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Resumen

Titulo: Caracterizacion de la tolerancia térmica en los estadios nauplio y metanauplio de Artemia
salina, Linnaeus, 1758 (Anostraca: Artemiidae)”

Autor: Carvajalino-Ramos, Geraldine Andrea™

Palabras Clave: Tolerancia térmica, LTso, aclimatacion, temperatura, nauplio, metanauplio,
cambio climatico.

Descripcién:

Las primeras etapas del desarrollo larvario representan un periodo critico en el ciclo de vida de muchas
especies de invertebrados acuaticos con un papel ecolégico crucial en el equilibrio de los sistemas tréficos
y pelagicos. A pesar de su importancia, los estudios de fisiologia que evaltan los efectos del cambio
climatico en la supervivencia y distribucion de las especies se han realizado principalmente en individuos
adultos y no en etapas tempranas de desarrollo. Debido a esto, esta pasantia de investigacion se llevé a cabo
para crear y desarrollar las habilidades practicas requeridas para estudiar la tolerancia térmica en las etapas
de nauplio y metanauplio del camardn de salmuera (Artemia salina), una especie modelo ampliamente
estudiada en acuicultura y toxicologia. La tolerancia térmica de Artemia salina se evalud en dos etapas de
desarrollo, nauplio y metanauplio. Los quistes se criaron a tres temperaturas de aclimatacion (25 °C, 30 °C
y 34 °C) hasta que se desarrollaron larvas de nauplios y metanauplios. La temperatura letal media (L Tso) se
determind en cada tratamiento después de una exposicion de dos horas a una temperatura de choque agudo
entre 16 °C y 63 °C, después de una recuperacion de una hora. Las temperaturas agudas se generaron con
la ayuda de dos bafios termales circulantes conectados en lados opuestos de un blogque de aluminio. Las
larvas nauplios aclimatadas a 34 °C fueron significativamente mas tolerantes a una temperatura mas alta
(LTso = 43,0 °C) que las larvas de nauplios aclimatadas a 25 °C y 30 °C. Sin embargo, no se detectaron
diferencias significativas en la tolerancia térmica en la etapa de metanauplio. Estos resultados sugieren una
respuesta de plasticidad mas significativa en las larvas de nauplios que en las larvas de metanauplios, lo
gue podria estar asociado con un suministro adecuado de energia todavia presente en la yema de la larva de
nauplios, que se pierde durante el desarrollo de la larva de metanauplios. Aungue este estudio representa
un buen enfoque para evaluar como la temperatura de aclimatacién puede afectar la supervivencia de las
primeras etapas de desarrollo en Artemia salina, los estudios futuros deberian evaluar més a fondo el efecto
de la disponibilidad de alimentos durante el desarrollo sobre la tolerancia térmica. La experimentacion en
condiciones controladas puede mejorar la comprension de la dinamica de las especies ante escenarios de
cambio climatico.

“ Trabajo de Grado
“ Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Sergio Andres Marchant Rojas. Ph.D.
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Abstract

Title: Characterization of thermal tolerance in the nauplius and metanauplius stages of Artemia
salina, Linnaeus, 1758 (Anostraca: Artemiidae)”

Author(s): Carvajalino-Ramos, Geraldine Andrea ™

Key Words: Thermal tolerance, LTso, acclimation, temperature, nauplius, metanauplius, climate
change.

