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RESUMEN

La produccién acuicola de ostidn japonés Magallana gigas (ex Crassostrea gigas) en el noroeste
de México ha presentado marcados cambios interanuales. Entre las causas se encuentra las
variaciones en la temperatura ambiental; la cual puede afectar el estado fisiologico de los
organismos 0 aumentar a niveles superiores a la zona de tolerancia y provocar mortandades.
Esta situacion se complica ain méas dado que el pais no cuenta con un pie de cria propio que
garantice el abasto de semilla para el desarrollo de su actividad; es importante que la seleccién
se realice a partir de organismos fisiolégicamente aptos para crecer bajo las condiciones
ambientales de los cuerpos de agua del noroeste de México. En ese contexto, se desarrollé esta
investigacion, evaluando las respuestas ecofisioldgicas de cuatro lineas genéticas de M. gigas
(lineas parentales y sus cruzas reciprocas, obtenidas a partir de organismos provenientes de
Bahia Tongoy, Chile, y Shelton Bay, EE. UU.) ante el estrés térmico caracteristico de dos
cuerpos de agua costera de Baja California Sur, México, donde tradicionalmente se ha cultivado
esta especie: EI Cardon (EC) y Rancho Bueno (RB). En la primera parte del trabajo, se
determino la variabilidad térmica natural (2000 a 2016) de ambos sitios. Para ello se usaron tres
bases de datos globales (BDG; registros mensuales o diarios) de temperatura superficial del mar
(TSM) y una de termdgrafos in situ asociados a las zonas de cultivo con registros de alta
frecuencia (RAF; registros cada 30 min). Si bien el cotejo entre las BDG y los RAF muestra
coherencia en las tendencias y las correlaciones de TSM son significativas por sitio de cultivo,
las discrepancias son grandes entre la amplitud total de las frecuencias, valores de las mismas
fechas y los cambios de temperatura entre periodos sucesivos. Asimismo, los RAF muestran
una alta variacién térmica en escalas menores a un dia, que no es detectable con las BDG, sin
embargo, esta informacion resulta importante para entender el grado del estrés fisioldgico que
pueden provocar sobre los organismos marinos, sobre todo aquellos que viven en ambientes
intermareales y bajo condiciones estuarinas, como es el caso de M. gigas; por lo que, para lograr
una caracterizacion térmica adecuada es indispensable el uso de los RAF. Durante el periodo
analizado se registraron eventos de amplia escala, como el calentamiento extremo del 2014-
2015, previamente observado mediante registros de satélite en la parte central de la costa
occidental de la Peninsula de Baja California y que incluye el desarrollo de EI Nifio 2015. La
segunda parte de este trabajo, trato de una evaluacion de la capacidad ecofisiologica de M. gigas
ante condiciones térmicas extremas. En el laboratorio, organismos de cada linea genética
seleccionada, procedentes de ambos sitios de cultivo (EC o RB), fueron expuestos durante 96
horas a cambios agudos de temperatura de 30 °C, 35 °C, 40 °C y 45 °C. Con la mortalidad
observada y usando modelos lineales generalizados (funcion identidad logit, distribucién
binomial), se estimaron la temperatura y el tiempo letal medio (TL50 y tL50, respectivamente;
variables: temperatura, tiempo y linea genética). Experimentalmente no hay mortalidad en los
organismos procedentes de RB a 30 °C y 35°C y tampoco de EC a 30 °C, mientras que el tL50
a 35°C mas corto de este Gltimo sitio es de 75.4 h (para la linea &' EE. UU. - @ EE. UU.), pero
en los RAF no hay eventos > 35 °C que duren mas de 12 h; las TL50 a 96 h fueron > 35.4 °C
en RB y>31.9 °C en EC, pero igualmente en los RAF no se registraron condiciones similares.
Lo anterior es una caracteristica en ectotermos, donde los limites de tolerancia suelen ser mas
extremos que las temperaturas mas altas o mas bajas registradas en el habitat o zonas de cultivo,
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interpretandose lo anterior, como un mecanismo que aplica como un margen de seguridad ante
cambios abruptos de temperatura o incrementos sostenidos durante periodos prolongados.
Finalmente, se realizé un bioensayo para estimar, por sitio de cultivo, linea genética y a tres
condiciones experimentales (24 °C y 30 °C en respuesta cronica, 24RC y 30RC,
respectivamente; y 30 °C en respuesta aguda, 30RA) el potencial de crecimiento (PDC), el cual
es una respuesta integral instantanea del estado fisiolégico del individuo y se deriva de las tasas
de absorcion (TA), respiratoria (TR) y excrecion (TE). Los resultados muestran que los
organismos de las diferentes lineas genéticas aclimatados en cada sitio de cultivo presentan
distintas capacidades fisiologicas ante el estrés térmico. En el tratamiento de 24RC la gran
mayoria de los individuos, mostraron PDC positivos; sin embargo, en 30RA esta capacidad solo
pudieron mantenerla los organismos de las lineas & Chile - ¢ Chile y & Chile - ¢ EE. UU
provenientes de EC. Ante estrés térmico alto de largo plazo (30RC) las altas TR y TE, y bajos
valores de TA resultaron en balances energéticos negativos en las cuatro lineas genéticas de
ambos sitios de cultivo. Por lo tanto, si en las zonas de cultivo se observan periodos prolongados
de intenso calentamiento, los organismos, independientemente de su origen, serdn mas
susceptibles a morir. La sustentabilidad de los cultivos podra lograrse solo si conocemos como
son las respuestas bioldgicas de M. gigas ante las variaciones climaticas de nuestra region.

Palabras clave:

Bases de datos, temperatura, variabilidad térmica, zona costera, cultivo de ostion, temperatura
letal, tiempo letal, potencial de crecimiento, balance energético
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ABSTRACT

Aquaculture production of the Japanese oyster Magallana gigas (ex Crassostrea gigas) in
northwest Mexico shows strong interannual variations. Causes include fluctuations in
temperature, which can influence the physiological condition of the organisms and result in
massive mortalities. This situation is further influenced by the fact that up to date our country
does not have its own broodstock that could guarantee the annual supply of seed for their
development. It is important to select this broodstock from organisms physiologically fit to grow
in the environmental conditions of the water bodies in northwestern Mexico. In this context, this
research was developed by assessing the ecophysiological responses of four genetic lines of M.
gigas (parental lines and reciprocal crosses from Bahia Tongoy, Chile, and Shelton Bay, USA
organisms) grown up to the characteristic thermal stress of two coastal water bodies of Baja
California Sur, México where this species has been traditionally cultured, EI Cardén (EC) and
Rancho Bueno (RB). First, natural thermal variability was identified (2000 to 2016) both in EC
as in RB, so to achieve it, three global databases were used (GDB; monthly or daily records) of
sea surface temperature (SST) and one of the thermographs in situ registering high-frequency
records (HFR; recorded each 30 min) linked to the farming areas. Even though the comparison
between GDB and HFR showed similar trends and the correlations of SST were significant per
culture site, discrepancies were great between total frequency amplitude, values of the same
dates and temperature changes of similar successive periods. Likewise, the HFR showed a high
thermal variation in lesser than one-day scale, which was not possible to detect with the GBD
used. Nonetheless, its result was important to establish the degree of physiological stress in
marine organisms, mainly those that live in intertidal environments and in estuaries, as M. gigas.
For this reason, to achieve an adequate thermal characterization, it was a priority to use HFR.
Additionally, HFR also recorded important events that occurred in wide spatial scales, as the
2014-2015 warming, previously observed in the central part of the western coast of the Baja
California Peninsula that included El Nifio 2015 event, which was the strongest warming
phenomenon of this type recorded to date. Moreover, some organisms were acclimated at 24 °C
in laboratory conditions, and by bioassays mortality was observed according to culture site (EC
or RB) and genetic line when the temperature was increased to 30 °C, 35 °C, 40 °C and 45 °C
for 96 h of exposure; using generalized linear models (logit link function, binomial distribution),
upper lethal temperature and time (TL50 and tL50, respectively; variables: temperature, time
and genetic line) were estimated. Experimentally, no mortality was recorded in organisms from
RB at 30 °C and 35 °C and neither from EC at 30 °C, where the shortest tL50 at 35 °C was 75.4
h (for the line & US - @ US), but in the HRF no events > 35 °C lasting more than 12 h were
recorded; the TL50 at 96 h were > 35.4 °C in RB and > 31.9 °C in EC, but no similar conditions
were recorded in HFRs. The previous results are normal for ectotherms where lethal thermal
physiological limits are higher or lower than those recorded in natural habitat or culture areas
of the population, which has been suggested as a safety mechanism to abrupt temperature
changes or sustained increases during large periods. Finally, a bioassay was performed to
estimate scope for growth (SFG) by genetic line, per culture site and in three experimental
conditions (24 °C and 30 °C in chronic response, 24CR and 30CR, respectively; and 30 °C in
acute response, 30AR). The SFG is an integral instantaneous response of the individual
physiological state, deriving from absorption (AR), respiratory (RR) and excretion (ER) rates.
The results showed that the organisms of the different genetic lines acclimated at each culture
site showed different physiological capabilities when exposed to thermal stress. In the 24CR
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experiment the majority of the individuals showed positive SFG; however, in 30AR this
capacity could only be maintained in the organisms of the lines & Chile - @ Chile, and & Chile
- @ US from EC; when exposed to high long-term thermal stress (30RC), there was a great
metabolic cost associated to low values of AR and high values of RR and ER that resulted in
negative budget energy in the four genetic lines of both culture sites. Therefore, if in the farming
areas the state of intense warming is extended by longer time, the organisms, independently of
their culture location, shall be more susceptible to death. The sustainability of oyster farming
would be achieved only if we know the biological responses of M. gigas to climate variations
of our region.

Keywords:

Databases, temperature, thermal variability, coastal zone, farming oyster, lethal temperature,
lethal time, scope for growth, budget energy
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1. INTRODUCCION

Dentro del sector primario, la acuicultura es la actividad que mas ha crecido en las Gltimas cuatro
décadas, particularmente entre 1974 y 2008 aument6 sobre una tasa anual promedio del 8%
(Hall et al., 2011). Proyecciones recientes indican que la acuicultura, bajo escenarios de
crecimiento moderado, producira en 2030 biomasa equivalente a las derivada por pesca,
alrededor de 93 millones t afio® (The World Bank, 2013). En 2014 la produccion acuicola
mundial destinada a consumo humano superé por primera vez a la produccién por pesca en ese
mismo rubro y se estima que el consumo aparente per capita de pescados y mariscos ya es
mayor a los 20 kg afio (FAO, 2016). Si bien diversos factores contribuyen con el desarrollo
del sector acuicola (mercado, ambiente, infraestructura, capacidad técnica, recursos humanos,
inversion, etc.), satisfacer en el futuro la demanda de productos pesqueros es posible, aun ante
el inminente aumento de la poblacién humana y el impacto del cambio climético, pero solo si
incrementamos nuestra capacidad para manejar los recursos biologicos de manera sustentable
(Bostock et al., 2010; Merino et al., 2012). El incremento en la produccion de alimento por
acuicultura sera determinante para alcanzar la seguridad alimentaria, disminuir los niveles de
desnutricion y combatir la pobreza (Béné et al., 2016). Conseguir lo anterior requerird de un
gran esfuerzo de investigacion cientifica en los proximos afos que aborde aspectos sociales y
economicos de la acuicultura, pero sera dificil si no conocemos primero las respuestas

biologicas de los organismos ante sus condiciones de cultivo (Slater, 2017).

El ostion japonés, Magallana gigas (Thunberg, 1793) — ex Crassostrea gigas de acuerdo
con Salvi y Mariottini (2016)—, es un organismo propicio para estudiar respuestas
ecofisiologicas en diferentes sitios de cultivo, debido a su capacidad de adaptacion a una amplia
gama de condiciones ambientales y a que crece relativamente rapido. Originalmente endémico
de Japon, fue introducido durante el siglo pasado en diversos paises del mundo, principalmente
con fines de cultivo, y se encuentra ahora, producto del vector humano y a su propia capacidad
colonizadora, en la zonas intermareal y submareal somera de una gran cantidad de costas de
todos los continentes (Miossec et al.,, 2009). Como resultado de su dispersion se han
documentado impactos ecoldgicos, econdmicos y sociales tanto positivos como negativos, pero

se le considera una especie exotica de alto riesgo (Nehring, 2011; Troost, 2010). Entonces, en
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el futuro el manejo de su cultivo debe ser mas eficaz, sobre todo porque el incremento en la
temperatura global, atribuida al cambio climatico, tendra un efecto directo favorable para la
expansion geografica de la especie, mayor al ahora visto (Rinde et al., 2017; Thomas et al.,
2016).

Posiblemente a nivel mundial M. gigas sea el animal marino del que mayor produccion
acuicola se ha obtenido en los ultimos 30 afios. Sin embargo, la estadistica oficial no permite
precisar cuanto se cultiva porque China, el pais que mas contribuye (estimaciones indican que
con al menos el 85% anual), presenta registros en los que incluyen el peso de otras ostras y no
hay en la actualidad algin método confiable para desagregar la informacion. Aun asi, se ha
reportado que la produccion global en el 2003 habia superado los 4,300,000 t afio (Helm,
2005). Los registros oficiales muestran entre 1990 y 2015 volumenes de cultivo aportados por
33 paises (FAO, 2017); aparte de China, que produce en el orden de millones de toneladas
anuales, solo tres paises, Corea del Sur, Japon y Francia, contribuyeron en promedio con mas
100,000 t afio™ (251,038.7, 210,362.6 y 115,649, respectivamente), Estados Unidos de América
(EUA) y Taiwan registraron entre 10,000 y 100,000 t afio? (39,376.8 y 25,504.9,
respectivamente) y los restantes 27 cultivaron menos de 10,000 t afio, incluido México que

para ese periodo ocupo el décimo lugar de produccidn.

A la fecha M. gigas es una de las 15 especies exoticas de moluscos marinos y salobres
registradas en aguas mexicanas (Naranjo-Garcia y Castillo-Rodriguez, 2017). Su primera
introduccidn al pais fue con fines de cultivo en la Bahia de San Quintin, Baja California, a
principios de los 1970 (Islas-Olivares, 1975). Desde entonces su cultivo se ha extendido hacia
los litorales de los estados de Baja California Sur (BCS), Sonora, Sinaloa, Nayarit y Jalisco
(Gongora-Gomez et al., 2012); con tal éxito que la produccién de moluscos bivalvos en el
Pacifico mexicano se ha basado primordialmente en esta especie (Maeda-Martinez, 2008). En
las Gltimas tres décadas, México ha producido en promedio 1,933.1 t afio? (+ 839.5 t afio?;
minimo 503 t afio 2000 y maximo 4,275.77 t afio 2005), con una leve tendencia a la alza
propiciada principalmente porque de manera sucesiva en los Gltimos dos afios de registro, 2014
y 2015, se obtuvieron producciones maximas histdricas; sin embargo, es claro que la curva de

produccién es altamente fluctuante a lo largo del tiempo (Figura 1). Tal variabilidad ha sido
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atribuida a que afio tras afio participan en la actividad un numero irregular de unidades
productivas y sobre todo a la incidencia de mortalidades masivas en las diferentes zonas de
cultivo (Chavez-Villalba, 2014). En el noroeste del Pacifico mexicano estos eventos se
reportaron desde 1997, primero a lo largo del Golfo de California y poco después en la costa
occidental de la Peninsula de Baja California (Caceres-Martinez y Vasquez-Yeomans, 2013,
2003; Chavez-Villalba et al., 2007; Vasquez-Yeomans et al., 2010).
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Figura 1. Produccion acuicola anual del ostion japonés, Magallana gigas (Thunberg, 1793), en México
(linea continua con circulos) y su tendencia histérica (linea quebrada), periodo 1990-2015 (Datos FAQ,
2017).

Las altas mortalidades no son exclusivas de nuestra nacion, ya que desde principios de
los 1960 se registraron en Japén y EE. UU. y posteriormente han ocurrido en todas las areas del
mundo donde se cultiva M. gigas, reduciendo los volimenes de produccion a nivel regional
(Mori, 1979; Perdue et al., 1981; Samain y Mccombie, 2007). El fendmeno es mundialmente
conocido como “sindrome de mortalidades de verano”, porque inicialmente se describié que su
incidencia ocurria en la parte tardia de esa estacion (Cheney et al., 2000). Por las criticas
consecuencias econdmicas que tiene sobre la industria ostricola, desde entonces ha existido un
gran interés en desarrollar investigacion cientifica que ayude a comprender las causas y sobre
la base del conocimiento generado tratar de atenuar los impactos negativos. Si bien hay avances,
el problema contintia y a corto 0 mediano plazo no seréa facil de resolver, principalmente porque

se han encontrado una gran cantidad de factores asociados a las mortalidades masivas, los cuales
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tienen interrelaciones poco claras y no desencadenan una respuesta Unica y lineal. Entre los
principales factores asociados se encuentran deficiencias metab6licas propiciadas por estrés
ambiental y el costo reproductivo, condiciones genéticas, agentes patégenos, contaminacion de
los cuerpos de agua, deficiente manejo de los sistemas de cultivo y mas recientemente se han
atribuido a intrincadas relaciones sinérgicas de factores diversos (Barbosa Solomieu et al., 2015;
de Kantzow et al., 2016; Li et al., 2007; Pernet et al., 2014, 2012, Petton et al., 2015a, 2015b;
Samain et al., 2007; Soletchnik et al., 2007).

Esta tesis aborda aspectos ecofisioldgicos de M. gigas en el noroeste de México. El
interés de desarrollar este estudio fue generar conocimiento sobre como el estrés ambiental,
medido a través de variaciones en la temperatura, repercute en las condiciones metabdlicas de
los organismos cultivados en esta zona. Los resultados aqui obtenidos dan indicios para, desde
esta perspectiva, comprender el fendmeno de las mortalidades masivas a nivel regional y

eventualmente contribuir al manejo 6ptimo de su cultivo.

En ese sentido, se realizo una caracterizacion térmica en dos zonas de cultivo, esteros El
Cardon (EC) y Rancho Bueno (RB), utilizando para ello bases de datos con distintas
resoluciones espaciotemporales (Figura 2). Lo anterior permitié determinar la variacion térmica
real en el que se desarrollan los organismos de M. gigas en la regién noroeste de México y
expone sefales referentes al monitoreo de alta frecuencia de la temperatura superficial del mar
(TSM) que pudieran ser importantes respecto a sus respuestas ecofisiologicas frente al impacto
futuro del cambio climatico. Asimismo, mediante un bioensayo de dosis respuesta en
laboratorio, se obtuvo la temperatura a la que 50% de los individuos en experimentacion ya no
sobreviven a diferentes tiempos de exposicién (maximo de 96 h), la cual se conoce como
temperatura letal media (TL50) y se determiné también el tiempo al cual sobreviven la mitad de
los organismos a diferentes temperaturas, conocido como tiempo letal medio (tL50). Lo anterior
es relevante porque fisiologicamente estos resisten el estrés ambiental a través de cambios en la
regulacion bioquimica que mantienen la homeostasis, lo que necesariamente exige
compensaciones en el metabolismo. Al tener certeza de a qué temperatura ya no les es posible
efectuar esa compensacién y conociendo la frecuencia con que se presenta esta en las zonas de

cultivo, sobre la base de los registros in situ, se establecio el grado de susceptibilidad a las que
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se enfrentan los organismos en condiciones naturales. Finalmente, mediante otro bioensayo en
condiciones de laboratorio se obtuvo el potencial de crecimiento (PDC) en temperaturas
subletales (< 30 °C) bajo respuestas agudas y cronicas de aclimatacion térmica, con lo que se
determind el costo metabdlico efectuado por los organismos para poder sobrevivir en cada zona

de cultivo.

Es importante sefialar que en el noroeste de México, al igual que en otras partes del
mundo (p. ej. Sudéafrica), no se cuenta con un pie de cria propio que garantice el abasto de
semilla de M. gigas para el total de las granjas acuicolas, por ello anualmente se siguen
importando una gran cantidad de organismos de diversos laboratorios de produccion (Chavez-
Villalba, 2014; Pieterse et al., 2012). Establecer cuéles son las lineas genéticas mas favorables
para el noroeste de México es un paso fundamental en la obtencion de un pie de cria apto para
nuestros cuerpos de agua. Cabe recordar que la capacidad de adaptacion poblacional a la
variacion ambiental depende de la plasticidad genética de los organismos, respecto a la
reasignacion de la energia metabolica que les permita desempefiarse adecuadamente en el lugar
donde viven. Sobre esa base, en los bioensayos de TL50 / tL50 y PDC se evaluaron las
respuestas de los organismos pertenecientes a 4 lineas genéticas aclimatadas en cada uno de los

sitios de cultivo.
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Figura 2. Ubicacién de los sitios de cultivo de Magallana gigas en la Peninsula de Baja California (A):
Estero EI Cardén (D) localizado dentro de la Laguna San Ignacio (B) y Estero Rancho Bueno (E) en
Bahia Almejas (C). Los recuadros internos en los paneles A, D y E muestran la resolucion espacial de
los registros de temperatura superficial del mar obtenidos de bases de datos globales: amarillos, Extended
Reconstructed Sea Surface Temperature V4; rojos, Optimum Interpolation Sea Surface Temperature VV2;
y anaranjados, Multi-Scale Ultra-High Resolution Sea Surface Temperature. Los circulos azules de los
paneles D y E indican la posicion de los termdgrafos digitales, que fueron asociados a las artes de cultivo
para registros in situ de alta frecuencia. Los mapas de esta Figura fueron obtenidos de Google Earth Pro
V7.3.0.3832 y reproyectados en QGIS 2.18.4.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Monitoreo térmico del agua en la zona costera

2.1.1. Importancia

La TSM es el parametro climético que con més frecuencia se ha monitoreado en los océanos del
mundo (Yasunaka y Hanawa, 2011). Dado que los mares y océanos cubren la mayoria de la
superficie terrestre (> 70%) y que en sus primeros metros se concentra una cantidad de energia,
similar a la de toda la columna atmosférica, la TSM juega un rol clave en la regulacién del clima
y su variabilidad (Deser et al., 2010). Se ha observado que sus patrones de variacion se
relacionan con la abundancia y distribucion de los organismos marinos a diferentes escalas
temporales y espaciales, por lo que el registrarla eficientemente permitira elaborar mejores
modelos y prondsticos que nos indiquen el grado de relacion entre ésta y los recursos vivos de
los que dependemos. Esto es muy relevante sobre todo de cara al cambio climatico y
particularmente en la zona costera (ZC), porque si bien esta solo representa el 0.01% de la
superficie total del océano mundial en ella se concentran los niveles méas altos de diversidad
biologica marina (Doney et al., 2012; Holman y Haller, 2013; Stuart-Smith et al., 2015;
Tittensor et al., 2010). Ademas es necesario considerar que su manejo adecuado de la ZC, donde
se maximicen los beneficios sociales y economicos, debe estar sustentado en el monitoreo

continuo de variables criticas como la temperatura (Brewin et al., 2015).

2.1.2. Bases de datos globales de temperatura superficial del mar

La TSM ha sido registrada desde mediados del siglo XIX en el océano mundial por medio de
sensores dispuestos en plataformas marinas, boyas y barcos (Rayner, 2003). Estos han sido
almacenados en bases de datos globales (BDG) que generalmente en la escala espacial estan
compartimentadas en una cuadricula amplia (p. ej. 1° latitud X 1° longitud) y en la escala
espacial integrados en intervalos con frecuencia mensual (Reynolds et al., 2002; Woodruff et
al., 2011). A partir de 1970 y debido a la implementacion de teledeteccién por satélites

artificiales se potencializ6 el registro de indicadores en la superficie marina, gracias a estos la
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disponibilidad de informacion referente a la TSM aumento en su resolucion espacial a cuadros
de pocos kildmetros y con el paso del tiempo ha afinado su periodicidad a dias (Kilpatrick et
al., 2015). Recientemente, mediante la combinacion de diferentes fuentes de informacion vy el
uso de modelos matematicos se han sistematizado datos para todo el océano mundial, con la
finalidad de que exista valores de TSM en todo el arreglo espaciotemporal; estas nuevas BDG,
referenciadas en la literatura cientifica como de nivel 4 (L4), son accesibles facilmente via
internet (Dash et al., 2012; Donlon et al., 2007; Martin et al., 2012).

En buena medida la frecuencia espaciotemporal de los registros de TSM en las BDG
determina que patrones de variabilidad térmica pueden ser observados, por lo tanto la eleccion
de cudl de ellas se debe utilizar esta supeditada al propdésito particular de la investigacion a
realizar (Reynolds et al., 2007). De forma general se puede establecer que aquellas de corta
duracion y mayor resolucion espacial son Utiles para observar patrones de mesoescala, pero no
permiten identificar la variabilidad multidecadal, mientras que las que cubren extensos periodos
con baja frecuencia en sus registros y que generalmente estan ordenados en cuadriculas
espaciales amplias no proporcionan informacion local detallada, pero revelan patrones de largo
plazo (Deser et al., 2010). Mediante estudios comparativos también se ha observado que hay
algunas diferencias entre la TSM de distintas BDG, atribuidas principalmente a el(los) tipo(s)
de sensor utilizado(s), a si la informacion fue o no interpolada (y en su caso al tipo de
interpolacion realizada), la resolucién de la cuadricula espacial en donde estan contenidos los
datos y a la zona de la columna donde son registrados (Okuro et al., 2014; Vazquez-Cuervo et
al., 2013; Yasunaka y Hanawa, 2011).

