% cel/ml. Los iones medidos en la hemolinfa de C. antennarius
Sodio, Potasio y Cloro presentaron una relacion hipoionica con respecto al medio,
y el calcio una relacion hiperiénica en los organismos control en todas las
temperaturas de aclimatacion, y en los organismos expuestos a la TCMax todos
presentan una relacion hipoionica.

Palabras claves: Cancer antennarius, Temperatura preferida, Temperatura
critica maxima, consumo de oxigeno.



Abstract of the thesis presented by Sergio Ramirez Padilla as a partial
requirement to obtaining the of Master of Science degree in Life with specialization
Marine Biotechnology.

Effect of temperature acclimation on the thermoregulatory behavior and
thermal tolerance, on the physiological, metabolic and hematological
responses of Cancer antennarius (Stimpson, 1856).

Abstract approved by:

Dra. Denisse Re Araujo

The physiological responses on acclimation temperature in the rock crab (Cancer
antennarius ) acclimated to 15, 18 , 21 and 24 ° C were evaluated to determine the
preferred temperature (PT) , oxygen consumption (VOz) , the optimal growth
temperature (OGT). Thermoregulatory behaviour was measured when the
organism were exposed to critical temperature maxima (CTMax) and assess
changes in hemolymph glucose, osmotic pressure, total hemocyte count and ions
(K, Na*, Cl ~ and Ca*®). The TP obtained by acute method for different
temperatures (15, 18, 21 and 24 °C) acclimation were 15.4, 17.1, 21.4 and 21.8°C,
respectively. The final TP obtained was 15.2°C. Oxygen consumption was
increased according to the increase of acclimation temperature (AT) of 6.57 to 9.92
1 mgOzh 'Kg™ and a Q10 of 1.76 in the range of 15-18 ° C , where it was found
complete compensation . Based on this calculation the OGT was 15.4 °C. Glucose
present increased relative to TA from 6.2 to 27.5 mg / dL (15-24°C) and a decrease
in CTMax 47.3 to 22.5 mg / dL (15-24°C). Osmoregulatory capacity of the C.
antennarius had an isosmotic relationship with the environment, they were no
significant differences (P<0.05) and CTMax had an slight change of hyperosmotic
(15°C) and then isosmotic point (18, 21 and 24°C). Hemocyanin concentration in
haemolymph had an increment in both groups control and experimental; 1.8 to
4. 1mmol/l and CTMax 3.08 to 10.03 mmol/ respectively. Immune responses not
present a pattern associated with the temperature, only acclimated to 19 °C
obtaining the highest count 9.1 * 1E +06 cells/ml and subjected to CTMax at
reduced in all temperatures including 19°C a count of 1.9*1E +06 cells/ml. The ions
in haemolymph in the rock crab, Sodium, Potassium and Chloride had a hypo ionic
relationship with respect to the external medium, and a calcium ratio hyper-ionic
relationship whit organism’s control, and the organism exposed to CTMax all of
them exhibit a hypo-ionic relationship.

Keywords: Cancer antennarius, preferred temperature, critical temperature
maxima, oxygen consumption.
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l. Introduccion.

La interaccion dinamica que existe entre el funcionamiento del mecanismo interno
de los organismos y el medio externo, permite comprender el potencial ecoldgico
de los organismos; por lo que es importante conocer esta interaccion dinamica
entre el medio y la capacidad metabdlica. Las respuestas metabdlicas de un
organismo a un cambio del medio son un indicador de la capacidad adaptativa de
los organismos, uno de los grandes retos de la adaptacion bioldgica es establecer
una explicacién significativa de las funciones internas de los organismos para

comprender los estresores externos (Bliss, 1983).

Los crustaceos representan un grupo unico de organismos de estudio debido a
que en el proceso evolutivo, varias especies han ocupado muy diversos habitats
gue van desde las profundidades del mar hasta las montafas, hasta los intestinos
parasitados asi como etapas de vida libre que se encuentran nadando libremente
en el océano (Bliss, 1983). Dentro de la clase decapoda se encuentran los
crustaceos principalmente marinos en términos de abundancia y diversidad,
también se incluye una variedad de agua dulce (Astacidos) y algunas formas
semiterrestres. Llamados asi debido a los 5 pares de patas toracicas que se
originan debajo del caparazon, varios de estos pares pueden terminar en pinzas
(quelas) o estar modificadas de otro modo para alimentarse, caminar, nadar,
triturar, de defensa o en algunos casos para la limpieza de las camaras

bronquiales (Felder et al, 2005).

Una especie de este orden es el cangrejo Cancer antennarius (Fig.1) el cual en la
region de Baja California México representa un recurso para el consumo humano,

y un comercio rentable en las costas del Pacifico.



Figura 1. Morfologia Cancer antennarius. Clase: Malacostraca Orden: Decapoda Familia:
Cancridae, especie: Cancer antennarius

Esta especie se encuentra distribuida geograficamente desde las costas de
Sequim, Estados Unidos de América hasta Baja California, México incluyendo la
isla de Todos los Santos, siendo mas abundante desde las costas de San
Francisco hasta Baja California. Su habitat se extiende desde la zona intermareal
baja hasta profundidades mayores de 100m, incluye sustratos de costas rocosas,

arrecifes submareales y coloniza substratos desde arena suave o gruesa.

Cancer antennarius conocido comunmente como cangrejo de roca café, es
moteado de color marrén oscuro dorsalmente (rara vez de manera uniforme de
color naranja o gris) y tiene manchas de color rojo sobre un fondo blanco
ventralmente. Tiene nueve dientes antero laterales, y el caparazén es mas ancho
en el octavo diente. Presenta un par de de antenas largas fuertes y pareadas (del
cual proviene su nombre) que se levantan entre los ojos retractiles. Las patas son
generalmente rugosas a lo largo de los bordes y pueden ser peludas
especialmente en las hembras y juveniles. Las pinzas o quelas son de color negro
(Carroll et al, 1989).



Tres especies simpatricas de Cancer se localizan en la zona Noreste del pacifico,
comunmente todas referidas como cangrejos de roca: C. antennarius Stimpson
(cangrejo de roca), C. productus Randall (cangrejo rojo), y C. anthonyi Rathbun
(cangrejo amarillo). Estos crustaceos habitan primordialmente las costas del
pacifico, en la cual C. antennarius es la que se presenta con mayor abundancia en
las zonas rocosas de las costas (Carroll, 1982).Sin embargo, en a nivel nacional
del género Cancer ubica el segundo puesto en explotacion seguida por C.
anthonyi, en lo cual en México se encuentran 8 de las 10 especies que habitan el
litoral del pacifico.

El tamafo de C. antennarius en su forma adulta puede exceder los 178 mm y
llegar a pesar 900 gr, correspondiente a un intervalo de 5 a 6 afios, lo cual hace de
este organismo, una especie deseable para la pescas comerciales. A pesar de no
tener un impacto comercial como Callinectes sapidus que esta restringido casi por
entero en el Golfo de México, estimandose que mas del 90 % que se consume en
el pais proviene de esa region (Roman, 1984), o bien C. arcuatus en la zona del
pacifico (Cortés, 2009); C. antennarius en la zona regional del municipio de

Ensenada es un importante recurso y de demanda comercial.

Para comprender las capacidades de adaptaciéon de Cancer antennarius o de
cualquier otra especie es necesario establecer parametros ante diferentes
cambios en el ambiente y como es que responden a estos. La adaptacion
fisiologica se refiere a un ajuste funcional, el cual favorece la actividad bioldgica
normal en un ambiente alterado o estresado, en un individuo puede llegar a
adaptarse en determinado tiempo, estos procesos son denominados ambientacion
o aclimatizacion, cuando se trata de un cambio fisioldgico, bioquimico o anatémico
de un organismo expuesto a una nueva condicion ambiental, la cual es causada
por una alteracion en su entorno natural. Durante la aclimatacién se observa el
mismo procedimiento pero los cambios son inducidos experimentalmente (Randall
et al. 1998).

El estrés ha sido definido por Selye (1950) como la suma de todas las respuestas

fisiologicas por medio de las cuales un individuo, trata de mantener o establecer



un metabolismo normal, haciendo frente a las consecuencias de un fendmeno
fisico o quimico. El estrés resulta de alteraciones bidticas o abidticas, sucesos que
prolongan los procesos homeostaticos o estabilizantes mas alla de su capacidad
para el control rutinario de los procesos fisioldgicos.

