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“A key hazard in our field is the risk of stamp collecting: wanting to repeat on yet another
novel organism what has already been done on other species. Sometimes this is

justified; sometimes not. It seems to be a judgment call, but one always rife with hazard”

“Rather than engage in work on sure-things—the “collection of stamps™— we were
challenged to do something new, even if it meant taking some intellectual risks in the
process”

P.W. Hochachka
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RESUMEN

Por la influencia del ciclo mareal, los ambientes intermareales estan
caracterizados por fluctuaciones peridédicas en varios parametros ambientales, entre
ellos, el oxigeno, el cual bajo ciertas condiciones, puede alcanzar valores extremos. A
pesar de esto, numerosos invertebrados habitan alli. Los talasinidos, son un Infraorden
de decapodos caracterizados por construir madrigueras, donde la disponibilidad de
oxigeno es limitada durante la marea baja. En este estudio, el consumo de oxigeno,
oxihemocianina, proteinas totales en la hemolinfa y actividad de la lactato
deshidrogenasa fueron determinadas en el camaron fantasma Neotrypaea uncinata a
distintos niveles de oxigeno, en hipoxia aguda y durante la reoxigenacion. A diferentes
niveles de oxigeno, una regulacion en los consumos de oxigeno fue observada hasta un
rango de 4-9 kPa, mientras que un aumento tanto en la concentracion de hemocianina
como en las proteinas hemolinfaticas ocurrié a PO,< 4 kPa. Aunque un efecto de la
hipoxia y reoxigenacion en la actividad especifica de la lactato deshidrogenasa no se
observd, el consumo de oxigeno y la concentracion de hemocianina de los camarones
muestran valores similares a los controles en las 12-hr de recuperacion. Se postula que
la regulaciéon del consumo de oxigeno y el aumento de la concentracion de
oxihemocianina durante la hipoxia son respuestas fisiol6gicas para contrarrestar la
deficiencia de oxigeno producida durante la baja marea, que permitirian a N. uncinata
hacer frente a condiciones de hipoxia. La informacién obtenida en este estudio no solo
es importante para el entendimiento de los mecanismos fisiolégicos que muestra N.
uncinata ante bajas de oxigeno, sino que ademas entrega informacion relevante para

un escenario de cambiantes condiciones en el ambiente marino.
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ABSTRACT

Due to the influence of tidal cycle, intertidal environment are characterized by
periodic fluctuations in various environmental parameters, including oxygen, which
under certain conditions can achieve extreme values. Despite this, many invertebrates
live there. Thalasinids ghost shrimps is a particular decapod Infraorder characterized by
burrowing habits in mudflats, where the oxygen availability is limited during low tide. In
this study, oxygen consumption, oxyhemocyanin, hemolymph protein and specific
activity of lactate dehydrogenase were determined in the ghost shrimp Neotrypaea
uncinata, at different oxygen levels, in acute hypoxia and during reoxygenation. All
physiological parameters were modulated by hypoxia exposure. At different oxygen
level, the oxygen consumption was independent until 4-9 kPa, while an increase in both
hemocyanin and blood proteins at PO,<4 kPa occurred. Although an effect of hypoxia
and reoxygenation on specific activity of lactate dehydrogenase was not observed, at
12-hr recovery, oxygen consumption and hemocyanin showed values similar to controls.
Oxy-regulation and increased of oxyhemocyanin concentration during hypoxia are
postulated as physiological responses to cope oxygen deficiency produced during low
tide, which would allow N. uncinata to cope with hypoxic conditions. The information
obtained in this study is not only important for understanding the physiological
mechanisms exhibited by N. uncinata during hypoxia, but also provides information

relevant to a scenario of changing conditions in the marine environment.



1. INTRODUCCION

Como medio respiratorio, el aire contiene cerca de 30 veces mas oxigeno por litro
gue el agua, y esta tiene un coeficiente de difusion para el oxigeno de 8000 veces
menor (Schmidt-Nielsen, 1997). Esta propiedad fisica que caracteriza a ambos
ambientes, ha generado que tanto respiradores acuéaticos como aéreos exhiban
diferencias en las respuestas a niveles de oxigeno ambiental y sean por lo tanto,
comparados separadamente (Hochachka & Somero, 2002). Con excepcion de ciertas
areas geograficas (Himalayas, Alpes, Andes, etc.), es dificil encontrar areas hipoxicas
en el medio aéreo (Hochachka et al., 2002; Novoa et al., 2003), no asi en el medio
acuatico, donde tanto la severidad como duracién son altas (Childress & Seibel, 1998).
Si bien es cierto, esta afirmacion es valida para las zonas minimas de oxigeno (OMZ,
Oxygen Minimum Zones), existen otros ambientes acuaticos donde fluctuaciones
periédicas en la disponibilidad de este parametro ocurren. En hébitats costeros,
especificamente en la zona marina intermareal, los organismos que alli habitan estan
expuestos a diversos estresores de tipo fisicos que incluyen salinidad, desecacion,
exposicion aérea, entre otros, debido en gran parte al ciclo mareal (Nybakken, 2000;
Stillman, 2002; Willmer et al., 2005). Ejemplos clasicos de tal condicion son los
sedimentos y pozas intermareales, donde la saturacion de oxigeno puede alcanzar
rangos extremos que van desde 0% en la noche a 400% durante el dia (Truchot &
Douhamel-Jouve, 1980; Richards, 2011). Mas aun, se ha descrito que el oxigeno puede
penetrar tan solo pocos centimetros en el sedimento (Ziebis et al., 1996), lo que torna
mas dificil la condicion para los organismos que alli habitan. Sin embargo, y a pesar de

esta condicion, existen diversos taxa que se desempefian en estos ambientes (Denny &