2.1.3. Monitoreo in situ de la temperatura superficial del mar en la zona costera

Los océanos exhiben variaciones temporales y espaciales (vertical y horizontal) de la
temperatura que son muy dificiles de interpretar, particularmente en la ZC (Baldock et al., 2014).
En esta zona, la incertidumbre de los valores mostrados en las BDG es alta, porque cuando se
realiza la integracion, la interpolacion y el modelaje muchos procesos o caracteristicas locales
que tienen gran influencia en los patrones de variabilidad térmica no son considerados (p. ej. el

efecto de la marea; Cervantes-Duarte et al., 2017). Por su parte, aquellas BDG basadas
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exclusivamente en registros verdaderos o en imagenes tomadas por sensores remotos no ofrecen
datos para ciertas localidades de la ZC, o cuando los indican su confiabilidad suele ser baja
porque representan areas espaciales grandes donde el valor promedio es obtenido a partir de
pocos registros (Woodruff et al., 2011). Ya que no hay mucha informacién disponible de la
TSM in situ para la ZC, a escala global hay una creciente necesidad de mejorar su cobertura de
monitoreo y por ello propuestas recientes incluyen la colocacién de sensores en animales
acuaticos o en objetos usados en ciertas actividades de esparcimiento costero realizadas por
humanos (Brewin et al., 2017, 2015; del Villar-Guerra et al., 2012). Algo mas comun es colocar
dispositivos electronicos de registro periédico en posiciones geograficas fijas, lo cual ha
permitido contar con informacién de la TSM en la ZC durante los pasados ~20 afios en lapsos
no continuos, en el oeste, suroeste, sur y sureste de Australia, Tasmania, norte y centro de Chile,
noroeste de México, centro de Argentina, Mar Caribe, centro y oeste del Mar Mediterraneo,
Sudafrica e Islas de Seychelles (Aravena et al., 2014; Baldock et al., 2014; Bernardello et al.,
2016; Deidun et al., 2016; Lathlean et al., 2011; Ponce-Diaz et al., 2003; Sicard-Gonzalez et al.,
2012; Sicard et al., 2006; Smale y Wernberg, 2009; Smit et al., 2013; Stobart et al., 2016, 2008;
Williams et al., 2014).

2.1.4. Comparaciones de la temperatura superficial del mar entre bases de datos globales e in

situ

Cuando se han realizado anélisis comparativos entre la TSM de BDG y la de registros in situ
muestreados en grandes areas del océano se han encontrado algunas diferencias en los valores
promedio, que principalmente han sido atribuidas al tipo de sensor y la profundidad de las
mediciones in situ (Alvera-Azcéarate et al., 2011). A pesar de estas inconsistencias las
correlaciones entre las series son buenas, pero algunas consideraciones deben tomarse en cuenta
para dimensionar adecuadamente la concordancia. Por ejemplo, se ha observado que en el
Atlantico Norte la relacion entre ambas fuentes de informacién muestra coherencia solo cuando
la comparacion se hace con series mayores a 3 afios, ademas de que los rango de temperaturas
suele ser diferentes entre una y otra base (Hughes et al., 2009); también pueden existir
diferencias importantes entre las dos fuentes de informacion cuando se compara entre zonas de

una misma region, como se ha demostrado en la Peninsula de Corea donde se incrementa la
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variacion de los valores mensuales promedio en la ZC, 2 a 3°C, respecto a la zona oceénica, ~1
°C (Kwak et al., 2015).

En la mayoria de los estudios en el que se relacionan la TSM de las BDG contra los
registros in situ de la ZC se ha demostrado que las series histdricas estan altamente
correlacionadas, sobre todo a medida que aumenta la escala temporal de comparacion (Stobart
et al., 2016). Sin embargo, lo anterior no se cumple para dos ZC de la Peninsula de Baja
California, México, en donde la relacion entre los promedios mensuales del ciclo anual no
resulto significativa (Sicard et al., 2006). También se ha observado que entre estaciones o épocas
del afo (parte célida y fria del afio) las BDG tienden a sobre o subestimar la TSM, si bien ese
comportamiento no muestra un patrén entre regiones distantes e incluso tampoco existe entre
zonas de una misma region (Bernardello et al., 2016; Deidun et al., 2016; Smale y Wernberg,
2009; Stobart et al., 2016). Al comparar periodos sincronicos de meses y/o dias se ha observado
que los sesgos entre los valores de las dos fuentes de informacion tienden a aumentar conforme
se reduce la frecuencia temporal de los registros (diferencias en meses < diferencias en dias),
llegandose a observar dias que presentan variaciones > |6| °C entre BDG e in situ (Aravena et
al., 2014, Lathlean et al., 2011; Smale y Wernberg, 2009; Smit et al., 2013).

Algunas caracteristicas locales relativas a la hidrografia y topografia han sido sefialadas
como determinantes en las ZC del oeste del Mar Mediterraneo y Chile para explicar las
diferencias entre los promedios, anuales, estacionales, mensuales o diarios de las BDG y los
registros in situ (Aravena et al., 2014; Bernardello et al., 2016). Pero mas alla de la(s) causa(s)
que determine(n) esta(s) diferencia(s) en términos hidrofisiograficos, su relevancia biologica
debe ser cuidadosamente tratada, incluso considerando que para algunas zonas éstas pudieran
no ser muy amplias (< 1 °C), particularmente cuando se estudian especies que viven en zonas
donde se encuentran cercanas a sus limites de tolerancia térmica (Smale y Wernberg, 2009).
También hay que sefialar que las BDG no muestran adecuadamente la variabilidad de la TSM a
escalas bajas, ni proporcionan informacion confiable respecto a temperaturas extremas en la ZC;
en ese sentido, la precision y resolucién de las BDG parecen no ser apropiadas para sostener
hipdtesis ecoldgicas especificas para habitats costeros y particularmente cuando estas son

concernientes a organismos intermareales, por ello se sugiere utilizar mediciones in situ con
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frecuencia de monitoreo que permita identificar la variacion de temperatura relevante a las
respuestas bioldgicas que se estudian (Lathlean et al., 2011; Sicard et al., 2006; Smale y
Wernberg, 2009; Smit et al., 2013).

2.1.5. Variaciones diurnas de la temperatura superficial del mar y su importancia en los recursos

bioldgicos

Los cambios diurnos en la TSM, causados por la radiacion y la rotacion de La Tierra, deben ser
considerados como uno de las modos dominantes de variacion para este factor, pero realmente
se han contemplado poco y sus efectos, como en la interaccion aire-mar a escala diaria, no han
podido ser estudiados y comprendidos en toda su dimension (Kawai y Wada, 2007). Es dificil
establecer la magnitud de este tipo de variacion utilizando las BDG actuales, aunque esfuerzos
recientes donde se contemplan registros de boyas a la deriva y modelacion han permitido
establecer climatologias y ciclos estacionales de la variacion diurna para el océano mundial
(Hosoda, 2016; Morak-Bozzo et al., 2016). El registro in situ de la TSM en la ZC es escaso,
aungue se cuenta con monitoreos recientes para zonas especificas lo cual permite saber que en
algunos cuerpos de agua protegidos la magnitud de la variacion diaria durante una gran parte
del afio fue <2 °C, pero en la zona intermareal de lugares mas expuestos alcanzé frecuentemente
entre 15 °C y 20 °C (El-Geziry, 2013; Helmuth et al., 2016).

Este variacion en lapsos breves es muy significativa para los organismos marinos, ya
que muchos de sus ritmos biologicos estan estrechamente relacionados con complejas
fluctuaciones de su entorno ambiental que se dan en escalas diarias 0 menores, incluyendo los
propios ciclos circadianos de variabilidad térmica, pero también otros como las fases de
luz/oscuridad, el régimen de marea, ademas de las complejas interrelaciones entre ellos. Si bien
se reconoce ampliamente su importancia, aun el conocimiento es limitado sobre cual es su
verdadera influencia en la regulacién de patrones determinantes en términos ecoldgicos,
fisiologicos, bioquimicos, genéticos y moleculares (Bulla et al., 2017; Connor y Gracey, 2011,
Sun et al., 2016; Tessmar-Raible et al., 2011). Sin embargo, esta variabilidad puede brindarnos
mas y mejor informacion de las condiciones de vida de los organismos, sobre todo a nivel de

nicho méas que de habitat o ambiente (sensu Kearney, 2006). Mucho se ha explorado respecto a
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la variabilidad temporal de los pardmetros fisicos y quimicos del ambiente, sobre todo de la
temperatura, y su efecto sobre los organismos, que frecuentemente es descrita sobre promedios
mensuales, anuales o decenales los cuales no pueden empatarse con condiciones ecolédgicas o
experimentales de menor escala (Helmuth et al., 2014; Kingsolver y Woods, 2016). Esas
mediciones promedio pueden ser informacion Util para tratar de explicar fendmenos de gran
escala, pero podria no ser un buen indicador del estrés fisiolégico de los organismos, los cuales
estan sujetos a una variacion mucho mas marcada a nivel de microclima, que es la sefial
ambiental que realmente experimenta el individuo y por ello la realmente importante (Kearney
et al., 2014).

2.1.6. La temperatura superficial del mar en la zona costera del noroeste de México

En el caso de la ZC se han empezado a utilizar pequefios aparatos electronicos de facil
colocacion que recopilan registros de alta frecuencia (RAF)®. Para el noroeste de México,
Sicard-Gonzalez et al. (2012) describieron una red de RAF que contempla el monitoreo de la
TSM en 47 sitios con importancia para acuicultura y/o pesquera ubicados en la parte sur de la
Peninsula de Baja California y Golfo de California, los datos son de libre acceso y distribuidos

actualmente en el sitio web http://observatorio.cibnor.mx/ a través de una plataforma soportada

por un archivo KMZ utilizando Google Earth®; la descripcion incluye la visualizacion de los
ciclos anuales sobre una base mensual, las amplitudes mensuales de variacion y las curvas de
frecuencias de temperatura para los 10 sitios con el registro mas continuo. Utilizando RAF se
han realizado analisis méas extensos de la variabilidad térmica en la ZC de la costa occidental de
BCS para algunos puntos especificos. Los ciclos circadianos por estacion, el ciclo anual y la
variacion interanual fue obtenida para una zona abulonera de Isla Asuncién (Ponce-Diaz et al.,
2003); mientras que para Laguna Manuela y RB, sitios con potencial para la acuicultura, se
determinaron los ciclos estacionales sobre promedios mensuales, las frecuencias de cambio
térmico entre horas y dias sucesivos, asi como para las frecuencias de distribucion del periodo
total de registro (Sicard et al., 2006). En ambos casos y para las tres ZC se establecen relaciones

entre los patrones de variabilidad térmica y el desarrollo de organismos con importancia

! En este caso la alta frecuencia se refiere a monitoreos continuos en el orden de meses 0 mas tiempo y que incluye
registros periédicos de 1 hora 0 menos.
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comercial; particularmente para M. gigas se menciona que debido a su temperatura 6ptima de
crecimiento, limite superior de tolerancia térmico y las distribuciones de frecuencia registradas
Laguna Manuela es un sitio conveniente de cultivo, mientras que en RB podria ser cultivado
Unicamente en condiciones suboptimas, por lo que su crecimiento y calidad podrian no ser los

mas adecuados.

2.2. Relevancia bioldgica de la temperatura en los organismos y estrés térmico

2.2.1. Temperatura y cambio climéatico

La temperatura es uno de los factores ambientales que mas afectan a los ectotermos marinos,
sobre todo en aspectos metabdlicos respecto a la energia cinética de las moléculas y reacciones
bioquimicas (Lim et al., 2016; Madeira et al., 2012). Diversos parametros tanto a nivel
individual (tasas de crecimiento, excrecion, ingestion, etc.), como a nivel poblacional (tasas de
mortalidad y reproduccion, reclutamiento, abundancia, distribucion, etc.) dependen de la
temperatura (Calosi et al., 2013; Portner, 2002; Portner et al., 2008). El aumento notable de la
temperatura ambiental direccionado por el cambio climatico tiene notables efectos sobre esos
parametros lo que conlleva a continuas alteraciones a nivel de ecosistema respecto a su
distribucién, migracion, fenologia, alimentacion y estructura de la red trofica, los cuales han
Ilevado a colapsos poblacionales e incluso a erradicaciones locales (Portner y Farrell, 2008). Por
ello hay una necesidad creciente por conocer cdmo varian espaciotemporalmente las
condiciones térmicas (como una aproximacion de las condicién ambiental general) y cuéles son
las respuestas ecofisoldgicas de los organismos ante esa variabilidad, para poder principalmente
entender y predecir impactos futuros respecto a los patrones de biodiversidad, abundancia,
distribucién y servicios del ecosistema (Helmuth et al., 2016; Williams et al., 2016). Sin
embargo, poco se conoce como estas variaciones afectan a los organismos y cuales son las
consecuencias fisiologicas en términos de su adaptacion y aclimatacion (Helmuth et al., 2006;
Somero, 2005).

Recientemente Goh y Lai (2014) documentaron que las especies o poblaciones

dependiendo de sus respuestas fisioldgicas pueden tener tres resultados respecto a la intensidad
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del cambio climético: 1) si el cambio ambiental no es muy intenso los organismos pueden
aclimatarse; 2) si las condiciones no superan las capacidades de todos los individuos sus
genotipos podrian ser seleccionados favorablemente y la poblacion no cambiar de area, aunque
posiblemente si sus frecuencias alélicas; y 3) si los cambios son severos todos los organismos

de la poblacion moriran o emigraran a un nuevo rango de distribucion.

2.2.2. Cambio climatico y sinergia con la acidificacion del océano

Se debe considerar que la temperatura ambiental tiene un efecto directo en todos los procesos
fisiolégicos y metabdlicos de los ectotermos (Hochachka y Somero, 2002). Aunque actualmente
esos efectos pudieran ser alterados por la sinergia del aumento de temperatura por el cambio
climético y la disminucion del potencial de hidrogeno (pH) por la acidificacion de los océanos
sobre la energia del metabolismo, lo que estrecharia la ventana de tolerancia térmica en los
organismos marinos (Portner y Farrell, 2008). Lo anterior fue comprobado experimentalmente
en M. gigas al observarse que manteniendo durante un mes niveles altos de dioxido de carbono
(COy) en el agua, que inducen acidificacion, se incrementan los costos de mantenimiento basal
sobre todo a temperaturas altas; lo cual es relevante porque los organismos de ésta especie, al
igual otros invertebrados estuarinos, diariamente soportan fluctuaciones importantes de COs,
pH y temperatura en sus habitats, pero al parecer no responden igual ante cambios de mas largo

plazo (Lannig et al., 2010).

2.2.3. Estrés y temperatura

2.2.3.1. Concepto de estrés

En términos ecoldgicos y evolutivos se menciona que el estrés es el impacto significativamente
negativo de los factores abidticos y/o bidticos sobre el desempefio individual o poblacional
(Calow, 1989; Grime, 1989; Vinebrooke et al., 2004). Pero, el equilibrio entre tolerancia y
sensibilidad puede determinar si un factor de estrés tiene un efecto favorable (euestrés) o adverso
(diestrés), ya que sus etapas (amenaza, resistencia y agotamiento) definen respuestas del

organismo de una naturaleza mucho mas elastica y hasta cierto grado podrian no ser
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irreparablemente catastroficas (Kranner et al., 2010). De acuerdo con Sokolova et al. (2012b)
también se debe considerar que 1) el efecto del estrés es una respuesta integrada a todos los
niveles de complejidad funcional interna del organismo (molecular, celular y fisioldgica), 2)
esas respuestas son dindmicas e involucran alteraciones en las propiedades estructurales y
funcionales a través del tiempo y 3) el estrés potencial puede ser compensado por mecanismos
de homeostasis, aunque estos pueden ser metabdlicamente costosos. En cualquier especie la
desviacion de los factores ambientales del 6ptimo evolutivo tienen efectos negativos sobre la
homeostasis energética, ya que las condiciones subdptimas crean demandas que pueden exceder
la energia suministrada por la alimentacion y se deprime la maquinaria celular en la produccién
de trifosfato de adenosina (ATP, por sus siglas en inglés) a tal grado que no es suficiente para
mantener el metabolismo de rutina (Sokolova et al., 2012a).

2.2.3.2. Estrés en ambientes intermareales

Particularmente los organismos que habitan ambientes intermareales y sobre todo los que son
sésiles, como es el caso de M. gigas, han estados sujetos a presion selectiva que les condujo a
favorecer una serie de mecanismos para soportar el estrés ambiental; causado por amplias
fluctuaciones diarias y estacionales principalmente de temperatura, pero también de otros
factores como la salinidad, pH, CO. y el nivel del mar (Sanford y Kelly, 2011). Este forzamiento
aunado a otros, como el estrés por parasitos e incluso algunas actividades humanas, p. €j. la
acuicultura, puede influenciar la estructura genética de las poblaciones y derivar en adaptaciones
locales (Zhang et al., 2016).

Algunos organismos de M. gigas viven expuestos al aire libre durante ciertas horas del
dia, tanto en condiciones naturales como de cultivo. Por accion de las mareas el nivel del mar
baja y el contacto con el aire de forma directa desencadena el endurecimiento de las valvas
(conchas), que en términos comerciales permite una mejor presentacion y alarga la vida de
anaquel del producto (Chavez-Villalba, 2014). En términos ecoldgicos esto es relevante porque
la concha es la barrera de defensa inicial contra el estrés ambiental, proporcionando proteccién
contra la depredacion y desecacién y su proceso de biomineralizacion, en la cual participan una

gran cantidad de proteinas a través de complejos ensamblajes celulares, pudiera estar modulado,
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como ocurre en otros bivalvos, por la temperatura (Olson et al., 2012; Zhang et al., 2012). Al
cerrar las valvas para evitar la desecacion se interrumpe el flujo de oxigeno (O2) por respiracion
y la temperatura al interior aumenta, también se incrementa significativamente la presion parcial
de CO2 (P¢o,), disminuyendo el pH y la presion parcial de Oz (P,) (Allen y Burnett, 2008).
Bajo condiciones de hipoxia disminuye el suministro de O. a nivel celular, por lo cual la
produccion de ATP podria mantenerse en las ostras al aumentar el catabolismo de carbohidratos
y metabolismo anaerdbico, aunque también podria bajar las produccién y utilizacion de ATP
para disminuir la tasa metabdlica y las tasas de rotacion de ATP, permitiendo ahorrar energia
manteniendo el equilibrio de demanda de suministro de esta, aunado a esto se desencadenan
procesos para la regulacion de la expresion de genes que codifican proteinas del choque térmico
(HSP, por sus siglas en inglés) y enzimas de la cadena respiratoria (David et al., 2005). Debe
considerarse que esta transicion puede sostenerse solo por tiempo limitado, porque M. gigas y
los moluscos en general no pueden permanecer sin respirar O2 indefinidamente ya que el cambio
de ruta metabdlica a anaerobia para produccion de ATP, conlleva a la produccion de acido
lactico y bajo una prolongacion en esta ruta, los organismos mueren por acidosis (Allen y
Burnett, 2008; Michaelidis et al., 2005).

La TSM influye sobre los organismos intermareales ain en marea baja, estableciendo la
temperatura inicial despues de la inmersion e influyendo en la temperatura de la zona de mareas
que queda expuesta, pero la importancia relativa de la temperatura aérea y acuética en el
desempefio global de los organismos y su supervivencia es algo aun no entendido; si bien se
puede suponer que cuando el régimen de mareas hace que estos queden expuestos a la radiacion
solar directa durante el mediodia y horas posteriores, especialmente en el verano, hay un
aumento considerable de su temperatura y es entonces cuando el estado fisioldgico se ve mas

comprometido (Helmuth et al., 2006).

2.2.3.3. Estrés térmico en funcion del tiempo

Permanentemente los cambios diarios y estacionales de temperatura producen estrés en los
organismos, por lo que el fendmeno del cambio climatico (y su sinergia con la acidificacion)

solo esta potenciando ese estrés. En moluscos bivalvos, como en otros organismos, la capacidad
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de respuesta estaria restringida por sus limites de tolerancia frente al aumento de la temperatura
en funcion de la duracion y el alcance del estrés térmico (Madeira et al., 2012). Sin embargo, la
duracion y el patron de exposicion térmica pueden tener efectos dependientes del tiempo, los
cuales afectan el rendimiento bioldgico de los organismos de forma negativa o positiva
(Kingsolver y Woods, 2016). Bajo condiciones de estrés moderado, los organismos pueden
compensar la demanda elevada de energia, incrementando su asimilacion. Sin embargo, bajo
exposiciones extremas prolongadas, el estrés provocado sobrepasa la capacidad metabdlica de
los organismos para producir energia, se pierde la homeostasis y eventualmente provoca
mortalidad (Lannig et al., 2010; Portner et al., 2017; Sokolova et al., 2012a, 2012b).

2.2.3.4. Estrés térmico en la reproduccion de Magallana gigas

En M. gigas incrementos en la temperatura han sido correlacionados con el decremento en la
capacidad de sus hemocitos para matar agentes patogenos (Allen y Burnett, 2008). En esta
especie tal depresion de la inmunocompetencia por efectos térmicos es mayor cuando se
combina con eventos de desove, ya que pasado este se observa una disminucion tanto en la
fagocitosis por hemocitos como en la actividad antimicrobial a nivel de hemolinfa; también los
organismos desovados mostraron concentraciones moderadas de HSP y baja carga energética
de adenilato (Li et al. 2007). Después del desove el almacenamiento de glucogeno, que es
fundamental en el suministro de energia para la gametogénesis y la movilizacion de reservas
energéticas en la reproduccion, se encuentra en su minimo nivel (Berthelin et al., 2000; Ruiz et
al., 1992). Se ha propuesto que, sobre la base de las consideraciones antes descritas, la energia
consumida durante la reproduccion compromete la tolerancia térmica y el estado inmune de los
organismos, principalmente el de las hembras, dejandolos susceptibles, por ello si incrementa
la temperatura después del desove es facil que se presenten mortandades masivas (Li et al.,
2007; Patrick et al., 2006; Rodriguez-Jaramillo, 2014).

2.2.3.5. Modelo conceptual: rangos de tolerancia térmica limitada por oxigeno

Las respuestas de los parametros biolégicas de un organismo en funcién de la temperatura son

definidas por una serie de mecanismos y variables que cambian en funcion de los niveles de
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estrés a los que se ve sometido; esto ha sido integrado en un modelo conceptual denominado
rangos de tolerancia térmica limitada por oxigeno (RTTLO) propuesto por Portner (2002) y
recientemente actualizado por Portner et al. (2017). En la Figura 3 se ilustra el modelo de
RTTLO, en ella el rango de tolerancia térmica activa (temperaturas 6ptimas) marca los niveles
mas altos del desempefio biolégico de cualquier funcién, los cuales son sustentados por
metabolismo aerdbico como estrategia metabdlica rutinaria (normal); estos niveles decrecen
sucesivamente, hacia ambos lados de la curva de desempefio, a partir de las temperaturas
subdptimas; hay un rango de desempefio critico (temperaturas criticas) vinculado con las
temperaturas limitantes y letales, donde los niveles de estrés térmico son extremos, mientras que
las temperaturas subdptimas se asocian a niveles de estrés moderados; la transicién a la
tolerancia térmica pasiva (iniciando en las temperaturas subdptimas), marca el inicio en la
disminucion de la Py, en la hemolinfa causando estres oxidativo, codificacion de HSP y cambios
en la estrategia metabolica, con una conversion del metabolismo aerobio / anaerobio
(compensacion) a uno exclusivamente anaerobio (conservacion); estas transiciones de
condiciones subletales a agudas letales implican retroalimentacion entre todo el organismo y los
niveles moleculares; en términos ecoldgicos el rango de tolerancia pasiva (temperaturas
suboptimas, limitantes y criticas) es un componente del nicho utilizado de forma rutinaria por
organismos que experimentan temperaturas extremas, logrando una tolerancia térmica

extendida mediante mecanismos metabdlicos de proteccion.

Se debe considerar que la amplitud del rango térmico es mayor a nivel molecular que de
organismo Yy que ellos son interdependientes en escalas de tiempo evolutivas (Portner et al.,
2012). Ademas estos rangos son el resultado de la aclimatacion o adaptacion local y las
compensaciones asociadas hacia otros factores de estrés, por ello difieren entre especies e
incluso entre poblaciones de la misma especie y al menos para peces también entre sus etapas

ontogenéticas de desarrollo (Pdrtner y Farrell, 2008; Portner y Peck, 2010).
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Figura 3. Concepto de tolerancia térmica limitada por oxigeno (modificado de Portner et al., 2017); ver
texto para explicacion.

2.2.3.6. Modelo conceptual: tolerancia al estrés limitada por energia

La tolerancia térmica limitada por energia (TTLE) es un modelo conceptual que explica la
asignacion de la energia para los diferentes procesos que la demandan y el tipo de metabolismo
que la suministra en funcion de los rangos optimos, subdptimos, limitantes y letales del factor
(o factores) de estrés (Sokolova, 2013; Sokolova et al., 2012a, 2012b): en el rango 6ptimo, el
alcance aerdbico es maximo y el suministro de ATP aerdbico es lo suficientemente alto para
cubrir el metabolismo basal (MB) e invertir en crecimiento, reproduccion, desarrollo, etc., e
incluso hay exceso de energia que se almacena (como glucogeno o lipidos); en condiciones
suboptimas el estrés es moderado, pero los costos de mantenimiento aumentan, se reduce el
gasto energético en otras funciones y no se almacena energia, pero se satisfacen las demandas
de proteccion y reparacion de dafios, también puede bajar la tasa de asimilacion y con ella el

nivel de energia aerobio; en los rangos limitantes el estrés ya es extremo y el suministro de
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energia es Unicamente para MB, el metabolismo aerdbico se reduce significativamente o
desaparece, cambiando a anaerobiosis parcial o total para sostener la supervivencia del
organismo durante un tiempo limitado, también en algunas especies se reduce las tasas de
recambio de energia a expensas de cortar gastos de ATP que no son esenciales para la
supervivencia inmediata. En el rango letal, el equilibrio entre demanda y suministro de ATP
esta totalmente desbalanceado (se pierde la homeostasis) y se interrumpe permanentemente
como consecuencia del desempefio en un ambito anaerdbico negativo, resultando en la muerte
del organismo. Vale la pena puntualizar que 1) el equilibrio de energia se interrumpe
temporalmente durante las transiciones entre sin estrés a estrés moderado y de estrés moderado
a extremo, pero finalmente se restablece a medida que el organismo se aclimata a sus nuevas
condiciones y 2) la supervivencia a largo plazo de la poblacion solo es posible en los rangos

optimo y subdptimo.