La termorregulacion es un mecanismo que utilizan los organismos para mantener
sus funciones vitales relativamente estables independizandose de los cambios
ambientales de la temperatura (Lagerspetz, 1974).

La preferencia térmica de un organismo, es una respuesta especifica que puede
variar de acuerdo a la edad, el peso, la disponibilidad de alimento, la estacién, la
calidad de agua, intensidad luminosa o bien por factores denso dependientes
como la competencia o presencia de patogenos, incluso a lo largo del dia (Pérez
et al., 2003). Para su determinacion, se han desarrollado dos métodos a partir de

la definicion bipartita propuesta por Fry (1947).

a) “Aquella temperatura en la cual la preferida es igual a la aclimatacién”.
b) “La temperatura alrededor de la cual los organismos de una especie se
congregan sin importar su historial térmico previo”.

Uno de los procesos mediante el cual se realiza una accion, contra un nivel de
estrés es la respiracion; primeramente son los requerimentos metabdlicos para
eliminar el dioxido de carbono y suministrar oxigeno gaseoso, el segundo son los
problemas del intercambio de gases interno y externo entre el medio y la sangre o
tejidos.

La cuantificacién de oxigeno y didxido de carbono en las respiraciones dependen
de dos factores: 1) los substratos metabdlicos y sus productos finales, y 2) la tasa
metabodlica. La primera puede ser analizada directamente mediante pruebas
bioquimicas. Y el segundo factor depende de un numero considerable de variables

internos y externos.

Las temperaturas criticas maximas o minimas definida como “el punto térmico en
el cual la actividad locomotora de los organismos comienzan a desorganizarse y

que pierden la habilidad de escapar de las condiciones que los llevara



rapidamente a la muerte, cuando estos son calentados o enfriados a una tasa
constante desde una temperatura previa de aclimatacion” (Cowles et al., 1944).
Esta definicion fue modificada en afios posteriores para incluir una variaciéon
estadistica y una estandarizacion de los métodos que incluye un calentamiento a
una tasa constante, que permite a la temperatura del cuerpo acoplarse a las
temperaturas de prueba sin que se produzca un retraso significativo (Lowe et al.,
1955; Hutchison, 1961,1976).

Los crustaceos que experimentan algun tipo de estrés responden a cambios
fisiologicos que comienzan en el sistema neuroendocrino, con las respuestas
metabdlicas (Glucosa), osmorregulatorias (iones y osmolaridad) y hematologicas
(numero de hemocitos) (Lockwood, 1967). Primeramente en la respuesta
metabdlica, la hormona hiperglucémica de crustaceos esta involucrada en la
regulacion de los niveles de glucosa en la hemolinfa, en un evento estresor, la
movilizacion de glucogeno intracelular y liberando glucosa, moviendo fracciones
extracelularmente o convirtiendo intracelularmente lactato por la via de la glucolisis
(Patterson et al.2007).

En los organismos acuaticos, la capacidad de osmorregulaciéon se puede definir
como la diferencia existente en el gradiente osmotico entre la hemolinfa y el medio
externo (Siebers et al., 1985). Para llegar a un estado homeostatico estos
crustaceos necesitan tres procesos (Moyes y Schulte, 2007):

e Regulacion osmatica, que controla la presion de los tejidos o de la célula
segun sea el caso y determina la fuerza impulsora del movimiento del agua

a través de las membranas bioldgicas.

e Regulacion ionica, que controla la composicion de estos en los liquidos
corporales.

e Eliminacion de compuestos nitrogenados como producto final del

catabolismo de los organismos en conjugacion con el sistema excretor.



Esta capacidad depende de distintos mecanismo, entre ellos y mas importantes es
la bomba Na™ -K*, la cual se activa para mantener niveles idnicos adecuados en el
organismo (Siebers et al., 1985). Con respecto al Ca*? se puede sefialar una
accion multifuncional en la que podria mencionarse la permeabilidad apical al ClI' y
a la estimulacion al transporte de K, asi como elemento activador del sistema
inmunologico de los crustaceos (Hochachka et al., 2002). El amonio es el mayor
producto final del catabolismo del nitrégeno en crustaceos 70-95% del nitrégeno
total expulsado, mediante tres procesos: a) la difusion pasiva de de iones de NH,"
contra un gradiente de concentracion, b) mecanismos de intercambio que
involucran captacion de Na* y eliminacién de NH,", ¢) difusion pasiva de NHs. La
excrecion puede hacer afectada con cambios de temperatura (Kaushik, 2000).

La hemocianina constituye un grupo de pigmentos sanguineos en los crustaceos
que de forma analoga a la hemoglobina, tiene como funcion principal el trasporte
de oxigeno que realiza el metal cobre presente en su estructura mediante la cual
realiza una reaccion reversible con el oxigeno. Tiene accion osmotica debido a
que es la mayor proteina en sangre ademas juega un rol importante con las
presiones osmoticas de la sangre asi como el gradiente ionico y la presion
hidrostatica.

La temperatura es uno de los factores extrinsecos que mas influye en los
mecanismos de la respuesta inmune. Asi cuando se presenta a condiciones
agudas o de tiempos prolongados conlleva a la supresién de la respuesta o un
desarrollo desmesurado de la misma, lo que puede desequilibrar al resto de
sistemas fisiologicos y desencadenar el desarrollo de enfermedades (Ruiz et al.,
2003). El mecanismo de defensa de los crustaceos se basa en la actividad de los
hemocitos contenidos en la hemolinfa y factores séricos, es por esto que se

realizaron parametros ante las diferentes temperaturas de aclimatacion.

En varios estudios temperatura-metabolismo, los organismos son sujetos a
temperaturas constantes por varios periodos de tiempo antes de que la prueba de
consumo de oxigeno sea determinada. Asi los datos de procedentes de estos
estudios son invaluables, ya que se puede apreciar la importancia fisiologica-



ecologica de estos resultados, ya que muchos crustaceos son sometidos a
habitats fluctuantes de temperaturas (Bliss, 1983).

Se ha encontrado que el incremento de la temperatura cerca de 4 °C acelera
significativamente el crecimiento el desarrollo larval en cangrejo amarillo, Cancer
anthonyi, criado en laboratorio, la duracion aproximada de desarrollo a una
temperatura de 18 °C fue de 45 dias y a 22 °C fue de 33 dias (Anderson et al,
1976). En lo cual la modificacién de la temperatura permite realizar variables a
nivel del laboratorio para reducir el tiempo en crecimiento sin perjudicar su nivel de
sobrevivencia y desarrollo. El elevar o disminuir la temperatura hasta ciertos
limites favorece el cultivo de la especie en acuicultura, con esto se reduce el
tiempo requerido para producir un animal con talla costeable y de mayor valor
comercial, asi como también permite producir mas generaciones por aino (Das et
al, 2004).



Il Hipotesis
EL cangrejo de roca (C. antennarius) tolera un amplio intervalo térmico por medio
del ajuste de sus respuestas fisiologicas, metabdlicas y hematolégicas asi como

una relacion entre ellas.



M. Objetivos

General:
Evaluar el comportamiento termorregulador y determinar la temperatura preferida

de Cancer antennarius expuesto a cuatro temperaturas de aclimatacion.

Particulares:
e Determinar la temperatura preferida de Cancer antennarius mediante el

meétodo agudo y gravitacional.

e Cuantificar la temperatura critica maxima de Cancer antennarius bajo 4

temperaturas de aclimatacion.

o Cuantificar las respuestas fisioldgicas, metabdlicas y hematologicas de los
organismos después de haber sido expuestos a las temperaturas de
aclimatacion y a la Temperatura critica maxima; evaluar los cambios en la
hemolinfa de la glucosa, la hemocianina, presion osmotica, el conteo total

de hemocitos. Asi como los iones Sodio, Potasio, Cloro y Calcio.