Gaines, 2007). Un particular grupo de crustaceos, los talasinidos, cuya principal
caracteristica es la construccion de madrigueras en sustratos arenosos o fangosos,
estan dentro de los mas comunes en este tipo de ambientes.

En el sur de Chile, Neotrypaea uncinata (anteriormente Callianassa uncinata), es
comun habitante en marismas desde el Sur de México hasta la Peninsula de Taitao,
Chile (Thatje, 2003). Al igual que todos los miembros de su grupo, presenta un estilo de
vida criptica, caracterizado por la construccion de madrigueras en sustratos blandos, y
posiblemente, con cierto grado de hipoxia. De hecho, estimaciones en terreno
concernientes al contenido de oxigeno en las madrigueras de otros talasinidos dan
cuenta que eventos de hipoxia son frecuentes y caracteristicos dentro del grupo
(Atkinson & Taylor, 1988; 2005). Claros ejemplos de especies que viven en tales
condiciones son Lepidophthalmus louisianensis (anteriormente, Callianassa
jamaicense) y Callianassa subterranea, en cuyas madrigueras, durante el periodo de
marea baja, se registran valores en la presion parcial de oxigeno de hasta 0.06 kPa (=
0.2 mg*™) y 0 kPa (anoxia), respectivamente (Congleton, 1974; Felder, 1979). Dentro
de los talasinidos, mecanismos para contrarrestar tal condicion, estan dados por la
exhibicion de diferentes respuestas adaptativas, tanto a nivel de comportamiento,
fisiologia y metabolismo. Es asi como numerosos trabajos enfocados en describir tales
aspectos han sido realizados. Comportamientos de irrigacion y ventilacion de la
madriguera durante la marea baja (Farley & Case, 1968; Torres et al., 1977; Mukai &
Koike, 1984; Stamhuis & Videler, 1998 a,b,c; Hagerman, 1998), regulacién de las tasas
metabdlicas por sobre amplios niveles de oxigeno (Thompson & Pritchard, 1969; Felder,

1979; Pritchard & Eddy, 1979; Hill, 1981; Zebe, 1982; Anderson et al., 1994; Paterson &



Thorne, 1995; Astall et al., 1997; Bourgeois & Felder, 2001; Holman, 2006; Holman &
Hand, 2009) y alta afinidad de la hemocianina por el oxigeno (Miller & Van Holde, 1974;
Roxby et al., 1974; Miller et al., 1976; Miller et al., 1977; Miller & Van Holde, 1981,
Taylor et al.,, 2000; Paoli et al., 2007) son las principales adaptaciones de estos
crustaceos para vivir en estos ambientes.

Aunque la habilidad de sobrevivir por extensos periodos de hipoxia cronica o anoxia
es una caracteristica en comuan de gran parte de los invertebrados marinos que habitan
la zona intermareal (ver revisiones, Herreid, 1980; DeFur, 1988; McMahon, 1988;
Grieshaber et al., 1994; Burnett & Stickle, 2001), recientes estudios demuestran que los
crustaceos, comparados con moluscos y poliguetos, son el grupo de invertebrados mas
sensibles a la hipoxia (Vaquer-Sunyer & Duarte, 2008; 2010). En consecuencia, y dado
el incremento en la frecuencia, duracion y severidad de las deficiencias de oxigeno en
el ambiente marino en las ultimas décadas (Diaz, 2001; Levin, 2003; Helly & Levin,
2004; Diaz & Rosemberg, 2008; Middelburg & Levin, 2009), el conocimiento de los
mecanismos fisioldgicos involucrados en la respuesta a la hipoxia ambiental pueden
entregar informacion valiosa para predecir como los organismos marinos se
desempefian en un escenario de cambio climatico (Poértner, 2010). Asi, el presente
trabajo esta enfocado en identificar la P.O, (presion critica; definida como la presion
parcial de oxigeno en la cual el metabolismo del animal se torna independiente del nivel
de oxigeno del ambiente) en Neotrypaea uncinata y en base a este indice, estudiar la
fisiologia respiratoria de este camaron cuando es expuesto a niveles de hipoxia aguda y

reoxigenacion, de similar duracion a la que podria experimentar en su habitat natural.



1.1 Hipotesis

Teniendo en consideracion las fluctuaciones que ocurren en ambientes
intermareales, las respuestas adaptativas a condiciones de hipoxia exhibidas por
talasinidos y los ciclos de mareas que presenta el habitat (region sur-austral de Chile)

de Neotrypaea uncinata, se proponen las siguientes preguntas cientificas:

o ¢Como responde fisiologicamente N. uncinata a distintas presiones parciales de
oxigeno?