2.2.3.7. Respuesta celular de Magallana gigas al estrés térmico

El estrés térmico a nivel genético ha sido estudiado para entender los ajustes en la expresion
molecular y de genes que son desencadenados a la par de los cambios fisiologicos y metabolicos,
lo cual permite formular hipotesis méas precisas sobre como los diferentes tejidos y el individuo
como sistema responden a fluctuaciones bioticas o abioticas especificas (Meistertzheim et al.,
2007). La exposicidn a estrés induce una serie de anomalias en la funcion celular, principalmente
en la inhibicién general de la sintesis proteica, alteraciones en la estructura y funcion de las
proteinas, reordenamientos del citoesqueleto y alteraciones en la dinamica de la membrana
celular, las cuales desencadenan cambios en la transcripcion de genes y la sintesis de proteinas
como respuesta celular al estrés mediado principalmente por HSP, que son chaperonas
intracelulares evolutivamente antiguas (Fabbri et al., 2008). Conocer como se da la transcripcion
y codificacion de genes para las HSP nos acerca a entender los mecanismos reguladores de
tolerancia al calor (Yang et al., 2017). En ese sentido, uno de los principales procesos para
mantener la homeostasis celular es la regulacion de HSP, cuya induccion transcripcional como
respuesta al estrés térmico es un proceso altamente conservado en eucariotas superiores (Zhang
et al., 2016); y al menos en M. gigas las HSP también participan en el ajuste molecular ante

estresores diferentes a la temperatura, como Oz, CO., salinidad, metales pesados y patdgenos
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(David et al., 2005; De-la-Re-Vegaet al., 2017; Ginger et al., 2013; Kawabe y Yokoyama, 2011;
Yang et al., 2016). También la expresion de genes relacionados con el metabolismo energético,
tiene comportamientos de respuesta dependientes del tiempo de exposicién ante cambios
bruscos de temperatura, y al inicio del evento de calentamiento se disparan mecanismos de
estabilizacién metabdlica y reparacién de dafio celular, aunque si la temperatura se mantiene a
niveles altos por muchas horas los costos de mantenimiento son insostenibles y el dafio se vuelve

irreparable (Yang et al., 2017).

Altas concentraciones de proteinas de la familia HSP70 (HSP con pesos moleculares
cercanos a los 70 kDa) fueron identificadas en M. gigas después de aplicarles choques térmicos
para inducir termotolerancia, comportamiento que ha sido interpretado como un mecanismo de
aclimatacion y adaptacion importante a su medio de crecimiento natural (Clegg et al., 2009;
Hamdoun et al., 2003); por ello las HSP70 son las moléculas mas estudiadas en esta especie
(Zhang et al., 2016). Ademas, asociado a estos altos niveles de HSP70, motivados por
incrementos notables en la temperatura, hay una depresion en la expresion de genes tipicamente
asociados al metabolismo de proteinas, los cuales participan tanto en su degradacién como su
biosintesis (Lim et al., 2016). También las respuestas son diferenciales entre organismos
susceptibles y resistentes a los cambios agudos de temperatura, con bajas significativas para los
segundos respecto a su expresion transcripcional en los genes que codifican tanto las HSP70
como aquellos para captacion de O (Kim et al., 2017). Incluso, en esta especie la capacidad
genética utilizada en contrarrestar el estrés por temperatura podria tener una expresion vinculada
a la estacionalidad térmica natural, ya que cambios abruptos de temperatura en condiciones tipo
de diferentes meses del afio marcan diferencias significativas entre genes que codifican la

expresion de HSP70, meses de verano > meses de invierno (Farcy et al., 2009).

2.2.4. Distribucion térmica y geografica de Magallana gigas

La distribucién geogréafica de las especies marinas esta determinada principalmente por patrones
de temperatura del agua y sus ventanas térmicas reflejan la tolerancia sobre bases fisioldgicas a
la cual estan adaptadas (Portner, 2012); por ello, los efectos de la temperatura sobre la

supervivencia y el rendimiento fisioldégico ha sido un foco principal de investigacion durante
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décadas (Somero, 2005). Los rangos geograficos de distribucion en las especies son
esencialmente la expresion de su nicho ecoldgico en el espacio (Sexton et al., 2009). En la gran
mayoria de las especies tal expresion se ha desarrollado de manera natural y su adaptacion a
nuevos habitats (cercanos a los margenes) va ampliando su rango total de distribucion,
conformando la evolucion del nicho (Holt y Gomulkiewicz, 1997). Lo anterior no aplica
totalmente para M. gigas, una especie que por accion humana se ha insertado en la ZC de todas
las regiones templadas y algunas areas tropicales de todo el mundo; hasta la década pasada se
tenia registro de 59 paises a los cuales se introdujo para cultivo, accion que comenzé en 1902
en EE. UU., cuando se importaron organismos de Corea y Japon, pero que tuvo su mayor auge
en las décadas de 1970s y 1980s con ~65 % de esos paises (59) que por vez primera introdujeron
a la especie en sus cuerpos de agua (Ruesink et al., 2005).

En la mayoria de los lugares donde M. gigas se introdujo hubo una reconversion de la
actividad ostricola respecto a las especies objetivo del cultivo, desplazando a las especies nativas
y en muchos de ellos logro establecerse dentro del ecosistema como una poblacion feral; incluso
de esos sitios se disperso exitosamente a otros aledafios, expandiendo su rango de distribucion,
situacion que fue promovida inicialmente por la seleccidn artificial al crear resistencia ante las
nuevas condiciones ambientales (Melo et al., 2010; Troost, 2010). En muchos de los lugares
donde no se han logrado establecer, las actividades de acuicultura se mantienen afio tras afio
(Ruesink et al., 2005). Considerando una gran cantidad de lugares donde se cultiva la especie,
incluyendo aquellos donde existen 0 no poblaciones naturalizadas, se determin6 que el rango
promedio de TSM en el cual habita es entre 1.9 °C y 28.6 °C (Carrasco y Baron, 2010).

2.2.5. Marco ambiental

El marco ambiental se establece experimentalmente determinando la temperatura 6ptima de
crecimiento y los limites fisioldgicos de tolerancia térmica (Bayne, 1976; Fry, 1947). Estos
indicadores representan una forma amplia de observar procesos y gradientes de desempefio
ecoldgico y se ha observado que el ajuste de esa distribucion por especie es proporcional a la
cantidad de poder metabdlico disponible para el crecimiento, la actividad y la reproduccion

(Kelsch y Neill, 1990). Los organismos ectotérmicos prefieren temperaturas ambientales mas
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bajas, pero cercanas a la 6ptima fisioldgica; lo anterior parece ser una constante en organismos
terrestres, mientras que en marinos se ha investigado poco en ese sentido, aungque donde se ha
hecho se muestra un mejor desempefio en temperaturas ambientales mucho mas bajas que la
Optima fisiolégica (Tepler et al., 2011). Por su parte, los limites térmicos se consideran
ecolégicamente relevantes porque indican el rango de actividad para una poblacién bajo
condiciones de exposicion aguda (Somero, 2005). Si bien, los limites fisioldgicos térmicos
letales, sobre todo en ectotermos terrestres, son frecuentemente mas extremos que las
temperaturas a las cuales estan expuestos los organismos en su habitat natural, lo que les confiere
un margen de seguridad para lidiar contra cambios de temperatura abruptos o incrementos
constantes de este factor durante periodos prolongados (Sunday et al., 2014, 2012). Hay que
considerar que este margen de seguridad se va reduciendo conforme la temperatura maxima del
habitat se incrementa, por lo que organismos tropicales e/o intermareales pudieran ser mas
vulnerables ante fendmenos de calentamiento extremo como los que esta propiciando el cambio

climatico (Somero, 2010).

Lo anterior es muy trascendente para especies como M. gigas que tienen una amplia
plasticidad adaptativa; sin embargo, debe tomarse en cuenta que la tolerancia térmica al ser un
atributo poblacional delimita condiciones ambientales particulares de los organismos, lo cual
para esta especie es particularmente relevante respecto a las diferencias térmicas de los cultivos
en cada zona. Por ejemplo, en Francia se ha determinado que al subir la temperatura del agua
por arriba de los 19 °C el factor de riesgo para que ocurran mortandades de verano es cercano
al 100% (Ropert et al., 2007), lo que contrasta con las poblaciones cultivadas en el noroeste de
México, en las cuales experimentalmente se ha determinado como una temperatura favorable
para el crecimiento y se ha observado que la frecuencia de registro de TSM mayores a 19 °C es
muy alta en los cuerpos de agua donde tradicionalmente se cultiva M. gigas, por ello ese limite

no representa problema para los organismos de cultivos locales (Sicard et al., 2006).
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2.3. Potencial de crecimiento

2.3.1. Generalidades

Los organismos requieren sustratos (luz, nutrientes, alimentos, etc.) de donde tomar energia para
mantenerse vivos y si hay un excedente pueden realizar otras actividades como crecer y
reproducirse. Fry (1947) argument6 que dependiendo de sus niveles energéticos estos podian
tener, bajo la condicionante de un factor ambiental, tasas metabdlicas minimas (estandar) y
maximas (activas) y definid la diferencia entre ellas como su marco de actividad bajo ese factor
particular. Sobre esa base, Warren y Davis (1967) conceptualizaron por primera vez el término
de PDC vy lo enunciaron como la diferencia de energia entre el alimento que consumen los
organismos Yy todos sus usos y perdidas bajo circunstancias ambientales particulares. Desde
entonces el concepto de PDC ha variado poco y actualmente se expresa como la energia libre
de la que dispone un organismo despues de satisfacer sus costos de mantenimiento, lo cual
matematicamente se sustenta en la ecuacion de balance energético derivada a partir de los
trabajos de Ivlev (1939), Warren y Davis (1967) y Winberg (1960)2. De acuerdo con Widdows
y Johnson (1988) a nivel individual la respuesta fisioldgica del consumo de energia a traves de

alimento (C) tiene un balance, tal como se muestra en la siguiente ecuacion:

C=P+R+U+F

donde P = produccion de tejido somatico y gametos, R = gasto energético a través de la
respiracion, U = energia perdida por excrecion y F = pérdida de energia por materia fecal. Dado
que la racion absorbida (A) es el producto de C por la eficiencia de absorcion (EA), entonces P

puede ser expresado como:

P=A-R-U

Si consideramos que todos los términos que definen P pueden ser referenciados como

tasas equivalentes en unidades de energia, peso y tiempo (A = tasa de absorcion o TA, C =tasa

2 Publicado originalmente en 1954 en ruso.
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de ingestion o TI, R = tasa respiratoria 0 TR y U = tasa de excrecién o TE), entonces P puede
ser homologada al PDC, por lo tanto:

PDC=TA-TR-TE

Debe tomarse en cuenta que en la gran mayoria de los casos las pérdidas por excrecion
de productos nitrogenados (TE) no son consideradas para el calculo del PDC, porque son poco
significativas respecto al balance total de energia (p. ej. Tamayo et al., 2014; Ropert y
Goulletquer, 2000). EI PDC también puede ser referido como balance energético neto o
produccion neta, cuya terminologia es de uso mas comin cuando se modela bajo este marco
tedrico (Barillé et al., 2003; Filgueira et al., 2011).

El enfoque de PDC supone que la energia asimilada esté disponible inmediatamente para
funciones de catabolismo (TR y TE) y el excedente puede ser gastado también al instante o se
va a reserva; esa simplificacion en las vias de colocacion de la energia, considerada como una
respuesta integral instantanea del estado fisiologico del individuo, permite estudiar a los
organismos a partir de procesos importantes que son relativamente faciles de medir (Filgueira
et al., 2011; Widdows, 1978; Widdows y Johnson, 1988). El valor de PDC puede ser positivo,
indicando que la energia sobrante puede ser usada en funciones como el crecimiento, la
reproduccion y otras, 0 negativo en cuyo caso se esta perdiendo peso porque el mantenimiento
usa las reservas de energia previamente acumulada en los tejidos (Thompson y Bayne, 1974).
Entonces, el PDC principalmente en organismos de cultivo es un buena alternativa como
indicador del crecimiento y tiene la ventaja de que no se requiere esperar periodos amplios para
su evaluacion, como si es el caso en los métodos clasicos de seguimiento morfométrico (Sicard-
Gonzaélez., 2006).

Como el PDC ofrece una respuesta cuantitativa de la condicion fisiologica general de
los organismos, este ha sido utilizado para indicar el efecto que tiene un gran nimero de estresor
sobre ellos, ya sea de forma aislada o interactiva; lo anterior principalmente se ha evaluado en
moluscos bivalvos y particularmente en Mytilus edulis en relacién al efecto de contaminantes
quimicos (Widdows et al., 1995).
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2.3.2. Tasas fisiologicas y potencial de crecimiento en Magallana gigas

Bayne (1999), usando a organismos de M. gigas como caso de estudio, mencioné que las
diferencias entre las tasas de crecimiento de individuos estrechamente emparentados y que
crecen bajo condiciones ambientales similares pueden explicarse considerando aspectos
fisiologicos, incorporados en el marco tedrico del PDC, bajo tres condiciones: 1) se crece mas
rapido cuando las TA son mas altas (lo llamé modelo de adquisicion de energia); 2) las tasa de
crecimiento son el resultado de bajos costos de mantenimiento (TR + TE bajos, modelo de
asignacion de energia); y 3) se crece mas si el costo del crecimiento metabdlico es mas eficiente
(modelo de eficiencia metabdlica); es importante observar que la TR tiende a aumentar con
incrementos de TA 'y la respiracion debida a mantenimiento y por gasto en crecimiento no puede
discriminarse, por lo que la relevancia entre los modelos de asignacion y eficiencia se
enmascara. Diferentes estudios en M. gigas permiten sustentar los tres modelos (Tamayo et al.,
2014).

Los valores del PDC varian en M. gigas en funcion tanto de la concentracion de alimento
disponibles en el medio como de la fase del periodo reproductiva en el que se encuentren los
organismos, lo que determina fluctuaciones estacionales no necesariamente coincidentes con el
ciclo de temperatura ambiental, aunque las tasas por si mismas, sobre todo la TR, si muestran
relaciones directas con este parametro; lo anterior se ha observado en grupos de organismos de
crecimiento lento y acelerado y en ambos grupos los valores de PDC son negativos 0 muy bajos
durante y después de la reproduccion (Enriquez-Diaz, 2004; Mao et al., 2006; Soletchnik et al.,
1997, 1996). El PDC en niveles normales de O, también se ve afectado por la reproduccion y
tiende ser incluso mas bajo en condiciones de hipoxia (Burgeot et al., 2007). En la Tabla 1, se

anotan valores de PDC obtenidos en algunos estudios previos.
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Tabla 1. Valores promedio (+ desviacion estandar) de potencial de crecimiento (PDC) referenciados en
la literatura para Magallana gigas, en donde consideran diferentes factores para su evaluacion; Se
indican también valores de tasas de asimilacion (TA) y respiracion (TR). Las unidades anotadas son las
contempladas en la referencia corresponden unidades de peso seco, salvo donde se anota PHT = peso
himedo de tejido.

Factor TA TR PDC Referencia

Genotipos 1.26 £ 0.54 146.1 +75.9 Haure et al., 2003
mg 0, htg? Jhigt

Genotipo 1/1 0.079 + 0.006 48.8 Huvet et al., 2008
mg 0, h?g?PHT Jhig!

Genotipo 1/2 0.084 + 0.010 54.7
mg 0, h?g?PHT Jhig!

Genotipo 1/3 0.083 + 0.009 47.3
mg 0, h?g?PHT Jhig!

Genotipo 2/5 0.094 + 0.012 57.3
mg 0, h?g?PHT Jhig!

Comparacién entre  154.31 ) htg? 0.68mlO,h'g? 61.96Jh1g? Ropert y

especies

Goulletquer 2000

Invierno, normoxia  997.6 + 693.4 11.2+5.8 8.2 +1.2 ) diatlkg? Burgeot et al.
cél hlkg? ml 0; h'l kg 2008
Invierno, anoxia 265.7 + 160.9 26+1.5 4.1+0.4)diatkg?
cél htkg? ml 0, h kg?
Verano, normoxia 6,173.9+952.7 89.4+11.1 9.1+4.1J)diatkg?
cél htkg? ml 0, h kg?
Verano, anoxia 1,283.8+630.6 22.5+15.1 1.5+3.2)diatkg?
cél ht kgt ml 0, h' kg?
Otofio, normoxia 1,539.5+274.0 33.0%+1.32 -1.1+0.9) diat kg
cél htkg? ml 0, h' kg?
Otofio, anoxia 8,10.3 £ 320.7 5.0 +1.27 3.1+1.2)diatkg?
cél ht kgt ml 0, h' kg?
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3. JUSTIFICACION

Durante las Gltimas tres décadas el cultivo de M. gigas ha sido una de las actividades acuicolas
relevantes dentro de la ZC de la region noroeste de México, aunque sus niveles de produccién
han sido muy fluctuantes a lo largo del tiempo. El interés por seguir desarrollando esta actividad
es creciente y por ello aportar bases cientificas para llegar a su sustentabilidad es una tarea
necesaria y apremiante. También, se sabe que México no cuenta con un pie de cria de M. gigas
que garantice el abasto anual de semilla para producir los volimenes actuales que maneja la
industria ostricola nacional, este se debe establecer. Sin embargo, ese pie de cria debe ser
seleccionado a partir de las mejores aptitudes ecofisioldgicas de los organismos para sobrevivir,
crecer y potencializar su produccion considerando las condiciones de variabilidad térmica que
existen en nuestra ZC. Si se logra conocer como responden fisiolégicamente algunas lineas
genéticas de M. gigas, previamente aclimatadas en nuestros cuerpos de agua, se proporcionara
informacion valiosa que contribuya a tomar mejores decisiones respecto a aspectos de la

problematica que presenta su cultivo. Este trabajo se desarrollo en ese sentido.
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4. HIPOTESIS

Se ha observado que los limites fisioldgicos de tolerancia térmica de organismos ectotermos
exceden en amplitud a los rangos térmicos ambientales en los que viven, implicando un margen
de seguridad contra cambios abruptos y/o extremos de temperatura en su habitat natural;
también se ha visto que el desempefio bioldgico en los ectotermos marinos varia en funcion de
niveles de estrés térmico y esos niveles condicionan sus respuestas metab6licas. Dado que los
principios fisioldgicos y bioenergéticos son aplicables a cualquier organismo, se espera que en
Magallana gigas las temperaturas letales medias a las 96 h de exposicién y los tiempos letales
medios a temperaturas extremas sean mayores que las condiciones registradas en las zonas de
cultivo; ademas de que sus valores de potencial de crecimiento, en funcion del tiempo de
exposicion a temperaturas subletales, permitiran identificar diferencias entre la capacidad de

respuesta de lineas genéticas adaptadas a diferentes condiciones ambientales.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Establecer las respuestas fisiologicas de cuatro lineas genéticas de ostion japonés, Magallana
gigas, adaptadas a dos zonas costeras del noroeste de México, El Cardon y Rancho Bueno, con
diferente variabilidad térmica.

5.2. Objetivos especificos

1. Determinar si la variabilidad térmica del agua medida in situ en El Cardén y Rancho Bueno

es comparable a los datos proporcionados en fuentes de datos globales.

2. Determinar la temperatura letal media y tiempo letal medio de cuatro lineas genéticas de
Magallana gigas aclimatadas previamente en EI Cardon y Rancho Bueno.

3. Estimar el potencial de crecimiento en respuestas crénicas y agudas a diferentes temperaturas

de cuatro lineas genéticas de Magallana gigas aclimatadas previamente en EI Cardén y Rancho

Bueno.
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6. METODOLOGIA

6.1. Sitios de cultivo

Las aguas que cubren la peninsula de Baja California corresponden con la parte sur de la
Corriente de California, un tipico sistema de los bordes orientales modulado por procesos
advectivos de meso y gran escala y por la estacionalidad de las surgencias costeras (Checkley y
Barth, 2009). Dentro de esa extensa zona se consideraron dos esteros, EC y RB, como caso de
estudio, porque en ellos tradicionalmente se ha cultivado M. gigas en el estado de Baja
California Sur, México (Figura 1). Ambos cuerpos de agua presentan condiciones
antiestuarinas, con vegetacion acuatica dominada por Zoostera marina y en sus bordes tienden
a presentan grandes extensiones de manglar (Amador et al., 2006; Danemann y de la Cruz
Aglero, 1993; Mendoza y Carmona, 2013; Santamaria—Gallegos et al., 2007). En ellos el clima
caracteristico es semicalido y muy seco, con variaciones diarias muy amplias de temperatura
del aire, mientras que la variabilidad diaria de la TSM se relaciona fuertemente con las mareas
y el periodo de irradiacion solar (Contreras, 1985; Flores-Baez et al., 1983; Mendoza-Salgado

y Lechuga-Deveze, 1995).

El Cardon (Figura 2D) se encuentra localizado en la parte sureste de la Laguna San
Ignacio (Figura 2B), es un cuerpo de agua costero de ~20 km de largo por ~15 km de ancho y
profundidades medias de 2 a 4 m y de 20 m en las desembocaduras que comunican con el
Oceano Pacifico (Contreras, 1985; NUfez-Lopez et al., 1998; Swartz y Cummings, 1978); En
EC se presentan algunos parches de salitral, areas arenosas y bajos lodosos sin declives abruptos
gue quedan expuestas con las mareas mas bajas (Danemann y Guzman-Poo, 1992; Mendoza y
Carmona, 2013). El estero RB (Figura 2E) se encuentra situado en la porcion sureste de Bahia
Almejas (Figura 2C), la cual forma parte de un sistema lagunar muy extenso conocido como
Magdalena-Almejas; esta bahia tiene comunicacion al mar en su parte sur mediante una boca
muy somera, por lo que las condiciones hidrologicas dentro de ella parecen tener poca influencia
del mar abierto (Alvarez-Borrego et al., 1975). Rancho Bueno es un cuerpo de agua costero
poco profundo, entre 3y 5 m, que corre paralelo a la costa, cuenta con extension de 36 km?, con

12 km de longitud y 300 m promedio de ancho y se comunica en la parte norte a Bahia Almejas
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y en la parte media al Océano Pacifico por una boca muy estrecha (Amador et al., 2006;

Mendoza-Salgado y Lechuga-Deveze, 1995).

6.2. Variabilidad térmica del agua de mar asociada a los sitios de cultivo

6.2.1. Fuentes de informacién

6.2.1.1. Registros de alta frecuencia de temperatura superficial del mar in situ

Se trabaj6 con los RAF de EC y RB para el periodo 2001-2016, que corresponden con datos de
temperatura in situ tomados cada 30 min mediante termdgrafos digitales (Optic Stow Away
Temp WTA32-5+37 con precision de +0.2°C hasta junio del 2006 y posterior a ese afio por
HOBO® Pendant Temperature/Light Data Logger, Onset Computer Corp. con precision
+0.2°C), colocados a profundidades promedio de 1 m y asociados a los sistemas de cultivos de
M. gigas (Figuras 2D y 2E). Los termdgrafos se remplazaban periddicamente y se les extraia la
informacion (fecha, hora y temperatura), aunque por diversos motivos las series
correspondientes a cada sitio no son continuas. Estos RAF fueron obtenidos de
http://observatorio.cibnor.mx/monitoreo.htm (consultado el 7 de febrero del 2017) para los afios
2001-2011. Los datos del 2012 al 2016 fueron proporcionados por el Comité de Sanidad

Acuicola de BCS. En el caso de RB, la primera parte de esta serie de datos, de febrero del 2001

a mayo del 2002, fue previamente analizada (Sicard et al., 2006).

Los termdgrafos de RB se asociaron a organismos en fases finales de cultivo, por ello
durante el tiempo que bajaba la marea estuvieron en contacto directo con el aire y los registros
correspondian a temperaturas fuera del agua. Con el fin de evitar errores al compararlos contra
la TSM de las BDG, se eliminaron las temperaturas de los RAF de RB correspondientes con los
mareas cercanas o iguales a la bajamar inferior del ciclo circadiano de mareas, asumiendo que
los registros eran temperatura del aire. Para obtener este ciclo se utilizaron las series temporales

de prediccion de mareas para Puerto San Carlos, BCS, que fueron obtenidas de
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http://redmar.cicese.mx/nmar/predmar/® (consultado 9 de febrero del 2017), de enero 1 del 2000

al 31 de diciembre del 2016 con valores cada 30 min; se eligié la estimacién de marea de este
lugar por ser el méas cercano a RB de todos los disponibles. En el caso de EC los termdgrafos se
asociaron a los organismos en fases de cultivo iniciales, por lo mismo siempre estuvieron
sumergidos y se usaron todos los datos para su analisis y la comparacion contra las BDG. El
interés de comparar RAF vs BDG es con la intencion de establecer el grado de semejanza que
existe entre ellas y para saber cuales son las consecuencias de usar cada fuente de informacién

al describir, sobre la base de sus caracteristicas térmicas, zonas potenciales de cultivo.

6.2.1.2. Datos de bases globales

Se utilizé informacion de tres BDG: 1) “Extended Reconstructed Sea Surface Temperature v4”
(referida de aqui en adelante como ERSST), 2) “NOAA Optimum Interpolation Sea Surface
Temperature v2” (referida de aqui en adelante como Ol) y 3) “Multi-scale Ultra-high Resolution
Sea Surface Temperature L4 (referida de aqui en adelante como MUR).

Los datos ERSST son derivados de los registros in situ contenidos en “International
Comprehensive Ocean—Atmosphere Data Set” que son acoplados para una cuadricula de 2°
latitud x 2° longitud con cobertura mundial y temporalidad mensual a partir de enero de 1854,
los cuales son optimizados mediante una serie de meétodos estadisticos que permiten la
interpolacién de los valores de temperatura a fin de que no existan huecos de informacion en la
malla espaciotemporal (Huang et al., 2015; Liu et al., 2015). Se obtuvo todo el set de datos en

la direccion electronica https://www.ncdc.noaa.gov/data-access/marineocean-data/extended-

reconstructed-sea-surface-temperature-ersst-v4, (consultado 15 de febrero del 2017), a partir de

un archivo ascii, del que se extrajeron los valores asociados a cada uno de los sitios de cultivo
(Figura 2A\). Para cada sitio se utilizd la serie de tiempo solo entre enero de 1917 y diciembre
del 2016.