IV.  Materiales y Métodos

Coleccion de la especie Cancer antennarius

Se capturo a Cancer antennarius en el area de Eréndira Baja California (Fig.2),
con ejemplares de aproximadamente 230-260 gr en peso humedo, con un numero
aproximado de 92 organismos, recolectando al azar entre machos y hembras,
durante el mes de septiembre del 2012. Los cuales se trasportaron a las
instalaciones de CICESE, en hieleras el mismo dia de su captura. Se colocaron
en un estanque con capacidad de 2000 Its, los cuales estuvieron un dia a
temperatura oceanica de aproximadamente 22°C para evitar el estrés del
transporte y del manejo.

I Cancer antennarius

Figura 2. Distribucion de Cancer antennarius en la zona de recoleccion Ejido Eréndira,
Baja California (latitud 31°16'19.52"N, longitud 116°23'46.46"W). Imagen Linda Lara
2013
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Aclimatacion de Cancer antennarius

Se colocaron 24 especimenes a la temperatura de 24 °C en un sistema de mesas
que contiene 8 acuarios de fibra de vidrio con una capacidad de 50 Its (Fig. 3), y
asi sucesivamente se colocaron los diferentes especimenes de las temperaturas
de 21,18 y 15 °C de los cuales para cada temperatura 24, 24 y 20 especimenes
respectivamente, desfasados con intervalo de 2 dias para establecer sus 21 dias
de aclimatacion, dichas temperaturas se mantuvieron mediante calentadores de
1000 watts, y controlador térmico en el caso de 15 °C para mantener dicha
temperatura. Se mantuvieron con recambio de agua continuo, aireacion y se
alimentaron con pescado fresco ad libitum diariamente, ademas de limpieza en los

acuarios una vez al dia, para evitar posibles patogenos y contaminacion.

Figura 3. Mesas de aclimatacién en Laboratorio humedo, conectadas a sistema de
oxigenacion y de recambio contintio de agua de mar en un sistema cerrado.
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En la evaluacién diaria de temperatura en las estanques de aclimataciéon no se

presentaron fluctuaciones a través de los 21 dias (Tabla 1).

Tabla 1. Resultado del monitoreo de las temperaturas de aclimatacién (n=21). Media #
Desviacion estandar.

Temperaturas de Aclimatacion (°C)

15.1+£0.15 18+0.18 21.2+0.33 24.2+0.24

Temperatura preferida.

A) Método agudo.

En un gradiente horizontal térmico (Fig. 4) construido con un tubo de PVC de
aproximado 400 cm de longitud y 20 cm de diametro con 20 segmentos de 20 cm
de longitud cada uno. El cual se form¢ al colocar un calentador de 1000 W y una
entrada de agua fria en extremos opuestos, colocando piedras de aireacion para
evitar la estratificacion en la columna de agua, para generar un gradiente
aproximado de 10 a 34 °C a través de toda la columna, la cual fue medida por

termometros digitales colocados equidistantemente.
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Figura 4. Gradiente térmico horizontal. A) Enfriador Neslab HX-100, B) Calentador de
1000 W, C) termOmetros digitales, D) Segmentos de a través de la columna, E) Lampara
tungsteno, F) lampara infrarroja.

Se colocaron 4 organismos en cada evaluacidon hasta que sumaron un total de 16
organismos por cada temperatura, los cuales eran introducidos en el segmento
con la temperatura semejante provenientes de su aclimatacién, no se les
proporciono alimento 24 hrs previo al experimento. Cada organismo fue
etiquetado colocando una marca plastica redonda pegada en el cefalotérax para
poder tener un control constante de su comportamiento y asi registrar la posicion
de los organismos en el gradiente asi como de la temperatura, la cual se registro

cada 10 minutos durante 2 horas.

B) Método gravitacional

Para la determinacion de la temperatura preferida mediante el método
gravitacional se llevo a cabo por el mismo gradiente descrito en el método agudo,
con organismos al azar previamente aclimatados a 15 °C durante 21 dias, se
colocaron 4 organismo por evaluacion, previamente etiquetados se registro la

ubicacion de los organismos asi como la temperatura cada hora en un ciclo de 24
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horas simulando un ciclo de dia/noche (12 h luz/ 12 h obscuridad), con un periodo

de transicion gradual entre ambos de aproximadamente 30 min.

Mediciéon de consumo de oxigeno.

En un respirometro semiabierto (Fig. 5), el cual estda conectado a camaras
respiratorias de tal forma que se deposito un organismo por camara con un total
de 13 camaras, los cuales se colocaron en las camaras respiromeétricas entre 12 y
18 horas antes de iniciar las mediciones para evitar estrés en su manejo, y una
camara sin organismo que identificaremos como control para corregir el consumo
de oxigeno. Estos especimenes sometidos a la medicion se dejaron de alimentar
24 horas previas al experimento de consumo de oxigeno, se tomaron las lecturas
de oxigeno disuelto por camara, con un oximetro YSI 52. Se tomaron dos
muestras de agua para cuantificar la concentracion de oxigeno, la inicial en la cual
estaba el sistema se encontraba “abierto” en la cual el flujo del agua era continuo
en cada camara, una vez tomada esta lectura se cerraron las camaras en el cual
el sistema se encontraba “cerrado” por un lapso de 1 hora para medir la

concentracion final de oxigeno disuelto.

Se realizo el calculo para determinar el consumo de oxigeno de los organismos en

las diferentes temperaturas de aclimatacion, mediante la siguiente ecuacion.
TCO= (Ct-Co) V/ (W x T) (1)

Donde Ct-Co; es el cambio en el contenido de oxigeno (mg O, h™'Kg™'), V es el
volumen del matraz control antes y después de las pruebas (Lts), W es el peso de
Cancer antennarius (Kg) y T tiempo de duracion (h).
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Figura 5. Respirometro. Se observa las camaras respiratorias, en las cuales se
encuentran los organismos a evaluar, conectadas a un flujo continuo de agua.

Temperatura critica maxima

Se seleccionaron 10 organismos en total por cada temperatura de aclimatacion a
15, 18, 21 y 24 °C, a los cuales no se les proporciono alimento 24 horas previas al
experimento, se colocaron en acuarios de vidrio para observar los organismos, y
mediante un calentador de 1000W se incremento la temperatura del agua en un
grado centigrado por 2 minutos, esto para establecer que el calor percibido por el
organismo seria igual al del medio, se llevo el registro del comportamiento del
organismo a través de cada grado centigrado incrementado. Como indicador del
punto temperatura critica maxima (TCMax) se observo incremento de actividad,
espasmos musculares y la pérdida del equilibrio en los organismos.

Una vez alcanzado la temperatura critica maxima se retiraron inmediatamente del
acuario experimental para proceder con la extraccion de hemolinfa para la
determinacidén de glucosa, conteo total de hemocitos, presidbn osmdtica e iones

(Na*, K*, CI' y Ca*?). A los organismos control se les extrajo hemolinfa sin ser
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sometidos a la temperatura critica maxima con un total de 5 organismos por

temperatura de aclimatacion.

Glucosa

La determinacion cuantitativa de glucosa se realizo por el método enzimatico
colorimétrico de punto final (Trinder) por un reactivo comercial. La glucosa es
oxidada en presencia de glucosa oxidasa, el peroxido de hidrogeno formado,
reacciona bajo la influencia de peroxidasa con fenol y 4-aminoantipirina para
formar un complejo rojo-violeta de quinona. La intensidad del color es proporcional

a la concentracion de glucosa.

Procedimiento:
Se colocaron en una microplaca de 96 pocillos los volumenes que se muestran en
la tabla 2.

Tabla 2. Distribucién de reactivo para determinaciéon de glucosa. *Estandar de
glucosa (100 mg/dL): 100mg/dL (5.56mmol/L) de glucosa en solucién acuosa de
benzoico.

Reactivo Blanco Estandar Muestra
Reactivo color (pL) 200 200 200
Estandar*(pL) . 20
Muestra (pL) : : 20

Una vez contenido los volumenes se dejaron reposando por 20 minutos a
temperatura ambiente, después se realizo la lectura en el lector de placas

Benchmark Bio-Rad (Fig. 6) a una longitud de onda de 505 nm.
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Figura 6. Lector de placas Benchmark Bio-R. Se observa placa con reaccion en proceso
para la determinacién de glucosa.

