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Glosario

Actividad enzimatica: Velocidad de reaccidon enzimatica medida con base a la

transformacién de una cantidad conocida de sustrato por unidad de tiempo.

Antioxidantes: Cualquier sustancia presente en baja concentracién en comparacién
de un sustrato oxidable que retrasa o previene significativamente la oxidacion del

sustrato (Halliwell y Gutteridge, 2002).

Capa minima de oxigeno: Capa de agua subsuperficial donde la concentracion de
oxigeno disuelto es < 1.5 mg O, L™ o donde el porcentaje de saturacion de oxigeno
es < 20%.

Especies reactivas de oxigeno (ERO): Término usado para designar los radicales
libres del oxigeno (O, y OH’), asi como otros derivados no-radicales, como el
peréxido de hidrogeno (H20;) (Halliwell y Gutteridge, 2002).

Estrés oxidativo: Situacion de pronunciado desequilibrio entre la produccion de
ERO y las defensas antioxidantes que provoca danos oxidativos (Halliwell y
Gutteridge, 2002).

Hipoxia: Reduccion significativa de la concentracidn de oxigeno disuelto en el agua.
La hipoxia puede ocurrir a diferentes concentraciones de oxigeno dependiendo de la

tolerancia de las especies (Stramma et al., 2008).

Migracion vertical diaria: Movimiento vertical de especies de zooplancton
dulceacuicola y marinos realizada a escala circadiana a lo largo de la columna de
agua en respuesta a la intensidad luminosa. En el patrén clasico de migracion
vertical diaria, el zooplancton se distribuye en estratos profundos durante el dia. A
partir del atardecer, el zooplancton sube a las aguas superficiales donde se
alimentan de fitoplancton durante la noche. Al alba, los organismos bajan de nuevo

en profundidad.
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Peroxidacion de los lipidos: Incorporacion de oxigeno a los lipidos insaturados
que resulta en la degradacion de éstos. La peroxidacion de los lipidos empieza
cuando una ERO tiene suficiente reactividad para atraer un atomo de hidroégeno de
un grupo metileno (-CHy-). De hecho, un doble enlace adyacente al grupo metileno
debilita la energia del enlace del hidrogeno alelico. Esta reaccion deja un electrén
desapareado sobre el carbono (-CH-). Bajo condiciones aérobicas, este radical se
combinara con O, para formar el radical peréxido del lipido. El radical peréxido del
lipido es, a su vez, capaz de atraer un ion H que pertenece a otra molécula de
lipidos. Asi ocurre la propagacién de la peroxidacion. El producto final de la reaccion

se llama perdéxido de lipido (Halliwell y Gutteridge, 2002).

R H,O0
Radical libre del
lipido
/ + OH*" /
H INICIACION \

Lipido insaturado PROPAGACION

R
§OOH
Peréxido de lipido

Radical libre: Cualquier molécula que puede tener una existencia independiente y

Radical
peroxido de
lipido

que tiene uno o mas electrones no pareados. (Halliwell y Gutteridge, 2002)
Reoxigenacion: Regreso a las condiciones normales de concentracion y/o