% La prediccion de mareas es elaborada por el Laboratorio de Marea del Centro de Investigacion Cientifica y de
Educacion Superior de Ensenada Baja California, México
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Los datos Ol incorporan registros de TSM tanto in situ como satelitales que mediante un
algoritmo estadistico, que incorpora un método de interpolacion lineal, utiliza informacién en
resolucion semanal o diaria y produce valores a escala mundial organizados en una cuadricula
espacial de 1° latitud x 1° longitud y temporalidad mensual que comienza en diciembre de 1981
(Reynolds et al, 2002). Estos datos se encuentran  disponibles en

https://www.esrl.noaa.gov/psd/data/gridded/data.noaa.oisst.v2.html (consultado 15 de febrero
del 2017) en un archivo nc, del que se obtuvieron los valores correspondientes a los cuadros de
1° x 1° mostrados en la Figura 2A. La serie utilizada incluy6 hasta diciembre del 2016.

Los datos MUR fueron obtenidos del sitio https://mur.jpl.nasa.gov/ (consultado el 24 de

enero del 2017). Estos datos disponen de informacién espacialmente distribuida en una
cuadricula de 1 km?, agrupando registros provenientes de diferentes sensores remotos (MODIS,
AMSR-E y AVHRR), datos in situ y modelos, que son acoplados mediante una técnica de
interpolacion basada en una descomposicion estadistica tipo wavelet (Chin et al., 1998; Dash et
al., 2012). Los datos vienen contenidos en archivos diarios (formato nc y compactacion bz2)
con informacion mundial, de ellos se recortaron pequefios cuadros de 4 pixeles para cada zona;
en EC los pixeles abarcaron en conjunto entre 113.165° y 113.154 O y 26.7902 y 26.7792° N
(coordenadas decimales; Figura 2D) y en RB entre 111.407°y 111.396 Oy 24.2963° y 24.2853°
N (Figura 2D). Estos cuadros representan los registros MUR maés cercanos a las zonas de cultivo.
Por pixel se construyé una serie de tiempo desde el 1 de julio del 2002 y hasta el 31 de diciembre
con intervalos diarios; para cada zona los valores de los 4 pixeles fueron promediados para tener

una serie MUR representativa.

6.2.2. Analisis de datos

6.2.2.1. Distribucion de frecuencias

Se obtuvo por sitio de cultivo y considerando por separado las bases de datos RAF, MUR, Ol y
ERSST la frecuencia de distribucion de la TSM en intervalos de decimas de °C. Lo anterior

permite comparar las fuentes de informacién en cuanto al rango total de temperaturas que cubre
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cada una y determinar el potencial de un sitio para cultivar una especie en términos de sus

caracteristicas térmicas (Sicard et al., 2006).

6.2.2.2. Comparacion entre valores diarios de temperatura superficial del mar

Se generd una serie de tiempo de promedios diarios de los RAF por sitio, pero solo se
consideraron dias que tuvieron el 75% de los registros. Los RAF se compararon contra los datos
MUR mediante una correlacion lineal y con la diferencia de valores entre los mismos dias (p.
ej. dato RAF EC de enero 15 de 2008 — dato MUR de enero 15 de 2008).

6.2.2.3. Comparacion entre valores mensuales de temperatura superficial del mar

Para los datos RAF y MUR se gener6 una serie de tiempo de promedios mensuales por sitio,
pero solo se consideraron meses que contaron con el 75% de los registros posibles. Las cuatro
bases de datos se compararon entre ellas mediante correlaciones lineales y las tres BDG fueron
comparadas contra las series RAF mediante la diferencia de valores entre los mismos meses (p.
ej. dato RAF EC de enero del 2008 — dato ERSST de enero del 2008).

6.2.2.4. Ciclos circadianos

Se obtuvieron ciclos circadianos tipo de TSM para cada sitio de cultivo a partir de los RAF,
considerando todo el set de datos en cada caso, a partir de los promedios para horas especificas
(p. €j. el promedio de todos los valores a las 00:30 h), resultado en 48 promedios por serie.
También, de manera analoga se obtuvieron ciclos circadianos, pero por estacion; considerando
primavera entre marzo 21y junio 20, verano de junio 21 a septiembre 20, otofio de septiembre

21 a diciembre 20 e invierno de diciembre 21 a marzo 20.

6.2.2.5. Ciclos anuales

Los ciclos anuales se obtuvieron para EC y RB con cada una las series de RAF y MUR diarias
a partir de promediar dias calendario, generando ciclos tipo con 365 datos ya que en los afios

bisiestos el 28 y 29 de febrero se promediaron y contemplaron como un solo dia. Se compararon
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las series de los afios tipo RAF y MUR por sitio de cultivo mediante correlaciones lineales y

con la diferencia de dias equivalentes entre ellas.

6.2.2.6. Anomalias de temperatura

Por sitio se obtuvieron series de anomalias diarias con los datos RAF y MUR; a partir de las
diferencias de cada dia en la serie original, menos el valor promedio de su dia correspondiente
a su ciclo anual. En el caso de los datos Ol y ERSST, se obtuvieron anomalias mensuales a partir
de diferencia entre los valores mensuales originales y su valor medio del mes calendario

correspondiente.

6.2.2.7. Variacion térmica en periodos equivalentes y consecutivos

Con los datos RAF de TSM se obtuvieron nuevas series por sitio de cultivo, considerando los
cambios de TSM entre periodos equivalentes y sucesivos: cada 30 min, dentro del dia (24 horas),
dia a dia (48 horas), dentro del mes y mes a mes, Para ello se calculd la diferencia absoluta entre
los valores minimos y maximos registrados dentro o entre los periodos considerados. También
se obtuvieron nuevas series con las diferencias absolutas de temperatura dia a dia y dentro del
mes (el dia con el méximo valor registrado — el dia con el valor minimo en 1 mes) para los datos
MUR y se compararon contra los RAF mediante distribuciones de frecuencias. De manera
analoga a los RAF, se obtuvieron series de las diferencias de temperatura mes a mes para las
tres BDG, en el caso de los Ol y ERSST con las diferencias absolutas entre los valores de los
meses sucesivos y en el caso de los MUR con las diferencias absolutas de los valores extremos
de los dias de dos meses contiguos (dia con el valor maximo— dia con el valor minimo en 2
meses sucesivos); estas diferencias también se compararon contra las obtenidas para los RAF

con distribuciones de frecuencias.
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6.3. Rangos térmicos y eventos extremos

6.3.1. Consideraciones

Es necesario cuantificar las sefiales ambientales a escalas temporales y espaciales apropiadas a
las maltiples respuestas fisioldgicas, ya que generalmente la BDG coleccionan registros en
escalas espaciotemporales muy amplias y los valores promedio derivados de estas bases ocultan
variaciones térmicas ecolégicamente importantes que son determinantes en la biologia de los
organismos (Helmuth et al., 2010). Estas variaciones en periodos relativamente cortos han sido
contempladas en otras ZC para observar que los cambios térmicos que experimentan los
organismos en su medio natural pueden ser mucho méas abruptos y frecuentes a los observados
con sefiales interanuales e incluso a la reflejada en ciclos anuales o mas breves (Sicard et al.,
2006). La intencidn es buscar una métrica que permita delimitar adecuadamente las condiciones
de estrés fisiologico a las que estan expuestos los organismos en su medio natural (Helmuth et
al., 2006). Sin embargo, primero se debe caracterizar y describir esas variaciones en localidades
particulares, independientemente de sus posibles efectos en los organismos, para después
incluirlas dentro de protocolos experimentales que nos permitan conocer las respuestas
biologicas de poblaciones o comunidades que alli habitan (Jentsch et al., 2007). Parte de esa
caracterizacion estd contemplada en el apartado anterior, pero algunas sefiales extremas deben
ser consideradas con mas detalle para poder interpretar el grado de estrés al que estan sometidos

los organismos.

6.3.2. Eventos de calentamiento > 30 ° y > 35 °C

Se utilizaron todos los RAF para calcular otras métricas de estrés fisiologico relevantes a M.
gigas en EC y RB. Primero, se contabilizd el namero de ocasiones que los termografos
registraron cuando las temperaturas fue > 30 °C y se contabilizo el tiempo en que se sostuvo
esta condicion térmica, cada una de estas ocasiones se consideraron como eventos
independientes; de la misma forma se contemplé la incidencia de eventos de calentamiento >
35 °C. Se establecieron estas dos temperaturas porque 30 °C puede considerarse como un valor

de temperatura subletal de M. gigas y 35 °C como temperatura letal si los organismos son
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Ilevados hasta ese nivel mediante cambios muy abruptos (p. ej. cambiarlos de una temperatura
de aclimatacion de 15°C a 35 °C; Carvalho-Saucedo, 2003).

6.3.3. Variacién de rangos diarios promedio

6.3.3.1. Estacional

Con todos los datos RAF de temperatura de RB se generaron nuevas series de rangos de
temperatura por dia (valor méximo — valor minimo en 24 horas); estas series son homélogas a
las variaciones de TSM dentro del dia consideradas en el punto 6.2.2.7., pero incluyen la
variacion térmica total a la que estan sometidos los organismos en este sitio. En el caso de EC
se utilizo la serie RAF de diferencias diarias descrita en 6.2.2.7. Los valores de esos rangos

fueron promediados por estacion (tal como fueron caracterizadas en el punto 6.2.2.4.).

6.3.3.2. Ciclos anuales de valores extremos

Se obtuvieron por sitio de cultivo los ciclos anuales de los valores extremos diarios, mediante
los promedios de cada uno en su dia calendario, haciéndose para los afios bisiestos la misma
consideracion del punto 6.2.2.5. Adicionalmente se generaron series de ciclos anuales con los
méaximos y minimos valores diarios por dia calendario (p. €j. ciclo anual de valores maximos =
el valor maximo de todos los enero 1, el valor maximo de todos los enero 2, etc.; paralelamente

se genero un ciclo anual de valores minimos).

6.4. Cultivo de organismos

6.4.1. Disefio de cruzamiento y fertilizacion

Lotes de ostidn diploide provenientes de Bahia de Tongoy, Chile y Shelton Bay, Washington,
EE. UU., fueron cultivados desde semilla hasta su fase adulta en EC. Cuando los organismos
estuvieron sexualmente maduros (£ 10 meses de cultivo) se transportaron al laboratorio de
Mejoramiento Animal Acuicola del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, SC

(CIBNOR) para reproducirse. El disefio de cruzamiento fue dialélico, considerando 25 familias
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por cada linea genética parental [linea A (1A), &'Chile - QChile; y linea B (1B), SUSA - QUSA]
y cada cruza reciproca [linea C (IC), &'Chile - QUSA; y linea D (ID), 3USA - QChile]. Para la
reproduccion la seleccion de los organismos maduros fue por observacion de la gdénada,
determinando sexo y condicién. Los gametos (3 y @) se obtuvieron por rasgado de la génada
el 20 de mayo del 2007 colocandose en vasos de 1 | con agua de mar a 24 °C, esterilizada por
luz UV vy filtrada a 1 pm; estas tres condiciones del agua se mantuvieron durante todo el ciclo
de cultivo en laboratorio.

Para evitar células pedunculadas y garantizar que el nicleo no estuviera roto antes de la
fertilizacion, los ovocitos fueron hidratados por 30 min. Tanto lo anterior como la motilidad de
los espermatozoides fueron verificados mediante observaciones al microscopio. Se recolectaron
los ovocitos mediante tamices de 15 um y se usé uno de 75 um para contener el resto del tejido
gonadal. Se realizo la fecundacion incorporando esperma en el recipiente de los ovocitos y
agitando ligeramente. Después de la liberacion del cuerpo polar (£15 min después de la
fecundacion) el producto de cada cruza fue colocado en cubetas de 14 | durante 24 h, hasta que
los organismos alcanzaron el estadio de larva D y fueron recuperadas por tamizado (45 umy 75
um para retener basura) colocandose en recipientes limpios. Para poder estimar la densidad por
familia el contenido de las cubetas fue homogenizado manualmente con un agitador plastico;
los organismos fueron contados en una camara Sedgewick Rafter a partir de muestras de 250 ul
mas 2 gotas de formol para inmovilizarlos y se observaron en un microscopio a 5X. Lo anterior
para poder sembrar por duplicado 1x10” organismos de cada linea genética en tanques
cilindricos de fondo plano con capacidad de 1,000 I; por réplica la contribucion de las familias

fue equitativa (4x10° organismos c/u).

6.4.2. Cultivo larvario

Para el cultivo larvario se utiliz6 un sistema de cultivo estatico, con recambios totales cada tercer
dia y separando basura de las larvas por tamizado. La luz de malla de los tamices varid
dependiendo de los dias que se llevaban de cultivo. Los tamices que contenian la larva fueron
evaluados a titulo orientativo, para calcular el porcentaje de retencion en cada uno y a su vez se

tomaba una muestra para evaluar el aspecto y actividad de los organismos con la ayuda del
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microscopio. Durante los primeros tres dias de cultivo se alimentaron con I. galbana (30 x 103
células mlI™ dia), a partir del cuarto dia se suministrd 1. galbanay C. calcitrans en proporciones
iguales, 40 x 10° células ml* dia™, aumentando la concentracion a 50 x 102 células mI* dia? el
dia 7, a 60 x 10° células mI? dia™ el dia 11 y 80 x 102 células mlI** dia* el dia 14 y se mantuvo
en esta concentracion hasta el final del cultivo larvario (~ dia 21), cuando los organismos ya
eran larva pediveliger. A partir de esta etapa comenzo la fase de fijacion larvaria, para ello las

larvas fueron retenidas en un tamiz de 250 pm y colocadas en los sistemas de fijacion.

6.4.3. Fijacién de semilla

Para el sistema de fijacion se utilizaron tamices circulares de 0.55 m de didmetro con malla de
180 pum, en los cuales se colocaron conchas trituradas de ostion (pedazos de entre 180 y 300
um) a 1 mm de espesor. El nivel del agua dentro del tamiz fue de 1 cm, donde posteriormente
se agrego la larva fijadora a una densidad no mayor de 1x108 m?. Durante la fijacion se utilizd
un sistema descendente con un flujo continuo de 16 | h™. En esta etapa se alimentaron las larvas
con Isochrysis galbana y Chaetoceros calcitrans en proporciones iguales de 15 x 102 células
ml?t dia®. Al tercer dia se tamiz6 (315 pm) la semilla y se colocod en un sistema cerrado de
circulacion ascendente para su crecimiento en el laboratorio, esta etapa durd ~45 dias hasta que
alcanzaron un tamafio de ~4 mm y diariamente se realizé limpieza, recambio de agua de todo el
sistema y se alimentaron los organismos con |. galbana y C. calcitrans, iniciando con 50x10°

células mIt dia™* en proporciones equivalentes y aumentando por semana la misma cantidad.

6.4.4. Crecimiento en campo

Lotes de cada linea genética fueron llevados para su cultivo en EC y RB (Figuras 1D y 1E). En
EC los organismos fueron cultivados en las instalaciones de la empresa ostricola Sol Azul SA
de CV y en RB en Cultivos Marinos SA de CV. Durante la primera etapa de cultivo en campo
(preengorda) las semillas fueron cultivadas en suspension de canastas ostricolas (55 cm?)
forradas internamente con malla mosquitero de 1 mm, en una densidad maxima por canasta de
6,000 individuos; esta etapa duro ~35 dias. La segunda etapa de crecimiento en campo (primera
fase de engorda) dur6 ~5 meses; al inicio de esta fase entre 850 y 1,00 organismos fueron

colocados en costales ostricolas de 90 cm x 50 cm con luz de malla de 9 mm, los cuales se
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situaron en la zona intermareal. Se colocaron por linea genética entre 10 y 40 costales. En EC
estos costales descansaron sobre unas camas de varilla separadas ~20 cm del fondo, en RB se
colocaron directamente en el piso marino. Al final de esta etapa organismos de ambos sitios de
cultivo fueron llevados a las instalaciones del CIBNOR para experimentacion.

6.5. Seleccion de ejemplares para experimentacion y mantenimiento en laboratorio

Se seleccionaron al azar ~200 organismos de cada linea genética por sitio de cultivo. Estos se
transportaron de EC y RB al Laboratorio de Ecofisiologia de Organismos Marinos del CIBNOR.
El transporte fue en hieleras de polietileno y los organismos fueron envueltos en papel periddico
humedecido con agua de mar. Al llegar al CIBNOR se colocaron dentro de taras plasticas de 80
I llenadas con agua marina a 24 °C (+ 0.5), 39 ups, aireacion constante y previamente esterilizada
por luz UV y filtrada a 1 um. Esta temperatura fue seleccionada porque era cercana al promedio
de todos los RAF en ambos sitios para ese momento (del 2000 al 2007). En el laboratorio, el
control de temperatura del agua se logré colocando las taras en un cuarto cerrado, donde la
temperatura del aire se mantuvo a 22 °C usando un aire acondicionado y el ajuste de temperatura
del agua se realizo por tara con calentadores sumergible de 300 W con termostato incluido (Ebbo
Jéager); las temperaturas dentro de las taras se verificaban permanentemente con un termoémetro
de alta precision. Un dia despues de su llegada los organismos fueron limpiados, utilizando
cepillos de cerdas plasticas, para quitar epibiontes y posteriormente colocados en densidades de
60 organismos por tara que contenian agua de mar con las mismas caracteristicas descritas
previamente. Los organismos se alimentaron con 3 dosis diarias de I. galbana a una
concentracion de 80 x 10° células ml?t, removiéndose las heces por las mafianas mediante
succion del fondo y recambios parciales de agua. Se aclimataron los organismos en estas

condiciones de 10 a 30 dias.

6.6. Evaluacion de la termotolerancia y la resistencia térmica

Para la evaluacion de la termotolerancia se estimo la TL50 a 96 horas de exposicion y se utilizd
el método propuesto por Rand y Petrocelli (1985), el cual consiste en pasar un numero
determinado de organismos de la temperatura de aclimatacion a otras temperaturas predefinidas,

registrando cuantos de ellos mueren y el tiempo, hasta las 96 horas, en el que esto ocurre.
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Después de 10 dias de aclimatacion, tres réplicas de 10 organismos de M. gigas por linea
genética y sitio de cultivo fueron sometidos a choques térmicos de 30 °C, 35 °C, 40 °C y 45 °C.
En las taras con las temperaturas de experimentacion la salinidad, oxigenacion, esterilizacion,
filtracion y recambios de agua, asi como la alimentacion de los organismos se mantuvieron de
acuerdo a la descripcién del punto 6.5. El control del agua a las temperaturas de experimentacion
se logré usando en cada tara calentadores sumergibles de 300 W con termostato incluido (Ebbo
Jéager) y de titanio de 800 W con controlador externo (Procese Biology). El registro de la
supervivencia se realizd cada hora y los organismos se asumieron como muertos cuando
mantenian las valvas abiertas por mas de 10 min y no respondian a ningun estimulo externo. Se
consider6 la mortalidad por linea genética y sitio de cultivo como el promedio acumulado de las
tres réplicas a las 24, 32, 48, 64, 72 y 96 horas de haber iniciado el bioensayo. Utilizando
modelos lineales generalizados (MLG) (Nelder y Wedderburn, 1972) se obtuvieron las TL50 a
24, 48, 72 y 96 h y los tiempos letales medios superiores (tL50) a cada temperatura de

experimentacion.

6.7. Evaluacion de la capacidad de respuesta fisioldgica

6.7.1. Disefio experimental

Para evaluar la capacidad de respuesta de las lineas genéticas se estimé el PDC vy las tasas
fisiologicas que determinan esa respuesta integrada fueron obtenidas en tres condiciones
experimentales: 1) en respuesta cronica a 24 °C (RC24), 2 en respuesta aguda a 30 °C (RA30)
y en respuesta cronica a 30°C (RC30). Se utilizaron estas condiciones experimentales porque
como se menciond previamente 24 °C puede ser considerada como una temperatura cercana a
la media en ambos sitios de cultivo, por lo tanto después de la aclimatacion en laboratorio por
un periodo total de 30 dias se procedié con el bioensayo de RC24. Paralelamente a otros
ejemplares de M. gigas se les fue aumentando la temperatura a razén de 1°C hasta que llegaron
a 30 °C (el dia 16 a 25°, el dias 17 a 26°C, y asi sucesivamente hasta llegar a 30°C); después de
un dia a esa temperatura se realiz6 el bioensayo a 30RA. Los organismos con los que no se
experiment6 permanecieron en 30 °C por 29 dias mas v al final de ese plazo fueron utilizados
para el bioensayo a 30RC. Se considerd 30 °C porque para M. gigas no es una temperatura letal,

pero si extrema y se queria evaluar el efecto del estrés térmico durante la fase inicial y después
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de periodos prolongados de exposicion a temperaturas extremas. Salvo por la temperatura las
caracteristicas de mantenimiento de los organismos fueron aquellas descritas en el punto 6.5.
Los organismos utilizados en cada bioensayo requirieron ser sacrificados y por lo tanto en cada
bioensayo se utilizaron distintos ejemplares pertenecientes a cada linea genética por sitio de

cultivo.

6.7.2. Desarrollo de bioensayos

6.7.2.1. Consideraciones previas y sistema de cdmaras de incubacion

Veinticuatro horas antes de cada bioensayo los organismos se alimentaron a saciedad y se
pasaron a tinas con agua de mar filtrada a la temperatura experimental y con aireacion continua,
pero sin alimento. Lo anterior para tener certeza de que la produccion de heces cesara antes de
los experimentos. Para los bioensayos se utilizd un sistema de camaras de vidrio de flujo abierto
controlado que estaban inmersas, a modo de incubacion, en tinas llenas de agua a la temperatura
experimental; este sistema es similar al descrito por Sicard-Gonzélez (2006). Después del dia
sin alimentacion, se coloco un organismo en cada una de 10 cAmaras de vidrio y una camara
maés quedo vacia a modo de blanco; las tapas de cada cAmara tienen una cara interna en forma
conica para desplazar agua y evitar la formacion de burbujas de Oz y cierran herméticamente.
Todas las camaras del sistema fueron llenadas por gravedad, a partir de un tanque elevado con
agua de mar filtrada que contenia ~5 x 10* células ml* de I. galbana. Antes de alimentar las
camaras el agua pasa por dos serpentines de acero inoxidable, para una mejor regulacién de la
temperatura experimental. Desde alli mediante valvulas plasticas y mangueras de silicon se
alimentaba cada camara; para ello, estas mangueras se insertaban hacia el borde de cada tapa
mediante un orificio igual a su diametro exterior y asi se permitia la entrada de agua. De la
misma forma otra manguera insertada en el centro de la tapa permite la salida del agua hasta
una T de plastico que derivaba en un brazo para regular el flujo y drenar y otro que conecta en
un sistema de valvulas para muestrear O sin que se modifique la velocidad del flujo de agua.
Durante los bioensayos el flujo de las camaras se mantuvo entre 50 y 60 ml min™ (de 3a 3.6 |

h™). Se incubd a la vez organismos de una linea genética provenientes de un sitio de cultivo.
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6.7.2.2. Muestreo de células de Isochrysis galbana de las cAmaras

Después de 30 min de iniciada la incubacion se tomaron por separado de cada cadmara, incluido
el blanco, 20 ml de muestra de agua; este procedimiento se repitié pasado ese mismo lapso en
dos ocasiones mas. De cada muestra se conté el nimero de células miI™ de I. galbana utilizando
un contador de particulas Beckman Coulter modelo Multisizer 3. El promedio de las tres

mediciones se considerd como el valor valido del niimero de células en cada camara.

6.7.2.3. Colecta de heces

Después de 2 horas de iniciada la incubacion los organismos se dejaron de alimentar y fueron
removidos del sistema, pero se mantuvieron con aireacion en las mismas camaras por 10 horas
mas. Al término de este periodo, se sacaron los organismos de las cdmaras y el agua fue pasada
por filtros de fibra de vidrio de 0.75 pm bajo presion negativa para retener las heces, utilizando
un filtro por cada camara. Estos filtros fueron lavados previamente con agua destilada e
incinerados en una mufla a 450 °C por 12 h para eliminar la materia organica y se llevaron a
peso constante; los pesos se obtuvieron usando una microbalanza de alta precision. Para eliminar
sales de sodio los filtros con heces se lavaron con formato de amonio al 3% Yy se secaron a 65
°C hasta tener pesos constantes; la diferencia entre este peso y el peso del filtro es el peso total
de las heces. Posteriormente se incineraron y se llevaron a pesos constantes para que quedaran
libres de cenizas; la diferencia entre este peso y el peso del filtro es el peso de la materia organica

en las heces.

6.7.2.4. Muestreo de oxigeno

La concentracion de O en las camaras se empez0 a registrar después de 30 min de iniciada la
incubacion, mediante el uso de un oximetro Microx TX equipado con un sensor de fibra de
vidrio de 50 um de didmetro; ese sensor era colocado en la salida del agua que por medio de
valvulas abria o cerraba el flujo de cada cAmara. Las lecturas del oximetro fueron continuas a
razon de un dato cada segundo y se realizaron alternando un minuto de medicion en la camara
del blanco por dos minutos en una cdmara con organismo; el promedio de los registros en esos

2 min en c¢/u de las caAmaras con organismo se considerd como su valor valido de concentracion
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de O y para el blanco el promedio de los valores medidos en el minuto previo y posterior. Se
registrd la hora de medicion en cada camara para poder relacionarla con el archivo digital que

el aparato guardaba.

6.7.2.5. Muestreo de desechos nitrogenados

Después de dos horas de incubacion se tomaron por camara, incluida la del blanco, tres muestras
de agua en tubos Eppendorf de 2 ml, las cuales fueron congeladas inicialmente en nitrégeno
liquido y después pasadas a un ultracongelador a -80 °C hasta que fueron analizadas. Se estimé
la concentracion de amonio mediante la técnica a la microplaca propuesta por Hernandez-L6pez
y Vargas-Albores (2003), la cual es una modificacién al método de Solorzano (1969) que
permite hacer estimaciones con una cantidad menor de muestra de agua, en menos tiempo, a
una mayor amplitud de registro y a menor costo. El valor promedio de las tres replicas fue

considerado como el valor valido de concentracion de amonio por camara.

6.7.2.6. Longitud, peso humedo y peso seco de tejido blando

Al finalizar las incubaciones cada organismo fue medido con un vernier electronico, ademas se
les elimind el exceso de agua y se pesaron en una balanza. Posteriormente, se desprendid el
tejido blando de la concha con la ayuda de un bisturi y se secé a 65 °C hasta llevarlo a peso

constante, con lo que se obtuvo el valor de pesos seco (PS) por organismo.