Description: The early stages in larval development represent a critical period in the life cycle of
many aquatic invertebrate species with a crucial ecological role in the balance of trophic and
pelagic systems. Despite its importance, physiology studies evaluating climate change's effects on
species survival and distribution have primarily been performed in adult individuals rather than in
early developmental stages. Due to this, this research internship was carried out to create and
develop practical skills required for studying thermal tolerance in nauplius and metanauplius
stages of brine shrimp (Artemia salina), a model species widely studied in aquaculture and
toxicology. Artemia salina thermal tolerance was evaluated in two developmental stages, nauplius
and metanauplius. Cysts were reared at three acclimatization temperatures (25°C, 30°C, and 34°C)
until nauplius and metanauplius larvae were developed. The mean lethal temperature (LTso) was
determined at each treatment after a two-hour exposure to acute shock temperatures between 16°C
and 63°C, after a one h recovery. The acute temperatures were generated with the help of two
circulating thermal baths connected on opposite sides of an aluminum block. Nauplius larvae
acclimated to 34°C were significantly more tolerant to a higher temperature (LTso = 43.0°C) than
nauplius larvae acclimated to 25°C and 30°C. However, no significant differences in thermal
tolerance were detected in the metanauplius stage. These results suggest a more significant
plasticity response in nauplii larvae than in metanauplii larvae, which could be associated with an
adequate supply of energy still present in the nauplii larva yolk, which is lost during the
development of the metanauplii larva. Although this study represents a good approach to
evaluating how acclimatization temperature can affect the survival of early developmental stages
in Artemia salina, future studies should further evaluate the effect of food availability during
development on thermal tolerance. Experimentation under controlled conditions may improve the
understanding of the dynamics of species in the face of climate change scenarios.

“ Degree Work
** Faculty of Sciences. School of Biology. Director: Sergio Andres Marchant Rojas. PhD.
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Introduccion

El incremento en la temperatura global representa una amenaza a la biodiversidad
afectando a los organismos en un amplio rango de niveles, incluyendo funciones proteicas, fluidez
de la membrana celular, metabolismo y desarrollo (Long y Daly, 2017). En la Gltima década el
incremento de la temperatura se ha acelerado y se estima que para finales del siglo XXI la
temperatura superficial aumente en 1,5°C (IPCC, 2019) generando un incremento en el nivel
medio global oceénico por el derretimiento de los glaciares continentales y la capa de hielo artico
(Sanchez et al., 2020). Estos cambios ambientales promueven la reorganizacion poblacional de las
especies; alterando la funcionalidad de los ecosistemas y sus servicios, principalmente en zonas
tropicales y subtropicales (Barlow et al., 2018).

Los ecosistemas acuaticos representan una base importante en los sectores ambientales y
econdmicos de las costas tropicales. Aproximadamente 1.300 millones de personas se ven
beneficiadas por la pesqueria y la acuicultura como fuentes de proteina (Lam et al., 2020). Debido
a la importancia de estos ecosistemas, muchos estudios han evaluado los efectos de la temperatura
sobre la fauna marina. Sin embargo, utilizando principal y casi exclusivamente los esfuerzos en el
estudio de individuos adultos, y siendo aun limitada la informacién sobre los efectos del cambio
climatico en estadios tempranos de especies acuaticas, particularmente en invertebrados marinos
(Long y Daly, 2017; Rebolledo y Collin, 2018).

La mayoria de los invertebrados marinos comparten en sus estadios tempranos la
caracteristica de una larva planctonica. Esta puede llegar a estar en la columna de agua desde horas

hasta meses antes de su paso a la etapa juvenil; por lo que se ven expuestas a factores de estrés del
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cambio climatico en un periodo critico dentro del ciclo de vida al ser més susceptibles a
fluctuaciones en la temperatura (Foo y Byrne, 2016), influenciando desde sus tasas metabdlicas
hasta su distribucion. Adicionalmente, se ha observado que un incremento en la temperatura hace
que las larvas atraviesen tiempos de desarrollo acelerados que puede representar una disminucion
en el tiempo de estadia en la columna de agua, afectando no solo sus caracteristicas fenotipicas si
no también su capacidad de dispersion. Esto Ultimo es de gran importancia en los ecosistemas
acuaticos, debido al rol ecoldgico de las larvas en el equilibrio de los sistemas tréficos en ambientes
pelagicos (Barria et al., 2005).

Las cuatro respuestas principales de las poblaciones frente al cambio climético son la
microevolucion/adaptacién, cambios en la distribucion, la extincion y la aclimatizacion (Foo y
Byrne, 2016). En este proyecto se desarrolld una pasantia de investigacion centrada en el estudio
de la aclimatizacion, que se puede definir como el ajuste fisioldgico de los individuos a un entorno
nuevo y que describe la plasticidad fenotipica de una especie, la cual puede proveer una potencial
resiliencia a periodos cortos de estrés, si se produce una compensacion térmica y el fenotipo no
afecta negativamente las tasas fisiol6gicas (Foo y Byrne, 2016; Seebacher et al., 2015).