0 ¢Hasta que PO, es esta especie capaz de regular su metabolismo?

0 ¢Es esta especie capaz de recuperarse en condiciones de reoxigenacion luego de
estar expuesto a hipoxia aguda?

o ¢Cuando se restablecen las condiciones basales de las distintas variables

fisiolégicas evaluadas?

Basados en estas preguntas, se proponen dos hipotesis:
0] A distintos niveles de oxigeno, N. uncinata muestra una regulacién de su
consumo de oxigeno hasta bajos niveles en la PO, (presion parcial de oxigeno).
(i) En hipoxia aguda y reoxigenacion, N. uncinata muestra una recuperacion de
todas las variables fisiol6gicas evaluadas antes de que se complete el ciclo

mareal (12-hr).



1.2 Objetivos
1.2.1 General
Evaluar, cuantificar y describir las respuestas fisiologicas del camardén fantasma
Neotrypaea uncinata a distintos niveles de oxigeno, asi como en la hipoxia aguda y

reoxigenacion.

1.2.2 Especificos

 Evaluar la respuesta fisiolégica de N. uncinata a distintos niveles de oxigeno
ambiental.

» Cuantificar el efecto de la hipoxia aguda en la fisiologia respiratoria de N. uncinata

» Cuantificar el efecto de la reoxigenacion en la fisiologia respiratoria de N. uncinata.

» Comparar y describir las respuestas de N. uncinata dadas durante la hipoxia aguda

y en la recuperacion.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Animales Experimentales y Mantenimiento

Los ejemplares de Neotrypaea uncinata fueron colectados durante el periodo de
baja marea en la localidad de Puntilla Tenglo, Regién de Los Lagos, Chile (41°28’ S;
72° 56’ O) usando el método de “Kiwi” descrito por Torres et al., (1977), el cual consiste
en marchar repetidas veces en circulos sobre superficies que contengan orificios de
madrigueras. Estas Ultimas, faciles de identificar debido a la presencia de pellets fecales
alrededor de sus monticulos (MacGinitie, 1934). Una vez que el sedimento se torna

cada vez mas blando, los camarones suben hasta la superficie y son tomados

facilmente con la mano (Fig. 1).

Figura 1. N. uncinata. Zona de colecciéon del camarén fantasma en el intermareal en la localidad de
Puntilla Tenglo, Puerto Montt, Chile.



Cerca de 300 camarones machos fueron colectados entre abril y julio del 2011 y
posteriormente transportados en seco al Laboratorio de Ecofisiologia de Crustaceos
(LECOFIC), Universidad Austral de Chile, Puerto Montt, Chile y puestos en refugios
individuales de PVC (350 cm® aprox.), distribuidos equitativamente en bateas de 35-L
con agua de mar circulante y fotoperiodo de 12-h luz: 12-h oscuridad. Tanto la
temperatura (11,5 = 0,2 °C), salinidad (32,3 + 0,2 psu) (WTW Cond 330i) y mortalidad
fueron monitoreadas diariamente. Los camarones fueron cada dia alimentados ad
libitum con hojuelas de krill (Tropical Krill Flakes) hasta 24-hr previas al inicio de los
experimentos. Se seleccionaron individuos en intermuda que no presentaran pérdida de
apéndices y con ausencia de parasitos branquiales.

Antes de la distribucion aleatoria de los camarones dentro de cada uno de los
tratamientos experimentales, tanto el peso humedo como el largo del cefalotérax (LC,
medido a través de la linea media dorsal del cefalotérax) fueron estimados con una
balanza digital (WTB-2000) y un pie de metro digital, respectivamente. El peso seco de
los animales experimentales fueron determinados de una curva talla-peso seco
estimados de un total de 22 animales previamente medidos, pesados y secados por 48-

hrs a 60 °C en una estufa (Fig. 2).
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Figura 2. N. uncinata. Relacion del peso humedo y peso seco con el largo del cefalotérax (CL) en
camarones fantasmas (n=22).

2.2 Disefio experimental

Para estudiar el efecto de distintos niveles de PO, en las variables fisioldgicas
evaluadas, grupos de 6 camarones por cada nivel de oxigeno fueron incubados en
camaras herméticas de 5000-ml a 2,26; 5,03; 9,07; 13,81 y 25,35 kPa (en adelante 2,
5, 9, 14 y 25 kPa respectivamente) a 10,5 °C y 32 psu durante 6-hr (Fig. 3A). Para
cuantificar el efecto de exposicidn a la hipoxia aguda (2 kPa) y reoxigenacion (25 kPa),
un set de camarones fue dividido dentro de siete grupos: (1) hipoxia 6-hr; (2) hipoxia 12-
hr; (3) hipoxia 6-hr + reoxigenacion 6-hr; (4) hipoxia 6-hr+ reoxigenacion 12-hr; (5)

hipoxia 12-hr+ reoxigenacion 6-hr; (6) hipoxia 12-hr+ reoxigenacion 12; (7) control,



mantenido en condiciones de normoxia durante la duracién de los experimentos (Fig.

