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RESUMEN

La modificacion en temperatura y oxigeno provocado por el cambio climatico, ha inducido
estrés en las poblaciones bentonicas, en donde eventualmente los organismos pueden
gquedar fuera de sus limites de tolerancia provocando mortalidades. Este tipo de eventos han
sido observados en la costa occidental de la Peninsula de Baja California. Particularmente
las poblaciones de abulén azul (Haliotis fulgens), han presentado cambios en su
comportamiento como el desprendimiento y volteamiento sobre su concha, debilidad,
provocando que los organismos sean arrojados hacia la costa y en ocasiones, resulta en
mortandades que han sido asociadas a estos eventos. En este trabajo se evaluaron los
cambios de comportamiento, como es el desplazamiento de los organismos y el
desprendimiento-volteamiento que provoca la hipoxia (18°C — 1.0 mgO.,/L), hipertermia
(26°C — 7.8 mgO,/L) y los efectos combinados de ambos estresores (26°C — 1.0 mgO./L),
que pueden funcionar como indicadores ante estos eventos. Asimismo, se estimé el costo
energético que conllevan dichos cambios. El disefio experimental consisti6 en exponer
organismos de H. fulgens a diferentes condiciones extremas de temperatura y oxigeno
disuelto, para observar sus respuestas conductuales y cambios fisiolégicos como la
modificacion en su Tasa Respiratoria (TR) (metabolismo), los resultados fueron evaluados
con prueba de ANOVA y Tukey al 95% de confianza. Ante condiciones control los
organismos se desplazan un promedio de 202 cm/dia, a una velocidad de 2.73 cm/min y
hacen movimientos zigzagueantes y ondulatorios, consumen 0.38 g de alimento/g/dia. Se
encontré que ante la hipoxia, los organismos pegan la concha al sustrato y mantienen los
cilios retraidos, se desplazan menos (51 cm/dia) y a menor velocidad (1.73 cm/min),
disminuye el consumo de alimento a un 58% y la TR y energia libre disminuyen hasta un
67%. Ante estrés térmico, su velocidad de desplazamiento también disminuye a 1.30 cm/min
y recorren menor distancia 84 cm/dia, el movimiento de los organismos fue en linea recta,
recordando un comportamiento de huida, también se observd que los organismos tenian los
cilios totalmente extendido, su TR y energia libre se incrementan en un 32%. La combinacion
de ambos factores (hipoxia-hipertermia), resulté en que los organismos disminuyen hasta un
79% su desplazamiento (42 cm/dia) y hasta un 52% la velocidad (0.97 cm/min). Se observd
que trataban de escapar colocandose en el borde del agua y bajo esta condicién los
organismos no se alimentaron y se observaban muy débiles con los cilios hiperlaxos. Su TR
y energia libre disminuyeron un 68% siendo estadisticamente igual a la hipoxia. Los
resultados demostraron que los organismos presentan cambios de comportamientos y
fisiolégico que pueden funcionar como indicadores de estrés ante los efectos provocados por
hipoxia e hipertermia. También se observo un efecto sinérgico de ambos factores reflejado
en el comportamiento y energia disponible.

Palabras clave: hipoxia, temperatura, respuestas conductuales, cambios metabdlicos,
velocidad, distancia.
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ABSTRACT

Ocean temperature and disolved oxygen changes caused by climate change have induced
stress in benthic marine populations, eventually resulting in levels beyond the organisms
limits of tolerance, and therefore causing mortalities. These types of events have been
observed on the western coast of the Baja California Peninsula. Particularly, the populations
of blue abalone (Haliotis fulgens) have shown behavior changes such as shedding, turning on
their shell and weakness, resulting in organisms being drifted towards the coast and, in
occasions, resulting in mortalities. In this work, behavioral changes were evaluated, such as
the displacement of organisms and the detachment-turning caused hypoxia (18°C - 1.0
mgO,/L), hyperthermia (26 °C - 7.8 mgO.,/L) and the combined effect (26°C - 1.0 mgO,/L),
which mimic the previously described events. Likewise, the energy cost of these changes
was estimated. The experimental design consisted on exposing organisms of H. fulgens to
different extreme conditions of temperature and dissolved oxygen, and register their
behavioral responses and physiological changes, such as the maodification in their
Respiratory Rate (TR; metabolism). Under control conditions the organisms move an average
of 202 cm/day, at a speed of 2.73 cm/min in zigzag and wave-like trajectories, and consume
0.38 g of food/g/day. It was found that under hipoxia condition, the organisms attach the shell
to the substrate and keep the cilia retracted, reduce movement (51 cm/day) and speed (1.73
cm/min), food consumption decreases to 58% and the TR and free energy decrease up to
67%. In the presence of thermal stress, they also reduce speed to 1.30 cm/min and travelled
distances to 84 cm/day, the trajectories follow straight lines, suggesting scape displacement,
the organisms showed the cilia completely extended, and theri TR and free energy increased
by 32%. The combination of both factors (hypoxia-hyperthermia), resulted in the organisms
decreasing up to 79% displacement (42 cm/day) and up to 52% in speed (0.97 cm/min). It
was observed that they were trying to escape by standing on the edge of the water and under
this condition the organisms did not feed and were very weak with the hyperlax cilia. Their TR
and free energy decreased by 68%, being statistically equal to the hipoxia condition. Results
showed that the organisms present behavioral and physiological changes that can function as
indicators of stress under hypoxia and hyperthermia. A synergic effect of both factors was
also observed, reflected in the behavior and energy available.
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INTRODUCCION

El cambio climéatico global (incremento de la temperatura media del planeta) y sus
manifestaciones en el ambiente marino, tienen impactos importantes en la distribucion y
abundancia de las poblaciones. La forma en que responden los organismos dependeré tanto
de la intensidad de estos cambios como de la naturaleza propia de las especies. Existen
diversos estudios acerca del efecto del cambio climatico sobre los ecosistemas marinos
(Portner et al., 2014). Entre estos, resulta especialmente importante la modificacion en
temperatura y oxigeno en la columna de agua, exponiendo a las poblaciones bentonicas a
condiciones que los pueden dejar fuera de sus limites de tolerancia, provocando estrés y
eventualmente muerte (Vosloo et al.,, 2013). Se han reportado mortalidades masivas de
diferentes comunidades, particularmente de las bentoénicas, al parecer asociadas con estos
procesos, en diferentes zonas costeras de paises del mundo como Chile, Noruega, Japén,
E.U.A. (Siikavuopio et al., 2007; Cheung et al., 2008; Gewin, 2010; Vaquer-Sunyer y Duarte,
2011).

México no es la excepcion, en la costa occidental de la Peninsula de Baja California se han
reportado incidentes similares con disminuciones en la densidad de abuldén de hasta 89% del
2008 a 2012 (Salcido-Guevara et al., 2013; Micheli et al., 2012). Fendmenos similares,
donde la pesca no ha podido explicar el descenso de las poblaciones han sido observados
en distintos miembros de la familia Haliotiae: Haliotis fulgens, H. corrugata, H. diversicolor
supertexta, H. tuberculata (Zhou et al., 2010; Pichon et al., 2013). En este trabajo, se
selecciond al abulon azul (Haliotis fulgens), por ser un recurso de importancia econémica
(Cortés-Ortiz et al., 2006) en la costa occidental de la peninsula de Baja California, en donde
existen alrededor de 30 asentamientos humanos organizados en cooperativas pesqueras
(Lluch-Cota et al., 2014). En el ultimo reporte estadistico de acuicultura y pesca, la
produccion se encontraba alrededor de 319 t con un valor aproximado de 3.4 millones de
dolares (CONAPESCA, 2015). Sin embargo, la pesqueria de este recurso ha disminuido
desde 1968 (Casas-Valdez y Ponce-Diaz, 1996; Diaz et al., 2006; Lluch-Cota et al., 2006;
Searcy-Bernal et al., 2013) adicional, a las mortalidades reportadas por los pescadores
durante los ultimos 10 afios, aunque no han sido documentadas. Si bien, no se tiene claridad
sobre esto, se presentan algunos hechos ligados a cambios en el comportamiento como son:
el desprendimiento de los organismos del sustrato, presuntamente por debilitamiento de los
organismos por algun evento ambiental previo. También se observan individuos volteados
sobre su concha que son incapaces de regresar a su postura original y adherirse al sustrato,

pudiendo ser arrastrados por las corrientes hacia la costa (Lu et al., 2016).