6.7.3. Calculo de las tasas fisioldgicas y el potencial de crecimiento

6.7.3.1. Tasa de absorcion

A cada organismo (i) se le estimo la TA a partir del producto de su Tl y EA:

TAi =TIl * EA;
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Se obtuvo la TI; utilizando la siguiente ecuacion:

Tl = (CCb— CCc) * FJc/ PSi

donde CC, = concentracion de células de 1. galbana en el blanco (células mlt), CC. =
concentracion de células de 1. galbana en la camara experimental (células ml?), Fjc = flujo del
agua a través de esa camara (ml h) y PS; = peso seco del organismo (g).

Por su parte la EA, que es la proporcion de materia organica que utiliza cada organismo

a partir del alimento consumido, fue estimada con la ecuacion propuesta por Conover (1966):

EA=(Fi—E)/[(1-E)*F]

donde Fi = peso del material organico del alimento + peso total del alimento y Ei = peso del
material organico de las heces del organismo i + peso total de las heces del organismo i. De
acuerdo con Lora-Vilchis y Doktor (2001) en promedio el PS libre de ceniza de una célula de I.
galbana = 24.7 pg y su promedio de PS total = 28.5 pg; por lo tanto se consideré a Ei = 0.87. El
valor promedio de PS total de I. galbana también se usd para convertir la TA; a unidades
energéticas (de células gt ht aJ gt h'), tomando como referencia en la transformacion el valor

de materia organica particulada de 23,500 J g** (Widdows et al., 1979).

6.7.3.2. Tasa respiratoria

La TR por organismo i se calculé mediante la siguiente ecuacion:

TRi = (O2b— O2) * Fjc / PS;
donde O = concentracion de oxigeno disuelto en el blanco (ml IY) y Ozc = concentracion de
oxigeno disuelto en la camara del organismo i (ml I). Las TRi fueron transformadas a unidades

energéticas (de ml Oz g htaJg? h?), asumiendo que 1 ml de O equivale a 20.2 J (Elliott y
Davison, 1975).
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6.7.3.3. Tasa de excrecion

La TE por organismo i se calculd6 mediante la siguiente ecuacion:

TEi= (Ec - Ep) * Fjc / PSi

donde Ec = concentracién de amonio en la cdmara con organismos (ugNHs ml?), Ep =
concentracion de amonio en la camara control (ugNHs ml?t). Las TE; fue transformada a
unidades energéticas (ugNH4 g ht aJ g h'') asumiendo que 1 ml de O2 equivale a 7.37 x 10°
% J ugNH4! (Logan y Epifanio, 1978).

6.7.3.4. Potencial de crecimiento

Las TA, TR y TI transformadas en unidades energéticas en funcion del peso y el tiempo se
utilizaron para calcular el PDC de cada organismo i mediante PDC; = TA; — TR; — TE;. Se
consideraron las TA, Tl;, TR;, TE;, la EA; y el PDC; con respecto a su condicion experimental
(RC24, RA30 0 RC30), a su linea genética (1A, IB, IC o ID) y su sitio de cultivo (EC 0 RB) y

sobre esa base se sometieron a un analisis de varianza.

6.8. Analisis estadistico

La semejanza entre las series RAF, MUR, Ol y ERSST de TSM fueron evaluadas por sitio de
cultivo de la siguiente manera: de c/u se seleccionaron aleatoriamente 60 valores por remuestreo
tipo bootstrap y se compararon mediante una prueba no paramétrica Kruskal Wallis (K-W), en
donde el estadistico de prueba, H, sigue una distribucion y? con k— 1 gl (Efron, 1979; Nussbaum,
2015); este procedimiento se repitié 10 veces para probar la consistencia de la significancia. Lo
anterior porque la aplicacién directa de la prueba estadistica a las series completas reflejaria de
facto diferencias significativas, debido al exceso de poder generado por el gran nimero de datos

con el que cuenta cada serie.

Dentro de cada sitio las series diarias RAF y MUR y mensuales RAF, MUR, Ol y ERSST

se compararon por pares mediante correlaciones y su significancia fue observada con un analisis
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de variancia (andeva) paramétrico de 1 via; ademas para estimar la fortaleza de la relacion se
aplicaron 2 de las medidas estdndar més utilizadas en los andlisis entre BDG Yy datos in situ
(Brewin et al., 2017; Doney et al., 2009): el coeficiente de correlacién de Pearson (r) y la raiz
media del error cuadrado (¥).

Las series RAF y MUR de cambio sucesivo entre dias y dentro de cada mes por sitio de
cultivo fueron comparadas con una prueba no paramétrica U Mann-Whitney (U) y las series
RAF, MUR, Ol y ERSST de cambio entre meses sucesivos fueron comparadas con una prueba
K-W. También una prueba K-W fue aplicada para comparar por sitio de cultivo las diferencias
estacionales de rangos diarios de temperatura. Cuando las pruebas K-W arrojaron diferencias
significativas se aplic, como prueba a posteriori, la técnica de comparaciones pareadas
multiples basado en la suma de rangos (Dunn, 1964).

Para determinar las TL50S y tL50S de acuerdo al sitio de cultivo se aplicaron MLG
(Nelder y Wedderburn, 1972):
n=xil

donde # es la funcion identidad del componente sistematico basado en una combinacion lineal
del vector de variables independientes x’iy el vector de los estimadores de los parametros 7. En
este caso se utilizaron como variables cuantitativas las temperaturas de experimentacion (30 °C,
35 °C, 40 °C y 45 °C) y los tiempos de observacion de los eventos (24 h, 32 h, 48 h, 64 h, 72 h
y 96 h) y como variable categorica las lineas genéticas (1A, 1B, IC y ID). Los parametros fueron
estimados por maxima verosimilitud. Se construyeron modelos basados en una distribucion
binomial con funciones identidad logit [ = In(§ / (1 — §)] y probit [ = @(¥)], para encontrar
en su inversa la probabilidad de supervivencia. La seleccién del mejor modelo de acuerdo al
sitio de cultivo de los organismos se baso en el criterio de informacion de Akaike (AIC, por sus
siglas en inglés) (Burnham y Anderson, 2002). EIl desempefio de cada modelo fue proporcional
a la devianza no contenida en el modelo completo respecto al total de la devianza en el modelo
nulo (Zuur et al., 2009).
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Las TAi, Tl;, TRi, TE;, laEAi y el PDC; fueron evaluadas por separado utilizando andevas
no paramétricos tipo rangos alineados transformados (ART, por sus siglas en inglés) de tres
vias, usando como factores su condicion experimental, linea genética y sitio de cultivo; el
modelo ART de 3 factores con interacciones es descrito por la siguiente expresion (Higgins et
al., 1990):

Xijp=u+ aj + B +vi+ (aB)jx + (av)ji + BV + @BY)jiu + €jr

Para este caso u = gran media, a = efecto de los sitios de cultivo, g = efecto de las lineas
genéticas, y = efectos de la condicion experimental y e = error residual; j, k y | representan las

variables aleatorias dentro de los grupos de cada efecto con distribucion N(0, ¢2).

En este caso se utilizaron la serie de alineamientos propuestas por Wobbrock et al.
(2011), pero con las transformaciones para disefios multifactoriales descritas en Luepsen (2017).
La significancia estadistica de cada factor (a, £ 0 y) o interaccion (af, ay, By 0 afy) fue evaluada
por separado. Para ello, primero se transformaron los valor originales del parametro a evaluar
(TA, Tl;, TR;, TEj, la EAi o PDC;i) sumandoles el promedio del grupo al que pertenecia en el
factor o la interaccion que se estaba evaluando y el error residual, este Gltimo obtenido de su
andeva paramétrico de 3 vias completo. Después, esos valores transformados fueron
modificados nuevamente mediante una jerarquizacion de rangos, tomando como referencia el
valor maximo, éste siempre tuvo el rango 240 porque es el nimero de organismos con el que se
experiment0 y en esa logica el valor minimo fue rango 1. Por Gltimo, esos valores jerarquizados
se sometieron a un andeva paramétrico de 3 vias completo, pero solo se considero el valor de F
del factor o interaccidn que se estaba evaluando. Como pruebas a posteriori se utilizaron analisis

de Bonferroni.

Todos los analisis estadisticos fueron contrastados contra un P = 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. Variabilidad térmica del agua de mar en los sitios de cultivo

7.1.1. Relacién temperatura y mareas en Rancho Bueno

La relacion entre los ciclos circadianos de temperatura de las RAF de RB vy la estimacién del
nivel de marea de Puerto San Carlos define que en promedio hubo dos bajamares por dia, una
alrededor de las 3:00 h y otra alrededor de las 15:00 h, esta Gltima estuvo asociada a los valores
altos de los promedios de temperaturas en el dia (Figura 4). Basado en esa relacion se extrajeron
de los RAF de RB todas las lecturas entre las 2:00 h y 4:00 h y entre las 14 h y 16:30 h, porque
en esos lapsos se registraron los valores de mareas que estan mas de una desviacion estandar
por debajo del promedio del nivel medio del mar (msnm) en el ciclo diario; asumiéndose que
esos valores correspondieron con temperaturas del aire. Se realizo lo anterior para evitar sesgos
al comparar los RAF de RB contra las BDG de TSM. Por la extraccion de los valores para el
andlisis de la TSM se trabajo con el 77.1% de las lecturas efectuadas por los termégrafos en este
sitio (140,187 registros; Tabla 2).
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Figura 4. Relacion de los ciclos circadianos de temperatura de los RAF de Rancho Bueno con el modelo
de estimacion de marea de Puerto San Carlos (los datos de marea se obtuvieron de
http://redmar.cicese.mx/nmar/predmar/). Los puntos representan valores asociados cada 30 minutos y
los nimeros indican horas especificas del dia.
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El53.2% de los registros > 33 °C pertenecen a los datos extraidos, por ello gran parte de
la variabilidad térmica asociada a temperaturas altas de estos RAF se perdié (Figura 5); aunque

considerando la base completa menos del 0.6% corresponde con esas temperaturas.
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Figura 5. Frecuencias de temperatura por arriba de 33°C en la serie RAF de Rancho Bueno de acuerdo
a la hora del dia en el que se hicieron las lecturas. Los registros indicados por las barras rojas no fueron
incluidos en el anlisis de temperatura superficial del mar.

7.1.2. Temperatura superficial del mar

7.1.2.1. Comparacion general entre bases de datos

Las series MUR fueron generadas del promedio de los cuatro pixeles mas cercanos a las zonas
de cultivo, estos promedios tienen una desviacion estandar baja, porque los valores de los pixeles
son extremadamente parecidos; en promedio esta desviacion fue tanto en EC como en RB =

0.02 °C.

Las series MUR, Ol y ERSST no tienen huecos de informacion respecto al periodo
analizado. Sin embargo, esto no es asi en el caso de los RAF porque tanto en EC como RB hay
discontinuidades en el tiempo y se analiz6 solo el 71.9% (189,864 datos) en EC y el 47.8%
(140,187 datos) en RB de todos los registros posibles considerando la fecha de inicio del
muestreo en cada zona (Figura 6; Tabla 2). Lo anterior debido a que hubo periodos en que la

informacion no se pudo recuperar, aunque se hizo el esfuerzo continuo de colocar termografos
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en las zonas de cultivo y adicionalmente en RB por la extraccion de datos previamente referida
(punto 7.1.1.). Por sitio de cultivo los valores promedios de las bases de datos son muy
parecidos, ~ 2 °C mayor en RB respecto a EC, cambiando entre ellas solo por algunas décimas
de grado, pero en el caso de los RAF sus desviaciones estandar, maximos, minimos y rangos
difieren considerablemente respecto a los observados en las BDG (Tabla 2).

La comparacion de K-W para las bases de TSM por sitio de cultivo arroja que no hay
diferencias significativas entre ellas, lo cual esta sustentado en la consistencia estadistica del
remuestreo aleatorio de 10 réplicas (60 datos por fuente de informacién en cada réplica), que en

todos los casos resultan en valores de 2 que representan P > 0.05 (Tabla 3).

WM A

30
atnt e st AR
T [Tl f Mul \"”.'hf.".,””['f‘l\',, ,‘M'UL'J‘N‘”H A ’p

RAF 01
MUR ERSST

TSM (°C)
S

1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
Tiempo (afios)

A MWM
"y | |
T “l w

RAF ol
10 MUR ERSST

40

TSM (°C)
(=]

1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
Tiempo (afios)

Figura 6. Series histdricas de temperatura superficial del mar (TSM) para cada sitio de cultivo; El Cardén
(A) y Rancho Bueno (B). Se proyecta para cada caso la informacién contenida entre enero del 2000 y
diciembre del 2016.
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Tabla 2. Fuentes de informacion utilizadas para la caracterizacion térmica en las zonas de cultivo. Para
cada base de datos se refiere su tiempo y frecuencia de registro, asi como algunos de sus estadisticos
basicos (promedio, desviacion estandar, valor maximo, valor minimo, rango y numero de datos).

Valor Valor Numero

Localidad Fuente Periodo Frecuencia x o maximo minimo Rango de datos

El Cardon RAF 12/2001 a 30 min 21.3 44 37.34 7.48 29.9 189,864
12/20163

ERSST 01/1917 a 12/2016 Mensual 20.5 2.5 26.61 15.89 10.7 1,200

Ol 12/1981 a 12/2016 Mensual 21.0 2.8 28.99 16.32 12.7 422

MUR 06/2002 a 12/2016 Diario 20.7 3.3 28.98 14.24 14.7 5,328

Rancho RAF! 04/2000 a 30 min 23.1 4.0 38.83 8.68 30.2 181,772
12/2016*

Bueno RAF? 04/2000 a 30 min 229 3.9 38.27 8.68 29.6 140,187
12/2016*

ERSST 01/1917 a 12/2016 Mensual 229 2.7 28.84 17.93 10.9 1,200

Ol 12/1981 a 12/2016 Mensual 23.2 3.1 29.96 17.91 12.1 422

MUR 06/2002 a 12/2016 Diario 22.7 3.5 30.31 15.75 14.6 5,328

! Serie de tiempo que considera todos los datos registrados

2 Serie de tiempo en la que se excluyen los datos en donde se asumid que el valor correspondia a una
temperatura fuera del agua

3 Incluye datos tomados entre los siguientes periodos: 11/12/2001 a 30/1/2003, 25/2/2003 a 4/2/2005,
6/1/2006 a 13/12/2006, 21/11/2007 a 23/2/2010, 30/4/2010 a 9/7/2010, 23/9/2010 a 25/8/2011, 1/1/2013 a
31/5/2013,7/6/2013 a 23/1/2015, 3/3/2015 a 31/10/2015, 10/12/2015 a 14/6/2016 y 4/10/2016 a 31/12/2016.
4 Incluye datos tomados entre los siguientes periodos: 13/4/2000 a 24/1/2001, 10/2/2001 a 26/5/2002,
14/1/2003 a 17/10/2003, 7/5/2006 a 15/10/2007, 12/11/2007 a 29/1/2008, 1/2/2008 a 4/3/2008, 17/4/2008 a
6/11/2008, 25/2/2009 a 31/5/2009, 17/6/2009 a 30/9/2009, 8/12/2009 a 15/4/2010, 14/12/2011 a 14/5/2012,
7/672012 a 7/9/2012, 1/1/2013 a 13/10/2013, 1/11/2013 a 28/2/2015, 8/4/2015 a 12/8/2015 y 4/11/2015 a
31/12/2016

Tabla 3. Valores de 2 y su significancia (P), segun el analisis de Kruskal Wallis por sitio de cultivo para
10 réplicas aleatorias (n = 60) entre las cuatro fuentes de informacion: RAF, MUR, Ol y ERSST.
El Cardon Rancho Bueno
Replica P P P P

2.5 0.47 1.7 0.63

1.9 0.60 7.3 0.06

0.8 0.85 1.1 0.79

3.1 0.38 6.4 0.09

1.0 0.81 1.0 0.81

0.6 0.91 3.1 0.37

4.8 0.19 6.8 0.08

5.3 0.15 4.5 0.22

3.7 0.30 3.9 0.27

1.7 0.64 3.5 0.32

Boo~vwooarwnr

Si bien estadisticamente las series de TSM por sitio de cultivo son iguales, existe un
porcentaje de variabilidad capturada por los RAF hacia los extremos de su distribucion que no

se observa en las BDG, esto es muy evidente cuando se grafican las distribuciones de frecuencia
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de temperatura de cada serie (Figura 7). Para ambas zonas el porcentaje de pérdida se incrementa
conforme se amplifica la cobertura de la base utilizada; en EC los MUR dejan de cubrir el 7.5%
de la distribucion observada con los RAF (3% en el extremo frio y 4.5% en el calido), los Ol el
17% (12.5% en el extremo frio y 4.5% en el célido) y los ERSST el 22.8% (9.7% en el extremo
frio y 13.1% en el célido); por su parte los MUR dejan de cubrir el 4.8% de los RAF en RB
(1.7% en el extremo frio y 3.1% en el célido), los Ol el 12.1% (8.3% en el extremo frio y 3.9%
en el calido) y los ERSST el 16.3% (6.1% en el extremo frio y 10.2% en el célido).
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Figura 7. Distribucion de frecuencias de temperatura superficial del mar, en décimas de grado
centigrado, de acuerdo a cada base de datos consultada por sitio de cultivo. Aparece del lado izquierdo,
en azul, lorelativo a El Carddn y en el derecho, en rojo, lo de Rancho Bueno. Las fuentes de informacion
son ERSST (Ay B), Ol (CyD), MUR (Ey F) y RAF (G y D). Las cruces son los datos y las lineas las

series suavizadas con un promedio mavil de cinco términos centrado en el dato medio. La zona gris es
la referencia de amplitud de cada serie.
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7.1.2.2. Comparacion entre series diarias

Existe una variacion diaria muy importante en los RAF de ambos sitios de cultivo, observada
por sus series de valores maximos y minimos, pero por la naturaleza de los datos MUR (un solo
valor diario) no es posible comparar (Figura 8A'y 9A). Por ello, la Gnica referencia de similitud
a esta escala tiene que considerar los promedios diarios de los RAF y el valor Unico diario de
los MUR. La correlacién entre esas series (Figuras 8B y 9B) son estadisticamente significativas
tanto para EC (F1,3777 = 4,506; P < 0.001) como para RB (F1, 3015 = 4,506; P < 0.001) y con altos
valores de coeficiente r (0.74 y 0.8, respectivamente) y una gran cantidad de datos incorporados
en el andlisis (3,778 y 3016, respectivamente), aunque los errores (¥) sefialan una gran
variabilidad alrededor del modelo (2.26 y 2.11, respectivamente). En el caso de EC, los registros
entre las series solo coinciden en el 68.7% de los dias, tanto por los huecos que existen en la
serie RAF como porque la serie MUR comienza siete meses después (1 de enero del 2002) y las
diferencias entre ellas varian entre -8.1 °C y 11.7 °C por dia (Figura 8C); su mayor porcentaje
de variacion en valores absolutos es < 2 °C con el 48.9% de los dias y > 4 °C en el 15.2% de los
casos (Figura 8D). En el caso de RB los registros diarios entre las series concuerdan solo en el
49.4% de los dias, ya que los RAF también son discontinuos y en este sitio empiezan casi 2 afios
antes (13 de abril del 2000) que los MUR (Figura 9C); su variacion en valores absolutos es < 2
°Cconel 61.1% y >4 °C en el 7.3% de los casos (Figura 8D).

7.1.2.3. Comparacidn entre series mensuales

En la Figura 10 se observan las diferencias entre la series mensuales RAF y las MUR, Ol y
ERSST de RB; el rango de variacion es de 11.6 °C entre RAF y MUR, -3.5 °C a 8.1 °C (Figura
10B), con diferencias < 2 °C en el 52.5% de los meses y > 4 °C en el 5.7% (Figura 10C); en las
comparaciones RAF y Ol hay un rango de 12.8 °C, entre -5 °C y 7.8°C (Figura 10D), cambiando
el 48% de los meses <2 °Cy >4 °C en el 5.4% (Figura 10E); y entre RAF y ERSST un rango
de 12.1 °C, entre -4 °C y 8.1 °C (Figura 10F), con el 56.7% <2 °C y > 4 °C en el 2.4% de los
meses (Figura 10G). Todas las correlaciones entre las series de TSM mensuales de EC son
significativas a P < 0.001 (Figura 11). Las comparaciones entre las series mensuales de TSM de
RB se muestran en la Figura 12; en este caso el rango de variacion fue de ~8.1 °C entre RAF y
MUR y también entre RAF y Ol, -4.1 °C a 3.9 °C (Figura 12B) y -3.7 °C a 4.4°C (Figura 12D),
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respectivamente, cambiando el 66% y 83% de los meses <2 °Cy >4 °Cenel 1.1% y 0.86,
respectivamente (Figuras 12C y 12E); ); y entre RAF y ERSST un rango de 7.7 °C, entre -4 °C
y 3.7 °C (Figura 12F), con el 79.5% < 2 °C y no se registran diferencias > 4 °C entre los meses
(Figura 12G). Al igual que en EC, todas las correlaciones entre las series de TSM mensuales de
RB son significativas a P < 0.001 (Figura 13).
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Figura 8. Comparaciones entre las series diarias de temperatura superficial del mar (TSM) RAF y MUR
para El Carddn. Los datos diarios extremos de las series RAF se ponen solo como referencia, pero lo que
se compara es el promedio (A). La correlacion (B) es significativa (F1, 3777 = 4,506; P < 0.001); se anota,
el coeficiente de correlacion de Pearson (r), la raiz media del error cuadrado (), la ordenada al origen
(0), la pendiente (p) y el nimero de datos (n). Se dibuja la serie de diferencias para los mismos dias (C)
y la frecuencia de esas diferencias en valores absolutos (D).
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Figura 9. Comparaciones entre las series diarias de temperatura superficial del mar (TSM) RAF y MUR
para Rancho Bueno. Los datos diarios extremos de las series RAF se ponen solo como referencia, pero
lo que se compara es el promedio (A). La correlacion (B) es significativa (F1, 3015 = 4,506; P < 0.001); se
anota, el coeficiente de correlacion de Pearson (r), la raiz media del error cuadrado (%), la ordenada al
origen (0), la pendiente (p) y el nimero de datos (n). Se dibuja la serie de diferencias para los mismos
dias (C) y la frecuencia de esas diferencias en valores absolutos (D).
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Figura 10. Series mensuales de temperatura superficial del mar (TSM) RAF, MUR, Ol y ERSST para
El Carddn (A); se dibuja la serie de diferencias para los mismos meses y la frecuencia de esas diferencias
en valores absolutos entre RAF - MUR (By C), RAF - Ol (DY E) y RAF - ERSST (Fy G).
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Figura 11. Correlaciones entre las series mensuales de temperatura superficial del mar (TSM) de El
Cardon, todas resultaron estadisticamente significativas P < 0.001; MUR - RAF F1,121 = 201.6 (A), Ol -
RAF F1,126 = 160.9 (B), ERSST - RAF Fy,126 = 201.5 (C), MUR - Ol Fy,174 = 3,146.3 (D), MUR - ERSST
F1, 174 = 2,332.6 (E) y Ol - ERSST F1, 203 = 4,841.6 (F). Se anota para cada caso el coeficiente de
correlacién de Pearson (r), la raiz media del error cuadrado (%), la ordenada al origen (o), la pendiente
(p) vy el nimero de datos (n).
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Figura 12. Series mensuales de temperatura superficial del mar (TSM) RAF, MUR, Ol y ERSST para
Rancho Bueno (A). Se dibuja la serie de diferencias para los mismos meses y la frecuencia de esas
diferencias en valores absolutos entre RAF - MUR (By C), RAF - Ol (Dy E) y RAF - ERSST (Fy G).
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Figura 13. Correlaciones entre las series mensuales de temperatura superficial del mar (TSM) de Rancho
Bueno, todas resultaron estadisticamente significativas P < 0.001; MUR - RAF F1, 93 = 241.7 (A), Ol -
RAF F1, 116 = 445.8 (B), ERSST - RAF Fy,116 = 403.9 (C), MUR - Ol Fy,174 = 2,820.7 (D), MUR - ERSST
F1, 174 = 1,704.5 (E) y Ol - ERSST Fy, 203 = 7,086.2 (F). Se anota para cada caso el coeficiente de
correlacién de Pearson (r), la raiz media del error cuadrado (%), la ordenada al origen (o), la pendiente
(p) vy el nimero de datos (n).
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7.1.2.4. Ciclos circadianos, anuales y anomalias de temperatura

La Figura 14 muestra los ciclos circadianos estacionales y anuales de los dos esteros, los cuales
fueron obtenidos a partir de los RAF, en todos ellos se observa un maximo y un minimo durante
el dia. En EC tanto los maximos estacionales como el anual se dan entre las 15:00 hy las 16:00
h y los minimos entre las 5:00 h y las 6:00 h. En RB no se puede establecer con precision las
horas a las que se presentan los maximos de TSM, debido a que hay un hueco de informacién
entre las 14 h'y las 16:30 h, aunque con la interpolacion efectuada se observa un comportamiento
similar a EC; sin embargo, los valores minimos estan desfasados entre 30 min y 2 horas respecto
a EC, excepto en invierno en el que en ambos la TSM mas baja se presenta a las 7:00h. La
tendencia general de las curvas en ambos sitios es similar, tanto en los patrones estacionales
como en el anual, pero en EC durante la primavera y verano hay un cambio muy abrupto de
temperaturas a lo largo del dia y se ve como entre las 9:00 h y las 00:00 h los valores en las dos
estaciones son similares a los de RB, sitio que en promedio es ~2 °C mas calido; este
comportamiento no domina en la tendencia anual, donde se observan las curvas claramente

diferenciadas entre los dos sitios.