3B).
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Figura 3. N. uncinata. Esquema del disefio experimental para estudiar (A) el efecto de distintos niveles de
oxigeno y (B) de la hipoxia aguda y reoxigenacién sobre el consumo de oxigeno y diversas variables
fisiolégicas cuantificadas en la hemolinfa (concentracién de hemocianina, proteinas totales y lactato
deshidrogenasa).



En el caso de exposiciones mayores a 6-hrs, el agua de cada uno de los
replicados fue renovada totalmente mediante una manguera que conducia agua de un
reservorio (400-L) con la misma condicién, (2 kPa 60 normoxia, segun sea el caso)
previamente estabilizado por 6-hr a la misma temperatura y salinidad de incubacion
(10,5° C, 32 psu). Debido a los distintos tiempos de incubacion, los tratamientos en este
experimento finalizaron en forma asincrénica. Los tiempos de exposicion a cada nivel
de oxigeno estan relacionados con la duracibn maxima en terreno de una baja o alta
marea, mientras que las 12-hr de exposicion a una determinada condicién indican un
ciclo mareal completo. Todas las incubaciones fueron llevadas a cabo con iluminacion
constante, es decir, con 24-hr de luz y O-hr oscuridad. El peso humedo promedio de los
camarones fue de 15,46 + 1,79 gr y el largo promedio del cefalotérax (LC) de 20,38 +
0,85 mm. No hubo diferencias significativas tanto en el peso humedo como en el
tamafo (LC) de los camarones asignados a cada uno de los tratamientos (ANOVA; P=
0,21; P=0,13).

2.3 Consumo de oxigeno

Para la cuantificacion del consumo de oxigeno, los camarones fueron incubados
en agua de mar, previamente filtrada y esterilizada con UV, a los distintos niveles de
oxigeno antes mencionados alcanzados con burbujeo de nitrdgeno (con excepcion de
25 kPa). La concentracion de oxigeno fue cuantificada al inicio y final de periodos de 6-
hr de incubacion a través de un sensor 6ptico conectado a un oxigenémetro con
compensador de temperatura Microx TX3 (PreSens) previamente calibrado en aire
(100% de saturacion) y con 5% de sulfito de sodio (0% de saturacion). En cada camara

respirométrica, los animales fueron puestos cuidadosamente y éstas fueron tapadas
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bajo la misma agua del reservorio para evitar la presencia de burbujas dentro de las
mismas.

Por cada nivel de oxigeno, 3 camaras sin animales fueron usadas como
controles. Los consumos de oxigeno fueron expresados como pmol Oy*h™*gr peso
seco™.

2.4 Muestreo y Analisis de Hemolinfa

Cerca de 500-ul de hemolinfa fueron extraidas desde la membrana artrodial de la
base del 4° par de periopodos a través de una jeringa de tuberculina desechable (1-ml)
y puestas en microtubos Eppendorf® (1,5-ml) mantenidos en un bafio con hielo e
inmediatamente congelados en un ultrafreezer (Thermo Scientific™, Forma Series 700)
a -80°C hasta el andlisis de las muestras.

Para la determinacién de la concentracion de oxihemocianina [Hc] (Danford et
al., 2002), 30-pl de hemolinfa fueron diluidas en 970-ul de agua ultra pura (Barnstead™,
Easypure®ll) en cubetas de 10-mm (1-ml) y la absorbancia fue medida a 335-nm
utilizando un lector de placas (Thermo™ Multiscan Spectrum ®). Para el calculo de la
[Hc], se utilizé un coeficiente de extincion EI"M =17,26 calculado de E1%, = 2,83
(Nickerson & Van Holde, 1971), en la base de una subunidad funcional de hemocianina
de 74 kDa (Antonini & Brunori, 1974).

Para las proteinas totales en la hemolinfa se diluyeron 10-pl de hemolinfa en
690-ul de agua ultra pura (Barnstead™, Easypure® ). Finalmente, las proteinas
fueron cuantificadas por el método de Lowry et al., (1951) (Bio-Rad DC Protein Assay

Kit), modificado para microplacas de titracion.
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La actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) fue medida en muestras de
hemolinfa cruda usando un kit comercial (Valtek S.A.) basado en el incremento
proporcional de la absorbancia a 340-nm a medida que se produce NADH. El reactivo
(buffer sustrato) fue resuspendido con agua ultra pura, y preincubado a 20°C en un
Thermomixer® (Eppendorf). Las muestras de hemolinfa fueron diluidas en agua ultra
pura en una proporcion de 1:1. El cambio en la absorbancia fue medido a 340-nm
durante 15 min. La actividad especifica de la enzima fue expresada como unidades
internacionales por miligramo de proteina, considerando un coeficiente de extincion de
6,22 M*cm™ para el NADH.