El estudio de estadios tempranos del ciclo de vida de los organismos es importante porque
corresponden a las etapas a las que en primera instancia se ven afectadas por factores externos y
son las que moldean los juveniles o adultos a futuro. Debido a esto, estudiar como la aclimatacion
influye en estadios larvales permite contribuir con una vision de la dindmica de las especies a largo
plazo en escenarios de cambio climatico.

El estudio del efecto de la temperatura sobre los organismos puede ser realizado con una
variedad de técnicas y métodos diferentes como el anélisis de cambios morfologicos, la sintesis

proteica asociada a estrés térmico, la estimacion de las tasas de mortalidad, el cambio de la tasa de
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consumo oxigeno o tasa metabdlica entre otros (Barria et al., 2005; Demirkalp y Saygi, 2002; Sung
et al., 2008). Sin embargo, en muchos casos, el estudio fisioldgico de algunas especies es inviable
debido a que pueden presentar dificultades en la cria de larvas en condiciones de laboratorio,
reflejdndose en su susceptibilidad, nimero de descendientes, periodos de desarrollo, costos de
mantenimiento e intervalo de tiempo requerido entre experimentos; siendo una solucién a esta
problemaética, el uso de organismos modelos, que son especies con un mantenimiento econémico,
ciclos de vida rapidos y descendientes numerosos (Michael et al., 1956). Un modelo de estudio
adecuado para larvas de invertebrados acuéticos corresponde al camarén de salmuera (Artemia
salina) un crustaceo perteneciente al género Artemia. Esta especie cuenta con un amplio rango de
distribucion encontrandose en lagunas costeras, lagos salados y salinas, y en general en todos los
ambientes hipersalinos costeros (Abatzopoulos et al., 2002; Crespo, 2016). Su ciclo de vida consta
de dos estadios larvales, nauplio y metanauplio, diferenciados entre si por la presencia de
toracopodos en metanauplios; y un estadio pre-adulto o juvenil donde se presenta desarrollo de
genitales y comienzo de la manifestacion del dimorfismo sexual, y un adulto. Las larvas pueden
originarse de lineas partenogenéticas o bisexuales de forma vivipara, vivipara lecitotrofica y
ovipara (quistes), siendo estos ultimos originados bajo condiciones adversas y altamente
resistentes a los ambientes hostiles (Castro et al., 2009; Gajardo y Beardmore, 2012). Los quistes
son faciles de transportar y se pueden almacenar inclusive por afios. Artemia salina es una especie
ampliamente utilizada como alimento vivo en la dieta de peces y mariscos comerciales por sus
valores nutricionales, su implementacion en estudios fisioldgicos como sujetos de prueba frente a
ensayos de toxicidad ha crecido, debido a su sensibilidad, pero también resiliencia a un amplio
rango de componentes (Michael et al., 1956). Adicionalmente, debido a que Artemia salina tolera

salinidades de hasta 300%o y entornos deficientes de oxigeno, esta es una especie adecuada para
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observar el efecto de factores experimentales como la temperatura, sin interferencias al ser estables
frente a otros factores de estrés (Dumitrascu, 2011). Aunque existen estudios fisiologicos
realizados con Artemia salina, no existen estudios del efecto de la temperatura de aclimatacion de
estadios larvales en la tolerancia térmica en esta especie. Los estudios que abordan tolerancia
térmica para el género incluye a Artemia franciscana, en la cual se caracteriz6 a nivel molecular
el efecto de la temperatura en la sintesis de proteinas de choque térmico y su relacion a diversos
compuestos y bacterias patdgenas para la especie (Junprung et al., 2021; Liqging et al., 2022).
Debido a que la larva nauplio planctdnica es un estadio compartido por muchos grupos de
crustaceos y la larva mas caracteristica de este grupo (Brusca y Brusca, 2005), caracterizar la
tolerancia térmica en estos estadios permitira comprender mejor el comportamiento de larvas de
invertebrados acuaticos frente al calentamiento global. En el marco de este proyecto, la pasantia
de investigacion esta enfocada a un ejercicio para la asimilacién y destreza en metodologias que
permitan caracterizar la tolerancia térmica en invertebrados acuéticos, evaluando el efecto del
estado de desarrollo y la aclimatacion en la tolerancia térmica del organismo modelo Artemia

salina en condiciones de laboratorio.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo General
Caracterizar la tolerancia térmica del estadio nauplio y metanauplio del camar6n de

salmuera, Artemia salina en respuesta aguda a choque térmico.