El problema no es sencillo de resolver, debido a que en México enfrentamos fuertes
deficiencias en la disponibilidad de registros continuos de variables ambientales y de
informacion biolégica bésica de muchas especies, que en la region aludida hace dificil
asociar las variaciones del ambiente con los cambios en los recursos marinos (Rodriguez-
Valencia et al., 2004; Lluch-Cota et al.,2006). Sin embargo, existen algunas iniciativas para
realizar registros continuos en la costa occidental de la Peninsula de Baja California, que han
empezado a percibir el problema en esta especie (Micheli et al., 2012), asociandolo a
cambios en la temperatura y/o hipoxia.

La temperatura es considerado un factor de primer orden, debido a que provoca
modificaciones en el metabolismo (Peck et al., 2002) y penetra barreras fisicas y puede tener
efectos draméaticos sobre la estructura de todas las macromoléculas (Hickey y Singer, 2004).
Sin embargo, los organismos tienen la capacidad de aclimatarse dentro de un intervalo de
temperatura, lo que define su termotolerancia, la cual esta asociada a la especie, al historial
térmico de la poblacion y otros factores externos (Green et al., 1983; Quinn et al., 1994).
Ademas, el incremento de la temperatura del agua, produce cambios quimicos en la calidad
de la misma, tales como amonio elevado, cambios en el pH, menor oxigeno disuelto y
factores nutricionales a la baja. Todos estos cambios comprometen el sistema inmunitario y
hacen que las especies sean mas vulnerables (Vandepeer, 2006).

Por su parte, el oxigeno, es un factor limitante para las especies acuaticas, ya que las
reacciones metabdlicas aerobias son controladas por la disponibilidad de éste (Villarreal,
1989) y la mayoria de los organismos marinos son intolerantes a condiciones de hipoxia
extrema (Rabalais y Turner, 2001). Sin embargo, durante la hipoxia progresiva, los
organismos tienen la capacidad de regular su metabolismo, para mantenerse relativamente
independientes de la disponibilidad del oxigeno ambiental hasta ciertos niveles (Thuesen y
Childress, 1994). Cuando la exposicién a condiciones de hipoxia se prolonga, los organismos
manifiestan diversos mecanismos compensatorios (Eriksson y Baden, 1997), que pueden
incluir alteraciones en su tasa respiratoria, en la actividad cardio—ventilatoria, en la captacion
del oxigeno por la hemolinfa (Hagerman y Uglow, 1985; Taylor y Spicer, 1991) asi como la
obtencion de energia parcial o total mediante vias anaerdbicas, dando por resultado,
concentraciones elevadas de glucosa y lactato en la hemolinfa (Schwarz, 1995). También se
documenta sobre el bombeo de sangre exclusivamente a 6érganos vitales, entre otras (Reiber
y Mc Mahon, 1998). La manifestacion de la compensacion varia entre especies, de diversos
factores ambientales entre ellos la temperatura (Portner, 2010) y de las caracteristicas

individuales de los organismos (Arai, 1997). Estas respuestas, dan una idea de la



vulnerabilidad de la especie ante condiciones de hipoxia. Los efectos de estas condiciones
estresantes sobre el crecimiento del abul6n y su fisiologia ya se han abordado (Velasco-
Echavarria, 2014; Calderon-Liévanos, 2015), y Calderdn-Liévanos (2015) establecié que se
presenta un efecto sinérgico sobre la supervivencia entre temperatura y oxigeno disuelto.

Por otra parte, los desafios ambientales tienen un costo energético, ya sea preventivo o
reparador de los efectos dafiinos del estrés. Todas las especies tienen energia disponible
que pueden utilizar en diversas funciones bioldgicas, entonces, si se gasta mas energia en el
mantenimiento o recuperacién durante y/o después del estrés, la energia disponible que
puede ser utilizada para el crecimiento serd menor (Morash y Alter, 2016). Por lo tanto, entre
mayor sea la frecuencia y duracién de los eventos estresantes, el organismo reducira o
frenara su crecimiento.

Con estudios precedentes en H. fulgens sobre termotolerancia y tolerancia a la hipoxia, el
presente trabajo, evalud la capacidad de desplazamiento de los organismos, asi como el
costo energético de los cambios de comportamiento en hipoxia y estrés térmico y como
cambios en los patrones de movimiento, como los demostrados por Donovan et al (1999) en
H. kamtschatkana donde esta actividad tiene una alta demanda metabdlica. Ademas,
cambios en la locomocién, son considerados una causa de estrés en halidtidos (Baldwin et
al., 2007; Cenni et al., 2009; Robinson et al., 2013).

Por lo tanto, en el presente trabajo se evaluaron cambios de comportamiento en los
organismos de abulon azul (H. fulgens), como son la fijacion o el desprendimeinto del
sustrato, cambios en el desplazamiento, asi como el costo energético de dichos cambios, por

efecto de hipoxia, estrés térmico y la combinacion de éstos factores.



ANTECEDENTES

La termotolerancia en abul6n azul (Haliotis fulgens) ha sido abordada por diferentes autores
(Leighton et al., 1981; Avilés y Shepherd, 1996; McBride et al., 2001; Diaz et al., 2006), sin
embargo, existe mucha discrepancia entre ellos. Por ello, Velasco-Echavarria en 2014
realizé bioensayos para observar la termotolerancia (<3°C-33°C) y la temperatura 6ptima de
crecimiento (23°C) en esta especie y buscé asociarla a la procedencia de la poblacion. Por
otro lado, se ha encontrado que la temperatura influye sobre la supervivencia, crecimiento,
consumo de alimento y metabolismo de Haliotis laevigata y H. rubra (Edwards y Condor,
2001; Stone et al., 2013; Bansemer et al.,, 2015), asi como sobre la morfologia
gastrointestinal y la fisiologia digestiva observando que la actividad de las proteasas en
general fue significativamente mayor (75%) a medida que la temperatura aumenté de 9 a
24°C, (Schaefer et al., 2013; Currie et al., 2015; Edwards y Condon, 2001).

En relacion al oxigeno disuelto, Calderdn-Liévanos (2015), estudi6 los limites de tolerancia a
la hipoxia en H. fulgens, encontrando que a 26°C y en concentraciones de 1.0 y 1.5 mgO,/L
los abulones presentaron un tiempo letal medio de 32 y 33 h respectivamente, y por debajo
de esta temperatura, los tiempos de mortalidad se incrementaron (76 h 23°C y 54 h 25°C).
En Halidtidos, los estudios de respuesta ante hipoxia han sido enfocados a cambios
fisiol6gicos, por ejemplo: en H. lamellosa y H. asinina, se observaron incrementos de los
metabolitos secundarios D-Lactato y tauropina (Gade, 1988; Balwdin et al., 2007) y en H.
diversicolor supertexta se observd un incremento en la osmolaridad, en la concentraciéon de
glucosa y lactato, asi como una disminucién del pH en hemolinfa (Cheng et al., 2004). En H.
midae se encontr6 que, durante la hipoxia, el catabolismos del glucégeno, tiene como
resultado la formacion y acumulacién de tauropina en el musculo aductor, asi como D-
lactato, ambos metabolitos se producen durante las primeras 6 h de exposicién, lo que indica
gue el metabolismo aerobio se ve afectado desde una etapa temprana (O’omolo et al.,
2003). Con relacién a cambio de proteinas, en juveniles de H. midae se encontré que los
niveles totales de proteina muscular fueron menores en animales expuestos a 16 y 19° Cy
muy altos a 22 ° C, indicando para el ultimo caso que los animales incorporan proteinas a su
tejido, porque no dependen del catabolismo proteico, en la misma medida que a
temperaturas mas bajas y los organismos aclimatados a temperaturas frias. Estos
organismos, tienen la capacidad de adaptarse a altas temperaturas, dentro de su rango
optimo de crecimiento, siempre que estén expuestos a temperaturas sostenidas y estables y

no experimenten picos cortos y de alta temperatura (Vosloo y Vosloo, 2013).