Los ciclos anuales de TSM de cada sitio de cultivo fueron obtenidos de las series diarias
RAF y MUR y se muestran en las Figuras 15 (EC) y 16 (RB). Para ambas zonas se observa que
de mediados de febrero hasta septiembre los valores promedio del ciclo RAF son mas calidos
que los del ciclo MUR y en el resto del afio este comportamiento se invierte (Figuras 15A y
16A). Los ciclos de estas series muestran correlaciones significativas (P < 0.001) en ambos
cuerpos de agua (F1,364 = 638.9 EC, Figura 16B; F1,3s4 = 1,112 RB, Figura 17B). En EC el rango
de variacion entre las diferencias de ambas series es de -8.1 °C, con valores entre -3.4 °C y 4.5
°C (Figura 15C) y un poco menor en RB donde es de 6 °C, entre -3.1y 2.9 °C (Figura 16C).
Para EC su mayor porcentaje de variacion en valores absolutos es > 2 °C con el 50.4% y <1 °C
en el 22.7% de los casos (Figura 15D). En el caso de RB la variacion en valores absolutos > 2
°C solo en el 28.8% de la serie y < 1 °C en el 29.6% (Figura 16D).
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Figura 14. Ciclos circadianos de temperatura superficial del mar para EI Cardén y Rancho Bueno en
invierno (A), primavera (B), verano (C), otofio (D) y anual (E). Las curvas son derivados a partir de los
promedios de los RAF cada 30 min; en el caso de Rancho Bueno la parte punteada es la interpolacion
durante los lapsos en que se extrajo la informacion de temperaturas.
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Figura 15. Ciclo anual de temperatura superficial del mar (TSM) en El Carddn considerando los
promedios de los dias calendario para las series RAF y MUR (A). La correlacion entre estas series (B)
es significativa (F1, 362 = 638.9; P < 0.001); se anota, el coeficiente de correlacion de Pearson (r), la raiz
media del error cuadrado (%), la ordenada al origen (0), la pendiente y el nimero de datos (n). Se dibujan
las diferencias entre las series para los mismos dias (C) y la frecuencia de esas diferencias en valores

absolutos (D).
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Figura 16. Ciclo anual de temperatura superficial del mar (TSM) en Rancgo Bueno considerando los
promedios de los dias calendario para las series RAF y MUR (A). La correlacion entre estas series (B)
es significativa (F1, 362 = 1,112; P < 0.001); se anota, el coeficiente de correlacion de Pearson (r), la raiz
media del error cuadrado (%), la ordenada al origen (0), la pendiente y el nimero de datos (n). Se dibujan
las diferencias entre las series para los mismos dias (C) y la frecuencia de esas diferencias en valores
absolutos (D).
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La Figura 17 muestra por sitio de cultivo los valores de anomalias de TSM obtenidos a
partir de las series diarias RAF y MUR y mensuales Ol y ERSST. Nétese que estas dos ultimas,
solo fueron dibujadas para el periodo 2000 — 2016, aunque para obtenerlas se usaron todos los
valores de TSM considerados en las series completas (Tabla 2; Figura 6). Tanto para EC (Figura
17A) como para RB (Figura 17B) las series estan estandarizadas al promedio de su dia 0 mes
calendario, segln sea el caso. Se observa que los valores de anomalia Ol y MUR asociados a
los dos cuerpos de agua varian entre los afios 2000 a 2013 casi en una sucesion estacional
normal; con pocos Yy aislados registros por debajo de -1 °C o por arriba de 1 °C, salvo por un
breve periodo entre julio del 2010 y marzo del 2011 en que hay un enfriamiento, incluso el valor
Ol de EC de octubre del 2010 estuvo cercano a los -3 °C. Sin embargo, las anomalias de ambas
fuentes de informacién a partir de marzo del 2014 y practicamente hasta agosto del 2016 se
mantuvieron por arriba de 1°C, excepto los ERSST de EC que decrecieron abruptamente desde
enero del 2016. Las tendencias descritas por la serie de anomalias Ol y ERSST también son
observadas en las series de anomalias MUR y RAF aunque su variabilidad es marcadamente
mas amplia. Es notable que entre los afios 2014 y 2015 los valores de anomalias de los MUR en
EC son positivos en el 94.9% de los dias y el 91.6% en RB; respectivamente los dias con
anomalias > 1 °C representan el 71 % y 64.9%, > 2 °C el 37.5° y 31.8 y > 3°C el 9.3% y 9.5%.
Algo similar se observa con los RAF, aunque para ese lapso el 11.5% y el 17.5% de los dias no
tienen registro en EC y RB, respectivamente; observandose en ese orden dias con anomalias
positivas el 88.5% y 82.9% de los dias, anomalias > 1 °C en el 68.7% y 63.8 %, > 2 °C en el
45.3% y 37.8%° y > 3°C en el 11.5% y 17.3%. También en las series RAF se aprecian otros

eventos de calentamiento o enfriamiento mas intensos, pero mas breves, como 2008 en EC.

7.1.2.5. Cambios de temperatura superficial del mar en periodos sucesivos

Una de las consideraciones importantes respecto a las comparaciones entre las series RAF y las
BDG es saber si estas ultimas reflejan bien las condiciones térmicas de la ZC; en principio,
porque los cuerpos de agua con registros continuos de TSM son escasos en nuestra region y
hasta cierto punto se puede establecer que tan bien caracterizados pudieran estar al utilizar solo

informacion global. Adicional a la variabilidad visualizada en los resultados anteriores, es
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necesario contabilizar condiciones térmicas captadas en los registros in situ que por su origen,

precision y periodicidad no pueden ser observadas por las demés fuentes de informacion.

En ese sentido se estableci6 que observar las diferencias de temperatura durante periodos
sucesivos puede dar informacion relevante, tanto en las escalas que solo contemplan los RAF
como en aquellas que se pueden comparar con las BDG (Figura 18). De los RAF se obtuvo la
variacion de TSM cada 30 min en EC (Figura 18A) y RB (Figura 18B). No hay en ambos sitios
cambio en ~20% de los casos y ~60% varian < 0.5 °C. También, solo con los RAF se puede
establecer la variacion dentro de un dia (24 h), la cual se muestra para EC en la Figura 18C y
para RB en la Figura 18D; la mayor variacion se da en rangos <6 °C (63.5% EC y 67.8% RB),
aunque hay una gran cantidad de dias que varian en un rango > 9 °C, sobre todo en EC (22.4%
contra 12% en RB).

Los cambios de temperatura dia a dia fueron derivados de los datos RAF y MUR y los
resultados obtenidos a partir de estas dos fuentes de informacién muestran efectos disimiles
respecto a la variacion termica (Figuras 19E y 18F). Utilizando los MUR se obtiene que el 99.9%
de la variacion dia a dia es < 3 °C en ambas zonas, incluso es <1 °C en el 95.6% en EC y 96.2
°C en RB (estos dos ultimos porcentajes no se pueden derivar de la Figura); de manera opuesta
los RAF muestran variaciones dia a dia > 3 °C en el 88.2% de los casos en EC y en el 74.6% en
RB, incluso muestran variacion > 12 °C 14.6% y 6.8% de los datos, respectivamente; la
comparacion entre las series mediante una prueba U arroja diferencias significativas (P < 0.001)
en ambos sitios de cultivo (EC U =13,464 y RB U = 68,091.5).

Del mismo modo, los datos RAF y MUR fueron utilizados para observar cuales son los
rangos de variacion dentro de cada mes (Figuras 18G y 18H) y tal como en el caso anterior
(variaciones dia a dia) la comparaciobn mediante una prueba U sefiala diferencias
estadisticamente significativas en ambos sitios de cultivo (EC U =7, P <0.001 y RB U = 320,
P < 0.001). Su visualizacion mediante frecuencias indica condiciones térmicas casi opuestas
entre estas fuentes de informacion. Por un lado, la variacion < 6 °C observada con los MUR en
EC es de 99.4% dentro de los meses y en RB de 95.4% (con variaciones < 3 °C en el 54.3% y

57.1% de los meses, respectivamente). Por el otro, con los RAF la variacion dentro de los meses
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es > 6 °C en el 99.2% de los casos para EC y 91.4% para RB, incluso > 12 °C en el 58.2 % y
40.5% de los meses, respectivamente.

La variacién de TSM entre meses fue evaluada con las cuatro bases de datos (Figura 18l
y 18J). También en este caso las variaciones mas abruptas se observan con los RAF, mostrando
diferencias > 9 °C en el 94% de los casos en EC y 78.4% en RB, incluso sus mayores porcentajes
de cambio son > 15 °C en ambos sitios (56.4% y 38.2%, respectivamente). Mientras que los
MUR marcan variaciones > 3 °Cy <9 °C en el 82.8% para EC y en el 83.9% para RB. Por su
parte los Ol y los ERSST muestran que las series asociadas a EC y RB cambian <3 °C en mas
del 95% de las ocasiones. Estas series fueron sometidas a un analisis de K-W por sitio de cultivo,
arrojando diferencias significativas (P < 0.001) para ambos (EC y* = 531.5 y RB »? = 504.9);
también en ambos sitios, la prueba de comparaciones multiples de Dunn sefiala semejanzas
unicamente entre las series Ol y ERSST (EC D = 24.7, P = 0.217; y RB D = 24.39, P = 0.212).

e}

@® RAF MUR ¢ OI M ERSST

Anomalias de TSM (°C)

-8 * I I
2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016
Tiempo (afios)

Figura 17. Anomalias estandarizadas por dia calendario para las series RAF y MUR y por mes para las
series Ol y ERSST en El Cardon (A) y Rancho Bueno (B).
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Figura 18. Frecuencias de cambio de temperatura superficial del mar (TSM) entre periodos equivalentes
y sucesivos. Del lado izquierdo se observa la informacidn relativa a EI Cardon y en el derecho la de
Rancho Bueno. Se comparan los cambios cada 30 min (A y B), dentro del dia (C y D), entre dias (E y
F), dentro del mes (G y H) y entre meses (I y J). Nétese que las escala del eje X en los paneles Ay B es
diferente a la del resto.
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7.2. Variacion térmica de eventos extremos

Como se menciond en la Metodologia (apartado 6.3.2.), es necesario estudiar sefiales térmicas
extremas, que de forma mas apropiada permiten inferir el grado de estrés al que estan sometidos
los organismos en su medio natural. En ese sentido se cuantifico el nimero de registros y la
duracion de los eventos térmicos en la parte calida de la distribucion superior y también los
rangos de variacion térmica diaria (sobre dias calendario) y estacionales. En la Figura 19 se
muestra el nimero, frecuencia (en porcentaje) y duracion de los eventos térmicos > 30 °C y >
35 °C que se compilaron en los RAF de cada sitio de cultivo. Se observa que en RB se registran
mas eventos que en EC, tanto > 30 °C (Figura 19A) como > 35 °C (Figura 19B). En los 2 sitios
se registra un pequefio porcentaje de eventos > 30 °C que duran mas de 48 h, 0.8% EC y 0.4%
RB; estos se presentaron siempre en el verano, en EC dos en agosto del 2008 [60.5 hy 58.5 h
de duracion; con promedio de TSM 32.7 °C £ (1.7) y 31.8 °C (z 1.1), respectivamente] y dos
en agosto del 2014 [67 h y 63.5; 31.7 °C + (0.85) y 31.1 °C (£ 0.6), respectivamente] y en RB
dos en agosto del 2014 [138 hy 72.5 h; 31.7 °C (£ 0.9) y 31.6 °C (£ 0.7), respectivamente] y
uno en septiembre del 2015 [70 h; 31.5 °C (x 0.8)]. En cada sitio mas del 95% de los eventos >
35 °C duraron < 6 h y ninguno duro > 12 h.
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Figura 19. Duracién de eventos extremos calidos contenidos en los RAF para El Cardén y Rancho
Bueno; eventos >30° C (A) y > 35 °C (B).
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Considerando el total de RAF indicados en la Tabla 2, las temperaturas fueron > 30 °C
en el 2.5% para EC y 4.6% para RB. La distribucion de estos registros térmicos a lo largo del
tiempo se muestra en la Figura 20. En EC estos se presentaron mas en el 2008, despueés en el
2014 y con un pequefio pico en el 2003 (Figura 20A). En RB también el 2008 tiene una gran
cantidad de temperaturas que rebasan este umbral, pero la mayor parte de los registros se
observan en el 2014, particularmente en el mes de agosto (1,156 registros); en este sitio casi en

todos los veranos de los afios donde se tomaron lecturas hay una alta frecuencia de temperaturas
>30 °C.
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Figura 20. Frecuencias de eventos mayores a 30 °C a lo largo del tiempo en EI Cardén (A) y Rancho
Bueno (B). Cada barra indica el registro por mes, de acuerdo con la informacién contenida en los RAF;
las areas grises indican ausencia de informacion en los registros.
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Los RAF que tienen temperaturas > 35 °C son pocos, en EC solo fueron el 0.06 %,
mientras que en RB el 0.17%. En la Figura 21 se observan la distribucion de estos registros
térmicos a lo largo del periodo donde los RAF fueron tomados. Tanto en EC (Figura 21A) como

en RB (Figura 21B) la mayor proporcion de frecuencias de estas temperaturas ocurrieron en el
2008.
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Figura 21. Frecuencias de eventos mayores a 30 °C a lo largo del tiempo en El Cardén (A) y Rancho
Bueno (B). Cada barra indica el registro por mes de acuerdo con la informacion contenida en los RAF;
las &reas grises indican ausencia de informacién en los registros.

De acuerdo con las pruebas de K-W existe una variacion estacional significativa (P <
0.001) en los rangos diarios de temperatura de ambos sitios de cultivo (EC y*> =531.5 y RB »?
=531.6). Las pruebas de comparaciones multiples de Dunn son significativas en todos los casos,

por lo cual los rangos de cada estacion son diferentes (Tabla 4). Tanto en EC como en RB la
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primavera es la estacion con la mayor amplitud térmica por dia y la minima se presenta en otofio

para EC y en invierno para RB.

Tabla 4. Pruebas Dunn para comparaciones multiples pareadas (D), aplicado a los rangos diarios de
temperatura por estaciones del afio a partir de los RAF de El Cardén y Rancho Bueno.

El Carddn Rancho Bueno

Comparaciones D P D P
Otofio - Invierno 361.22 <0.001 -322.77 <0.001
Otoio - Verano -547.68 <0.001 -814.43  <0.001
Otono - Primavera -1,137.89 < 0.001 -1,025.46  <0.001
Invierno - Verano -186.47 < 0.001 -491.66 <0.001
Invierno - Primavera -776.67 < 0.001 -702.69 <0.001
Verano - Primavera 590.20 < 0.001 211.03 <0.001

En la Figura 23 se muestran los maximos y minimos promedio por dia calendario (su
diferencia debe considerarse como la amplitud diaria promedio) y los valores maximos y
minimos registrados en un dia calendario (su diferencia es la amplitud diaria extrema). Estas
series en general siguen la tendencia del ciclo promedio, sobre todo las de los maximos y
minimos promedio. Durante el ciclo anual, los maximos promedio de EC estan solo algunos
dias de septiembre por arriba de 30 °C y practicamente siempre se encuentran por arriba de
19°C, salvo en algunos dias de enero y diciembre en que los valores son un poco mas bajos
(Figura 23A). Por su parte en RB incluso los maximos promedio rebasan los 30°C durante buena
parte de agosto, todo septiembre y algunos dias de octubre, mientras que el umbral de los 19 °C
es sobrepasado todos los dias del ciclo en al menos 1.7 °C (Figura 23B). En EC hay 31 dias en
que los maximos absolutos sobrepasaron los 35 °C, estos ocurrieron principalmente en los meses
de primavera; mientras que en RB fueron 68 dias donde se observa esa condicion,

principalmente en los meses de verano.
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Figura 22. Rangos de variacion diaria promedio ( error estandar) de los RAF segregados por estacion
del afio en ambos sitios de cultivo.
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Figura 23. Ciclo anual de rangos diarios promedio y rangos diarios extremos de temperatura para El

Cardon (A) y Rancho Bueno (B). El ciclo promedio anual se afiaden como referencia, al igual que las
lineas para las temperaturas de 19 °C, 30 °C y 35 °C.
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7.3. Temperatura y tiempo letal medio superior

De acuerdo al protocolo de experimentacion para determinar las TL50 y los tL50 se
usaron tres réplicas de 10 organismos por cada linea genética cultivada en cada sitio de cultivo;
en la Tabla 5 se observan las longitudes y los pesos promedio (+ desviacion estandar) de estos
organismos (en cada celda n = 30). Después de cambiarlos de su temperatura de aclimatacion
(24 °C) ataras con temperaturas de 30 °C, 35 °C, 40 °C y 45°C se observé a las 24 h, 32 h, 48
h, 64 h, 72 h 'y 96 h la supervivencia por linea genética y sitio de cultivo; esta fue medida como
la proporcién del nimero de ejemplares muertos sobre los vivos en las tres réplicas; con esta

informacidn se construyeron los MLG.

Tabla 5. Longitudes y pesos promedio (+ desviacion estandar) de los de los organismos utilizados para
determinar temperaturas y tiempos letales medios en su limite superior, considerando las temperaturas
de experimentacion (Temperatura) y lineas genéticas (Linea) A (1A), B (I1B), C (IC) y D (ID). Los valores
son derivados de las medidas tomados en 30 organismos.

El Cardon Rancho Bueno
Temperatura Linea  Largo (mm) Peso () Largo (mm) Peso ()
30°C 1A 59.7 (£ 6.2) 26.1(x5.2) 43.9(x9.1) 10.4(x5.5)
IB 54.1(x6.8) 20.0(x4.3) 442 (x7.8) 12.1(x5.2)
IC 53.3(x4.6) 21.1(x4.7) 524(x119) 14.4(x4.6)
ID 56.7 (x5.9) 28.4(x4.1) 498 (£9.7) 14.8(x7.0)
35°C 1A 56.6 (+6.3) 27.4(x7.0) 49.0 (£x9.7) 149 (x4.3)
IB 59.0 (x8.1) 27.0(x6.8) 425 (x5.1) 11.8(x2.4)
IC 533 (x5.1) 21.4(x4.1) 443 (x89) 12.1(x5.9)
ID 58.7 (x4.7) 25.0(x3.4) 483(x11.3) 12.6(x5.9)
40 °C 1A 58.4 (+6.3) 28.8(x4.5) 43.7 (x4.8) 11.6 (x3.3)
IB 53.3(x7.5) 19.4 (x4.1) 453 (£8.2) 12.2(x4.2)
IC 57.0 (x4.0) 226 (x3.7) 39.8 (+8.6) 10.9(+4.8)
ID 60.0 (x5.7) 27.7 (+4.6) 43.0 (x4.3) 10.0(x3.7)
45 °C 1A 58.5 (+5.6) 28.5(+6.6) 454 (x7.7) 129 (x6.2)
IB 55.9 (+x9.4) 228 (+x6.9) 40.6 (x7.0) 10.4 (x3.0)
IC 535 (x4.6) 21.7(x3.8) 454(x122) 14.3(x5.9)
ID 59.3 (x5.8) 27.1(+3.8) 435 (x4.6) 10.4(x3.8)

Tanto para EC como para RB los valores de AIC sefialan como mejores modelos a los

que utilizaron una funcién identidad logit, por ello los modelos que fueron construidos con

funciones identidad probit no se contemplaron para la descripcion de los resultados de TL50S
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y tL50S; AIC modelo logit EC = 580.2 y AIC modelo probit EC = 615.1; AIC modelo logit RB
=567.4 y AIC modelo probit RB = 582.4.

En el caso de EC las funciones utilizadas por linea genética fueron las siguientes:

IA = 57.54 + (-0.15)t + (-1.25)T

IB =57.54 + (-0.15)t + (-1.25)T + 14.64 + (-0.09)t + (-0.3)T

IC = 57.54 + (-0.15)t + (-1.25)T + (-2.09) + 0.0001t + 0.05T

ID =57.54 + (-0.15)t + (-1.25)T + 17.69 + (-0.08)t + (-0.39)T

donde t = tiempo y T = temperatura.

La devianza del modelo nulo fue 5,729.3 (335 gl) y la devianza residual del modelo

utilizado fue 456.1 (324 gl), entonces se asume que para este sitio el modelo construido describe,

bajo las condiciones experimentales consideradas, la supervivencia de M. gigas con una

precision del 92%.

En el caso de RB las funciones utilizadas por linea genética fueron las siguientes:

IA = 169.51 + (-0.39)t + (-3.73)T

IB = 169.51 + (-0.39)t + (-3.73)T + (-87.48) + 0.2t + 1.92T

IC = 169.51 + (-0.39)t + (-3.73)T + (-34.01) + 0.08t + 0.76T

ID = 169.51 + (-0.39)t + (-3.73)T + (-95.85) + 0.22t + 2.1T
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En este caso la devianza del modelo nulo fue 5,861.2 (335 gl) y la del modelo utilizado
fue 507.8 (324 gl), por lo que se asume que el modelo construido describe, bajo las condiciones
experimentales consideradas, la supervivencia de M. gigas con una precision del 91.3%.

En la Figura 24 se observan los ajustes de los MLG para las TL50 en funcion de las horas
de exposicion (24 h, 48 h, 72 h 'y 96 h), donde claramente se aprecia una relacion inversa entre
ellas por cada sitio de cultivo y linea genética. En RB la TL50 a 96 h de exposicion es > 35.4
°C en las cuatro lineas genéticas (Figuras 24B, D, E y H), mientras que la mas baja en EC se
estima en 31.9 °C para la IB (Figura 24C) siendo ligeramente superior en la ID (Figura 24G) y
>34.1 °Cen las 1A y IC (Figuras 24A y E).

También hay una relacion inversa entre el tL50 y la temperatura de exposicion (Figura 25).
Experimentalmente no se presentdé mortalidad en los organismos procedentes de RB a 30 °C y
35°C y tampoco de EC a 30 °C, mientras que para este ultimo sitio el tL50 a 35°C mas corto es
de 75.4 h en la IB. Por linea genética los organismos de RB toleran mas tiempo la temperatura
de 40°C antes de llegar a su tL50, que se presentan entre 51.4 h y 54.4 h en RB (Figuras 25B,
D, FyH) yentre 42.4 hy 49.6 h en EC (Figuras 25A, C, E, y G). Sin embargo, a 45 °C ese
patron se invierte y resultan mas tolerantes los organismos de EC mostrando a esta temperatura
tL50 entre 7.6 h 'y 9.3h (Figuras 25A, C, E, y G), mientras que en RB van de 3.3 ha 6.5 h
(Figuras 25B, D, Fy H).

7.4. Evaluacion de las tasas fisioldgicas y el potencial de crecimiento

En la Tabla 6 se anotan las medidas y pesos promedios de los 10 ejemplares que fueron

utilizados por sitio, linea genética y condicion experimental para el analisis del PDC.

Los andevas ART muestran diferencias significativas en los tres factores considerados y
todas sus interacciones para las Tl, TA, TR, TE y PDC y solo en la EA a linea genética es el
Unico factor que no muestra diferencias significativas. En la Tabla 7 se observan los resultados
de este analisis para los factores y las interacciones de dos factores; en cada caso los grupos

diferentes derivados de las pruebas Bonferroni son indicados con distintas letras mindsculas.
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Figura 24. Temperatura letal media (TL50) a 24 h, 48 h, 72 h y 96 h para los organismos de las lineas
genéticas A (IA), B (IB), C (IC) y D (ID) de EI Cardén (EC) y Rancho Bueno (RB). Los circulos son los
datos originales, las lineas curvas los ajustes de los MLG aplicados y las partes sombredas delimitan sus

intervalos de confianza; el color de ellos varia en funcion de las horas de exposicion. Las TL50 se indican
con los niimeros asociados a las curvas.
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Figura 25. Tiempo letal medio (tL50) a 30 °C, 35 °C, 40 °C y 45 °C para los organismos de las lineas
genéticas A (IA), B (IB), C (IC) y D (ID) de EI Cardén (EC) y Rancho Bueno (RB). Los circulos son los
datos originales, las lineas curvas los ajustes de los MLG aplicados y las partes sombredas delimitan sus
intervalos de confianza; el color de ellos varia en funcion de la temperatura de experimentacién en los
bioensayos. Los tL50 se indican con los nimeros asociados a las curvas.
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Los resultados de las interacciones de los tres factores de los andevas ART para cada indicador
fisiolégico se observan en la Figura 26; como en el caso de la Tabla 7, para cada uno, de acuerdo a las
pruebas Bonferroni, se indican con distintas letras minusculas los grupos diferentes; todos los
andevas ART son significativos (P = 0.001) con estos valores de Fe 216: TI = 11.6, EA = 6.24,
TA=13.0,TR=24.9, TE=56.7yPDC =66.1.

Tabla 6. Longitudes y pesos por sitio, linea genética y condicién experimental de los organismos de
Magallana gigas usados en el bioensayo de potencial de crecimiento. Los sitios son: El Cardén (EC) y
Rancho Bueno (RB); las lineas genéticas son A (IA), B (IB), C (IC) y D (ID); y las condiciones
experimentales son 24 °C en respuesta crénica (24RC), 30°C en respuesta aguda (30RA) y 30 °C en
respuesta cronica (30RC). Los pesos himedos y secos totales son en referencia al tejido blando. Los

valores son derivados de las medidas tomados en 10 organismos.