1.2. Objetivos Especificos
Determinar el efecto de la temperatura de exposicion en la respuesta aguda a choque

térmico del estadio nauplio y metanauplio de Artemia salina.

Determinar el efecto de la aclimatacion a tres temperaturas en la respuesta aguda a choque

térmico de los estadios nauplio y metanauplio en Artemia salina.
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2. Competencias

Adquiere destrezas y emplea técnicas para el establecimiento y mantenimiento de larvas
de Artemia salina en cautiverio.

Adquiere habilidades para el desarrollo de experimentos que evaltan la tolerancia térmica
mediante LTso utilizando larvas de Artemia salina en diferentes estados de desarrollo.

Aplica andlisis estadisticos para estimar y comparar parametros fisiolégicos relacionados
con la tolerancia térmica e interpreta de manera adecuada los resultados.

Elabora correctamente informes concisos y con rigor cientifico.
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3. Materiales y métodos

3.1. Descapsulacion, eclosion de quistes y mantenimiento de larvas en laboratorio

El estudio se llevo a cabo en el laboratorio de docencia para fisiologia animal de la escuela
de Biologia en la Universidad Industrial de Santander. En primera instancia se hidraté un gramo
de quistes de Artemia salina (Brine shrimp direct Inc., USA) durante dos horas mediante
incubacion en una caja Petri con agua salina a una concentracion de 35 %o y temperatura ambiente;
posteriormente se transfirieron los quistes a una solucion de hipoclorito al 5% para una
desinfeccion y disolucidon del corion durante 15 min, para luego realizar lavados con agua corriente
sobre una red de malla y la remocién del hipoclorito. Los quistes fueron luego transferidos a un
contenedor de plastico (capacidad de un litro) con agua salina a una concentracion de 35 %o
oxigenado por medio de una bomba de oxigeno. Los tratamientos de aclimatacion fueron
establecidos utilizando una incubadora ajustadas a su respectiva temperatura de aclimatacion
(25°C, 30°C y 34°C) utilizando un protocolo modificado de Sorgeloos et al. (1986). La eclosién
de las larvas se reviso durante las siguientes 24h, ya que en algunos caso se acelerd al incrementar
la temperatura (Demirkalp y Saygi, 2002) por lo que fue necesario una revision alrededor de 18h
de incubacidn en los tratamientos de aclimataciones de 30°C y 34°C.
Posterior a la eclosion, se realiz6 la separacion de los nauplios eclosionados y posteriores
metanauplios con la ayuda de una linterna. Los estadios nauplios y metanauplios tienen fototaxis
positiva por lo que se ven atraidos a las fuentes de luz (Hatsuzawa et al., 2013). Para evitar la
manipulacion excesiva de las larvas, la recoleccion de las larvas se hizo con ayuda de una pipeta

Pasteur plastica. La clasificacion de los estadios permitié ademas el cambio en el agua del
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contenedor, lo cual evito la influencia de la descomposicién de materia organica y permitio un
desarrollo adecuado de las larvas al siguiente estadio de estudio.

. El estadio metanauplio a diferencia del estadio nauplio no cuenta con reservas de vitelo y
es un filtrador no selectivo (Sorgeloos et al., 1986), por lo que se implementd una alimentacion
con un gramo de Arthospira platensis (espirulina) siguiendo la recomendacion de la marca
comercial donde se adquirieron los quistes (Brine shrimp direct Inc., USA).

La diferenciacion entre nauplios y metanauplios se observé en el desarrollo de toracopodos,
disminucion significativa del vitelo y desarrollo del aparato digestivo (Abatzopoulos et al., 2002;
Guevara y Lodeiros, 2003).