porcentaje de saturacién de oxigeno después de la exposicion a condiciones de

hipoxia.
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Resumen

La migracion vertical diaria del zooplancton (MVD) es la transferencia de biomasa de
mayor magnitud en los ecosistemas marinos y dulceacuicolas del mundo. Se han
propuesto varias hipétesis para explicar este ubicuo comportamiento, pero las
diferencias intraespecificas e interespecificas de la MVD de especies que se
distribuyen en la misma region y el efecto causal desde una perspectiva ecoldgica y
evolutiva son aun pobremente comprendidos. Este trabajo propone que la
produccion de radicales libres, la actividad de enzimas antioxidantes y las tasas de
respiracion interespecificas contribuyen a explicar el comportamiento interespecifico
de MVD de tres especies subtropicales de eufausidos en el Golfo de California (GC),
donde la capa minima del oxigeno (CMO, <1.5 mg O, L") puede ser tan somera
como 80 m en verano y 100 en invierno. El objetivo de este estudio fue estimar los
indicadores de estrés oxidativo interespecificos y intraespecificos in situ asociados
las tasas de respiracion de tres especies de eufausidos (Nyctiphanes simplex: MVD
corta; Nematoscelis difficilis;: MVD moderada; Euphausia eximia: MVD larga) durante
el proceso de MVD en la temporada fria (Ene 2007) e inicio y final de la temporada
calida (Jul y Oct 2007). Los indicadores de estrés oxidativo fueron analizados a partir
de eufausidos vivos colectados en profundidades discretas con redes de apertura y
cierre manual. Las tasas de respiracion fueron estimadas en N. simplex y N. difficilis
a bordo del B/O ElI Puma a distintas concentraciones de oxigeno disuelto en enero.
En julio, cuando la termoclina y la CMO son mas someras, la actividad enzimatica de
N. simplex fue 30 veces mas elevada que en enero, siendo insuficiente para impedir
el dafo oxidativo a lipidos, cuya magnitud fue 100 veces mayor en la temporada
célida que en la temporada fria. Los experimentos de tasa de respiracion sugieren
que concentraciones de oxigeno disuelto <3.5 mg O, L durante >15 minutos son
letales para N. simplex y que N. difficilis tiene significativamente tasas de respiracion
que N. simplex mas altas explicando parcialmente como esta especie puede
exponerse diariamente a condiciones hipoxicas. No se observaron diferencias
estacionales importantes en la actividad enzimatica de N. difficilis y E. eximia.
Verticalmente, se observd mayor actividad antioxidante en los organismos N.
simplex y N. difficilis colectados en las capas mas profundas durante la temporada
fria. Es posible que esto se deba a los cambios en la concentracién de oxigeno que
experimentan cuando migran de condiciones hipoxicas y profundas durante el dia
hasta la superficie para alimentarse durante la noche. E. eximia no tiene ningun
cambio en las capas profundas, por ello parece tolerar la hipoxia. Sin embargo, la
actividad de las enzimas antioxidantes y el dafo oxidativo a lipidos incrementan en
superficie. Analisis multivariados confirmaron diferencias interespecificas en los
indicadores de estrés oxidativo entre las temporadas y las profundidades de
muestreo. Las condiciones de hipoxia y anoxia son aparentemente condiciones
relevantes que influencian de manera distinta la fisiologia de las especies de
zooplancton que aparentemente han evolucionado con capacidades distintas que les
permiten o no introducirse en la CMO en el GC. Estas respuestas fisiolégicas de
cada especie estan estrechamente asociadas con su MVD, abundancia, distribucion
y potencialmente sus patrones zoogeograficos.
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Abstract

Daily vertical migration (DVM) of zooplankton is the largest biomass migration of the
marine and fresh water ecosystems in the world. Several hypotheses have been
proposed to explain this ubiquitous behavior, but the intraspecific and interspecific
differences of the DVM of species that distribute at the same region and the causal
effect from an ecological and evolutionary perspective are still poorly understood.
This study proposes that the production of free radicals, the antioxidant enzyme
activity and the respiration rates explain the behavior of DVM of three subtropical
euphausiids (krill) species of the Gulf of California (GC), where the minimum layer of
oxygen (CMO, <1.5 mg O, L), can be relatively shallow (80 m) in summer and
deeper 100 m in winter. The goal of this study was to estimate the interspecific and
intraspecific antioxidant defenses in situ associated with the respiration rates of three
krill species (Nyctiphanes simplex: short DVM; Nematoscelis difficilis: moderate
DVM; Euphausia eximia: long DVM) during the DVM in cold season (Ene 2007) and
early and onset of the warm season (Jul and Oct 2007). Life krill were collected at
specific depths with manual operated opening-closing nets. Respiration rates were
estimated for N. simplex and N. difficilis on board of the R/V ElI Puma at different
oxygen dissolved concentrations (January). Enzymatic activity of N. simplex
increased up to 30 times from the cold to the warm season. This activity seems to be
stressful to its homeostasis because the lipids peroxidation was estimated about 100
times greater during the warm season. The respiration rate experiments suggest that
dissolved oxygen concentrations <3.5 mg O, L™ during >15 minutes are lethal for N.
simplex and that N. difficilis had significantly higher respiration rates than N. simplex
partially explaining why this specie can be exposed every day to hypoxic conditions.
No important seasonal differences were observed in the enzymatic activity of N.
difficilis and E. eximia. Vertically, a greater antioxidant activity was observed in N.
simplex and N. difficilis organisms collected in deeper layers as a response to the
oxygen gradient concentration that experiment when they migrate from deeper
hypoxic conditions during daytime toward the surface to feed during the night.
Multivaried analysis confirmed interspecific differences of the oxidative stress
indicators among the three euphausiid species between seasons and the sampling
depths. The hypoxic and anoxic conditions seems to be relevant environmental
features that influence in distinct way the physiology of species from zooplankton,
that apparently have been evolved with distinct capacities and that allow to be able to
enter or not into the minimum oxygen layer (MOL) in the GC. These physiological
responses of each euphausiid species were strongly associated with their DVM,
abundance, distribution and potentially their zoogeographic distribution patterns.
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1. Introduccion