Los resultados se derivaron de la siguiente ecuacion:
Glucosa (mg/dL) = (Am/Ae) (100) (2)
Donde Am y Ae, son los valores de las absorbancias de la muestra y el estandar

respectivamente, y 100 la concentracién del estandar (mg/dL).

Presion osmética.

Esta se midié por medio del osmémetro de vapor Wescor (Fig. 7), en el cual el
elemento de deteccidon es un higrometro de termopar de hilo fino. Este se
suspende en un soporte exclusivo todo de metal, que cuando se junta con el
portamuestras forma una pequefia camara que encierra la muestra. A medida que
se equilibra la presiéon de vapor en el espacio de aire de la camara, el termopar
detecta la temperatura ambiente del aire, estableciendo el punto de referencia

para la medicion. Bajo control electronico, el termopar busca entonces la
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temperatura del punto de rocio dentro del espacio cerrado, dando una sehal
proporcional al diferencial de temperatura. La diferencia entre la temperatura
ambiente y la temperatura del punto de rocio es la depresion de temperatura del

punto de rocio — funcidn explicita de la presion de vapor de la solucién.

Procedimiento.
Se colocaron 10 yl de hemolinfa proveniente de los organismos sometidos al
TCMax asi como sus respectivos controles y se coloco en un disco de muestra en

la depresidn central del portamuestras, los resultados se reportan en 80 segundos

(mmol/Kg)

Figura 7. OsmOmetro de presion de vapor Wescor VAPRO 5520.
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Hemocianina.

Las concentraciones de hemocianina se determinaron por medio de
espectrofotometria evaluando los organismos a las diferentes temperaturas de

aclimatacién y los provenientes de la temperatura critica maxima.

Procedimiento

Se colocaron 10 yl de hemolinfa en 990 pl de agua destilada en una cubeta de
cuarzo, para después leer la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm. La
concentracion de la hemocianina se determino con el coeficiente extincion en base

a la subunidad de 74000Da para crustaceos

Conteo total de hemocitos

Por medio de un contador celular automatizado TC10 (Fig. 8), se llevo a cabo el
recuento total de hemocitos de la muestra de hemolinfa tomada de cada
organismo sometido a TCMax asi como los controles de cada temperatura de

aclimatacion.

Procedimiento.

Se depositaron 10 yl de hemolinfa provenientes de los organismos sometidos a
TCMax asi como los controles de cada temperatura de aclimatacién en una
camara de un dispositivo de conteo, el cual se le inserto en una ranura externa del
equipo TC10 y automaticamente nos da un resultado del conteo total de células

por mililitro en 30 segundos.
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Figura 8. Contador automatizado TC10 Bio-Rad, realizando conteo de hemocitos.

Cuantificacion de lones

A) Sodio

La determinacién cuantitativa de Sodio se llevo a cabo por el método Mg-
Uranilacetato por medio de un kit comercial. El Sodio precipita con Mg de acetato
de Uranilo; los iones de Uranilo en suspensién forman un complejo de color
marron-amarillento con acido tioglicélico. La diferencia entre el blanco del reactivo

(sin precipitacion de Sodio) y la muestra es proporcional a la concentracién de
Sodio.
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Procedimiento.

Preparacion del sobrenadante libre de proteinas.

Se anadi6 100 pyL de hemocianina, después se anadio 100 pyL de reactivo
precipitante (solucidn acuosa de Acido tricloroacético), reposando por 5 minutos
para enseguida centrifugar por 5 minutos a 6400 RPM.

En tubos eppendorf de 200 uL se colocaron los volumenes mostrados en la tabla

3.

Tabla 3. Distribucién de reactivos para la determinacién de Sodio.

Reactivo Blanco Estandar Muestra
Reactivo color (uL) 500 500 500
Estandar (uL) : 100
sobrenadante (uL) : : 100
Agua destilada (pL) 100

Se mezclaron y se dejo reposar por un intervalo de 10 minutos a temperatura
ambiente, después se agitd vigorosamente por 30 segundos y se centrifugd por 5
minutos a 6400 RPM, el sobrenadante se colocé en una microplaca de 96 pocillos
y se realizo la lectura a 420nm en un lector de placas.

Los resultados se derivaron de la siguiente ecuacion:
Sodio (mmol/L) = [ Abs (RB)- Abs(U) / Abs(RB) — Abs(S) ] X140 (3)

Donde Abs (RB), Abs (U) y Abs (S) representan las absorbancias del blanco
reactivo, muestra y estandar respectivamente y 140 es el valor equivalente del
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estandar de sodio en mmol/L. A los resultados obtenidos se les realizo la

conversion a meq/L

B) Potasio

La determinacion cuantitativa de Potasio se llevd a cabo por el método
turbidimétrico por medio de un kit comercial. Los iones Potasio en un medio
alcalino libre de proteinas reaccionan con el tetrafenilborato de Sodio para
producir una suspension turbia finamente dispersa de tetrafenilborato de potasio.
La turbidez es proporcional a las concentraciones de Potasio.

Procedimiento.

Se realizé a cabo la preparacién del sobrenadante libre de proteinas, afadiendo
10 pyL de la muestra a valorar a tubos eppendorf de 200 pL etiquetados, se
anadieron 500 pL de solucion acuosa de acido tricloroacético (TCA) 0.3 mmol/L a
cada tubo, mezclandose vigorosamente, se dejoé reposando por 5 minutos y se
procedié a centrifugar a 6400 RPM durante 5 minutos. Una vez extraido el

sobrenadante se realizaron las mezclas de volumenes (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucién de reactivos para la determinacién de Potasio. * 1 volumen de borato de
Potasio con 1 volumen de Hidréxido de Sodio. **Solucién de cloruro de Potasio en TCA acuoso
(0.3 mmol/L).

Reactivo Blanco Estandar Muestra
Reactivo de 200 200 200
trabajo*(pL)
Estandar**(pL) . 20
Sobrenadante (uL) : : 20
Agua destilada (pL) 20
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Una vez contenido los volumenes se dejaron incubando los tubos a temperatura
ambiente por 5 minutos, después se realizé la lectura en el espectrofotometro a
una longitud de onda de 580nm. Los resultados se derivaron de la siguiente
ecuacion:

Potasio (mmol/L) = (Am/Ae)(4) (4)
Donde Am y Ae, son los valores de las absorbancias de la muestra y el estandar
respectivamente, y 4 la concentracion del estandar (mmol/L). A los resultados

obtenidos se les realizo la conversion a meq/L

C) Cloro

La determinacion cuantitativa de Cloro se llevd a cabo por medio de un kit
comercial, el cual fundamento de la reaccion; los iones de Cloro reaccionan con el
complejo mercurio tiocianato formando cloruro de de mercurio e iones de
tiocianato. Los iones de tiocianato reaccionan con los iones de Hierro presentes en
el reactivo, formando un complejo coloreado, la intensidad del color es

directamente proporcional a la concentracién de Cloro en la muestra.

Procedimiento.
En una microplaca de 96 pocillos se realizaron una distribucion de reactivos para

la determinacién de Cloro (Tabla 5).

Tabla 5. Distribucién de reactivos para la preparaciéon de Cloro. *Nitrato Mercurio (0.105
mM), Mercurio Tiocianato (1.01 mM), Nitrato de Hierro (37.36mM), en soluciéon acido-
metanol. **Cloro en solucién estabilizada 100 meq/L.

Reactivo Blanco Estandar Muestra
Reactivo *(uL) 200 200 100
Estandar**(pL) : 2
muestra (uL) : : 2

23



Una vez contenido los volumenes se incubo los tubos a temperatura ambiente por
5 minutos, después se realizo la lectura en el espectrofotdmetro a una longitud de
onda de 550nm. Los resultados se derivaron de la siguiente ecuacion:

Cloro (meq/L) = (Am/Ae) (100) (5)
Donde Am y Ae, son los valores de las absorbancias de la muestra y el estandar
respectivamente, y 100 la concentracion del estandar (meq/L).

D) Calcio

La determinacion cuantitativa colorimétrica de Calcio, se llevd a cabo por la
reacciéon de punto final por medio de un kit comercial, en el cual el Calcio se
disocia de las proteinas en solucion acida, seguida por una reaccion directa con
orto-cresolftaleina-complexona (OCPC). En un subsecuente medio alcalino el
complejo Ca-OCPC forma un color purpura. La cantidad de Calcio en la muestra

es proporcional al color desarrollado en la reaccion.