3.2. Caracterizacion de la respuesta aguda

Para caracterizar la respuesta aguda a choque térmico (estrés térmico por cambios en la
temperatura ambiental) se utilizé un gradiente térmico (Figura 1) creado a partir del uso de dos
bafios de circulacion conectados en lados opuestos de un bloque de aluminio. El gradiente permitié
la evaluacion simultanea de 12 temperaturas de choque (16°C, 20°C, 24°C, 29°C, 33°C, 36°C,
41°C, 45°C, 49°C, 53°C, 58°C y 63°C) utilizando 3 réplicas bioldgicas. El gradiente posee espacio
para ubicar 72 viales de 30 ml para el desarrollo de los experimentos. Para asegurarse que las
temperaturas en el bloque eran las adecuadas para los ensayos, se midid y registro la temperatura
del agua en los viales con ayuda de un termometro digital luego de dos horas de estabilizacion del
equipo. Esta medicion se realiz6 en los 72 viales del gradiente. Para evitar fluctuaciones bruscas
en el gradiente, este se mantuvo completamente cargado durante todo el tiempo de estabilizacion
y ensayos experimentales.

Para dar inicio al experimento se adicionaron 5 larvas del estadio y temperatura de

aclimatacion a examinar en cada vial. Para cada experimento se utilizaron 180 larvas (12
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temperaturas x 3 réplicas x 5 individuos). Para prevenir mortalidad por choque térmico entre
temperaturas muy diferentes, el montaje de las muestras en el bloque se realiz6 iniciando en la
posicion de la temperatura de aclimatacion, para luego, después de 10 minutos, realizar el
desplazamiento de los viales a la siguiente temperatura y reemplazo de las muestras inicialmente
cargadas hasta llenar todos los espacios del gradiente. Después de dos horas de exposiciony 1 hora
de recuperacion a la temperatura de aclimatacion, se registraron los individuos vivos y muertos de

cada vial de manera similar a lo realizado por Walther et al. (2013).

Figural

Equipo empleado para la generacion del gradiente térmico. (a) Bafios de circulacion de agua
marca LAUDA Alpha RA12 conectados a bloque de aluminio. (b) Bloque de aluminio cargado
con muestras. Cada columna corresponde a una temperatura diferente del gradiente. El equipo

permite evaluar 12 temperaturas con 6 réplicas.
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3.3. Analisis estadistico

La tolerancia térmica se estimo mediante el calculo de LTso (temperatura en la que el 50%
de las larvas estan muertas) utilizando el software estadistico JMP 16.2.0 (JMP, 1980) estimando
la funcidn de regresion logistica sobre los datos de respuesta, que en este caso correspondid a una
variable binaria (vivo/muerto) para cada temperatura de tratamiento (aclimatacion a 25°C, 30°C y
34°C) (Hammond y Hofmann, 2010; Rebolledo y Collin, 2018).

Para comprobar el ajuste de los datos de LTso a una distribucién normal, se realiz6 una
prueba de Shapiro-Wilk. Para determinar si existen diferencias significativas que relacionen la
temperatura experimental, la temperatura de aclimatacion y el estadio larval respecto a la
mortalidad, se realiz6 un andlisis de varianza factorial (ANOVA) comparando las medias de LTso
estimadas por aclimatacion y estadio de desarrollo, siguiendo la metodologia descrita por Collin y
Chan (2016) y Mendes y Cruz (2017). Al detectar diferencias significativas entre tratamientos, se
realiz6 una prueba post hoc Tukey HSD para determinar diferencias entre grupos de aclimatacién

y estadios utilizando un valor de significancia de «=0,05 para los dos analisis (Miller et al., 2013).



TOLERANCIA TERMICA EN LARVAS DE ARTEMIA SALINA 19

4. Resultados
4.1. Respuesta aguda

4.1.1. Nauplios

Se observo el LTso més alto (43.01°C) para la aclimatacion de 34°C en comparacion con
aclimataciones de 25°C y 30°C con LTso de 39,02°C y 38,97°C respectivamente (Tabla 1).
Tabla 1
Promedio de temperatura letal para el 50% de la muestra (LTso) a partir de replicas
experimentales en el estadio nauplio luego de 2h de exposicion a tres temperaturas de
aclimatacion (25°C, 30°C y 34°C). (o)= desviacion estandar. Sombreado en gris oscuro se

sefialan las réplicas descartadas por contaminacion.