En H. fulgens se encontr6 que, en respuesta aguda a la hipoxia, reduce su tasa respiratoria
hasta en un 75% en temperaturas de 23 y 26°C. La hemocianina, las proteinas totales y la
glucosa, se incrementaron con la hipoxia y se redujeron con el aumento de la temperatura
(Calderdn-Liévanos, 2015). Resultados similares a los hallados por el anterior autor, fueron
encontrados para esta misma especie por Velasco-Echavarria (2014) donde la tasa
respiratoria (TR) se increment6 alrededor del 100%, en organismos aclimatados de 17°C a
26°C y se observé también que los organismos aumentan su consumo de alimento en
relaciébn al incremento de temperatura; por consiguiente pudieran incrementar su ritmo
cardiaco para trasportar la cantidad de oxigeno necesario. Otros trabajos como el de Harris
et al. (1999), sefalan en H. laevigata aclimatados a 18°C, una reduccién en la TR de
alrededor del 50% en organismos expuestos a condiciones de hipoxia de 5.9 mgO,/L.

En organismos marinos, existen pocos trabajos de ecofisiologia en los que se haya
estudiado la interaccion de factores simultaneos (Portner, 2010). Lo anterior debido a la
dificultad técnica que representa el control de los mismos y la complejidad en la
interpretacion de los resultados. Sin embargo, previo a la realizacién de los bioensayos de la
presente tesis, se desarrolld6 un sistema para controlar variables en el Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste. En este sistema, es posible realizar estudios con
dos 0 mas factores simultdneamente, esto permite emular distintos escenarios ambientales
para la realizacion de bioensayos; en este caso, temperatura y oxigeno. Derivado de
investigaciones con este sistema, Carderon-Liévanos (2015) encontr6 un efecto sinérgico
sobre la supervivencia en juveniles de H. fulgens, por efecto de la combinacion entre
temperatura y oxigeno disuelto, logrando obtener modelos predictivos de superficie de
respuesta a diferentes tiempos. Por otro lado Tripp et al (2017), trabajaron con esta misma
especie, evaluando los efectos del calentamiento bajo hipoxia e hipercapnia combinadas y
observaron cambios en el metabolismo que implican una fuerte acumulacién de
aminoacidos, osmolitos y productos finales anaerdbicos a temperaturas intermedias, seguido
de concentraciones decrecientes a temperaturas mas calidas.

Es importante remarcar que los estudios con abulon azul son complejos, debido a la
conducta de este organismo. Son organismos claramente gregarios que presentan un
marcado ciclo diurno-nocturno (Barkai y Griffiths, 1988), teniendo su actividad durante horas
de la noche (nocturnos), que es cuando se alimentan (Bansemer et al., 2015). Velasco-
Echavarria (2014) logré establecer rutinas en estos organismos a diferentes temperaturas,

que permitieron estandarizar estudios bioenergéticos.



El fendmeno de desprendimiento en haliétidos, ante condiciones adversas del medio como el
cambio de sedimentacion, asi como el efecto de agentes patégenos ha sido estudiado en
especies como H. iris. Se ha observado que los organismos suelen voltearse sobre su
concha por debilitamiento, dejandoles a expensas de depredadores o a ser arrastrados por
las corrientes, pero si las condiciones mejoran, recuperan la capacidad de enderezarse
(“righting”) (Diggles et al., 2002; Chew et al., 2013). En H. tuberculata, el enderezamiento se
relaciond con una mejor supervivencia y un crecimiento mas rapido (Lachambre et al., 2017).
Mientras que en otros trabajos como los de Gade (1988) y Donovan et al. (1999) con H.
lamellosa y H. kamtschatkana respectivamente, encontraron incrementos en las
concentraciones de metabolitos como tauropina, D-lactato, arginina y arginina fosfato,
cuando los organismos son volteados y se enderezan por si solos. Esto suele usarse como
un indicador de recuperacién ante el estrés provocado, o bien para evaluar estados de
condicién, salud y energia en los organismos, tanto en campo como bajo condiciones de
cultivo. Park et al. (2015) estudiaron los efectos del incremento de la temperatura, sobre la
tasa de supervivencia, la capacidad de adhesién y las anomalias del pie en el abulon H.
discus hannai. Estos autores aclimataron organismos a 20°C y pudieron observar que el
aumento de la temperatura provoca desprendimiento y una estructura anormal del pie.
Ademas, se observo también, un incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes en
abulones expuestos a altas temperaturas (26 y 28°C). Por otro lado y con la lapa Nacella
concinna, Peck et al. (2002), encontraron que el 100% de los individuos son capaces de
enderezarse dentro de las primeras 24 h después de haberse iniciado la exposicion a
temperaturas elevadas, pero la capacidad de enderezarse disminuye progresivamente con el
aumento de la temperatura, hasta que ya no pueden realizar esta actividad. Estas
observaciones las realizaron con los datos recolectados por una grabadora de video. Se
pudo determinar si salian de su madriguera, la velocidad de los giros y los tiempos hasta la
terminacion del experimento. Por su parte Lu et al. (2016), encontraron que la exposicion a
estrés térmico e hipoxia, no solo puede afectar el metabolismo energético y el equilibrio
osmotico en los tejidos musculares de la branquia de H. diversicolor, sino que también
influye en el metabolismo de los nucle6tidos y en el sistema inmunolégico; estos resultados
pueden llevar a comprender las influencias del estrés ambiental sobre las respuestas
metabdlicas de los organismos marinos.

Los estudios de comportamiento en abulones son escasos, sin embargo, en los Ultimos afios
se ha incrementado la importancia de considerarlos, ya que los cambios en el

comportamiento pueden en si ser indicadores de algunas condiciones de estrés y pueden



proporcionar una medida no invasiva de cuantificarlo y estimarlo (Robinson et al., 2013).
Recientemente y utilizando la técnica de videograbacion ventral, Buss et al. (2015),
estudiaron en H. laevigata, la conducta de alimentacién durante la fase oscura de 12 h
cuando los organismos son activos y Currie et al. (2016), usando el mismo método y la
misma especie monitorearon la diferencias entre el desplazamiento y la actividad que
realizan los abulones dependiendo del tipo de dieta y la temperatura del agua. Un estudio
mas reciente y con H. rubra, Alter et al. (2017), encontraron que este abuldn tiene una fuerte
respuesta térmica lo que implica un aumento en el movimiento lo cual requiere que la
energia se dirija hacia el trabajo muscular, la produccién de mucosa y el crecimiento quede
en tercer término. Kaiser et al. (2017), probaron en H. midae, el efecto de distintas
condiciones experimentales, como girar la placa de alimentacién, mover y sacudir la placa de
alimentacién, levantar la cesta que contenia a los organismos y sacarla del agua, las
alteraciones en el movimiento y la actividad de alimentaciéon durante 6 dias después de la
perturbacion, documentando que la actividad de los abulones se eleva en las primeras dos
noches después de la perturbaciéon, aunque, el consumo de alimento no se modifico.

En H. fulgens no ha sido posible asociar cambios de comportamiento con una condicion
ambiental definida, ni se ha estudiado el costo energético que representa para los
organismos las alteraciones en el comportamiento. Este trabajo estudia la asociaciéon de la
incidencia de hipertermia e hipoxia, sobre las conductas mencionadas y evaluar el costo
energético de la locomocion, el desprendimiento y el regreso a la postura normal de los

organismos.



JUSTIFICACION

En Haliotis fulgens no ha sido posible asociar los cambios de comportamiento como el
desplazamiento ni el fendmeno de desprendimiento y volteamiento del sustrato a una
condicién ambiental definida, ni se ha estudiado el costo energético que representa para los
organismos las alteraciones en el comportamiento. Esto, debido a que los estudios con
abulon azul son complejos debido a la parte conductual de este organismo, ya que presenta
un marcado ciclo diurno-nocturno y es claramente gregario. Otra complicacion es la dificultad
técnica y de interpretacion de resultados cuando se combinan dos variables ambientales
estresantes. Previo a la realizacion de la tesis se desarroll6 un sistema de control que
permite emular las condiciones ambientales y permite combinar dos o mas factores, esto nos
permitié realizar los bioensayos tanto de manera aislada como combinada. Esto permitid
asociar la incidencia de hipertermia, hipoxia o la combinacion de ambos, sobre las conductas
mencionadas y evalud el costo energético de la locomocioén, el desprendimiento y el regreso

a la postura normal de los organismos.