2.5 Andlisis de datos

Todos los datos son presentados como promedio y desviacion estandar. La
normalidad y homogeneidad de varianzas fueron testeadas con las pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente. Para evaluar el efecto de la PO, y de
la hipoxia aguda y reoxigenacion sobre el consumo de oxigeno, [Hc], proteinas en la
hemolinfa y LDH se usé un ANOVA de una via (Zar, 2010). El test a posteriori de
comparaciones multiples de Tukey se realizdé para determinar diferencias entre cada
uno de los tratamientos. Diferencias estadisticas entre los tratamientos fueron

consideradas con un valor de significancia de P <0,05.
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3. RESULTADOS

La supervivencia fue de un 100% en los camarones expuestos a distintas PO,
en hipoxia aguda y reoxigenacion.
3.1 Respuesta fisiolégica de N. uncinata a distintasP O,
3.1.1 Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno de los camarones fue independiente de la presion parcial
de oxigeno a 9, 14 y 25 kPa, con un promedio en esta tasa de 5,14 + 0,16 pmol Oz*h’
gr * (P>0,05; Fig.4). A PO, menores que 9 kPa, los consumos de oxigeno
disminuyeron significativamente, con valores promedios de 3,56 + 0,26 pmol O,*h™**gr *
y 2,63 + 0,3 pmol O,*h™*gr *, para 5 kPa y 2 kPa, respectivamente (P<0,05; Fig.4).

Considerando estos resultados, se propone como P:O,, una presion parcial de oxigeno

entre 5y 9 kPa.
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Figura 4. N. uncinata. Consumo de oxigeno de camarones expuestos a diferentes niveles de oxigeno.
Los valores son presentados como promedios (pmol Oz*h'l*gr peso seco'l) * desviacion estandar de 6
individuos por tratamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (Test
de Tukey; P<0,05).
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3.1.2 Concentracion de oxihemocianina [Hc]

No se observaron diferencias estadisticas en los valores de la oxihemocianina en
camarones expuestos a 5, 9, 14 y 25 kPa, registrandose un promedio en este rango de
1,03 + 0,07 mmolM™* (P>0,05; Fig.5). A 2 kPa, la oxihemocianina aumenté
significativamente en un 57%, con un valor de 1,81 + 032 mmol*™* con respecto a 5, 9,

14 y 25 kPa (P<0,05; Fig. 5).
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Figura 5. N. uncinata. Concentracién de oxihemocianina de camarones expuestos a diferentes niveles de
oxigeno. Los valores son presentados como promedios + desviacién estandar de 6 individuos por
tratamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (Test de Tukey;
P<0,05).
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3.1.3. Proteinas en hemolinfa

En camarones expuestos a 9, 14 y 25 kPa se observo un valor promedio en la
concentracién de proteinas de 54 + 1,95 mg*ml™® (P>0,05; Fig.6). Aunque no hubo
diferencias significativas, un incremento en la concentracion de proteinas en la
hemolinfa fue observado 5 kPa, con un valor de 68,57 + 16,83 mg*ml™, es decir, un
36% mas alto que la observada a 14 kPa. El valor mas alto en la concentracion de
proteinas fue obtenido en camarones expuestos a 2 kPa, con un promedio de 82,8 +
11,97 mg*ml™?, significativamente distinta a la concentracién presentada a 9, 14 y 25

kPa (P<0,05), pero no se diferencia con la estimada a 5 kPa (P>0,05; Fig. 6).
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Figura 6. N. uncinata. Proteinas en la hemolinfa de camarones expuestos a diferentes niveles de
oxigeno. Los valores son presentados como promedios + desviacion estandar de 6 individuos por
tratamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (Test de Tukey;
P<0,05).
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3.2 Respuesta fisiolégica de  N. uncinata a la hipoxia aguda y reoxigenacion.
3.2.1 Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno en los camarones mantenidos en hipoxia disminuy6 en
promedio un 54,5 % (P<0,001) comparados con el grupo control (normoxia), con tasas
de 2,89 + 0,07 umol O,*h™*gr * y 5,29 + 0,65 pmol O*h™**gr *, para los tratamientos de
hipoxia, 6-hr y 12-hr,) y normoxia respectivamente (Fig. 7). Con respecto al control, a
las 6 horas de recuperacion se observdé un aumento significativo del consumo de
oxigeno en camarones previamente expuestos a 6-hr y 12-hr de hipoxia, con valores de

6,57 + 0,7 umol Oz*h™**gr * y de 7,87 + 0,81 umol Oz*h™*gr *, respectivamente (Fig. 7).
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Figura 7. N. uncinata. Consumo de oxigeno de camarones expuestos a condiciones de normoxia (C:
control), 6-hr de hipoxia (H6), 6-hr de hipoxia + 6-hr de recuperacién (H6+R6), 6-hr hipoxia + 12-hr de
recuperacion (H6+R12), 12-hr de hipoxia (H12), 12-hr de hipoxia+6-hr de recuperacién (R12+R6) y 12-hr
hipoxia+12-hr de recuperaciéon (H12+R12). Los valores son presentados como promedios (umol O,*h™*gr
peso seco™) + desviacién estandar de 8 individuos por tratamiento. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre los tratamientos (Test de Tukey; P<0,05).
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No hubo diferencias significativas con respecto al control en el consumo de
oxigeno luego de 12-hr de recuperacion, tanto para animales previamente mantenidos
a 6-hr y 12-hr de hipoxia (Fig. 7).