Aclimatacion Experimento LTso
25°C 2 39,04
38,99

Promedio 39,02
(o) 0,04
38,89

30°C 2 39,04
38,94

Promedio 38,96
(o) 0,08
42,94

34°C 2 43,09
42,99

Promedio 43,01

(o) 0,08
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4.1.2. Metanauplios

El LTso estimado para las tres aclimataciones (25°C, 30°C y 34°C) se conservo dentro de
intervalos cercanos 38,88°C, 38,96°C y 38,73°C) (Tabla 2).
Tabla 2
Promedio de temperatura letal para el 50% de la muestra (LTso) a partir de replicas
experimentales en el estadio metanauplio luego de 2h de exposicién a tres temperaturas de
aclimatacion (25°C, 30°C Y 34°C). (o) = desviacion estandar. Sombreado en gris 0scuro se

sefialan las réplicas descartadas por contaminacion.

Aclimatacion Experimento LTso
25°C 2 38,85
38,89

Promedio 38,87
(o) 0,03
38,89

30°C 2 39,04
38,94

Promedio 38,96
(o) 0,07
38,94

34°C 2 38,59
38,64

Promedio 38,73

(o) 0.19
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4.2. Comparaciones de LTso
4.2.1. Prueba de los efectos

El estadio de desarrollo (ANOVA de dos vias, p < 0,0001) y la temperatura de aclimatacion
(ANOVA de dos vias, p< 0,0001) tienen un efecto significativo sobre la temperatura letal media
(LTs0) en la especie Artemia salina, y existe una interaccion significativa entre el estadio y la
aclimatacion (ANOVA de dos vias, p <0,0001) (Tabla 3). La temperatura letal media sigue valores
similares para los estadios nauplio y metanauplio en aclimataciones de 25°C y 30°C, con un
incremento significativo Unicamente en nauplios para una temperatura de aclimatacion de 34°C.
(Tukey HSD, p < 0,0001 en ambas comparaciones) (Figura 2a). La LTso calculada para el estadio
metanauplio no present6 diferencias significativas (Tukey HSD, p > 0.05) en ninguna de las tres
aclimataciones (25°C, 30°C Y 34°C) (Figura 2b).

Tabla 3

Resultados del Analisis de Varianza (ANOVA) de dos vias para determinar el efecto del estadio y
la aclimatacion sobre la tolerancia térmica (LTso) de las larvas. gl: Grados de libertad, SC: suma

de cuadrados, F: razon f, P: valor p.

Fuente de variacion ol SC F P
Estadio 1 9,024186 913,6773 <0,0001
Aclimatacion 2 14,108484 714,2251 <0,0001
Estadio*Aclimatacion 2 17,173362 869,3809 <0,0001
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Figura 2

Comparacion de los limites de tolerancia térmica (LTso) para dos estadios del desarrollo larval
en Artemia salina bajo temperatura de aclimatacion de 25°C, 30°C y 34°C. (a) datos del estadio
Nauplio, (b) datos del estadio metanauplio. Los puntos demarcados con letras diferentes son
significativamente diferentes (p < 0.05) utilizando una prueba Tukey HSD post hoc. La desviacion

estandar (o) se presenta en color rojo.
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5. Discusion