OBJETIVOS

General

Estimar el costo energético y cambios en el comportamiento del abulén azul (H. fulgens) ante

eventos de hipoxia e hipertermia y la combinacién de éstos.

Especificos, ante eventos de hipoxia y estrés térmico
Evaluar el desplazamiento de los organismos.
Evaluar la capacidad de fijaciéon al sustrato.

Estimar el costo energético que impone a los organismos los cambios en el comportamiento.

HIPOTESIS

En haliétidos y otros organismos marinos, se ha observado que ante el estrés ambiental, los
organismos fijos al sustrato se desprenden y los que tienen concha o caparazén se voltean.
Por lo tanto, al exponer organismos de abulén azul (Haliotis fulgens) a condiciones
estresantes de temperatura e hipoxia, se espera observar que los organismos, presenten
cambios en su respuesta fisiolégica, como la tasa respiratoria; en sus patrones de
movimiento, asi como el desprendimiento y volteamiento sobre su concha. La magnitud de

las respuestas dependera del impacto del estrés y del efecto combinado de ambos factores.



METODOLOGIA

Organismos experimentales: Obtencion, trasporte y aclimatacion

Se utilizaron 80 juveniles de abulén azul (Haliotis fulgens) de 66.5£0.94 cm de longitud de
concha proporcionados por la Sociedad Cooperativa de Produccion Pesquera de Bahia
Tortugas, Baja California Sur (114°53'45" W y 27°41'30" N). Los organismos fueron
transportados al Laboratorio de Ecofisiologia de Organismos Acuéticos (LEOA) del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR), donde se llevaron a cabo los
bioensayos. El transporte se realizé en un recipiente de poliuretano conteniendo bolsas de
hielo seco en gel en el fondo y hojas hiumedas de la macroalga Macrocystis pyrifera,
mezcladas en capas con organismos, para evitar la desecacion de los mismos. A su llegada,
los abulones fueron repartidos al azar en tanques plasticos de 80 L (32 x 73 x 42 cm) a una
densidad de 20 organismos/tanque, con agua marina filtrada a 5 ym, salinidad de 38 ups,
aireacion constante, a 11°C (temperatura de transporte) y un fotoperiodo de 12:12. La
temperatura fue llevada hasta al promedio de la temperatura de Bahia Tortugas (18°C), de
acuerdo a los registros almacenados en la base publica de datos del Observatorio de Mares
y Costas (Sicard et al., 2012). Lo anterior se logré incrementando paulatinamente 1°C/dia,
por medio de un sistema de control térmico automatizado. La alimentacion se realiz6 ad
libitum con hojas de la macroalga M. pyrifera deshidratadas al sol y rehidratadas previamente
con agua marina. Cada dos dias se aspir6 el fondo de los tanques por medio de una
manguera, se hicieron recambios de agua del 50% bajo las mismas condiciones y las hojas
de alimento fueron cambiadas. Durante 2 meses se llevaron a cabo registros de mortalidad
diarios, de temperatura con un termoégrafos (HOBO, marca Onset modelo Pendant)
programados cada 30 minutos y la salinidad se registr6 con un refractémetro (marca VEE
GEE modelo STX-3).

Disefio de experimentacion

El disefio, consistié en exponer organismos de H. fulgens a temperatura y concentracion de
oxigeno disuelto cercanos a sus limites de tolerancia (estrés térmico e hipoxia) y observar

los cambios metabdlicos, energéticos y respuestas conductuales (Figura 1).
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Figura 1. Disefio experimental en el que expusieron a organismos juveniles de Haliotis fulgens
a condiciones extremas de temperatura y oxigeno disuelto. Cada condicién, corresponde a un
bioensayo realizado en el que se evaluaron los cambios en el comportamiento, tasa respiratoria
y tasa de ingestion.

Experimentacion

Una vez que los organismos fueron aclimatados, fueron repartidos al azar colocandolos en 8
tanques de fibra de vidrio (39 x 125 x 62 cm) de 300 L de capacidad a una densidad de 10
organismos/tanque. Se realizaron cuatro bioensayos por duplicado que consistieron en
exponer a los organismos a las condiciones sefaladas en la Figura 1. Estas fueron:
Condiciones extremas de temperatura a 26°C e hipoxia a 1.0 mgO,/L (Velasco-Echavarria,
2014; Calderon-Liévanos, 2015), una combinacion de ambas, y condiciones Optimas
(control). A fin de identificarlos, los abulones fueron marcados con etiquetas de plastico
(vinilo) que fueron pegadas a la concha con pegamento epoéxico (kola loka®) (Figura 2).
Antes de la llegada de los organismos, se instal6 dentro de cada tanque un tubo de PVC
rigido (10 cm de diametro) de forma paralela al ancho del tanque, con la finalidad de fungir

como refugio.

11



Los bioensayos se realizaron durante las horas de mayor actividad (19:00 a 7:00 h) de
acuerdo a lo observado por Velasco-Echavarria (2014) y el alimento fue colocado en el
extremo opuesto al refugio para obligar a los organismos a desplazarse.

Figura 2. Organismos juveniles de abul6n azul (H. fulgens), etiguetados con marcas
plasticas para evaluar los cambios conductuales durante condiciones extremas de
temperatura y oxigeno disuelto.

Para mantener la temperatura y el oxigeno disuelto en las condiciones experimentales (Tabla

1), se utiliz6 un sistema de control de variables ambientales automatizado (Ecosim).

Tabla 1. Condiciones establecidas durante los bioensayos realizados con juveniles de
abulén azul (H. fulgens). Las flechas rojas indican condiciones de estrés térmico y las
flechas azules indican condiciones de estrés por hipoxia.

Condicién
Bioensayos
Temperatura Oxigeno
°C) (mgO2/L)
Control 18 7.8
1
Hipoxia 18 1.0
2 26 ’[\
Hipertermia 8
3 26 /r 1.0
Combinado
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Control de oxigeno

Para mantener el control de oxigeno (bioensayo 1 y 3), el Ecosim inyecta nitrdgeno
directamente en los tanques con organismos, por medio de un difusor de poro fino, instalado
en un costado de la tina. El oxigeno disuelto deseado 1.0 mgO./L, se logré monitoreando el
oxigeno disuelto por medio de un oximetro (Microx TX) y del programa especifico Oxyview
(Version 4.16). El Ecosim fue programado para durar 12 h de exposicion de los organismos a
la condicién experimental. Tanto el descenso de oxigeno a condiciones de hipoxia, como el

regreso a normoxia (posterior a la exposicién), duré un periodo de dos horas.

Control térmico

El control térmico (bioensayo 2) se logré gracias a un al calentador y un sistema de
enfriamiento conectados al Ecosim, el cual se programd para que aumentara la temperatura
del agua de los tanques de 18 a 26°C, en un periodo de dos horas de una manera
escalonada; o en su caso (bioensayo 1) mantener la temperatura a 18 °C. Al llegar a la
temperatura programada el sistema mantuvo la temperatura durante 12 h. Se colocd una
bomba sumergible (marca Little GIANT® modelo PES-800-PW) con la finalidad de mantener
la temperatura homogénea del agua en los tanques. Para regresar a los organismos a la
condicion control (18°C), se programé el sistema para que realizara la disminucion de la
temperatura de forma escalonada y en el mismo periodo de dos horas.

El efecto combinado de estrés térmico (26°C) y de hipoxia (1.0 mgO./L) (bioensayo 3), se
logré por medio del sistema de la forma anteriormente descrita, pero de manera simultanea y
en el bioensayo control se mantuvo la temperatura a 18°C y normoxia (7.8 mgO,/L). Para

cada bioensayo se realizaron 2 réplicas.

Evaluaciones
Comportamiento
Para evaluar el comportamiento de los organismos, se consideraron 3 aspectos:

desplazamiento, desprendimiento del sustrato y volteamiento sobre su concha.

Desplazamiento. Los cambios en el desplazamiento se valoraron video grabando a los

organismos durante cada bioensayo. Esto se realizé con una cdmara de video (marca Sony©
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modelo CCD-TRV 118) equipada con una lampara infrarroja para vision nocturna
(“Nightshot”), la cual fue instalada sobre un tripié y un soporte, con el fin de video grabar toda
el &rea de los tanques. Las video grabaciones fueron digitalizadas en una computadora por
medio de un convertidor analégico digital (marca STEREN® modelo COM-445).
Posteriormente fueron procesados con ayuda del programa Tracker (Tracker© 2017), el cual
es especializado en el andlisis de videos y construccion de modelos. Este permite el
seguimiento manual y automéatico de objetos con superposicién para determinar velocidad y

aceleracion, entre otras variables.