Peso

Linea Condicion Longitud Peso total hamedo Peso seco

Sitio genética experimental (mm) (g) total (g) total (g)
EC A 24RC 38.8 (+7.8) 9.3 (+3.2) 1.7 (x0.47) 0.10 (+0.03)
30RA 54.0 (+4.3) 18.0(*2.7) 1.8(%0.39) 0.11 (+0.03)
30RC 43.7 (+2.3) 9.6 (%1.9) 1.5 (+0.58) 0.10 (+0.02)
IB 24RC 39.4 (£3.7) 9.4 (+2.6) 1.3 (£0.39) 0.13 (+0.04)
30RA 51.6(+4.6) 16.7 (x2.2) 1.7 (x0.50) 0.10 (+0.04)
30RC 40.9 (+4.9) 10.0(x0.8) 1.4(+0.34) 0.11 (+0.05)
IC 24RC 35.4 (+4.9) 8.9 (+2.7) 1.6 (£0.46) 0.12 (+0.05)
30RA 57.9(+6.4) 18.1(x4.2) 1.9 (0.54) 0.13 (+0.05)
30RC 43.1(+5.4) 10.2(¥1.9) 1.6(%0.51) 0.12 (+0.09)
ID 24RC 43.7 (+4.6) 10.2 (¥2.0) 1.5(%0.25) 0.11 (+0.05)
30RA 54.9 (£10.) 19.0(x5.1) 1.9(0.47) 0.08 (+0.03)
30RC 42.4 (+4.7) 8.0 (%1.8) 1.1 (+0.56) 0.09 (+0.04)
RB A 24RC 58.9 (+7.1) 28.2(+5.3) 4.4(0.82) 0.61 (+0.17)
30RA 59.9 (+6.3) 30.4 (£5.4) 5.1 (+1.32) 0.38 (+0.18)
30RC 55.8 (+4.6) 23.6(+3.7) 4.5(x0.84)  0.41(0.14)
B 24RC 51.9(+3.5) 20.0(+4.2) 3.4(x0.54)  0.37 (x0.11)
30RA 63.0 (+6.7) 28.4(#5.1) 5.0(¢1.69)  0.58 (+0.18)
30RC 51.4 (+5.8) 17.8(+2.6) 3.4(x0.59)  0.31(+0.08)
IC 24RC 57.7 (+4.9) 23.2(+2.4) 4.0(x0.93)  0.58 (+0.20)
30RA 51.3(+2.7) 18.8(#3.7) 3.0(x0.65)  0.27 (0.13)
30RC 54.4 (+4.3) 22.9 (+4.5) 4.4(x0.86)  0.50 (+0.16)
ID 24RC 58.0 (+4.3) 29.4 (+4.5) 4.5(¢1.05)  0.60 (+0.28)
30RA 58.8 (+5.0) 26.5(+4.7) 4.5(+1.29)  0.35 (+0.16)
30RC 58.5(+7.1) 25.1(+1.8) 4.8(x0.73)  0.47 (0.19)
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Tabla 7. Pesos y valores promedio (+ desviacién estandar) de los indicadores fisiologicos para los
organismos experimentales agrupados por factor (sitio, S; linea genética, LG; y condicién experimental,
CE) o interaccion de dos factores (S - LG, S - CE y LG - CE). Los indicadores fisiologicos son las tasas
de ingestion (T1), absorcion (TA), respiracion (TR) y excrecion (TE), la eficiencia de absorcion (EA) y
el potencial de crecimiento (PDC). Los grupos son El Carddn (EC), Rancho Bueno (RB), lineas genéticas
A (IA), B (IB), C (IC) y D (ID), 24 °C en respuesta cronica (24RC), 30°C en respuesta aguda (30RA) y
30 °C enrespuesta cronica (30RC). En el primer renglon de cada factor o interaccion se indica el nimero
de organismos (n) por grupo y el valor de F para los indicadores fisiolégicos de acuerdo al anlisis de
variancia de 3 factores no paramétrico ART, los cuales indican diferencias significativas (P < 0.001 sin
indicador, P < 0.01 con * y P < 0.05 con **); la no significancia se indica con ns; de acuerdo a una
prueba de Bonferroni por factor o interaccion e indicador fisiologico las letras diferentes (colocadas
después del paréntesis) indican distintos grupos.

8 o 8 -1 K- -1
iniaei;c::(r:ie;noes Grupos SeF:zsc()g) Tl (#clelr:(l)lo g EA (%) TA (:,Se;j)lo TR (mllc))z glh TE (mﬁrl\)lH‘,g PDC () g )
S - n=120 F1216 = 2048.2  Fy 516 = 200.3 F1216 = 2056.6  Fy516 =991.7 F1,216 = 352.6 F1216 = 23.9
EC 0.11 (x0.05) 4.1 (¢3.0)a 87.1(x4.6) b 3.6(+2.6)a 11.7 (#6.9) a 0.63 (x0.45)a -0.1(#25.1)a
RB 0.46 (£0.2) 1.2 (+1.2)b 90.2 (+3.8) a 1.1(+1.0)b 5.4 (+2.7) b 0.33(+0.34)b -3.6(+8.1)b
LG - n =60 F3216 = 109.9 F3216 = 0.5 ns F3216 = 112.7 F3216 = 25.3 F3216 = 35.4 F3216 = 229.4
1A 0.29 (x0.23) 2.9 (+¥2.8)b 88.9 (+4.3) 25(+24)b 8.7 (¢6.1) b 0.35(+0.27)c  -1.0 (¥19.4) b
1B 0.27 (x0.2) 23(+2.3)c 88.7 (+4.1) 2.0(+19)c 8.0 (£5.5) bc 0.48 (x0.41) b  -2.9 (+18.4) c
IC 0.29 (x0.23) 3.5(#3.1)a 88.6 (+4.8) 3.1(+2.8)a 7.5 (£5.7) ¢ 0.51(+0.48) b 5.2 (¥19.6) a
ID 0.29 (x0.26) 2.0 (+¥2.3)d 88.4 (+4.7) 1.8 (+¥2.0)d 10.0 (£7.0) a 0.58 (+0.48)a  -8.6 (+14.9)d
CE - n =80 Fy216 =911.7 Fy216 = 41.1 F3216 = 955.8 F2216 = 265.8 Fy216 = 44.6 F2216 = 1490.1
24RC 0.33 (x0.27) 4.1(+¥3.0)a 89.3 (+4.6) a 3.6(+2.6)a 5.3 (#3.8) ¢ 0.38(+0.39) b  13.0 (¥12.9) a
30RA 0.25 (£0.2) 3.0(+26)b 89.5(+3.3)a 26(£2.3)b 9.0 (#5.2) b 0.53 (x0.46)a -0.8 (¥17.1) b
30RC 0.27 (x0.2) 0.97 (x0.97)c  87.1(¢5.0) b 0.83 (+081) ¢ 11.3 (¥7.3) a 0.53 (+0.42)a -17.8 (#11.1) c
S-LG - n=30 F3216 = 49.8 F3216 = 6.7 F3216 = 55.9 F3216=4.9 * F3216 = 3.5 ** F3216 = 59.7
EC-IA 0.11 (x0.03) 4.7 (+¥29)a 86.8 (x4.1) c 40(+2.6)a 12.3 (#6.6) ab  0.46 (+0.31) b 1.9 (¥26.5) b
EC-IB 0.12 (x0.05) 3.0(+¥2.6)b 86.9 (+3.8) ¢ 26(+2.2)b 10.6 (#6.5) bc  0.65 (+0.47)a  -4.8 (¥23.4)d
EC-IC 0.13 (x0.07) 5.5(#3.1)a 87.4 (+5.1) c 49(+2.8)a 9.9 (£6.6) ¢ 0.61(+0.43)a 12.4(+25.3)a
EC-ID 0.10 (¥0.05) 3.3(+¥2.7)b 87.3 (¢5.4) c 29(+23)b 14.2 (£7.3) a 0.79 (0.53)a  -10.1 (+20.4) e
RB - IA 0.47 (¥0.19) 1.1 (+0.9)c 90.9 (¢¥3.3) a 0.98 (+0.82)d 5.1 (2.5)d 0.24 (+0.18)d  -4.0 (46.8) c
RB - 1B 0.42 (x0.17) 1.6 (+1.7)d 90.6 (+3.7) ab 1.5(¢1.5)c 5.3 (+2.1)d 0.30 (+0.26) cd  -1.1 (#11.7) b
RB-IC 0.45 (x0.21) 1.5(¢1.1)d 89.7 (+4.3) ab 1.3 (+0.95) ¢ 5.2 (#3.3)d 0.41 (+0.51) bc -2.0 (£5.7) b
RB - ID 0.48 (+0.24) 0.8 (+0.48) e 89.5 (+3.6) b 0.72 (+t0.42)e 5.8 (¥3.0) d 0.37(+0.32)c  -7.2 (#5.7) e
S-CE - n =40 Fy216=5.2 * F2216 = 96.8 F2216=7.2 Fa216 = 17.4 F2216 = 25.1 F2216 = 251.9
EC-24RC  0.12 (#0.05) 6.3 (¥2.5)a 86.3 (+3.9) d 5.4(+2.2)a 7.2 (+4.4) c 0.56 (+0.44) b  21.4 (£12.3)a
EC-30RA  0.11 (#0.05) 4.4 (+29)b 90.0 (¢¥3.2) b 40(+26)b 11.3 (#5.8) b 0.59 (0.46) b 3.3 (¥22.9) c
EC-30RC  0.11 (+0.06) 1.6(+1.0)c 85.0 (¢5.0) d 1.3 (+0.86) d 16.6 (£6.8) a 0.74 (+0.45)a  -25.2 (+11.0) f
RB-24RC  0.54 (+0.22) 1.9 (+1.3)d 92.3 (+2.9) a 1.7 (¥1.2) ¢ 3.4 (t1.7) e 0.20 (0.22) e 4.5 (+6.0) b
RB-30RA  0.40 (%0.2) 1.5(+1.0)c 89.0 (+3.4) c 1.3 (+0.86) d 6.6 (£3.1) cd 0.46 (+0.46) c  -4.9 (£5.5)d
RB-30RC  0.43(£0.16) 0.36 (+0.21)e  89.2 (+4.0) bc 0.31(+0.17)d 6.1 (+2.1)d 0.32(+0.25)d  -10.4 (+4.3) e
LG - CE n=20 Fe216 = 78.3 Fe216 = 10.1 Fe216 = 79.7 Fe216 = 15.2 Fe216 = 13.0 Fe216 = 79.1

GA-24RC 036 (+0.29) 3.9 (#2.7)b  88.1(#5.7)bcde 33 (+2.2)b  6.0(+4.0)d 0.23 (+0.14)e 9.7 (+8.3) cd
GA-30RA  0.25(0.19) 4.1(+3.0)ab  89.3 (3.6) ab 37(+27)ab 7.4 (#32)cd  0.37 (0.18)cd 9.6 (+14.2) cd
GA-30RC  0.26 (+0.19) 0.64 (+0.53)f  89.2 (¢3.2) bc 0.56 (+0.46)f  12.8 (¢8.0)a  0.45(+0.39)cd -22.5 (+13.3) h
GB-24RC  0.25(#0.15) 4.7 (¥2.2)a  89.0 (+4.5) bc 41(x1.8)a 43 (15)e 0.42 (+0.27) cd  18.7 (¥10.5) a
GB-30RA 0.34(+0.28) 1.4 (+0.95)cd 89.6 (+3.2) cdef 1.3 (:0.83)cd 8.6 (5.8)b 0.44 (+0.36)ab -9.2 (+9.5) e
GB-30RC 0.21(#0.13) 0.73 (+0.75) ef 87.6 (+4.5)def  0.63 (+0.66) ef 10.9 (+5.8)ab  0.58 (+0.56) ab -18.2 (8.4) gh

GC-24RC  0.35(0.28) 4.2 (+3.6)ab 91.2(¢3.7)a 3.8(+3.3)ab 3.9 (+28)e 0.52 (+0.58) bc 17.0 (¥17.2) ab
GC-30RA 0.20 (+0.12) 4.8(+2.8)a  885(¢3.6)bcd 4.3 (+2.5)a 7.9 (+3.9) 0.61 (+0.55) ab  12.3 (+15.6) bc
GC-30RC  0.31(0.24) 1.5(+13)c  86.0 (¢5.6) ef 1.2 (#1.1) ¢ 10.8 (+7.3)ab  0.40 (+0.24) cd -13.8 (+8.4) ef

GD-24RC  0.36(+0.32) 3.6(+3.2)b  89.0 (+3.7) bc 31(+28)b  7.2(#53)cd  0.35(¢0.40)de 6.3 (+10.2)d
GD-30RA 022 (+0.18) 1.5(x0.93)cd  90.6 (+2.8) bcdef 1.3 (+0.82)c  12.0 (+6.4)ab  0.68 (+0.60)a -15.7 (+8.5) fg
GD-30RC  0.28 (+0.24) 1.0 (+0.89)de  85.7 (¢5.8) 0.88 (+0.76) de 10.8 (¢8.3)ab  0.70 (+0.37)a  -16.5 (+12.5) fg

Comparando entre lineas genéticas iguales y considerando la misma condicidn
experimenta las T1 son mas altas para los organismos provenientes de EC (Figura 26A). El rango
de valores promedio fue de 1.07 cél x 108 gt h a 7.13 cél x 108 g* h' en EC y de 2.03 cél x

10" gt h1a3.62 cél x 108 g h! en RB, aunque las tasas mas altas se presentaron en 24RC para
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ambos sitios, se mantienen solo en IA y IC de EC a 30RA y todas de ambos sitios decrecen
mucho en 30RC. El porcentaje de eficiencia de absorcion es en general mayor en las lineas
genéticas de los organismos procedentes de RB y varian menos entre condiciones
experimentales que los de EC (Figura 26B). El rango de valores promedio fue de 82.7% a 90.5%
en EC y de 87.7% a 93.4% en RB.

En el caso de las TA (Figura 26C) estas resultan en un patrén muy similar al mostrado
por las TI, por linea genética y condicidén experimental son siempre mas altas en los organismos
de EC, las tasas mas altas se presentaron en 24RC para ambos sitios, condicion que se mantienen
solo en IA 'y IC de EC a 30RA vy para todos los casos decrecen mucho en 30RC. El rango de
valores promedio fue de 9.34 cél x 10" g h* a 6.38 cél x 108 g h en EC y de 1.35 cél x 10’
gthta3.34célx 108 gt htenRB.

Las TR (Figura 26D) también son mas altas por linea genética y condicion experimental en los
organismos de EC, solo que en este caso van aumentando conforme el estrés térmico se incrementa, los
valores mas bajos se presentan en 24RC, son medios en 30RA y maximos en 30RC; sin embargo, en el
caso de RB no parece haber un patron tan definido respecto a sus TR, salvo que si se observa que en
24RC los valores son considerablemente mas bajos respecto a las otras dos condiciones. El rango total
de valores promedio fue de 4.3 ml O, g h'a19.3 mlO,gthtenECyde23ml O, g* hta
8.7mlO2g* h?enRB.

Por su parte las TE (Figura 26E) varian ampliamente entre lineas genéticas, condiciones
experimentales y sitio de procedencia. El rango total de valores promedio fue de 0.27 mg NH4 g
h™a0.96 mg NHsg* henEC yde0.08 mg NHsg* h* a0.83 mg NHs g* h en RB.

Finalmente, el PDC (Figura 26F) es ampliamente determinado por las altas TA en 24RC
y en esta condicion tiene valores positivos en todas las lineas genéticas, excepto en la ID de RB;
mientras que en 30RA solo se observan valores positivos en IA y IC de EC y en las demaés lineas
muestra valores negativos independientemente del origen; en 30RC todos los valores
observados de PDC son negativos. Comparando entre las mismas lineas genéticas y condiciones

experimentales, el PDC es mas alto o0 méas bajo en los organismos provenientes de EC respecto
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a los de RB. El rango total de valores promedio fue de -33.4Jg*h'a30.9Jg*htenECyde
-13.2Jg*hta13.3JgthtenRB.
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Figura 26. Valores promedio de las tasas de ingestion (T1), absorcion (TA), respiracion (TR) y excrecién
(TE), la eficiencia de absorcion (EA) y el potencial de crecimiento (PDC) para los organismos
experimentales agrupados por sitio (EI Cardén y Rancho Bueno), linea genética (A, IA; B, IB; C, IC; y
D, ID) y condicion experimental (24 °C en respuesta crdnica, 24RC; 30 °C en respuesta aguda, 30RA; y
30 °C en respuesta crénica, 30RC); en cada caso n = 10. Por indicador fisiol6gico se observan diferencias
significativas (P < 0.001) en la interaccion de los 3 factores (sitio, linea y condicién experimental) de
acuerdo al andlisis de variancia de 3 factores no paramétrico ART Yy las letras diferentes indican distintos
grupos de acuerdo a las pruebas de Bonferroni.
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8. DISCUSION

8.1. Planteamiento general

En este estudio se evaluaron mediante bioensayos las respuestas fisioldgicas de organismos
pertenecientes a cuatro lineas genéticas de M. gigas, que fueron aclimatadas en dos esteros de
BCS, EC y RB, en los cuales tradicionalmente se ha cultivado la especie. El interés radicé en
generar informacion para determinar en cual de ellas responde mejor la especie ante las
condiciones térmicas locales y también conocer si bajo las caracteristicas naturales de cada
cuerpo de agua los organismos pueden morir por el efecto simple de la temperatura. Lo anterior
cobra importancia por dos motivos: 1) frecuentemente se alude en la literatura cientifica que
valores térmicos altos deprimen la condicion fisiologica de los organismos de esta especie, lo
que provoca mortandades masivas en las zonas de cultivo; y 2) nuestro pais no cuenta con un
pie de cria propio que abastezca de semilla a las granjas del pais y es importante que éste sea
seleccionado de organismos fisiologicamente aptos para crecer en las condiciones naturales que

ocurrieron en la region noroeste de Meéxico.

En ese contexto, primero se realiz6 una amplia caracterizacion de la variabilidad de la
TSM en cada sitio. Se uso con tal fin la informacion contenida en tres BDG y los RAF asociados
a los sistemas de cultivo en cada estero. Se compararon estas fuentes de informacion y se
observé que las BDG y los RAF muestran tendencias de largo plazo similares y tienen
correlaciones estadisticamente significativas; sin embargo, también se muestran discrepancias
entre ellas al relacionar la amplitud total de las frecuencias, los valores de las mismas fechas y
los cambios de temperatura entre periodos sucesivos. También se observo que los RAF captan
una variacion térmica grande en escalas <1 dia, la que no se puede saber con las BDG utilizadas,
de tal forma que los RAF brindan mejor informacidn respecto al grado de estrés térmico en el
que se desarrollan los organismos en sus condiciones de cultivo. Adicionalmente, se estimoé la
TL50 y tL50 en el extremo térmico superior de su distribucion y con ello se pudo establecer que
los limites fisiologicos térmicos letales observados en el laboratorio fueron mas altos que las
temperaturas mas calidas registradas con los RAF en EC y RB, lo cual indica que la temperatura

por si misma no es un factor que determine la mortalidad en los sitios de cultivo. Finalmente,
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mediante evaluaciones del PDC se observo que ante diferentes niveles de estrés térmico, las
lineas geneéticas estudiadas de M. gigas poseen una capacidad fisiolégica diferencial, la cual
también es influenciada por el sitio de cultivo donde se aclimataron los organismos; sin
embargo, independientemente de la linea genética y el sitio de procedencia el PDC es siempre
negativo bajo condiciones de estrés térmico alto mantenido por periodos prolongados, por lo
tanto si en el medio natural se presentan condiciones similares, los organismos seran mas

susceptibles a morir.

8.2. Temperatura superficial del mar en los sitios de cultivo: comparacion entre bases de
datos globales y registros de alta frecuencia in situ

Los RAF usados en este estudio provienen de una coleccion de registros de 47 sitios ubicados
en la parte sur de la peninsula de Baja California y Golfo de California y si bien la gran mayoria
de las localidades cuenta con una temporalidad en sus registros que no rebasa los 3 afos, los de
EC y RB son aquellas de las que mas continuidad presentan (Sicard-Gonzalez et al., 2012). Sin
duda, esta coleccidon contiene informacion Unica y valiosa, pero el monitoreo en tiempo y
espacio de la TSM en la ZC a nivel regional sigue siendo escaso. Lo anterior es un problema
global y no regional, en el que algunos autores enfatizan que se debe hacer un esfuerzo mayor,
incluso desde niveles gubernamentales, para encaminar programas de investigacion que integren
un monitoreo frecuente in situ de largo plazo para la zona costera, sobre todo de pardmetros tan

importantes como la temperatura (Brewin et al., 2015; Smit et al., 2013).

Dado que la ZC esta submuestreada, en la gran mayoria de los casos hay necesidad de
utilizar informacidn que es registrada ocasionalmente en zonas muy amplias, como en el caso
de los ERSST y Ol, o que derivan de modelos, como el caso de los MUR, que no pueden
reproducir la dindmica y variabilidad térmica de zonas someras especificas (Brewin et al., 2017).
En este caso, mediante la comparacion de la TSM entre BDG y RAF para EC y RB, se tratd de
establecer que tanto se puede inferir sobre las condiciones térmicas de la ZC en la region

noroeste de México, al utilizar diferentes fuentes de informacion.

En ese sentido, es claro que la amplitud de las frecuencias registradas en las BDG es mas

corta que la delimitada por los RAF, entonces en las BDG se esté subestimando la variabilidad
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real de la ZC hacia las partes calidas y frias de la distribucion (Sicard et al., 2006). Aqui se ha
indicado que, para ambos sitios, la pérdida de informacion se incrementa hacia los extremos de
la curva de distribucion conforme se amplifica la cobertura espacial de la BDG utilizada, MUR
< Ol <ERSST, con un rango registrado en los RAF que puede ser mas amplio hasta en un 22.8%
(ERSST vs RAF de EC).

Se encuentran discrepancias entre las BDG y datos in situ de la ZC entre los valores
observados en los mismos dias 0 meses, las cuales también han sido sefialada en comparaciones
hechas en distintas ZC del mundo, como Australia, Chile y Sudéafrica, donde se llegan a
presentan diferencias > |6] °C entre los mismos periodos, principalmente entre las observaciones
diraias (Aravena et al., 2014; 2014; Lathlean et al., 2011; Smale y Wernberg, 2009; Smit et al.,
2013). Tanto en RB como en EC, por dia si se registran diferencias > |6| °C, pero son porcentajes
menores en el total de la serie y la mayor frecuencia de registros es < 2| °C; aungue eso0s
pequefios cambios si pueden ser muy relevantes, no solo para M. gigas sino también para las
especies que cohabitan en sus sitios de cultivo, pero dependeran de sus propias caracteristicas
biologicas sobre su resistencia al estres térmico y a que tan alejadas se encuentren de sus nucleos
de distribucion (Smale y Wernberg, 2009).

El hecho de delimitar adecuadamente la variabilidad térmica que se presenta en cada
sitio de cultivo, no se realizé simplemente para descartar entre bases de datos, sino que el interés
estuvo fundamentado en identificar con mayor detalle el estrés ambiental al que se ven
sometidos los organismos. Los cambios de temperatura durante periodos sucesivos pueden ser
utilizados como una métrica muy valiosa en ese sentido, pero siempre y cuando estos reflejen
adecuadamente la variabilidad térmica en la ZC (Helmuth et al., 2006; Sicard et al., 2006). Aqui
se ha mostrado que los cambios de temperaturas entre dias, dentro de un mes y entre meses,
medidos con una extensa cantidad de datos obtenidos en frecuencias altas (RAF) son mucho
mas amplio que los delimitados por promedios gruesos (BDG). En los Ol y ERSST la variacion
entre meses, para cualquiera de los dos sitios de cultivo, es <3 °C en el 95.1% de los registros,
mientras que es de 0% en el caso de los RAF; estos ultimos definen una variacion mas amplia
incluso en periodos mucho mas cortos (p. €j. solo el 23.3% de los dias en EC y el 34.7% en RB

varian < 3 °C, el resto presentan fluctuaciones de TSM mayores). Por lo anteriormente descrito,
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las BDG no indican con certeza el grado de estrés térmico al que se enfrentan los organismos,
de tal forma que pueden tener muy poca relacion tanto con su vulnerabilidad como con las
caracteristicas de variabilidad de los ecosistemas en donde habitan (Helmuth et al., 2014). Lo
anterior es muy relevante, sobre todo de cara a los rapidos efectos que el cambio climatico esta
presentando sobre la ZC; un ejemplo de ello es que a nivel global el gradiente latitudinal de
temperatura esta cambiando mas rapido de lo esperado y hay una gran cantidad de areas con un
significativo descenso de eventos frios y aumento considerable de dias calidos (Baumann y
Doherty, 2013; Lima y Wethey, 2012). Ese tipo de aspectos que, por su importancia a nivel
global, deben estar siendo evaluados constantemente, pueden llevar a conclusiones erréneas i

la variabilidad térmica de la ZC esta siendo subestimada.

Otra diferencia entre series se presenta cuando se comparan los ciclos anuales derivados
de las series derivadas de los MUR y los RAF; los primeros presentan respecto a los segundos,
en ambas zonas de cultivo, valores mas altos entre octubre y febrero y menores en el resto del
afio. Este comportamiento de alternancia entre BDG y datos in situ de la ZC también se ha
observado en distintas regiones del mundo, pero no existe un patron entre regiones e incluso
tampoco existe entre zonas de una misma region y parece ser determinado por las caracteristicas
de la informacion comparada, p. ej. tipos de sensores usados, tratamiento previo de la
informacion, caracteristicas hidrograficas locales, etcétera (Aravena et al., 2014, Bernardello et
al., 2016; Deidun et al., 2016; Smale y Wernberg, 2009; Stobart et al., 2016).

Respecto a las diferencias arrojadas por las fuentes de informacion (BDG vs RAF) hay
que tomar en cuenta que siempre habra dificultades al tratar de comparar series de tiempo de
variables fisicas tomadas en un solo punto, contra los promedios derivados de los registros en
un area (Hughes et al., 2009); este tipo de problemas aumentan cuando las series puntuales estan,
como en este estudio, asociados a zonas netamente costeras y las areas contra las que se compara
tienden a representar, como en los Ol y los ERSST, zonas muy grandes y en algunas ocasiones
los registros con los que se caracterizan fueron tomados muy lejos de los datos in situ (Smit et
al., 2013).
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Otra consideracion para entender porque se dan estas diferencias es saber en qué parte
de la columna de agua se estan registrando los datos de TSM. De acuerdo con Donlon et al.
(2007) los MUR, al ser derivados principalmente de una mezcla de registros satelitales, estan
siendo monitoreados basicamente en la capa mas superficial del agua, mientras que los RAF
estan registrando en mayores profundidades de la columna de agua y por ello presentan otras
caracteristicas térmicas, las cuales estan implicitas en las variaciones observadas al comparar
ambas fuentes de informacién (Okuro et al., 2014). También la dinamica hidrografica de la ZC
debe ser incorporada para entender estas diferencias (Aravena et al., 2014; Bernardello et al.,
2016).

Puesto que las BDG no muestra adecuadamente la variabilidad de la TSM en escalas <
a 1 dia, ni proporcionan valores adecuados para observar la amplia variabilidad que se muestra
en las ZC, sefialada mediante las observaciones contenidas en los RAF, estas no parecen ser
utiles para contrastar hipotesis ecoldgicas concernientes a habitats cercanos a la costa y a los
organismos que alli viven; por la misma razon se ha sugerido que cuando se estudie la ZC o los
organismos pertenecientes a esta zona se debe contemplar usar mediciones in situ con frecuencia
de monitoreo alta, para poder identificar con mucha mas precision la variacion térmica y poder
interpretar mejor las respuestas bioldgicas de los organismos que se estan estudiando (Lathlean
et al., 2011; Sicard et al., 2006; Smale y Wernberg, 2009; Smit et al., 2013).