En este trabajo se evidencié una mayor aclimatacion y tolerancia térmica a choque agudo
en Artemia salina para el estadio nauplio que en el estadio metanauplio. Esto concuerda con
estudios realizados alrededor de los patrones de respuesta térmica para larvas de crustaceo donde
se establece que la tolerancia térmica decrece a medida que incrementa la complejidad de los
organismos (Dempster y Sommerfeld, 1998). Para nuestro conocimiento, Artemia salina no cuenta
con estudios previos en la evaluacion de tolerancia térmica en estadios tempranos, siendo los
Unicos estudios aproximados a esta tematica aquellos que estan enfocados en el estudio de
proteinas de choque térmico en Artemia franciscana en etapa adulta, y en asociacién con otro tipo
de factores externos, como el estrés osmético y la susceptibilidad a infecciones bacterianas
(Junprung et al., 2021; Liging et al., 2022). Sin embargo, en otros grupos de invertebrados marinos
se ha reportado un patron similar al identificado en este estudio utilizando Artemia salina. En
larvas en etapa de desarrollo con cuatro brazos del erizo de mar Lytechinus variegatus se
caracterizd la respuesta aguda para un rango de temperaturas entre los 28°C y los 36°C
observandose un cambio o plasticidad del LTso para larvas aclimatadas a 29°C (LTso= 34.1°C)
(Collin y Chan, 2016). De igual forma para el cangrejo Petrolisthes manimaculis se observo
una tolerancia termal significativamente alta para larvas zoea | en comparacion con la etapa
juvenil, observandose ademas un cambio significativo en la tasa de consumo de oxigeno (Miller
et al., 2013). Por ultimo, en un analisis que evalud la tolerancia térmica de juveniles y adultos de
4 especies, Laternula elliptica (molusco bivalvo), Cucumaria georgiana (pepino de mar),
Sterechinus neumayeri (erizo de mar) y Odontaster validus (estrella de mar), se demostré que los

juveniles de las cuatro especies en general alcanzaron un mejor desempefio en comparacion con
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adultos frente a tasas lentas de calentamiento, identificindose como posibles causas a una
reduccion en la eficacia aerdbica en adultos (Peck et al., 2013) .

Existen diversos factores asociados a las diferencias en la capacidad de aclimatizacion en
invertebrados acuaticos. En crustaceos, el estadio nauplio cuenta con una reserva de vitelo por lo
que el gasto energético estaria dirigido al costo de la metamorfosis. Sin embargo, luego de su
transicion a metanauplio el gasto energético incrementa, y la larva debe suplir sus necesidades
metabdlicas por medio de la captacion de alimento y seguir su metamorfosis a pre-adulto (Guevara
y Lodeiros, 2003; Miller et al., 2014). La capacidad de aclimatizacion también estaria ligada a la
disminucion en el tiempo de desarrollo. La eclosion de quistes en aclimataciones de 30°Cy 34°C
se produjo en un periodo de entre 18h y 20h. Esta disminucion sobre el tiempo de desarrollo esta
registrada en la literatura para otras larvas poiquilotermas (ectotérmicas) donde la alza en la
temperatura disminuye el tiempo de desarrollo y posteriormente se traduce en una alta mortalidad
(Barria et al., 2005). Por lo que juntos, el efecto de la carga metabdlica, demanda energética y la
disminucion en el tiempo de desarrollo en este estudio puede en cierta medida explicar la alta
plasticidad de los nauplios a una aclimatacion de 34°C con un LTso aproximado a 43°C en
contraste con la disminucién del LTso en el estadio metanauplio a la misma aclimatacién con una
temperatura de 38,7°C. Varios estudios que analizan la respuesta de aclimatizacion a largo plazo
y que emplean ectotérmicos marinos han demostrado que los factores mencionados anteriormente
tienen como consecuencias cambios en la fisiologia de las especies. En los ultimos 20 afios de
cambio climatico se ha observado un incremento del 20% en las tasas fisiologicas, por lo que en
general se pueden establecer dos escenarios; el primero con una compensacion termal a partir de
cambios en la tasa fisiologica y como resultado un mejor desempefio en determinados ambientes,

mientras la segunda respuesta es la no compensacion termal y por lo tanto este incremento en las
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tasas fisiologicas generaria  un efecto negativo aditivo comprometiendo el correcto
funcionamiento de los organismos a largo plazo (Foo y Byrne, 2016; Seebacher et al., 2015).