3.2.2 Concentracion de oxihemocianina [Hc]

Con respecto al control, la concentracion de oxihemocianina de los camarones
aumento significativamente durante la exposicion a la hipoxia en un 38% (P<0,001), con
concentraciones promedios de 0,98 + 0,14 mmol*I™*y 1,58 + 0,09 mmol*I™*, para el
grupo control e hipoxia, respectivamente. Aunque no se presentaron diferencias
significativas entre la concentracion de oxihemocianina de los camarones expuestos a
6-hr y 12-hr de hipoxia, el valor més alto en esta variable fue observada a 12-hr, con
una concentracién de 1,65 + 0,27 mmol*I™*. Sin embargo, en los distintos grupos de
reoxigenacion, no se observdé un efecto significativo en la concentracion de

oxihemocianina (P>0,05; Fig. 8).
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Figura 8. N. uncinata. Concentracién de oxihemocianina de camarones expuestos a condiciones de
normoxia (C: control), 6-hr de hipoxia (H6), 6-hr de hipoxia+6-hr de recuperacion (H6+R6), 6-hr
hipoxia+12-hr de recuperacion (H6+R12), 12-hr de hipoxia (H12), 12-hr de hipoxia + 6-hr de recuperacion
(R12+R6) y 12-hr hipoxia + 12-hr de recuperacion (H12+R12). Los valores son presentados como

promedios + desviacion estdndar de 8 individuos por tratamiento. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre los tratamientos (Test de Tukey; P<0,05).
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3.2.3 Proteinas en Hemolinfa

En hipoxia, las proteinas en la hemolinfa aumentaron significativamente en un 41
% (P<0,001) con respecto a los camarones mantenidos en el grupo control (Fig. 9), con
valores promedios de 68,97 + 11,1 mg*ml™ y 28,32 + 8,05 mg*ml™, para hipoxia y el
grupo control, respectivamente. Sin embargo, para camarones mantenidos en H6+R®6,
hubo una disminucién significativa (P<0,001) de las proteinas en la hemolinfa, con
valores 46,7% mas altos que el grupo control. Aunque una disminucion de un 27,2%
ocurrié a las 12-hr de reoxigenacion en camarones previamente expuestos a 12-hr de
hipoxia, éste valor fue significativamente mas alto que el grupo control en un 45,8%

(P<0,05; Fig. 9).
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Figura 9. N. uncinata. Proteinas en la hemolinfa de camarones expuestos a condiciones de normoxia (C:
control), 6-hr de hipoxia (H6), 6-hr de hipoxia + 6-hr de recuperacién (H6+R6), 6-hr hipoxia + 12-hr de
recuperacion (H6+R12), 12-hr de hipoxia (H12), 12-hr de hipoxia + 6-hr de recuperaciéon (R12+R6) y 12-
hr hipoxia + 12-hr de recuperacion (H12+R12). Los valores son presentados como promedios *
desviacién estandar de 5 individuos por tratamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre los tratamientos (Test de Tukey; P<0,05).
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3.2.4 Lactato Deshidrogenasa en hemolinfa (LDH)

La actividad especifica de la lactato deshidrogenasa disminuydé en un 56%
(P<0,05) en todos los tratamientos con respecto al grupo control (Fig. 10). En promedio,
la actividad especifica de la LDH fue de 0,1 + 0,017 Ul*mg proteina™ y 0,24 + 0,089

Ul*mg proteina™®, para los grupos de hipoxia/reoxigenacion y el control respectivamente

(Fig. 10).
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Figura 10. N. uncinata. Actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) de camarones expuestos a
condiciones de normoxia (C:control), 6-hr de hipoxia (H6), 6-hr de hipoxia + 6-hr de recuperacion
(H6+R®6), 6-hr hipoxia + 12-hr de recuperacion (H6+R12), 12-hr de hipoxia (H12), 12-hr de hipoxia + 6-hr
de recuperacién (R12+R6) y 12-hr hipoxia +12-hr de recuperacion (H12+R12). Los valores son
presentados como promedios * desviacién estandar de 5 individuos por tratamiento. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos (Test de Tukey; P<0,05).
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4. DISCUSION

4.1 Respuesta fisiolégica de  N. uncinata a distintas PO

Los crustaceos decapodos varian en gran medida en su habilidad para mantener
la independencia metabdlica durante la hipoxia. En el camarédn fantasma N. uncinata se
encontré una presion critica de oxigeno (PcO;) para el consumo de oxigeno entre 4-9
kPa (Fig. 4), indicando que esta especie es mas sensible a la hipoxia ambiental que
otros miembros del Infraorden, pero muestra valores similares a los reportados para
otros crustaceos decapodos (Tabla 1). Diferencias en los valores de PcO, ha sido
explicada por una variedad de factores tanto biodticos (tamafio del animal, nivel de
actividad, ciclo de la muda, oxihemocianina) como abidticos (temperatura, salinidad,
estrés de laboratorio), que afectan la capacidad de los organismos marinos para
responder a la hipoxia ambiental (Herreid, 1980). Para animales que viven en
ambientes inestables pero predecibles en la disponibilidad de oxigeno, Childress &
Seibel (1998) hipotetizaron respuestas anaerédbicas o de supresion metabodlica para
animales que habitan en zonas intermareales. Sin embargo, para el caso de N.
uncinata, un camardn intermareal de habitos excavadores, ocurren bajas tasas
metabolicas en la zona de independencia metabdlica (9-25 kPa: 1,3 + 0,04 pmol Oz*h’
Lxgr 1, a 10.5°C), las cuales, son 4-veces mas bajas que las reportadas para Upogebia
puggetensis (2,6-21 kPa, 2,66 + 0,96 umol O,*h™**gr? a 10°C) por Thompson &
Pritchard (1969). Estos bajos consumos de oxigeno podrian ser funcionalmente
adaptativos para N. uncinata y podrian permitir a estos animales sobrevivir a bajas PO,.
Aunque esta hipotesis ha sido postulada tempranamente para Neotrypaea californiensis