La velocidad (V) de los organismos se calcul6 midiendo la distancia recorrida por unidad de
tiempo (cm/min). Para ello, fue necesario calibrar el software con las medidas
correspondientes al tanque (39 x 125 x 62 cm) y ademas, se superpuso una imagen del eje
cartesiano con la imagen del tanque, haciendo coincidir el origen con el extremo inferior
izquierdo del tanque. En el software se procedié a seleccionar la funcién masa puntual (el
organismo etiquetado) para generar los datos en una tabla de trayectorias y el diagrama con
los tiempos y la velocidad en cada punto. La velocidad a la cual se desplaza un organismo
resulté del promedio de los desplazamientos puntuales.

La distancia (cm) se estim6 por medio del calculo de la velocidad promedio por el tiempo

sumado de todos los puntos del recorrido.

Desprendimiento y Volteamiento

Posterior a cada bioensayo, los organismos fueron regresados a la normalidad (18°C y 7.8
mgO,/L) y se les permiti6 recuperarse durante 3 dias (de acuerdo a bioensayos
preliminares). Después, fueron colocados en camaras de incubacién de vidrio de 800 mL,
cerradas herméticamente, con flujo continuo (Figura 3). Las camaras con organismos fueron
colocadas en un sistema tipo bafio maria, en juegos de 10 mas una camara blanco (sin
organismo). Los juveniles fueron expuestos a las mismas condiciones experimentales
descritas (Tabla 1), en el mismo horario de actividad. El sistema de cAmaras se conectd a un
distribuidor con véalvulas para la entrada y salida de agua, y fue alimentado con agua marina

filtrada a 5 ym a las condiciones experimentales.
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Figura 3. Organismos de H. fulgens incubados de manera individual en camaras
herméticamente selladas con flujo continuo y conectados al sistema de control de variables,
utilizadas para observar los cambios en la fijacion al sustrato asi como los cambios en la
tasa respiratoria.

El desprendimiento de los organismos del sustrato, se estimd observando a los organismos
dentro de las cAmaras de incubacion transparentes, percibiendo cuando estos comenzabas
a desprender parte de la concha o la totalidad de esta del sustrato, mostrando signos de
perdida de adherencia. También se observé si los abulones presentaban algun cambio de
coloracion en el musculo del pie, asi como la modificacién de la textura, basicamente como
referencia de cambios fisicos en los organismos.

El volteamiento se evalué de la manera descrita anteriormente, observando si después del
desprendimiento, los organismos al estar pegados al sustrato y por la pérdida de adherencia
caian al fondo del frasco o si estaban en el fondo se colocaban sobre su concha.

Tasas fisiologicas

Tasa respiratoria

La tasa respiratoria (TR) se calcul6 midiendo el consumo de oxigeno por unidad de tiempo
(mgOy/g/h). De la misma manera anteriormente descrita (en las cAmaras de incubacion y
conectadas al sistema de control de variables), la concentracion de oxigeno disuelto (OD)
fue medida y registrada a la salida de agua de cada camara. Esto se logro, por medio de un
oximetro Microx TX equipado con un micro sensor de fibra optica (10-30 ym de diametro)
adaptado a una celda de flujo continuo. Las lecturas de OD fueron registradas cada segundo
por intervalos de 3 minutos en cada camara. El consumo de oxigeno se calculdé por
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diferencia entre el OD de la camara blanco (sin organismo) menos el OD de cada una de las

camaras con organismo. La tasa respiratoria se estimé de la siguiente forma:

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

Los resultados fueron convertidos a valores energéticos, donde un mL de O, es equivalente
a 20.2 Joules (Elliot y Davison, 1975).

Tasa de ingestion

La tasa de ingestién (Tl) se determiné alimentando a los organismos a base de pellet durante
12 h. La alimentacién se realiz6 ad libitum colocando pellets de marca Azteca® (previamente
pesados) en el extremo contrario de los tubos de refugio a las 19:00 h. La cantidad de
alimento ofertado se basé en las observaciones hechas por Velasco-Echavarria (2014),
siendo un promedio de 0.56 g/organismo™ para todas las condiciones experimentales. El
alimento no consumido se retir6 12 h después de haberlos alimentado y se coloc6 en
charolas de aluminio previamente pesadas. Al alimento residual se le determiné el peso seco
constante colocando las muestras en una estufa a 65°C por 24 h. Posteriormente las
charolas con alimento se colocaron en un refrigerador por 24 h a fin de rehidratar las
muestras de la misma forma que el alimento ofertado.

La TI fue convertida de acuerdo al contenido calérico del alimento, tomando en cuenta que
un Joule es equivalente a 4.16 calorias, por lo anterior un gramo de pellet contiene 4,231.72
cal-g™. Cabe destacar que el anélisis de la TI se realiz6 de manera simultanea al estudio de

comportamiento.

Andlisis estadisticos

La informacién obtenida se analiz6 por medio de andlisis de varianza de una via (ANOVA) al
95% de confianza. Para estos andlisis, se us6 como variable independiente cada condicién
experimental y como variables dependientes las evaluaciones metabdlicas, energéticas y
conductuales realizadas. Para los casos donde se encontraron diferencias significativas, los
datos fueron sometidos a una prueba a posteriori de Tukey al 95% de confianza para mostrar

las diferencias.
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RESULTADOS

Comportamiento

La actividad fuera del refugio de los organismos (n=7 organismos promedio activos en cada
una de las tinas) se muestra en la Figura 4. Los organismos bajo condiciones control
comienzan su actividad alrededor de las 19:00 h y se mantienen activos un promedio de 8
horas, tiempo en el cual exploran la tina y se alimentan. Los picos de mayor actividad se
observaron entre 22:00 y 1:00 h y entre las 3:00 y 5:00 h, siendo estas Ultimas en las cuales
los organismos comenzaban a regresar al refugio. En hipoxia e hipertermia los organismos
salian del refugio, observandose que en muchos de los casos no llegaban al alimento y se
gquedaban inméviles. Por otra, el 60% de los organimos no volvian al refugio en el caso de
hipertermia y el 20% en el de hipoxia hasta que las condiciones control eran reestablecidas.
Bajo condiciones combinadas de hipoxia-hipertermia, la mayoria de los organismos salieron
del refugio durante las primeras horas de la noche (de 19:00 a las 21:00 h), estableciéndose
dentro de la primera mitad de la tina cercanos al refugio, permaneciendo inmdviles hasta que

las condiciones control fueron reestablecidas.
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Figura 4. Actividad de organismos juveniles de abulén azul (H. fulgens) expuestos a las
diferentes condiciones experimentales. Se muestra el nimero de organismos promedio

observado en las dos tinas por tratamiento.
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Desplazamiento

Los resultados del desplazamiento por noche de los organismos se muestran en la Figura 5.
La distancia recorrida que se observé en las condiciones control fue de 200 + 11.382 cm a
un velocidad de 2.73 £ 0.266 cm/min. Los movimientos en condiciones control fueron mucho
mas erraticos que los observados en el resto de los tratamientos; ya que los organismos no
iban directamente a la comida, sino que, hacian movimientos circulares y zigzagueantes. La
distancia recorrida en las condiciones control con respecto a las deméas condiciones
estresantes fue significativamente mayor.
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Figura 5. Desplazamiento de juveniles de abulon azul (Haliotis fulgens) sometidos a tratamientos de
hipoxia, hipertermia y un reto combinado (hipoxia-hipertermina). El grafico | indica la distancia
recorrida (cm) y el gréafico Il se refiere a la velocidad promedio (cm/min), las barras indican el error
estandar, las letras sefialan las diferencias entre tratamientos.
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La distancia recorrida en las condiciones de hipoxia, hipertermia y el tratamiento combinado,
fue en promedio 59 + 8.250 cm, con movimientos mucho mas rectilineos que los observados
en las condiciones control (Figura 6). Al aplicar la prueba a posteriori de Tukey, encontramos
diferencias (P<0.05) en todas las condiciones estresantes respecto al control pero fueron

iguales entre ellas (P>0.05).