Procedimiento.
En una microplaca de 96 pocillos se colocaron los volumenes para la reaccién

correspondiente (Tabla 6).

Tabla 6. Distribucion de reactivos para la determinacién de Calcio. *o-cresoltaleina
complexona (0.10 mmol/L) y 8-hidroxiquinoleina (17.2 mmol/L) en acido clorhidrico diluido.
*#*2-amino-2-metil-1-propanol (970 mmol/L) en cianuro potadsico acuoso. **Estandar de
Calcio total (10 mg/dL).

Reactivo Blanco Estandar Muestra
Reactivo de 100 100 100
color*(uL)
Estandar**(pL) : 2
Reactivo Base*** 100 100 100
(uL)
muestra (uL) . . 2
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La Absorbancia de Estandar y muestra frente al blanco de reactivo se leyé a
550nm. Los resultados se derivaron de la siguiente ecuacion:

Calcio (mg/dL) = (Am/Ae) (10) (6)
Donde Am y Ae, son los valores de las absorbancias de la muestra y el estandar
respectivamente, y 10 la concentracion del estandar (mg/dL). A los resultados

obtenidos se les realizo la conversion a meq/L

Analisis estadisticos

Los datos se capturaron en Excel y se analizaron mediante el programa SigmaPlot
12.0, se obtuvieron la estadistica basica para cada evaluacion y se sometieron a
pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianza; se aplicé el
Analisis de varianza de una via, y el método de Holm-Sidak para la comparacion
multiple para determinar si habia diferencias significativas (P<0.05). Cuando los
datos no cumplieron con los supuestos de normalidad se compararon con analisis
no paramétricos, realizando la prueba de rangos de Kruskal-Wallis, a los datos
para el método agudo se les realizo la prueba de Tukey para la comparacion
multiple y para el método gravitacional el método de Dunn’s.
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VI. Resultados.

Temperatura preferida

Los cangrejos aclimatados prefirieron temperaturas mas bajas con respecto a las
temperaturas de su procedencia. El coeficiente de correlaciéon de Pearson (0.915)
demostré que hay una relacidn entre las temperaturas. Las temperaturas
preferidas fueron dependientes de la temperatura de aclimatacion (Tabla 7). El
preferendum térmico final se obtuvo graficamente trazando una linea de igualdad
entre la temperatura preferida y la temperatura de aclimatacion, en donde se
obtuvo el preferendum térmico final de 15.2 °C (Fig. 9).

Tabla 7. Preferencia térmica aguda de Cancer antennarius. Temperatura de aclimataciéon (TA),
Temperatura preferida (TP), Mediana e intervalos de confianza.

TA TP 25% 75%
1511 15.4 14.4 15.8
1811 171 16.8 17.3
21+1 21.4 211 21.6
241 21.8 21.3 22.1

Obtenida la temperatura preferida final, se calculo la temperatura Optima de
crecimiento mediante la ecuacion de Jobling (1981), se presenta un analisis de
regresion lineal entre la temperatura preferida final (Y) y el crecimiento 6ptimo (X).

Y=1.05X-0.53 (7)

Dando como resultado 14.9°C la temperatura 6ptima de crecimiento.
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Método Agudo

Se presentaron diferencias significativas (P<0.05) en la prueba a posteriori de
Tukey de comparacion multiple entre los grupos de 15y 24°C, 18 y 21°C. Ademas
se estableci6 la temperatura preferida final en 15.2°C.

Temperatura preferida °C

12 T T T

12 15 18 21 24

Temperatura de aclimatacion °C

Figura 9. Temperatura preferida final de Cancer antennarius mediante el método

agudo. La zona delimitada por los puntos representa los intervalos de confianza de las
medianas al 95%.

Método Gravitacional.

Los organismos presentaron una mayor movilidad y desplazamiento en el
gradiente térmico en el dia, en la noche se observé una movilidad a zonas de baja
temperaturas (Fig. 10), en donde la media de la temperatura del comportamiento
diurno oscil6 en 15.58+1.8 °C y la nocturna 13.11+0.57 °C. Estableciendo un

aproximado de 3 grados de diferencia entre un ciclo normal de 24 horas de estos
organismos.
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Figura 10. Comportamiento de C. antennarius en un ciclo de 24 hrs (12/dia, 12 /noche)
dentro de un gradiente térmico. Media * Desviacion estandar.

Consumo de Oxigeno

El consumo de oxigeno se incrementé conforme con la temperatura de
aclimatacién al cual fueron sometidos los organismos, a nivel estadistico las
diferencias fueron significativas (P<0.05), el valor de Q10 mostré6 una mejor
adaptacion en el intervalo térmico de 15- 18 °C, es decir la temperatura de
aclimatacién no repercutio en el metabolismo de los organismos y realiza una
compensacion total a diferencia de los intervalos 18 -21°C y 21- 24°C que solo lo
hacen de manera parcial con un déficit de oxigeno (Fig.11).
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Tabla 8. Consumo de oxigeno y valor de Q10 en Cancer antennarius aclimatados a cuatro
temperaturas. Temperatura de aclimatacién, consumo de oxigeno VO,. Mediana e intervalos
de confianza. Los superindices representan las diferencias significativas (P<0.05) entre los
grupos.

TA (°C) VO,(mg O h™" Kg-") Intervalo Q10
térmico (°C)
15+1 6.572
18+1 7.79° 15-18 1.76
21+1 7.64° 18 - 21 0.93
24+1 9.92° 21-24 2.39
16 7
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Figura 11. Consumo de oxigeno (VO:) de Cancer antennarius aclimatados a 15, 18,
21y 24°C. La zona delimitada por puntos representa los intervalos de confianza de
las medianas a 95%.
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Temperatura critica maxima

La temperatura critica maxima aumenté conforme a las temperaturas de

aclimatacién de 31.5 a 32.8°C (Tabla 9) encontrando diferencias significativas

(P<0.05) con excepcidon del ultimo grupo de 21 y 24 ° C en donde se

mantuvieron las mismas condiciones de resistencia. De esta manera la

temperatura de aclimatacion se vio reflejada con una adaptacion parcial al

incremento de temperatura (Fig. 12).

Tabla 9. Temperatura critica maxima en Cancer antennarius.

Temperatura de

aclimataciéon (TA), Temperatura critica maxima (TCMax). Mediana e intervalos de

confianza al 95%.

TA (C°) TCMax (°C) 25% 75%
151 315 31.2 316
18+1 31.8 31.5 32

21+1 32.7 32.7 32.9
24+1 32.8 32.5 33.1
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Figura 12. Temperatura critica maxima de C. antennarius aclimatado a diferentes
temperaturas. La zona delimitada por los puntos representan los intervalos de
confianza de las medianas al 95%.

Glucosa

En glucosa hubo diferencia significativa (P<0.05) entre las temperaturas de
aclimatacién la cual iba en incremento conforme mas elevada la temperatura a la
cual fueron aclimatados en el orden 15 a 24°C (Tabla 10). Por el contrario, con los
organismos expuestos a TCMax hubo un decrecimiento en los niveles de glucosa
en funcién de la temperatura de aclimatacion en el orden 14 a 24°C (Fig.13).
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Tabla 10. Niveles de glucosa en

las diferentes temperaturas de aclimatacién y en respuesta a

la temperatura critica maxima. Media * Desviacién estandar. Los superindices representan las
diferencias significativas (P<0.05) en los grupos correspondientes.

Controles (mg/dL)

15°C 18°C 21°C 24°C
6.8+0.18° 10.3+0.97° 18+2.15° 27.5+1.91¢
Experimentales (mg/dL)
15°C 18°C 21°C 24°C
47.3+3.972 38.4+2.5° 27+2.3° 22.5+2.22¢
60 1
—e— Control
--® .- Experimental
50 - T
L
- 40 A T
K 1
E 30
Lo
D T 1
10 A I
0 T T T T
15 18 21 24

Figura 13. Niveles de glucosa

Temperatura de aclimatacion (°C)

de Cancer antennarius sometido a temperatura critica

maxima con relacion a las temperaturas de aclimatacion. Media * Desviacion estandar.
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Presion osmotica

En la capacidad osmorreguladora para las temperaturas de aclimatacion no hubo
una diferencia significativa presentando una relacion isosmaética en relacion con el
medio (Tabla 11). Por el contrario los especimenes sometidos a TCMax
presentaron diferencia significativa en donde los aclimatados a 15°C tuvieron una
relacion hiperosmotica posteriormente se estabilizaron conforme la temperatura de

aclimatacion aumenta (Fig.14).