En cuanto a la respuesta frente a una aclimatacion de 30°C y 25°C no se evidenciaron
diferencias marcadas entre estadios, sin embargo, los limites de temperatura letal para esta especie
se ha descrito alrededor de los 37°C y 38°C en condiciones de temperatura 6ptimas de aclimatacion
(28°C) (Dumitrascu, 2011), por lo que este resultado no es atipico teniendo en cuenta la diferencia
de 2,5°C en los dos extremos del optimo con aumento aproximado de un grado centigrado para la
temperatura media letal (39.0°C) para los dos estadios.

La realizacion de estudios que determinen el LTso en estadios tempranos es una
herramienta Gtil que permite predecir el comportamiento de las especies a largo plazo, teniendo en
cuenta que la capacidad de aclimatizacion de los organismos varia entre especie e incluso entre
poblaciones debido a las diferencias ambientales o de historias de vida. Las poblaciones marinas
ectotérmicas que habitan mares polares y tropicales han demostrado una menor capacidad de
aclimatacién en comparacion con especies que habitan sitios templados debido a que experimentan
fluctuaciones minimas en su temperatura, durante el afio se presenta una variacién entre 1°C y
3°C en la temperatura del mar (Peck et al., 2010), por lo que es esperado que la respuesta general
frente a un choque térmico agudo no mostrara rangos elevados de temperatura en comparacion
con especies de zonas templadas como Evechinus chloroticus, una especie de erizo de mar que
cuando colectados en la temporada de verano a una temperatura de 20.4°C tienen un LTso entre
rangos de 29°C y 30°C (Delorme et al., 2020). En especies que habitan climas no templados se ha
seflalado que especies que habitan ambientes como el océano Antartico fueron sometidos a un
aislamiento geografico y temperaturas constantes por lo que son mas susceptibles que las especies

de zonas tropicales debido a la perdida de genes relacionados con mecanismos de respuesta frente
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al incremento de la temperatura, es decir frente a un escenario de cambio climatico son los
principales afectados (Peck et al., 2010; Somero, 2010).

Continuar con estudios en la especie Artemia salina establece un panorama que puede
permitir la descripcion de la base genética y fisioldgica de la aclimatacion. Estos mecanismos son
importantes para entender mejor el comportamiento de especies susceptibles al cambio climatico,
teniendo en cuenta su rango de distribucion, su facil mantenimiento y sus estadios larvales
compartidos con un amplio rango de especies. Algunos esfuerzos en esta linea de investigacion
incluyen estudios relacionados con proteinas de choque térmico para la especie Artemia
franciscana (Junprung et al., 2021; Liging et al., 2022) que podrian utilizarse como una referencia
para analizar el efecto de estas proteinas sobre Artemia salina cambiando el enfoque a factores
como la temperatura de exposicion y el estadio a modo de un estudio complementario desde la

biologia molecular que permita entender los cambios ocurridos a este nivel en la especie.

6. Conclusién

Se establece la temperatura de aclimatacion como un factor influyente en la tolerancia
térmica del estadio de desarrollo nauplio de Artemia salina. La larva nauplio de la especie presenta
una respuesta de plasticidad a nivel fisiol6gico mayor que el estadio metanauplio con un LTso de
43°C, esto relacionado a los suministros almacenados como vitelo en esta etapa del desarrollo los
cuales son agotados al término de esta. Teniendo en cuenta los limites térmicos obtenidos en este
proyecto, se sugiere para estudios posteriores una reduccion en el limite superior del gradiente
térmico, de manera que los bafios térmicos utilizados puedan generar un gradiente con intervalos

mas estrechos de temperatura y observar de forma mas minuciosa los cambios en el LTso.
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Asimismo, la inclusién del efecto cruzado de la temperatura en relacion con otros factores, tales
como la disponibilidad de nutrientes durante el desarrollo de la especie para observar mas a detalle
la interaccion sobre la tolerancia térmica de los organismos. El estudio con este tipo de
metodologia es eficiente y con un bajo error entre replicas con una variacion térmica entre réplicas
minimas. Al no existir informacion relacionada a la tolerancia térmicas en etapas tempranas de
Artemia salina, este estudio representa un primer acercamiento a la dindmica termal temprana de
la especie y una guia para el establecimiento de nuevos proyectos asociados a la dinamica termal

temprana en otras especies frente a escenarios de cambio climatico.
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