Control Hipertermia

Hipoxia % Combinado

Figura 6. Capturas de pantalla de las trayectorias realizadas por los organismos de Haliotis
fulgens en cada una de las condiciones experimentales, las lineas de colores indican la

trayectoria que siguieron los abulones.

Respecto a la velocidad, los organismos en hipoxia alcanzaron una velocidad promedio de
1.73 £ 0.427 cm/min, siendo estadisticamente igual a las condiciones control (P>0.05), pero
a su vez igual a las condiciones de hipertermia y a la combinacion de ambos factores
(hipertermia-hipoxia) (Figura 6). Se observaron menos organismos fuera de su refugio, los
gue salieron se quedaron cerca y prefirieron regresar, y los que se alejaron mas, se

quedaron inmdviles.
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En los organismos sometidos a hipertermia, se observé un comportamiento de huida, bajo
esta condicidn se observaron algunos organismos con la concha un poco despegada del
resto del cuerpo (70% de los organismos), las antenas extendidas y reaccionaban a
estimulos como la retraccion de los cilios ante la presencia de una sombra o al ser tocados

por una sonda.

La velocidad minima observada fue de 0.97 + 0.158 cm/min correspondiente a la condicién
combinada de hipertermia-hipoxia (P<0.05). En esta condicion los organismos se notaron
mucho mas débiles y lentos, las antenas aunque se observaban extendidas tenian poca
reaccion de contraccion (hiperlaxos) y algunos solo sacaron la mitad del cuerpo del refugio,
esto se observo a las 5 horas de exposicion.

Desprendimiento v Volteamiento

Los organismos sometidos a las condiciones experimentales presentaron desprendimiento
parcial del pie del sustrato (nunca se despegaron totalmente). Los abulones en hipoxia
presentaban la cocha totalmente pegada al sustrato, los cilios del cuerpo retraidos, se noté la
aparicion de estrias en el pie y cambio en la coloraciéon del mismo, tornandose de color
crema a un grisaceo claro (Figura 7 B). Bajo hipertermia, los organismos presentaron
desprendimiento parcial del pie, los cilios estaban completamente extendidos pero tenian
poco reaccién de contraccion, el pie tomo una en apariencia flacida, también se pudieron
notar cambios de la coloracion pasando de una coloracién crema a un tono amarilloso
(Figura 7 C). En el efecto combinado, los organismos desde las primeras horas de
exposicion se notaron débiles, presentaban la concha separada del sustrato, pero al detectar
el movimiento (la presencia de sombras o al ser tocados por una sonda) los organismos
volvian a pegar la concha al sustrato, los cilios estaban extendidos y no respondian a los
estimulos. Se observé también, el cambio en la coloracion del pie de crema a grisaceo
obscuro asi como la presencia de estrias, el pie de los organismos en estas condiciones se
noté parcialmente despegado y notablemente flacido (Figura 7 D). Es importante sefalar que
se observé una recuperacion de todos los organismos en aproximadamente 24 h y la
supervivencia fue del 100%. La figura 7 A nos muestra a los organismos en condiciones
control, en la cual se observa a los organismos con el pie totalmente pegado al sustrato y

con una apariencia lisa.
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Es preciso sefialar que en ninguna de las condiciones experimentales se observo el

volteamiento de los organismos sobre su concha.

Figura 7. Cambio en la coloracién y textura del pie de los organismos de Haliotis fulgens en
las diferentes condiciones experimentales. A) Control (18°C-7.8 mgO,/L). B) Hipoxia (18°C
—1.0 mgO,/L). C) Hipertermia (26°C-7.8 mgO,/L) y D) Efecto combinado (26°C-1.0
mgO,/L).

Cabe destacar que en condiciones de estrés combinado, los organismos presentaron un
comportamiento parecido a una huida, como podemos ver en la Figura 8. Los organismos al
percibir las condiciones desfavorables se colocaron entre el limite del agua de la tina y el

resto de la tina, dando la impresién de querer salir del agua.
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Figura 8. Organismos de abulon azul (Haliotis fulgens) expuestos a la combinacion de
factores estresantes de temperatura y oxigeno, se observa un comportamiento de huida en

los organismaos, al colocarse justo en el limite del nivel del agua.

Tasas fisiologicas

Tasa respiratoria

Los resultados de tasa respiratoria se muestran en la Figura 9 donde observamos que el
promedio de la tasa respiratoria (TR) en las condiciones control fue de 0.75 + 0.23 mgO,/g/h.
En condiciones de hipoxia la TR disminuy6 (0.28 + 0.06 mgO,/g/h) y fue estadisticamente
diferente al grupo control (P<0.05). En hipertermia la TR aument6 (0.98 £ 0.17 mgO./g/h) y
mostro ser estadisticamente diferente al control a los organismos en hipoxia y al reto
combinado. Bajo éste ultimo, la TR disminuyé (0.24 + 0.05 mgO./g/h) y mostrd ser diferente
al control y al reto en hipertermia, pero igual al reto en hipoxia (P>0.05). Los resultados de
gasto energético se portaron de la misma forma que la TR anteriormente descrita.
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Figura 9. Tasa respiratoria observada durante todos los bioensayos, las barras muestran el

error estandar y las letras diferentes las diferencias significativas entre los bioensayos.

Tasa de ingestién

Los resultados de tasa de ingestion se muestran en la Figura 10, donde se observo que los
organismos bajo condiciones control tuvieron un consumo de 0.38+0.03 g alimento/g/dia.
Bajo condiciones de hipoxia los organismos los organismos disminuyeron la cantidad de
alimento consumido (0.16+0.01 g alimento/g/dia) encontrando una diferencia significativas
respecto al control (P<0.05). Los organismos bajo condiciones de hipertermia disminuyeron
también su consumo a 0.24+0.03 g alimento/g/dia siendo menor que el control y
estadisticamente igual a los organismos en hipoxia (P>0.05). Los organismos bajo el efecto

combinado no consumieron alimento.
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Figura 10. Tasa de ingestién de los juveniles de abulon azul (Haliotis fulgens) en las
diferentes condiciones experimentales. La falta de barra bajo el efecto combinado indica

gue los organismos no se alimentaron.
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DISCUSION

Como sefalé Portner (2010), existen muy pocos trabajos de ecofisiologia que, hayan logrado
la interaccién de factores simultaneos, por un lado, por la dificultad técnica de lograr controlar
distintos factores de forma simultanea y por otro, la complejidad en la interpretacion de los
resultados. En el presente estudio se logré asociar para juveniles de abulon azul (Haliotis
fulgens) las respuestas fisioldgicas, comportamentales y los cambios en la energia libre, por
efecto de dos factores, especificamente; temperatura (hipertermia), oxigeno (hipoxia) y la
combinacién de ambos. Lo anterior, gracias al desarrollo de sistemas con los cuales es
posible emular cambios ambientales con factores forzantes combinados (ECOSIM). Las
condiciones programadas para los bioensayos fueron logradas con alta precision, siendo las
variaciones de temperatura 18 + 0.22 °C, 26 + 0.09°C y de oxigeno de 7.8 + 0.05 mgO./L y
1.0 £ 0.07 mgO,/L.

El disefio experimental se basé principalmente en los resultados previos presentados por
Velasco-Echavarria (2014), quien determiné la actividad de organismos juveniles de la
misma especie y misma localidad, basandose en cambios de la tasa respiratoria a lo largo de
ciclos de 24 h a diferentes temperaturas. Este autor mostré que los organismos tienen un
marcado comportamiento nocturno, incrementando su actividad a partir de las 20:00 h y
disminuye a partir de las 8:00 h, cuando bajan su metabolismo hasta en un 17.71%. Un
comportamiento semejante se observl en este trabajo, encontrandose que los organismos
comienzan su actividad alrededor de las 20:00 h y se mantienen realizando actividades de
locomocién y alimentacién un promedio de 8 horas. Después de este tiempo, los organismos
durante el periodo de luz, regresan a sus refugios y a su comportamiento gregario. Los ciclos
diurno-nocturno para haliétidos ya han sido estudiados por varios autores: Barkai &Griffiths
(1988) en H. midae, Tutschulte & Connell (1988) en H. sp., Pereira et al. (2007), en H.
discus, por mencionar algunos. Y por otra parte, la practica de la alimentacion nocturna para
distintas especies de Haliotis, ha sido ampliamente adoptada (Ino, 1952; Shepherd, 1973;
Tutschulte & Connell., 1988; Hahn, 1989; Pereira et al., 2007; Lloyd & Bates., 2008).