Tabla 11. Capacidad osmorreguladora en las diferentes temperaturas de aclimataciéon y en
respuesta a la temperatura critica maxima. Media + Desviacién estandar. Los superindices
representan las diferencias significativas (P<0.05) en los grupos correspondientes.

Controles (mmol Kg™)
15°C 18°C 21°C 24°C
995.5+1.52 995.2+2.49 996.2+1.92 996+2.55
Experimentales (mmol Kg™)
15°C 18°C 21°C 24°C

1011.3+4.85° 1001.8+4.3°  990.9+4.68° 994.1+4.7°
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Figura 14. Capacidad osmorreguladora de C. antennarius con relacién a la temperatura
de aclimatacion con la temperatura critica maxima. Media+ Desviacion estandar.

Hemocianina.

Los niveles de hemocianina en hemolinfa de Cancer antennarius aclimatados a
diferentes temperaturas presentaron diferencias significativas, el incremento fue
proporcional a la temperatura aclimatada (Tabla 12). Por otra parte los organismos
expuestos a la temperatura critica maxima presentaron diferencias significativas y
a su vez un aumento proporcional al doble en el cual fueron aclimatados

presentando un impacto al incremento de la temperatura (Fig. 15).
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Tabla 12. Concentracién de hemocianina en las diferentes temperaturas de aclimatacién y en
respuesta a la temperatura critica maxima. Media+ Desviacion estandar. Los superindices
representan las diferencias significativas (P<0.05) en los grupos correspondientes.

Controles (mmol/L)
15°C 18°C 21°C 24°C
1.8+0.33% 2.620.15° 3.3+0.23° 4.1+0.09¢

Experimentales (mmol/L)

15°C 18°C 21°C 24°C
3.08+0.44° 5.16+0.47° 5.96+0.27°¢ 10.03+0.52°¢
12 A
10 A M
I Control

[ Experimental

Hemocianina (mmol/l)
o
1
|

15 18 21 24

Temperatura de aclimatacion (°C)

Figura 15. Concentracion de hemocianina de Cancer antennarius sometido a

temperatura critica maxima con relacion a las temperaturas de aclimatacion. Media+
Desviacion estandar.
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Conteo total de hemocitos.

En el conteo total de hemocitos existio una diferencia significativa (P<0.05) entre
las temperaturas de aclimatacion, con un incremento notable en la temperatura de
18°C (9.1E+06 cél/ml) (Tabla13). Por su parte, en el conteo de hemocitos en los
organismos que se sometieron a la temperatura critica maxima se observa una
diferencia significativa solamente con los aclimatados a 18°C en comparacion con
el resto del grupo, ademas de observar como el incremento de la temperatura tuvo
un impacto directo de manera general con los hemocitos reduciendo su numero en
hemolinfa (Fig. 16).

Tabla 13. Conteo total de hemocitos en temperatura de aclimatacién y los organismos
sometidos a temperatura critica maxima. Media *Desviaciéon estandar. Los superindices
representan las diferencias entre los grupos correspondientes.

Controles (células/ml *1E+06)
15°C 18°C 21°C 24°C
6.5+0.22° 9.1 +0.4° 3.9 +0.34° 4.5 +0.37°
Experimentales (células/ml *1E+06)
15°C 18°C 21°C 24°C

1.2+0.25° 1.940.45° 1.3+0.47° 1.1+0.24°
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Figura 16. Conteo total de hemocitos de Cancer antennarius sometido a temperatura
critica maxima con relacion a las temperaturas de aclimataciéon. Media * Desviacion
estandar.

Cuantificacion de lones
A) Sodio

Los niveles de Na® en las diferentes temperaturas de aclimatacién presentaron
una diferencia significativa (Tabla 14), en lo cual cabe destacar el alto nivel de Na*
para el grupo de de aclimatacion de 24°C (465+6.0 meq/L). Los niveles de Na* en
los organismos sometidos a la temperatura critica maxima presentaron diferencias
significativas (P<0.05), pero el incremento de la temperatura no afecto de manera
gradual los niveles de Na* ya que se mantuvieron en el margen de los que no

estuvieron sometidos en TCMax (Fig. 17).
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Tabla 14. Niveles de Na* en Cancer antennarius en los diferentes temperaturas de
aclimataciéon y en los organismos sometidos a temperatura critica maxima. Media #
Desviacion estandar. Los superindices representan una diferencia significativa en su grupo
correspondiente.

Controles (megq/L)
15°C 18°C 21°C 24°C
387.1+8.3° 398.2+11.3*°  411.249.3° 465+6.0°
Experimentales (meg/L)
15°C 18°C 21°C 24°C

387.9+10.9° 405.6x11.7° 425+10.4° 424+13.5°

480 1

—&— Control I
460 - Experimental

440 -

420 - 1

Sodio (meq/L)

400 -

380 A T

360 T T T T
15 18 21 24

Temperatura de aclimatacion (°C)

Figura 17. Niveles de Na* en Cancer antennarius sometido a temperatura critica
maxima con relacion a las temperaturas de aclimatacion. Media * Desviacion estandar.
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B) Potasio

En los niveles de K' se encontré una diferencia significativa (P<0.05) en la
temperatura de aclimatacion de 21°C en comparacion con las restantes
temperaturas de aclimatacion (15,18 y 24°C) (Tabla 15). Los niveles de K* en los
organismos sometidos a la temperatura critica maxima mantuvieron una diferencia
significativa, pero en este caso la temperatura de aclimatacion de 15°C se
mantuvieron muy bajos, pero los niveles de K" no se vieron afectados

directamente por el incremento de temperatura (Fig.18).

Tabla 15. Niveles de K+ de Cancer antennarius en las diferentes temperaturas de aclimatacion
y en los organismos sometidos en la temperatura critica maxima. Media+ Desviacién estandar.
Los superindices representan las diferencias significativas de los grupos correspondientes

Controles (meq/L)
15°C 18°C 21°C 24°C
3.9+0.14 4.14+0.13 4.89+0.22 3.82+0.24
Experimentales (meg/L)
15°C 18°C 21°C 24°C

2.9+0.16 3.7+.12 3.8+£0.91 3.9+0.91
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Figura 18. Niveles de K+ en Cancer antennarius sometidos a la temperatura critica
maxima con relacion a la temperatura de aclimatacion. Media * Desviacion estandar.

C) Cloro

Los niveles de cloro presentaron diferencias significativas entre las temperaturas
de aclimatacion (Tabla 16), no hubo una tendencia o relacién con los niveles de
cloro, al contrario de los organismos expuestos a la temperatura critica maxima
que presentaron una diferencia significativa (P<0.05) y un decremento de los
niveles de cloro conforme a la temperatura de aclimatacién de 356 a 325 meq/L
(Fig. 19).
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Tabla 16. Niveles de Cl- en C. antennarius en las diferentes temperaturas de
aclimatacién y en los organismos sometidos a la temperatura critica maxima. Media+
Desviacion estandar. Los superindices representan las diferencias significativas
correspondientes a cada grupo.

Controles (meq/L)
15°C 18°C 21°C 24°C
355+5.1° 376+2.8° 362+5.2° 344+4.3¢

Experimentales (meg/L)

15°C 18°C 21°C 24°C
356+3.5° 344+3.6° 336+3.7° 325+2.4°
390 1 —&— Control
Experimental

380 A I
370 A
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3 |
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Figura 19. Niveles de cloro de C. antennarius sometido a la temperatura critica maxima
con relacion a la temperatura de aclimatacién. Media+ Desviacion estandar.