Los eufausidos (Euphausiacea) son crustaceos marinos aerobios, holoplanctonicos
0 micronectonicos que habitan en todos los mares del mundo. La mayoria de las 86
especies conocidas realizan extensas migraciones verticales diarias (MVD) que
oscilan entre 100 y 600 m (Brinton et al. 2000). Sin embargo, existen algunas
especies y ciertos estadios de vida (larvas y juveniles) que tienen MVD
comparativamente reducidas y que se mantienen en un estrato determinado durante
todo el ciclo circadiano (Brinton 1962, 1967, 1979; De Robertis, 2002). Durante el
dia, los eufausidos estan usualmente en aguas profundas, reduciendo la mortalidad
ocasionada por depredadores visuales que habitan aguas superficiales (Zaret y
Sufferen, 1976), evitando los rayos ultra-violeta (UV) del sol (Hunstman, 1924;
Williamson et al., 1996) y posiblemente como una adaptacion para reducir la tasa
metabdlica neta por el efecto de las temperaturas mas bajas (McLaren, 1974;
Enright, 1977). En la noche, los eufausidos migran hacia las capas superficiales mas
productivas para alimentarse de fitoplancton y zooplancton (Brinton, 1979; Spicer et
al., 1999). Asi, diariamente migran a través de pronunciados gradientes verticales de
concentracion de oxigeno (O;) disuelto, temperatura y otras variables ambientales, lo
que sugiere que los eufausidos experimenten respuestas fisiologicas rapidas y
dinamicas a lo largo de su MVD (Mauchline y Fisher, 1969; Simmard et al., 1986;
Onsrud y Kaardvedt, 1998; Spicer et al., 1999). Este estudio pretende contribuir en la
comprensiéon de las capacidades de MVD de los eufausidos con mediciones de
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), de su eliminacion y/o de los

dafos causados por éstos.

1.1 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Las ERO se forman principalmente dentro de las mitocondrias durante la reduccion
del O, como parte de la cadena de transporte de electrones (Acworth y Bailey,
1995; Halliwell y Gutteridge, 2002). En todas las células de un organismo aerébico,
aproximadamente del 1 al 5% del O, consumido puede generar ERO (Boveris y

Cadenas, 1982). Las ERO son moléculas que derivan del Oz, como los radicales
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libres superéxido (O,7) e hidroxilo (OH) y otros derivados como el peroxido de
hidrogeno (H202) (Halliwell y Gutteridge, 2002). En la superficie del mar (primeros
metros de profundidad), existe una produccion fotoquimica de las ERO por la
materia organica disuelta (principalmente O, y H,O,) debido a la absorcién de los
rayos UV (Van Baalen y Marler, 1966; Zika et al., 1985; Petasne y Zika, 1987,
Mopper y Kieber, 2000). Los radicales libres son altamente reactivos debido al
electron desapareado ubicado en el ultimo orbital que puede afectar a las
macromoléculas de las células con funcion fisioldgica y/o estructural (Acworth y
Bailey, 1995; Halliwell y Gutteridge, 2002). En comparacién con los radicales O,y
OH’, el H,O, tiene un tiempo de vida mas largo en el agua de mar y puede pasar
rapidamente a través de las membranas bioldgicas de los organismos (Asada y
Takahashi, 1987; Cadenas, 1989; Fridovich, 1998; Halliwell y Gutteridge, 2002).

La produccion de ERO esta balanceada dinamicamente por un sistema de
defensa antioxidante. Los organismos marinos que emiten luz (bioluminiscencia)
pueden, ademas de comunicar, eliminar ERO por esta via (Rees et al., 1998). Un
substrato, la luciferina o un complejo formado por la luciferina y sus cofactores, es
oxidado por el O, o uno de sus derivados (H.O2, O,7) (Rees et al.,, 1998). La
reaccion, catalizada o no por la luciferasa, produce un intermedio excitado que emite
luz (Rees et al., 1998). El sistema de defensa antioxidante incluye igualmente
diferentes compuestos como el glutatién, vitaminas (C y E), proteinas que protegen
las biomoléculas (i.e. proteinas de choque térmico), proteinas que minimizan la
presencia de pro-oxidantes (transferrinas, haptoglobinas) y enzimas que metabolizan
las ERO (Halliwell y Gutteridge, 2002). La figura 1 presenta las principales enzimas

antioxidantes conocidas que componen el sistema de defensa antioxidante.