La alimentacion nocturna en los abulones ha sido entendida por Hahn (1989), como una
respuesta evolucionada para reducir la exposicion y ser menos susceptibles a la
depredacion. Por otra parte para el abul6n rosa H. corrugata y para el abulén rojo H.
rufescens, Button (2008); Micheli et al. (2008), respectivamente han interpretado los habitos

gregarios, como una forma de mantener unidos a los organismos de una poblacién para
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garantizar su éxito reproductivo. Probablemente el comportamiento gregario de los abulones
durante las horas de luz, es una forma de mantenerse menos vulnerable al ataque de los
depredadores, dada la poca capacidad de escape que tienen. Este tipo de estrategias son
seguidas por los peces y aves, que al mantenerse unidas en cardimenes y parvadas
respectivamente, son interpretadas por sus predadores como organismos grandes y no los
atacan (Krause & Ruxton., 2002; Brierley & Cox., 2010)

En relacién al desplazamiento, los resultados mostraron que los juveniles de H. fulgens bajo
condiciones normales tienden a zigzaguear y hacer movimientos ondulatorios, mientras que
para el caso de los organismos sometidos a condiciones estresantes modifican su
comportamiento: en hipertermia mostraron un comportamiento de huida, ya que incrementan
su velocidad y utilizan trayectorias rectas (Robinson et al., 2013), en hipoxia tienden a pegar
su concha al sustrato y reducen su desplazamiento, resultados similares fueron encontrados
por Alter et al., (2017) y en el reto combinado (hipertermia-hipoxia) tendieron a despegar
parcialmente su pie del sustrato y mantenerse en el borde del agua del tanque. Segun los
estudios de Cenni et al. (2009) con H. tuberculata, demostraron en un ambiente natural que
los organismos pueden mostrar diferentes estrategias locomotoras optando por ser
vagabundos (trayectorias mas largas) o sedentarios. Se puede decir que bajo condiciones
control, los juveniles de abuldén azul tuvieron trayectorias vagabundas, mientras que bajo
condiciones de estrés a hipoxia y el reto combinado, los organismos disminuyeron su
desplazamiento. Por otro lado los organismos sometidos a hipertermia no se apegaron a
ninguno de los patrones anteriormente descritos. Por otra parte, Coates et al. (2013),
observaron en el abuldén rosado (H. corrugata) que en el campo los organismos se desplazan
en distancias cortas y de forma lineal desde la posicién inicial hasta la final, por lo que

tampoco corresponde a lo observado por Cenni et al. (2009).

Muchos abulones tienen una alta fidelidad al mismo sitio durante varios meses, en este
estudio pudimos observar que los organismos de H. fulgens salen del refugio y tienen
movilidad, pero después de las horas de actividad regresan al mismo punto de partida. De
manera similar en Australia se recuperaron pocos ejemplares marcados de H. rubra a mas
de 10 m de su posicion inicial después de 4 meses (Dixon et al., 1998) y el 47% de H. midae
marcados y recapturados en Sudafrica permanecieron dentro del mismo sitio por 3 afios, con
un porcentaje de 81.5% de individuos exactamente en la misma posicion (Tarr, 1995). Sin
embargo, este comportamiento no es igual para todas las especies de Haliotis. En H.

rufescens marcado en la costa norte de California esta especie se movié de 1 a 6 m por dia'y
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hasta 150 m de distancia lineal como minimo por mes, y no regreso a sitios anteriores (Ault 'y
Demartini, 1987). Este comportamiento fue descrito por Chapman et al. (2011) como un
fenbmeno migratorio, que posiblemente esta relacionado por escases de alimentos o
recursos de apareamiento, descrito por Coates et al. (2013), en H. corrugata como

impulsores ecoldgicos de la migracion.

Los comportamientos de orientacion se han observado en una variedad de taxones tanto de
vertebrados e invertebrados en hébitats terrestres y marinos (Bérger et al., 2008) y a menudo
los organismos tienen gran fidelidad a sitios que ofrecen oportunidades superiores de
alimentacién (Thums et al., 2011), reproduccion (Espeland et al., 2007), la prevencion de
depredadores (Mitamura et al., 2009) o la defensa territorial cuando los recursos son
limitados (Kadota et al., 2011). En el caso de los abulones, los organismos que se mueven
mas tienen la capacidad de localizar mas rapido el alimento o de huir en el caso de
condiciones adversas. Estos organismos se ven en la necesidad de realizar un cambio
compensatorio y claramente la estrategia fue la de alejarse buscando posibles condiciones
favorables. Sin embargo, bajo condiciones de hipoxia los organismos recurrieron de
inmediato a aislarse pegando sus conchas lo mas posible al sustrato. Las diferencias entre
las reacciones compensatorias de comportamiento se deben a que: la temperatura por un
lado, es un factor de primer orden que influye en el nivel de actividad, procesos metabdlicos,
etc., (Bayne, 1976; Armitage & Wall, 1982) y los organismos tienen la capacidad de
compensar cambios hasta cierto punto, siempre y cuando no sobrepasen su zona de
tolerancia térmica cuando las estructuras moleculares pueden ser dafiadas (Hickey & Singer,
2004). Por otra parte la concentraciébn de oxigeno disuelto en el agua, es la variable
ambiental mas limitante en las especies acuaticas, ya que las reacciones metabdlicas
aerobias son controladas por la disponibilidad de éste (Villarreal, 1989) la sensibilidad al
oxigeno es energéticamente cara debido a que la deuda de oxigeno, la reparacion y el
reemplazo de las macromoléculas dafiadas por la falta de oxigeno tiene implicaciones
costosas (Hawkins y Day, 1999; Somero, 2002). Cuando los organismos tienen carencia de
oxigeno (anoxia) o la disponibilidad de éste es muy baja (hipoxia), la respuesta de los
moluscos es la de aislarse temporalmente del medio cerrando las valvas o pegar las conchas
al sustrato y recurren a rutas metabdlicas alternativas anaerobias para la obtencion de
energia (Alter et al., 2017). Otra respuesta observada es que los organismos bajo
condiciones control, tendieron a acercarse o permanecer cerca del difusor de aire, sin
embargo los organismos bajo condiciones de hipoxia dado que el difusor agregaba

nitrégeno, los organismos se alejaban de éste. En relacion a los organismos bajo el reto
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combinado, se observé que los organismos tendieron a escapar, colocandose en el borde de
agua y buscando la forma de obtener oxigeno de aire y condiciones de temperatura mas
favorables. Sin embargo, los organismos bajo condiciones similares en campo, pueden
debilitarse, desprenderse del sustrato y perder la capacidad de adhesion, quedar a la deriva
de las mareas y ser sacados hacia la costa. Situaciones similares han sido observadas en
las costas de la Peninsula de Baja California (ver fotografia en Anexo 1), donde se han
encontrado organismos varados y cuyo fendbmeno no ha sido asociado por falta de
informacién ambiental. Ese es precisamente el interés del presente trabajo, obtener

informacién biolégica que permitiera asociar estos fenbmenos.

En cuanto a la distancia recorrida por los juveniles de abulén azul, se observd un promedio
de 200 cm/dia en condiciones control, mientras que los sometidos a condiciones de estrés
fue mucho menor encontrando un promedio de 59 cm/dia. Robinson et al. (2013), midieron la
distancia recorrida por abulones de H. laevigata y encontraron que la distancia que recorren

es de aproximadamente 123.1 cm/dia, cercana a las distancias recorridas por el abulén azul.