41



D) Calcio

Los niveles de calcio presentaron diferencias significativas (P<0.05) en las
temperaturas de aclimatacién (Tabla 17), donde no se encontraron tendencias por
aclimatacién. En los organismo expuestos a la temperatura critica maxima se
encontraron diferencias significativas, se encontré un incremento de acuerdo al
rango de 15 — 21°C, y la temperatura critica maxima tuvo un efecto en decrecer
los niveles de calcio en hemolinfa sobre la temperatura de aclimatacion (Fig. 20).

Tabla 17. Niveles de Ca*2 en C. antennarius en las diferentes temperaturas de
aclimatacién y en los organismos sometidos a la temperatura critica maxima. Media*
Desviacion estandar. Los superindices representan las diferencias significativas
correspondientes a cada grupo

Controles (meq/L)
15°C 18°C 21°C 24°C
16.8+0.3° 15.4+0.2° 16.6+0.2° 17.6+0.3°
Experimentales (meq/L)
15°C 18°C 21°C 24°C

6.6+0.5° 11.6£0.5° 13.7+0.3° 10.2+0.8°
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Figura 20. Niveles de calcio de C. antennarius sometido a la temperatura critica maxima
con relacion a la temperatura de aclimataciéon. Media+ Desviacion estandar.
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VIIl. Discusion.

La temperatura preferida final de C.antennarius fue independiente a las
temperaturas de aclimatacion. Estos resultados fueron similares con los
reportados por Curtis y McGaw (2012) en Cancer magister (Dana), McGaw (2003)
en Hemigrapsus nudus; los cuales comparten la zona intermareal con el mismo

habitat y las fluctuaciones de temperatura a través del afio.

La temperatura preferida final de Cancer antennarius y la temperatura optima de
crecimiento fueron de 15.2 y 14.9°C respectivamente, en donde se obtuvo una
relacion con el porcentaje de sobrevivencia en las diferentes temperaturas de
aclimatacién, a 15 °C se obtuvo el 74% de sobrevivencia y en los de 24 °C fue del
62% en la cual se obtuvo el porcentaje mas alto de mortandad, debido a que se
encontraban sometidos a un nivel alto de estrés, comprometiendo sus principales
funciones vitales. Donde los organismos aclimatados a 15°C la muerte
principalmente procedia de canibalismo debido a su proximidad a la temperatura
optima y ocurria depredacion intraespecifica en la cual es habitual en este género

cuando se encuentran en condiciones Optimas.

El patron temporal de los movimientos diarios de crustaceos intermareales esta a
menudo fuertemente afectado por el régimen de mareas (Reese, 1969), los
crustaceos tienen ritmos biolégicos que coinciden con algunas variaciones ciclicas
de su entorno, siendo comunes los patrones de actividad circadiana (De Coursey,
1983, Webb, 1983).

La temperatura preferida a través del ciclo circadiano fue de 15.5°C y la nocturna
de 13.1°C, representando como los crustaceos escogen temperaturas altas en el
dia y generan mayor movimiento, y en la noche escogen temperaturas mas bajas
y generan menor movimiento, esto se le atribuye a los patrones de predacion y
canibalismo (Stoner et al 2010). Ademas el consumo de alimento se incrementa
directamente proporcional con la temperatura de aclimatacion (Pienkowski, 1983).

Cancelo (2010) representd la movilidad del cangrejo ermitafio Clibanarius

aeguabilis en funcion de la temperatura, observandose un mayor avance en el dia
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en un intervalo de 20°C. Diaz et al (2004) describieron a Panulirus interruptus la
cual prefiere zonas mas frias en el dia y zonas con una temperatura mas elevadas
en la noche, lo que atribuyen a la propuesta de la hipotesis bioenergética de Brett
(1971) que menciona que los organismos utilizan el comportamiento
termorregulador para favorecer el balance metabdlico diario y preservar la energia

cuando el alimento es limitante en el habitat.

La tasa respiratoria, medida en términos de consumo de oxigeno ha sido
comunmente usada como una aproximaciéon a la tasa metabdlica en animales
acuaticos y terrestres (DaDoud et al, 2007). Es decir a mayor tasa de consumo de
oxigeno mayor sera la tasa metabdlica en la cual el organismo se encuentra
sometido ante un factor que compromete su estado homeostatico. En este estudio
se observa el incremento del consumo de oxigeno directamente proporcional a la
temperatura de aclimatacién, en el cual el organismo se encuentra en condiciones
que repercuten su estabilidad en el nivel basal para llevar a cabo sus funciones

primarias.

Los resultados obtenidos fueron similares con los reportados por Dehnel (1957)
en Hemigrapsus oregonensis y Hemigrapsus nudus, Gonzalez (2010) en
Litopenaeus vannamei, Robert (1957) en Pachygrapsus crassipes, Tashian (1956)
en Uca pugnax y Uca speciosa, en condiciones donde se detecta el impacto del

aumento de la temperatura de aclimatacion.

Estimar el efecto en la tasa de consumo de oxigeno es una expresion conveniente
de la actividad metabdlica total de un organismo, generalmente un aumento de
10°C causa un incremento de alrededor de dos a tres veces de incremento
metabdlico sobre la tasa de consumo de oxigeno (Schimdt-Nielsen, 1997),
(Q10).En este estudio el valor de Q10 en el rango de 15-18°C fue de 1.76, el cual
representa una compensacién completa, la cual la temperatura no afecta la tasa
metabdlica, y presenta una mayor adaptacién para el mantenimiento de su
homeostasis (Dent, Lutterschemidt, 2003) coinciden con McGaw (2012) en
Carcinus maenas.. En contraste con el valor de Q10 en el rango de 22-25°C fue
de 2.39, en la cual representa un incremento en la tasa metabdlica, debido a que

45



hay un decremento en la concentracion de enzimas provenientes del ciclo de
Krebs y de la cadena de transporte de electrones, esto hace que el metabolismo
se acelere, generando un mayor consumo de oxigeno para compensar los ciclos
metabdlicos (Hill, 2004)

La temperatura critica maxima es considerada un buen indicador de la tolerancia
térmica, que permite la identificacion de las temperaturas a las cuales los primeros
signos de estrés aparecen y es modificada por temperaturas estacionales y por
temperaturas de aclimatacion (Pérez et al 2003). En este estudio cuando la
temperatura de aclimatacion se incrementé (15°C a 24°C), la tolerancia térmica del
cangrejo aumento de 31.5 a 32.8°C, lo cual indica una adaptacion a la temperatura
de aclimatacion a la cual es sometido el organismo, estudios similares reportan el
mismo comportamiento adaptativo como McGaw (2003) en Hemigrapsus nudus,
Kelley (2011) en Carcinus maenas, Gonzalez (2010) en Litopenaeus vannamei.
Otros estudios han relacionado un cambio en la temperatura critica maxima de
acuerdo al sexo, tamano, diferencia del habitat (Madeira et al, 2012), asi como la
estacion del afio (Cuculesco et al, 1998).

La energia libre para realizar el trabajo mecanico en la contraccion muscular,
sintesis de biomoléculas y transporte activo de iones y moléculas, se almacenan
en el ATP antes de su utilizaciéon (Lehninger, 1980). En general la glucosa es la
fuente principal para producir dicha energia en forma inmediata en el metabolismo
de los organismos (Chang y O'Connor, 1983). En el presente estudio se observo
un incremento de la glucosa en las temperaturas de aclimataciéon (6.8 a 27.5
mg/dL) y los que se sometieron a la temperatura critica maxima un incremento por
encima a la temperatura de aclimatacion (47.3 a 22.5 mg/dL). Similares a los
reportados para Litopenaeus vannamei (Racotta y Palacios, 1998, Gonzalez,
2010).

En los organismos aclimatados a 15°C, la temperatura de crecimiento optimo mas
cercana (14.9°C) se encontré un nivel basal de 6.8 mg/dL, estos resultados son
semejantes en otros crustaceos, Crangon crangon (Spaargaren y Heafner, 1987),
Cancer borealis (Djangmah, 1970), Carcinus maenas y Cancer irroratus (Telford,
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1968). Sin embargo, los organismos aclimatados a 24 °C presentaron la mayor
concentracion de glucosa (27.5 mg/dL) y los sometidos a la temperatura critica
maxima una concentracion media mas baja (22.5 mg/dL), este resultado se
atribuye probablemente a utilizar la glucosa como fuente de energia para controlar
su concentracion interna de iones, adquiriendo una adaptacion a la temperatura
(Pacual et al 2003).