Un aspecto que también se debe resaltar es que si bien la informacion contenida en las
BDG es util, al punto que se han relacionado ampliamente con ciertos procesos ecoldgicos (p.ej.
el reclutamiento o la abundancia poblacional), estas no pueden usarse para observar la variacion
dentro del dia, pasando por alto a esta escala muchos procesos que pueden ser importantes, sobre
todo a nivel individual (Bulla et al., 2017; Kearney et al., 2014). Incluso se ha observado en
Mytilus californianus, un bivalvo predominantemente intermareal al igual que M. gigas, que
alrededor del 90% de su actividad genética, asociada a aspectos fisioldgicos, presenta ciclos
muy marcados que duran cerca de 24 h, y aparentemente muestran una relacion estrecha con los
cambios de temperatura durante el dia (Connor y Gracey, 2011). También se ha observado, pero
en regiones terrestres, que el uso de los valores extremos de la temperatura diaria (maximos y

minimos) brinda mas informacién al momento de relacionar los impactos de este parametro
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sobre el ambiente con algunas actividades productivas como la agricultura (Braganza et al.,
2004; Igbal et al., 2016; Zhang et al., 2007); para poder buscar este tipo de relaciones en regiones
marinas es indispensable contar con registros mucho mas frecuentes que los considerados en la
mayoria de las BDG que existen en la actualidad. Durante décadas, la ecologia ha considerado
los valores medios como indicadores potentes de las condiciones climaticas del sitio, mientras
que las desviaciones a corto plazo se consideraron mediciones extraordinarias y no
representativas, pero recientemente se ha empezado a enfatizar la importancia de las tendencias
graduales sobre los eventos discretos y esa distincion ha sido matizada por el aumento en la
resolucion temporal de las observaciones ambientales (Jentsch et al., 2007).

Si bien existen discrepancias entre la comparacion entre fuentes de informacién en
ambos sitios de cultivo, las BDG y los RAF también presentan coincidencias en las tendencias
observadas y las correlaciones estimadas de las series historicas diarias y mensuales. Lo anterior
es un patron que se ha observado en otras partes del mundo, incluso se ha mencionado que el
grado de correlacion aumenta a medida que aumenta la escala temporal de comparacion (Stobart
et al., 2016). Opuesto a esto, Sicard et al. (2006) mostraron que no existia relacion entre los
ERSST y los RAF para dos ZC de la Peninsula de Baja California, una de ellas fue RB; sin
embargo, ellos solo compararon los promedios mensuales del ciclo anual, los cuales en el caso
de los datos in situ fueron calculados considerando una ventana temporal muy corta, < 2 afios

de informacioén en los RAF.

Los ciclos circadianos estacionales y el anual que fueron derivados de los RAF para EC
y RB muestran patrones que difieren un poco con los observados en otra ZC del suroeste de la
Peninsula de Baja California. En Bahia Asuncion (~110 km al NO de EC) el ciclo circadiano
anualizado de la TSM presenta un comportamiento sinusoidal con valores minimos durante la
noche y valores maximos pasado el mediodia en un rango que fluctta alrededor de los 16 °C
con una variacién < 1 °C, lo anterior estd ampliamente influido por los patrones de verano y
otofio ya que en invierno y primavera se presentan dos picos de temperatura (Ponce-Diaz et al.,
2003); por su parte, en EC y RB tanto los ciclos circadianos de las cuatro estaciones del afio
como su expresion anual muestran solo un maximo y un minimo de TSM, los rangos anuales
del ciclo vande 19.7 °Ca 23 °C en EC yde 22.3 °C a 24.4 en RB. En este ultimo sitio, los ciclos
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circadianos de TSM pudieran estar ligeramente subestimados, porque se eliminaron los valores
de las horas que debieran corresponder con las temperaturas mas altas del dia, pero que en este

caso fueron asumidos como lecturas que se hicieron fuera del agua.

Por su parte, los ciclos anuales de TSM fueron obtenidos con las series diarias de los
MUR y los RAF para cada sitio de cultivo. Independientemente de la serie en la que se observa
el ciclo anual, este muestra un patrén estacional con las temperaturas mas bajas durante invierno
y primavera y mas altas en verano y otofio, un comportamiento propiciado a esas latitudes en
gran medida por el efecto de las surgencias costeras, que se refleja en el enfriamiento de las
aguas superficiales durante la primera parte del afio, tal como se ha mostrado previamente en la
parte central de Bahia Magdalena (~50 km al NO de RB) y en Bahia Asuncion (Lluch-Belda et
al., 2000; Ponce-Diaz et al., 2003; Schwing et al., 1996).

Las series de anomalias, derivadas a partir de los valores mensuales de las bases Ol y
ERSST y diarios de los RAF y MUR, muestran tendencias historicas similares en ambos sitios
de cultivo. Entre 2000 y 2013 las series de anomalias Ol y ERSST muestran casi exclusivamente
valores entre -1 °C y 1 °C. Pero a partir de marzo del 2014 y practicamente hasta agosto del
2016 se mantuvieron por arriba de 1°C en todas las bases de datos analizadas, al menos para
RB. Estas tendencias también son observadas en las series de anomalias MUR y RAF, aunque

su variabilidad es marcadamente mas amplia.

Robinson (2016) observo este amplio fendmeno de calentamiento en el océano
adyacente a la costa occidental de la Peninsula de Baja California y argumenté que este periodo
anomalo fue determinado por dos mecanismos fisicos completamente diferenciados, los cuales
no coincidieron en el tiempo de incidencia; el primero se dio entre mayo del 2014 vy abril del
2015. Durante esos meses hubo un claro debilitamiento de los vientos costeros conduciendo a
una reduccion del estrés del viento, lo que se reflejo en bajos niveles de surgencias que no
transportaron agua fria a la costa. Adicionalmente se presenté un alto flujo descendente de calor
debido a un forzamiento atmosférico anomalo y este flujo de calor superficial superior a lo
normal cre6 un océano superficial extremadamente calido y altamente estratificado en toda la

parte sur del Sistema de Corrientes de California, el cual no estuvo en fase con las condiciones
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en el ecuador asociadas a eventos El Nifio, ya que las anomalias de la TSM ecuatorial se
mantuvieron negativas o neutrales entre enero y octubre de 2014 (Zaba and Rudnick, 2016). El
segundo evento de calentamiento reciente se observd, de acuerdo a Robison (2016), entre
septiembre y diciembre del 2015, producto del desarrollo de El Nifio 2015-16. Este evento ha
sido objeto de una amplia investigacion oceéanico-atmosférica para entender su compleja
dindmica de formacién y desarrollo y se ha establecido como uno de los méas intensos en la
historia reciente (Levine y McPhaden, 2016; Lian et al., 2017; Xue and Kumar, 2017). En el
océano de la costa occidental de la Peninsula de Baja California las anomalias de TSM fueron
mas altas durante la parte final del afio 2015 que las observadas previamente (Robinson, 2016).
Sin embargo, en la ZC de EC y RB si bien el ambiente acuético si es mas calidos de lo normal,

no hubo un aumento extremo en las condiciones térmicas de los cuerpos de agua.

8.3. Significado ecofisiologico de la estimacion de temperaturas y tiempos letales

Se conoce bien que M. gigas se distribuye en las zonas intermareal y submareal somera de las
regiones templadas y subtropicales de gran parte del mundo; esta amplia dispersion,
mayormente propiciada por la accion humana, ha permitido que la especie pueda vivir en un
extenso rango de temperaturas. Carrasco y Baron (2010) establecieron que a nivel mundial el
rango promedio de TSM en el cual habita la especie es de 1.9 °C a 28.6 °C y entre -23 °C y
31°C de temperatura media del aire. Lo anterior es el resultado de aclimataciones y adaptaciones
locales a nivel poblacional y su expresion para soportar extensos rangos térmicos, lo cual es un
rasgo comun en organismos marinos que se distribuyen en areas geogréaficas extensas (Pernet et
al., 2008). Pero estos rangos también pueden variar entre sus etapas ontogenéticas de desarrollo
(Portner et al., 2017; Portner y Peck, 2010).

Es posible entonces que esas variaciones en la distribucién térmica durante las diferentes
etapas de vida sea la clave para explicar por qué ciertas poblaciones se han podido naturalizar
(incluso algunas han ido colonizando areas aledafias) y otras no en los lugares donde se ha
llevado M. gigas. Para el noroeste de México esta especie fue introducida desde los 1970, de
entonces a la fecha se ha cultivado, pero no existe evidencia de que la especie se haya

naturalizado en nuestras aguas, a pesar de que los organismos maduran y desovan en los sitios
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de cultivo (Islas-Olivares, 1975; Chavez-Villalba, 2014). Es posible que las condiciones
térmicas en las que se estan reproduciendo no sean aptas para el desarrollo de sus estadios
tempranos. En este trabajo se comprob6 experimentalmente que los organismos preadultos de
las cuatro lineas genéticas aclimatadas en RB no mueren después de 96 h de exposicion a 30 °C
y 35°C y tampoco los de EC a 30 °C, mientras que el tL50 a 35°C mas corto de este Ultimo sitio
es de 75.4 h para la IB. Sin embargo, de acuerdo a los RAF no hay eventos > 35 °C que duren
mas de 12 h; las TL50 a 96 h fueron > 35.4 °C en RB y > 31.9 °C en EC, pero igualmente en
los RAF no se registraron condiciones similares. Entonces los limites de tolerancia térmicos,
que fueron observados en el laboratorio, son mas altos que las condiciones de temperatura mas
extremas registradas en las zonas de cultivo. Como previamente se menciono, estos limites
varian entre las diferentes etapas de vida y aparentemente en M. gigas también entre diferentes
tallas, siendo mas altos en los organismos de mayor longitud (Carvalho-Saucedo, 2003). Por
ello es necesario conocerlos a lo largo de la ontogenia de la especie y asi poder delimitar

adecuadamente su susceptibilidad a la muerte por efecto de la temperatura.

Sin embargo, el que M. gigas aun no se hayan establecido poblaciones naturalizadas en
el noroeste de México, debe ser motivo para intensificar la investigacion y tratar de evitar que
una especie altamente invasiva empiece a ser parte de la fauna habitual de nuestras costas.
Sorpresivamente, en la ZC de San Diego Bay, California, EE. UU., y sus alrededores, un area
relativamente cercana a los sitios de cultivo aqui estudiados, esta especie se establecio en sus
aguas a finales del siglo pasado, después de varias décadas de haber sido introducida con fines
comerciales (Crooks et al., 2015). Lo anterior debe ser observado con detalle, porque en México
hay un creciente interes de que desarrollemos nuestro propio pie de cria, parte de la motivacion
de este trabajo ronda en ese sentido, pero en ello hay un riesgo particularmente alto para el
establecimiento e invasion, ya que se seleccionan lineas genéticas que presentan mejores
respuestas fisiologicas a las condiciones térmicas de los cuerpos de agua locales y por ello la
adaptacion podria suscitarse en lapsos muy breves (p.ej. Diederich et al., 2005). Ademas, hay
que considerar que los modelos que predicen la expansion de la especie sustentan que debido al
inminente desarrollo del cambio climatico esta incrementara en los proximos afios (Rinde et al.,
2017; Thomas et al., 2016). Estudios moleculares muestran que las poblaciones europeas de M.

gigas presentan una diversidad genética mucho mayor a la que se tenia de origen cuando fue

92

Posgrado en Ciencias Marinas y Costeras Universidad Auténoma de Baja California Sur



Tesis doctoral J. JesUs Bautista Romero

introducida la especie, hace poco mas de cuatro décadas con fines de acuicultura (Rohfritsch et
al., 2013).

Shamseldin et al. (1997), mediante experimentos donde indujeron termotolerancia para
M. gigas, estimaron la TL50 en 42.3 °C, mediante un procedimiento donde los organismos eran
sometidos a choques térmicos a temperaturas hasta de 50 °C durante 1 h y después llevados a
temperatura de aclimatacion. Ese valor de TL50 es superior a los obtenidos en este trabajo
mediante el uso del método propuesto por Rand y Petrocelli (1985); para organismos
aclimatados a 24 °C. Después de 96 h de exposicion la estimacion de TL50 por MLG indica que
para EC fue: IA=34.5°C,IB=31.9°C, IC=34.1°CyID =32.8 °C; mientras que en organismos
procedentes de RB las TL50 fueron ligeramente mayores por linea genética: IA =35.4 °C, IB =
35.4 °C, IC = 35.6 °C y ID = 35.4 °C. Estos resultados se asemejan méas a los obtenidos por
Carvalho-Saucedo (2003) que encontro TL50 entre 32.5 °C y 37.5 °C, usando también el método
de Rand y Petrocelli (1985); pero en ese estudio se utilizaron diferentes temperaturas de
aclimatacion (15 °C, 22 °C y 28 °C).

Las estimaciones de tL50 son importantes porque el comportamiento regulatorio de la
temperatura es mas significativo en el corto plazo, como ocurre en un ciclo diario, porque a
largo plazo el organismo podria tener suficiente tiempo para modificar sus sistemas bioquimicos
y sobrevivir a condiciones térmicas extremas (Hochachka y Somero, 2002). Aqui se ha estimado
que a 45 °C, la temperatura mas alta con la que se experimentd, los organismos de las cuatro
lineas genéticas en EC resisten un poco de tiempo mas antes de morir que sus homélogas en RB
(tL50a45°CenEC:IA=76h,IB=93h,IC=8hyID=78h;RB:IA=4.7h,IB=4h, IC
6.5 h y ID = 3.3h). Si bien, como se ha mencionado con anterioridad, estas temperaturas tan
altas no se presentan en los sitios de cultivo, conocerlas permite establecer las capacidades reales
de respuesta de los organismos ante el estrés térmico en funcion del tiempo (Madeira et al.,
2012; Kingsolver y Woods, 2016).

El hecho de que en el laboratorio se hayan presentado limites térmicos fisiologicos por
encima de las temperaturas mas altas registradas en las zonas de cultivo, funciona como un

mecanismo que aplica como un margen de seguridad ante cambios abruptos de temperatura o
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incrementos sostenidos durante periodos prolongados y es una caracteristica comdn, aunque
variable, en ectotermos; si bien para una gran cantidad de organismos marinos estos margenes
parecen ser estrechos (Sunday et al., 2012 y 2014). Las implicaciones ecoldgicas respecto a
cambios y reducciones en este margen pueden tener consecuencias negativas; de cara al cambio
climético se afectaria en primer grado a organismos que se encuentren en condiciones altas de
estrés térmico, volviendo altamente vulnerables a organismos tropicales e intermareales
(Somero, 2010; Portner et al., 2017); incluyendo algunas poblaciones de M. gigas, como las que
se cultivan en nuestra regién. En ese sentido se observa, para ambos sitios de cultivo, que los
periodos > a 30 °C de mas duracion, se presentaron donde hubo calentamientos extremos de
acuerdo con las series RAF de anomalias en 2008 y 2014; lo que en términos naturales son las
condiciones mas extremas y cercanas a las delimitadas por los limites fisiologicos obtenidos

experimentalmente.

La variabilidad térmica a la que se ven sometidos los organismos de M. gigas
diariamente es diferencial entre estaciones del afio y posiblemente esta caracteristica les ha
permitido ampliar su plasticidad adaptativa como especie. Se ha observado en algunos
crustaceos intermareales, que el hecho de vivir en esta zona les ha permitido aumentar su
tolerancia térmica, al expandir su intervalo térmico 6ptimo, reducir el subéptimo y volver mas
extremas sus temperaturas limitantes (Jost et al., 2012). Sin embargo, la tolerancia térmica es
un atributo poblacional y en M. gigas tal condicion es muy clara. En las poblaciones francesas
hay una mortandad casi absoluta si las TSM es > 19 °C (Ropert et al., 2007). En EC y RB las
temperaturas promedio mas bajas por dia se encuentran por arriba de ese nivel (19 °C) casi todo
el afio, delimitando una termotolerancia en otro intervalo de distribucion para las poblaciones

cultivadas en el noroeste de México.

8.4. Indicadores fisiologicos y estrés térmico

Bajo condiciones de estrés un organismo necesita aumentar el gasto de energia en
mantenimiento, defensa y reparacion del dafio a nivel celular. Esos ajustes se dan para
restablecer la homeostasis, tratando de asegurar su supervivencia y en consecuencia el

mantenimiento de la poblacion. En condiciones de desarrollo 6ptimo, la demanda de energia del
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organismo debe cubrirse al 100%, incluso debe existir una ganancia neta de energia para invertir
en aspectos como el crecimiento somético y/o la reproduccion. Si los factores ambientales se
modifican, de tal forma que los organismos empiecen a vivir en condiciones suboptimas o

limitantes habré una reduccion de energia para su desarrollo y estado de salud.

En ese sentido, el PDC al ser una respuesta integral instantanea del estado fisioldgico
del individuo, permite inferir los efectos que provocan los agentes estresores sobre la condicién
del organismo, lo cual puede extrapolarse a nivel poblacional (Widdows, 1978). Cuando sus
valores son positivos es un indicio de que el organismo tiene suficiente energia no solo para
realizar sus labores de mantenimiento, sino también de que existe energia excedente que puede
ser usada para otros aspectos como crecimiento o reproduccion; pero cuando son negativos estos
son un indicador de que no existe suficiente energia ni siquiera para sus labores de
mantenimiento y para poder sobrevivir esta utilizando sus reservas de energia (Thompson y
Bayne, 1974). En este estudio se pudo cuantificar que esta respuesta es diferencial entre el grado
de estrés termico, las lineas genéticas consideradas y los sitios de aclimatacion. En 24RC casi
todos los organismos presentaron valores positivos de PDC, excepto aquellos de la ID
proveniente de RB, aunque las lineas genéticas cultivadas en EC presentaron valores muy por
encima de los vistos en las lineas de RB. En 30RA solo IA 'y IC de EC tuvieron valores positivos,
similares e incluso por arriba (para la IA) de los que mostraron en 24RC. En 30RC las cuatro

lineas genéticas de ambos sitios de cultivo tienen valores negativos.

Hay una relacion aparente entre las TA y el PDC, ya que este presenta valores positivos
cuando las TA son altas. Esta condicion fue nombrada por Bayne (1999) como el modelo de
adquisicion de energia. Conforme se aumento el estrés térmico experimentalmente, el PDC fue
negativo, pero las TA también tendié a disminuir y aumentaron las TR sobre todo en las lineas
genéticas del EC, porque las de RB tuvieron TR un poco menos variables. Las TE fueron
altamente cambiantes a lo largo de las tres condiciones experimentales, tanto por linea genética
como por sitio de cultivo, aunque en cada caso (la interaccion de sitio, linea y condicion) estas
representan poco respecto a la contribucion porcentual de la energia en el balance total,
promedio = 1.2% (% 0.6), minimo de 0.4% y maximo = 3.2% (valores no mostrados en la seccion

de resultados). Esta baja contribucion es la razon por la cual muchos autores prefieren no
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incluirlos en el calculo de PDC (Tamayo et al., 2014; Ropert y Goulletquer, 2000). Sin embargo,
altas TE indican mayores condiciones de estrés porque los niveles de excrecién de amonio estan
asociados al catabolismo de proteinas; en este caso aunque su aportacion porcentual pudiera no
ser tan significativa, comparada con los valores observados en otros bivalvos (p. ej. mitilidos,
1% a 10% de la energia total en el balance; Navarro, 2002), es proporcionalmente alta para
algunos grupos genéticos estudiados, sobre todo de EC, en las condiciones experimentales de
30RA y 30RC.

El intervalo de valores de PDC observado para M. gigas en este trabajo parece mostrar
niveles muy bajos de energia (-33.4 J g* ht a 30.9 J g* h'l), sobre todo comparado con los
obtenidos en Soletchnik et al. (1997), Haure et al., (2003) y Barille et al. (2003) (-15J h* a 169
Jh-1,70.23htgta2223ht gty 163 Jhtgta282Jh?g? respectivamente). Una de las
consideraciones probables para encontrar esas diferencias, es que los experimento desarrollados
por esos autores se realizaron en un rango de temperaturas de 13 °C a 23 °C, valores mucho méas
cercanos a las descritos como Optimos para el crecimiento de esta especie, 18 °C — 19 °C
(Bougrier ’ et al., 1995; Salazar-Virgen, 2004). De acuerdo con la bibliografia consultada, los
valores del PDC en M. gigas solo habian sido negativos cuando los organismos experimentales
estaban en fase reproductiva o postreproductiva, lo cual es un signo de que estas etapas son
altamente criticas (Enriquez-Diaz, 2004; Mao et al., 2006; Soletchnik et al., 1997, 1996).

De acuerdo con Sokolova et al. (2012), los estudios en ectotermos acuaticos demuestran
que las consideraciones energéticas respecto al estrés se pueden utilizar como un criterio
objetivo para medir, comparar e integrar los efectos de diferentes factores sobre los organismos
e interpolarlas con confianza a nivel poblacional, lo cual debe permitir caracterizar y predecir
los limites de tolerancia en escenarios ambientales reales; asi pues, algunas respuestas
fisiologicas y metabolicas delimitan situaciones de estrés moderado (tasas metabolicas basales
elevadas, altos costos de sintesis de proteinas asociados con la sobreexpresion de proteinas de
estrés y/o estimulacion de las rutas de degradacién de proteinas y potencial aerébico reducido)
y condicionan estrategias compensatorias de los organismos ante intervalos subdptimos de
desarrollo, en los cuales es posible la persistencia de la poblacion a largo plazo, pero a costa de

reducir la actividad reproductiva y las tasas de crecimiento; mientras que otro tipo de respuestas
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son indicadoras de estrés extremo (como la transicion a anaerobiosis parcial, depresion de la
tasa metabolica, reduccion de las tasas de ventilacion y circulacion, supresion de la sintesis
global de proteinas e inhibicion de las bombas idnicas) y promueven estrategias conservativas
de los individuos ante condiciones limitantes, en las cuales no pueden sobrevivir

indefinidamente.

Los valores negativos de PDC indican condiciones de estrés en los organismos y por
comparacion se podria decir que los que presentan los valores mas negativos estan mas
estresados, pero no se puede saber con mas exactitud en qué condiciones particulares se
encuentran (6ptimas o limitantes). En la condicidon experimental mas extrema, 30RC, las cuatro
lineas genéticas de EC muestran valores menores de PDC que las de RB, lo que puede ser un
reflejo no solo del alto nivel de estrés, sino también de que previamente los organismos de EC

habian acumulado mucho mas energia que los de RB y la estan perdiendo proporcionalmente.

En este estudio se investigo el efecto de un factor, la temperatura, sobre el PDC (como
la respuesta integrada de las TA, TRy TE) en cuatro lineas genéticas aclimatadas en dos sitios
de cultivo del noroeste de México. Si bien es una base, en estudio futuros se deben considerar
los efectos de mas factores, porque en su medio natural los organismos estan expuestos a
multiples factores de estrés que actuan simultaneamente en una dinamica de covariacion
espaciotemporal compleja (Gunderson et al., 2016). Incluir esa variacion ambiental en los
experimentos futuros permitira hacer inferencias ecoldgicamente mas precisas (Sicard-
Gonzalez, 2006).
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9. CONCLUSIONES

La comparacion de temperatura entre las series historicas (diarias y mensuales) de las bases de
datos globales y aquellas derivadas de los registros de alta frecuencia tomados in situ y asociados
a los sitios de cultivo, muestran coherencia entre las tendencias historicas y correlaciones

lineales estadisticamente significativas.

La comparacion de temperatura entre las bases de datos globales y los registros de alta
frecuencia muestra diferencias notables entre la amplitud de las distribuciones de frecuencia,
valores tipicos de desviacion, valores de registro para los mismos dias 0 meses y entre la

amplitud y distribucion de las series de diferencias de periodos sucesivos.

Los registros de alta frecuencia muestran una alta variacion térmica en escalas < 1 dia, que de
origen no puede ser detectada con las bases de datos globales utilizadas. Esta alta variabilidad
diaria es trascendental, para entender el grado de estrés térmico al que estad sometido Magallana

gigas en las zonas de cultivo.

Los ciclos circadianos de temperatura superficial del mar muestran un patron sinusoidal, con
méaximos entre las 14:00 h y 16:30 h y minimos entre las 5:00 y 8:00 h. Estos ciclos estan
subestimados para Rancho Bueno porque a ciertas horas del dia no se tienen registros de

temperatura superficial del mar.

Los ciclos anuales de temperatura superficial muestran una clara tendencia estacional, propia de
las costas pertenecientes a los bordes orientales dominados por eventos de surgencia, con los

valores calidos durante verano y otofio y los frios en invierno y primavera.

Las series de anomalias derivados de la BDG y los RAF muestran una variacion casi normal

entre 2000 y 2013 y un periodo extenso de calentamiento anémalo entre 2014 y 2015.

Los limites térmicos fisioldgicos (temperatura letal media y tiempo letal medio) fueron mas

extremos que las temperaturas y periodos de calentamiento observados en cada sitio de cultivo,
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lo cual es una caracteristica normal en ectotermos, que opera como un margen de seguridad ante

cambios abruptos de temperatura o incrementos sostenidos durante periodos prolongados.

Los organismos de las diferentes lineas genéticas aclimatados en cada sitio de cultivo presentan
distintas capacidades fisioldgicas ante el estrés térmico. En el tratamiento de respuesta crénica
a 24 °C la gran mayoria de los individuos mostraron potencial de crecimiento positivo; sin
embargo, en respuesta aguda a 30 °C esta capacidad solo pudieron mantenerla los organismos
de las lineas genéticas & Chile - @ Chile y & Chile - @ EE. UU. provenientes de EI Cardon.
Ante estrés térmico alto de largo plazo, respuesta cronica a 30 °C, las altas tasas respiratorias y
de excrecion, aunadas a las bajas tasas de asimilacion, resultaron en balances energéticos
negativos en las cuatro lineas genéticas de ambos sitios de cultivo. Por lo tanto, si en las zonas
de cultivo se observan periodos prolongados de intenso calentamiento, los organismos,

independientemente de su origen, serdn mas susceptibles a morir.
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