(Thompson & Pritchard, 1969), aun no es posible, aseverar que las bajas tasas
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metabdlicas encontradas en los talasinidos son una adaptacion a un estilo de vida
criptico e hipoxico, ya que en otras especies de invertebrados excavadores se
observan tasas de consumo de oxigeno similares (ver revision, Grieshaber et al., 1994).
Aunque datos referentes a los niveles de oxigeno in situ en el agua de las madrigueras
de N. uncinata no se encuentran disponibles, para Upogebia stellata, que habita en el
Reino Unido, se reportan valores entre 6,5-7,8 kPa, a 12°C (Astall et al., 1997), los
cuales estan dentro del rango de PcO, observada en N. uncinata (5-9 kPa), lo que
podria indicar que animales que normalmente experimentan hipoxia son capaces de
soportar el metabolismo aerdbico hasta niveles de oxigeno criticos presentes en su

ambiente (Prosser, 1954; Hochachka & Lutz, 2001; Hochachka & Somero, 2002).
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Tabla 1. N. uncinata. Valores de la presion critica de oxigeno (PcO,) para el consumo de oxigeno dentro
de diversas especies de crustdceos decipodos.

Especie PcO, (kPa) Referencia

Upogebia pugettensis 59-6.5 Thompson & Pritchard (1969)
Neotrypaea californiensis 1.3-33 Torres et al., (1977)
Lepidophthalmus 1.3-3.3 Felder (1979)

louisianensis

Calocaris macandreae 1.3-2.6  Anderson et al., (1991)
Trypaea australiensis 4.8 Paterson & Thorne (1995)
Neotrypaea uncinata 4-9 Este estudio

Homarus americanus 7.8-10.4 McMahon & Wilkens (1975)
Carcinus maenas 7.8-10.4 Hilletal., 1991; Taylor, (1976)
Galathea strigosa 6.5 Bridges & Brand (1980)
Cancer pagurus 7.9-10.4 Bradford & Taylor (1982)
Macrobrachium rosembergii 8.5 Spotts (1983)

Nephrops norvegicus 5.2 Hagerman & Uglow (1985)
Palaemon elegans 2 Morris & Taylor (1985)
Parastacoides tasmanicus 5.2 Swain et al., (1987)

Munida rugosa 6.5 Zainal et al., (1992)

Munida sarsi 7.3 Zainal et al., (1992)

Cherax destructor 1.3-5.3 Morris & Callaghan (1998)
Procambarus pallidus 3.7 Gannon et al., (1999)
Lithodes santolla 4-9 Paschke et al., (2010)

Una de las principales estrategias para sobrevivir en un ambiente cambiante,

esta dado por la regulacion fisiologica ante fluctuaciones ambientales de tipo Oxicas,

ionicas y/o termales (Gorr et al., 2010). En crustaceos, una de las respuestas mas

comunes a cambios en los niveles de oxigeno ambiental es el incremento tanto en la

sintesis como en afinidad de la Hc por el oxigeno durante la hipoxia (Hagerman &
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Uglow, 1985; Hagerman, 1983; 1986; Hagerman & Baden, 1988; Baden et al., 1990;
DeFur et al.,, 1990; Hagerman et al., 1990; Terwilliger, 1998; Bridges, 2001; Spicer &
Baden, 2000; 2001). En este estudio, N. uncinata mostré un aumento significativo en la
[Hc] a 2 kPa, siendo 57% mas alto que los valores registrados en el intervalo de 4-25
kPa, lo que demuestra que esta proteina puede jugar un rol importante como primera
linea de defensa en situaciones de hipoxia que pudieran ocurrir por ejemplo, durante la
baja marea. Del mismo modo en que aumenta la [Hc], se observa un incremento en las
proteinas totales hemolinfaticas de N. uncinata a este mismo nivel de oxigeno.

4.2 Respuesta fisiolégica de N. uncinata a la hipoxia aguda y reoxigenacion.

Los periodos de recuperacion post-hipoxia aguda son de gran importancia
funcional dado que durante este tiempo las reservas de energias son restablecidas y los
productos finales de la anaerobiosis son removidos o reoxidados por el organismo
(Maciel et al., 2008). Estudiar estos efectos en invertebrados marinos como N. uncinata
podrian dilucidar la capacidad de este crustaceo para recuperarse dentro de periodos
de tiempo que tienen directa relacion con la duracion del ciclo mareal. Durante la
reoxigenacion, numerosos procesos (por ejemplo, oxidacién de productos anaerébicos,
remocion de productos toxicos, regulacion osmotica e idnica, sintesis de proteinas,
regeneracion de fosfagenos y reservas de ATP y restablecimiento del oxigeno disuelto
fisicamente), ocurren para el mantenimiento de la homeostasis y el oxigeno consumido
durante este periodo es referido en la literatura como deuda de oxigeno (Herreid, 1980;
Ellington, 1983). Para crustaceos, existe extensa literatura que ha mostrado una directa

relacion entre la duracion de la hipoxia con la magnitud de la deuda de oxigeno y la
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formacion de productos finales del metabolismo anaerdbico (Grieshaber et al., 1994;
Zou et al., 1996; Vissman & Hagerman, 1996).