Respecto a la velocidad pudimos observar una velocidad méaxima de 2.73 cm/min™ en las
condiciones control. Para el abulén H. laevigata se tienen reportes de velocidad cuando se
les restringe de alimento alcanzando una velocidad de 2.65 cm/min™, en cambio para el
abulén alimentado ad libitum se obtuvieron velocidades de 1.83 cm/min™ (Buss et al., 2015),
aproximadamente similares. Sin embargo, para el caso de H. kamtschatkana se report6é una
velocidad de 60 cm/min™ en condiciones normales, pero en las condiciones de escape se
reporté una velocidad de 113 cm/min™ (Donovan y Carefoot, 1997), lo cual indica que las
velocidades de movimiento en la familia Haliotidae varian en cada especie. Debemos de
recordar que la velocidad se correlaciona directamente con el area del pie, por tanto, con un
pie mas grande la velocidad alcanzada serd mucho mayor, o bien por el tipo del sustrato.
Miller, (1974) reporta que para la mayoria de las especies la velocidad de escape es

aproximadamente el doble que la velocidad normal.

Los cambios en el comportamiento pueden ser utilizados como indicadores tempranos de
estrés (Cenni et al., 2010). Para los organismos relativamente sedentarios, los cambios en el
comportamiento asociados al estrés no son muy evidentes. En cambio en los organismos
gue tienen una clara capacidad de movimiento como son los peces, medusas, etc., es
evidente, ya que pueden huir de las condiciones adversas. Los organismos con capacidad
de desplazamiento limitado, como es el caso del abulén, la adhesién al sustrato es un punto

importante de su salud y proteccion de las amenazas ambientales y cuando se presentan
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condiciones adversas, se observa una presencia de cambios como el letargo, pérdida del
reflejo de enderezamiento y facil separacion del sustrato (Diggles et al., 2002; Momoyama et
al., 1999). Esto pudiera deberse a que, aunque el trabajo muscular implica el gasto de
mucha energia, un costo adicional para los abulones es la produccion de mucosa para
adherirse al sustrato, la sintesis de sus componentes glicoproteicos representan
aproximadamente 1/3 del presupuesto total del animal (Davies y Hawkins, 1998; Donovan y
Carefoot, 1997). En el presente estudio monitoreamos el desprendimiento y volteamiento de
los organismos del sustrato, en el tratamiento control ho observamos ningln organismos
debilitado o despegado del sustrato, caso contrario a lo que nos encontramos en los
organismos en condiciones estresantes de hipoxia e hipertermia y el reto combinado, donde
observamos organismo débiles, parcialmente desprendidos del sustrato y con algunas
sefales de dafios en el pie (Figura 7). Cuando los organismos se debilitan, se observa una
reducciéon en su capacidad de adhesiéon. No se observé el desprendimiento total ni
volteamiento de los organismos, sin embargo, pensamos que esto puede deberse al corto
tiempo de exposicion. Park et al. (2015), en un estudio con H. discus hannai aclimatado a
20°C los abulones se desprendieron del sustrato en los tratamientos de 26 y 28 ° C después
de 48 h, a las 96 h el 30% de los organismos se deprendieron a 26 °C y el 55% a 28 °C,
mientras que en el control a 20 °C no se observo desprendimiento. Los tiempos utilizados en
este trabajo para las condiciones de hipoxia e hipertermia fueron de 12 h de exposicion, en
estos tiempos los organismos se observaron débiles, con cambios en el pie, asi como la
perdida de retraccion de los cilios (hiperlaxitud). En el reto combinado, el tiempo de
exposicion fue de 10 horas y se observaron igualmente cambios en el pie y cierto
desprendimiento, aunque los efectos fueron mas evidentes. No se prolongaron las horas de
exposicion debido a que se pretendia observar la capacidad de recuperacion en cada

condicién, que fue del 100% después de 24 h.

La capacidad de enderezarse de los organismos es un buen indicador de salud. Lachambre
et al. (2017), estudiaron en H. tuberculata que la probabilidad de supervivencia esta
relacionada con el la capacidad de endrezarse, asi mismo, Baldwin et al. (2007),
demostraron que esta capacidad es un buen indicador para evaluar la capacidad metabdlica
de un abulon. Este resultado podria indicar que después de someter a los juveniles a estrés,
el abulon es capaz de enderezarse rapidamente si tiene una buena reserva energética. En
este estudio no se evalué la capacidad de enderezarse, debido a que los organismos no se
voltearon, como se explicaba anteriormente posiblemente por los cortos tiempos de

exposicion utilizados.
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Los cambios de coloracion y formacion de estrias en el pie bajo los distintos tratamientos,
pueden deberse a cambios oxidativos. El estrés oxidativo induce diversos mecanismos de
defensa antioxidante, por tanto las temperaturas elevadas pueden inducir estrés oxidativo en
los abulones de H. discus hannai (De Zoysa et al., 2011). Después de 24 h, las actividades
de las enzimas antioxidantes fueron mayores en abulones expuestos a temperaturas
superiores a 24°C que en los controles a 20 ° C (Park et al., 2015). O 'Omolo et al. (2003),
aseguran también que los cambios en la coloracion puede deberse a la acumulacién de d-
lactato en la hemolinfa y posiblemente otros productos finales anaerébicos como la tauropina

en el tejido muscular.

H. fulgens redujo su tasa respiratoria a un 69% bajo condiciones de hipoxia y hasta un 75%
bajo el efecto combinado, esto acorde con el trabajo de Calderdn-Liévanos (2015), para esta
misma especie. Lo anterior se debe a un mecanismo compensatorio ante la ausencia de
oxigeno ante una exposicion de hipoxia sostenida, demostrando que es un organismo capaz
de cambiar su condicion de oxi-conformador a oxi-regulador. De manera contraria, la tasa
respiratoria en organismos expuestos a hipertermia se incrementé en un 32% respecto a los
organismos control, esto se debe a que el incremento de actividad, impone un gasto
metabdlico mayor para poder conservar el aporte de energia. Sin embargo, el consumo de
alimento en la hipertermia, se redujo igual que para los organismos bajo hipoxia y en el reto
combinado no hubo consumo. Resultados similares fueron encontrados por Velasco-
Echavarria (2014), quien observé que la tasa respiratoria se increment6 alrededor del 100%,
en organismos aclimatados de 17°C a 26°C y de forma similar la tasa de ingestion. Otros
trabajos como el de Harris et al. (1999), observaron en H. laevigata aclimatados a 18°C, una
reduccion en la TR de alrededor del 50% en organismos expuestos a condiciones de hipoxia
de 5.9 mgO.,/L. El costo energético para realizar las actividades y mantenerse en todas las
condiciones, va ligado directamente al consumo de oxigeno, ya que la TR es una medida
indirecta del metabolismo. Los bajos consumos de alimento bajo condiciones de hipoxia e
hipertermia y el reto combinado, indican muy probable, el debilitamiento y la incapacidad de
los organismos de llegar a la fuente de alimento y asi mismo la baja de actividad enzimética

que controla toda la actividad de alimentacion.

El monitoreo del comportamiento de un recurso tan importante como el abulén azul, bajo
condiciones naturales, puede ayudar a detectar eventos ambientales. Por otro lado, los
cambios comportamentales bajo condiciones de cultivo puede ayudar también a monitorear

eventos y la salud de los organismos.
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CONCLUSIONES

e Los organismos juveniles de abuldn azul (Haliotis fulgens) disminuyen su capacidad
de desplazamiento en condiciones estresantes de hipertermia e hipoxia, asi como en
la combinacioén de ambos factores.

¢ Los organismos ante condiciones de hipertermia tienden a perder la adhesién al
sustrato y a extender los cilios, en estas condiciones los organismos tendieron a
presentar comportamientos de huida de las zonas de refugio.

e Silos organismos presentan en campo un comportamiento de huida/escape como el
observado en este estudio, los abulones pueden quedar fuera de sus refugios y
quedar expuestos a los depredadores.

e Los organismos sometidos a hipoxia se mostraron con la concha mas fija al sustrato y
su desplazamiento fue mas corto.

e Se demostraron cambios fisiol6gicos en cuanto a la tasa respiracion (TR) e ingestion
del alimento por parte de los organismos, los cuales pudimos asociar a los cambios
de comportamiento de los abulones.

e Al reducirse la TR el metabolismo también se ve afectado, por tanto la obtencion de
la energia disminuye.

e Bajo condiciones combinadas de ambos estresores, hipoxia — hipertermia, el abulén

azul muestra un efecto sinérgico de todas sus respuestas.
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Anexo |

Figura 11. Fotografia de las mortalidades observadas de Abulon azul (Haliotis fulgens) en
las costas de Baja California.

42