Los mecanismos y patrones osmorregulatorios en crustaceos han sido
examinados extensivamente como esfuerzo para entender las habilidades para
tolerar los cambios de salinidad en su habitat naturales (Alpasch, 1972, Diaz et al,
2004).

Cancer antennarius se comporta como un osmoconformador en el cual la
concentracion osmotica de la sangre varia directamente con el medio externo
(Jones, 1941) manteniendo una relacién isosmoética. En el presente estudio se
evalué la capacidad osmorreguladora, sin cambios en la salinidad (34%.,),
solamente en relacion a los ajustes que los organismos presentaron para las
diferentes temperaturas de aclimatacion asi como los organismos sometidos a la
temperatura critica maxima. En el cual se mantuvo de manera isosmaética con
relacion al medio ya que no hubo variacion en la salinidad, ni presento un
desequilibrio osmoético presente en las temperaturas de aclimatacion. Brown y
Terwillenger (1992) demostraron que Cancer magister presenta un patron
isosmatico con relacion al medio a diferentes temperaturas (10 a 20°C)

Sin embargo, en los organismos sometidos a la temperatura critica maxima se
observo un rompimiento en el equilibrio de la capacidad osmorreguladora,
presentando un ligero cambio hiperosmaotico con relacion al medio. Lara (2013)
describe como afecta la capacidad osmorreguladora de Cancer antennarius
inducidos por cobre en donde se rompe el equilibrio osmoético y se demuestra una

tendencia hiposmética al medio externo.

Con fines de diagnosticar un estado de descontrol hormonal, enfermedad o de
susceptibilidad al adquirir una infeccion por parte de los crustaceos, la medida es
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realizar el conteo total de hemocitos (Vargas-Albores, 1995). En este estudio no se
indujo ninguna activacion por algun compuesto ajeno a los organismos; las
mediciones se realizaron en estado basal. En donde los organismos aclimatados
representan un mayor numero de hemocitos que los sometidos a TCMax, en
contraste con Le Moullac (2000) en el cual la temperatura afecta el conteo de
hemocitos en P. paulensis, en la menor temperatura disminuye el numero de
hemocitos y a mayor temperatura se incrementa. En el estudio presente el numero
de hemocitos en hemolinfa en los organismos sometidos a la temperatura critica
maxima de las diferentes temperaturas de aclimatacion repercute y compromete al
sistema inmune del cangrejo, reduciendo el conteo de hemocitos en donde la
temperatura afecta de manera lineal el indice de hemocitos en las temperaturas de

aclimatacion.

La concentracion de hemocianina en este estudio presenta una relacion directa
con el consumo de oxigeno las cuales tienen un patron similar de incremento tanto
en las temperaturas de aclimatacion como los organismos sometidos a la
temperatura critica maxima, es decir la demanda del consumo de oxigeno hace
que se eleve esta proteina en la hemolinfa para compensar dicha demanda.
Hogben (1926) describe en Cancer pagurus que las concentraciones de
hemocianina y el nivel de sangre total se ven afectados por la disociacion de
oxigeno. Lara (2013) en su estudio con Cancer antennarius refleja una relacién de
la concentracion de hemocianina y el consumo de oxigeno al exponer al
organismo a diferentes concentraciones de sulfato de cobre, el cual se

incrementan con relacion al aumento de las dosis.

El control de la osmorregulacién es a través de la composicion de los fluidos
corporales tanto en volumen como concentracion, en el cual el mecanismo de
transporte de sales por bombas activas entre el medios y los fluidos corporales y
la regulacion intracelular de sales, volumen celular y constituyentes organicos, son

variables para tener una equilibrio osmotico (Alpasch, 1972).

En este estudio se evaluaron los principales iones en el proceso osmorrregulador.

Primeramente la concentracion de Na®, el cual se mantuvo de manera hipoidnica
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con relacion al medio (434 meq/L) para ambos grupos (TA y TCMax), lo cual
comparado con otros estudios similares en donde se ve afectado el equilibrio
osmotico en relacion al Na® se presentan de manera hipoiénica, Brown vy
Terwillenger (1992) en Cancer magister, Lucena et al (2012) en el cangrejo
ermitafio Clibanarius vittatus, Tantulo y Fodater (2006) en Penaeus monodon.
Inclusive estudios en donde los niveles de Na® permanecen hipoionicos en las
diferentes etapas de muda (Anton et al 2005). Sin embargo, la concentracién de
Na® mantiene una relacion hiperidnica en la temperatura de aclimatacion con
respecto a los organismos sometidos a TCMax, en donde se aprecia el

desequilibrio homeostatico al aumentar la temperatura critica del organismo.

La concentracién de K* se mantuvo de manera hipoiénica con relacion al medio
(7.8 meqg/L) en ambos grupos. Este resultado es similar a lo reportado por Lucena
et al (2012) en el cangrejo ermitafio Clibanarius vittatus, sin embargo en Cancer
magister (Brown y Terwillenger, 1992) se presenta de manera hipoionica
adjudicando que los estadios larvarios son mas fuertes osmorreguladores. La
concentracion de K* se encontré de manera hiperiénica en la temperatura de

aclimatacién con respecto a los sometidos a TCMax.

La concentracion de CI” se encontré6 de manera hipoidnica con relacion al medio
(527 meq/L) en ambos grupos éstos resultados concuerdan con Cancer magister
(Brown y Terwillenger, 1992, Alpasch, 1972). La concentracion de CI" se encontro
de manera hiperionica en la temperatura de aclimatacion con respecto a los

sometidos a la temperatura critica maxima.

La concentracion de Ca*® en hemolinfa se encontré de manera hiperiénica con
respecto al medio (15.6 meq/L), estos resultados son similares con los reportados
por Lucena et al (2012) en el cangrejo ermitafio Clibanarius vittatus y Alpasch
(1972) en Cancer magister. Sin embargo los sometidos a TCMax presentaron una
relacion hipoidnica con relacion al medio, estos resultados también son similares

con reportados por Tantulo y Fotader (2006) en Penaeus monodon.
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Para definir mas ampliamente los requerimentos fisiologicos de Cancer
antennarius, se requiere evaluar también la excrecion de amonio, la cual no se

considero para los fines de este estudio.
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Conclusiones.

El cangrejo Cancer antennarius prefiere temperaturas del agua de 15.4, 17.1,
21.4,y 21.8°C cuando es aclimatado a 15, 18, 21 y 24°C respectivamente.

El preferendum térmico final para esta especie fue de 15.2°C y es la temperatura
que se considera la mas adecuada para la realizacion de los procesos fisiologicos.

La temperatura para el crecimiento 6ptimo, estimada por la ecuacion de Jobling
fue de 14.9°C y difiere en 0.3°C del preferendum térmico final.

El consumo de oxigeno se vio incrementado con relacion a las temperaturas de
aclimatacion (6.57 a 9.92 mg O, h™'Kg™)

El efecto de las altas temperaturas sobre Cancer antennarius aclimatados a 15,
18, 21 y 24°C muestran una relacién positiva al encontrar que el aumento en la

temperatura de aclimatacion causo un incremento en la TCMax de 31.5 a 32.8°C.

La glucosa se incremento conforme aumento la temperatura de aclimatacion (6.8 a
27.5 mg/dL) y un aumento en los organismos sometidos a la TCMax (47.3 a 22.5
mg/dL) con relacién a las temperaturas de aclimatacion.

La capacidad osmorreguladora mantuvo una relacion isosmotica con relacion al

medio en las temperaturas de aclimatacion.

La hemocianina se vio incrementada en las temperaturas de aclimatacién (1.8 a

4.1 mmol/L) y en los organismos sometidos a la TCMax (3.88 a 10.3 mmol/L)

En el conteo total de hemocitos de Cancer antennarius mostro una alteracion de

manera uniforme al decrecer el numero de hemocitos en la hemolinfa.

El sodio, Potasio y Cloro presentaron una relacion hipoidnica con respecto al
medio, y el calcio una relacion hiperidnica en las temperaturas de aclimatacion, y

en la TCMax todos presentan una relacidn hipoidnica.
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