Este estudio muestra que para camarones previamente expuestos por 6-hr y 12-
hr en hipoxia, la recuperacién es lograda para ambos grupos antes de las 12-hr de
reoxigenacion, no asi, en las primeras 6-hr de reoxigenacion, donde una deuda de
oxigeno se mantiene. Dentro de los talasinidos, no existen reportes que hayan evaluado
el efecto de la hipoxia aguda y la reoxigenacion en la fisiologia de estos camarones. Sin
embargo, para otro decapodo, Alberts & Ellington (1985) encontraron un
restablecimiento de las condiciones basales del cangrejo Mennipe mercenaria antes de
las 18-hrs de reoxigenacion, previa exposicion en hipoxia por 12-hr, similar a lo
encontrado en este estudio para N. uncinata. Al igual que el experimento de exposicion
a distintas PO,, tanto la [Hc] como las proteinas totales en la hemolinfa mostraron un
aumento durante la exposicién en hipoxia (6-hr y 12-hr). Sin embargo, para el caso de
la [Hc], los valores observados en todos los tratamientos de reoxigenacion son similares
a los del grupo control, contrariamente a lo que ocurre con las proteinas totales. Estas
ultimas, a pesar de que tienden a disminuir en la reoxigenacién, en ningun caso igualan
las concentraciones observadas en el grupo control. En un reciente estudio, Astete-
Espinoza et al., (2010) evaluaron el efecto del tiempo en hipoxia sobre diversas
variables fisiologicas en la hemolinfa de N. uncinata. Para la [Hc], al igual que en este
estudio, un incremento fue observado durante la exposicion en hipoxia, pero con
valores mas altos (3,72 + 0,18 mmol*I™) a los registrados en el presente trabajo para la
misma especie (1,58 + 0,09 mmol*™"). Para las proteinas totales no encontraron un

efecto de la exposicién a la hipoxia, pero el valor promedio de 75,18 + 2,20 mg*ml™es
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comparable a los obtenidos en este estudio durante la exposicion a la hipoxia (68,97
11,1 mg*ml™). La hemocianina es altamente variable entre y dentro de especies de
crustaceos (Giomi & Beltramini, 2007) y por lo tanto, como principal proteina
hemolinfatica (60-90%; Rosas et al., 2004), variaciones en su concentracion deberian
verse reflejadas en las proteinas totales circulantes. No obstante, esta relacion univoca,
no es observable en N. uncinata durante la reoxigenacion, lo que puede deberse a la
heterogeneidad molecular propia de las subunidades de hemocianina descrita para
varias especies de crustaceos, las cuales varian enormemente en su peso molecular
(71,6 - 93,7 kDa para talasinidos; Taylor et al., 2000). Aunque en este estudio, no se
cuantificd la concentracion de lactato en la hemolinfa, si se determind la actividad
especifica de la LDH, la cual, es un indicador de la capacidad de realizar metabolismo
anaerébico. Esta enzima, que cataliza la formacién de lactato a partir de piruvato o
viceversa (Nelson & Cox, 2004), no se vio afectada ni por la hipoxia ni por la
reoxigenacion, pero si una disminucion en su actividad fue observada en estos
tratamientos con respecto al control, con valores similares a los reportados por Astete-
Espinoza et al., (2010) de 0,47 + 0,06 Ul*mg proteinas™ y 0,24 + 0,089 Ul*mg proteina’
! (este estudio). Las altas concentraciones de proteinas durante la hipoxia hicieron
finalmente que la actividad especifica de la LDH no presentara diferencias estadisticas

con respeto a los otros grupos.
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5. CONCLUSION

En el presente estudio se describen por primera vez las respuestas
fisiolégicas de N. uncinata a distintos niveles de oxigeno ambiental, asi como
durante la reoxigenacion. Este camaron, muestra una variedad de cambios en casi
todas las variables fisiologicas evaluadas, fluctuando desde una regulacion de su
consumo de oxigeno a distintos PO,, aumentos en las concentraciones
oxihemocianina y de proteinas, y una recuperacion de la hipoxia aguda (2 kPa)
antes de que se complete el ciclo mareal. Para el consumo de oxigeno, una P:O,
entre 4-9 kPa es sugerida.

Los resultados indican que esta especie de camardon excavador muestra
rapidas respuestas para contrarrestar el déficit de oxigeno, mostrando una rapida
recuperacion de la hipoxia aguda, que en su conjunto podrian permitir a estos

decapodos contrarrestar la deficiencia de oxigeno producida durante la marea baja.
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