1.2 Enzimas antioxidantes

La enzima superédxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) es un catalizador eficiente
para cambiar el O,", altamente reactivo con macrobiomoléculas, a H,O, que es
comparativamente menos reactivo (Fig. 1) (Asada y Takahashi, 1987; Halliwell y
Gutteridge, 2002). La SOD tiene varias isozimas dependiendo del metal presente en

su sitio activo. La Cu, Zn-SOD se encuentra principalmente en el citosol de las
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células eucariotas, pero puede también detectarse en los peroxisomas y en el
exterior de la célula (Halliwell y Gutteridge, 2002). La Mn-SOD se encuentra
normalmente en las mitocondrias (Asada y Takahashi, 1987; Halliwell y Gutteridge,
2002).

La enzima catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) se encarga principalmente de
neutralizar el H,O2 en H,O y O, (Fig. 1). Esta enzima tiene una afinidad muy elevada
con su sustrato debido a que el valor de la constante de Michaelis es muy alta, de
0.4 M a 1.1 M con alta [H20;] y de 10 a 25 mM con [H20,]<0.05 M que representa
condiciones fisiolégicas comunes en organismos aerobios (Ogura, 1955; Asada y
Takahashi, 1987; Nicholls et al., 2001; Halliwell y Gutteridge, 2002). Sin embargo, la
CAT es notablemente sensible a la luz y a cambios osmatico y térmico, lo que puede
reducir considerablemente su actividad antioxidante (Asada y Takahashi, 1987;
Hertwig et al., 1992; Halliwell y Gutteridge, 2002).

La enzima glutation peroxidasa (GPx) (EC 1.11.1.9), esta asociada con la
CAT y al igual que ésta, cataliza la reduccién del H,O, en H,O, pero con una fuente
externa de electron: dos moléculas de glutation (GSH) (Fig. 1) (Halliwell y
Gutteridge, 2002). Hasta la fecha se han identificado dos isozimas de GPx en los
tejidos animales, una reduce el H,O; y los hidroperoxidos organicos (GPx que
depende del selenio o Se-dependiente), mientras que la otra reduce solamente los

hidroperdxidos organicos (GPx Se-independiente) (Halliwell y Gutteridge, 2002).

La enzima glutation reductasa (GR) (EC 1.8.1.7) provee el GSH a la GPx por
medio de la oxidacién de una molécula de nicotinamida adenina dinucléotido
fosfatado (NADPH) (Fig. 1) (Halliwell y Gutteridge, 2002). La actividad de la GR
también depende de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (EC
1.1.1.49), que tiene la funcion de reciclar el NADPH (Fig. 1) (Halliwell y Gutteridge,
2002). La enzima glutation s-transferasa (GST) (EC 2.5.1.18) utiliza el GSH para
eliminar los productos toxicos secundarios del proceso de oxidacién, por lo que es

reconocida como una enzima detoxificadora (Fig. 1) (Halliwell y Gutteridge, 2002).
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Figura 1. Las defensas enzimaticas antioxidantes funcionan en un continuo sistema de
retroalimentacion para proteger las células contra elevadas concentraciones de las especies reactivas
de oxigeno (ERO). Las principales enzimas conocidas en organismos aerobios son: superéxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR), glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y glutation s-transferasa (GST). O, = radical superoxido, H,O, =
peréxido de hidrégeno, H,O = agua, O, = oxigeno, GSH = glutatién reducido, GSSG = glutation
oxidado, NADPH = nicotinamida adenina dinucléotido fosfatado reducido, NADP* = nicotinamida

adenina dinucléotido fosfatado oxidado. Figura modificada de Hermes-Lima (2004).

Todas estas enzimas trabajan de manera dinamica interactuando en
reacciones de retroalimentacién para controlar y/6 eliminar las ERO. El grado de
actividad de cada enzima depende de cual ERO es producida, su concentracion,
cdmo y donde se genera, asi como cual es el grado de dafio celular (Halliwell y
Gutteridge, 2002). Las condiciones ambientales pueden incrementar la produccion
de las ERO a niveles inusuales que reducen la eficiencia del sistema de defensa
antioxidante (Halliwell y Gutteridge, 2002). El estrés oxidativo ocurre cuando existe
un desequilibrio entre la produccién de las ERO y las defensas antioxidantes,

provocando dafo oxidativo a moléculas y células (Halliwell y Gutteridge, 2002). En
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este caso, se puede decir que el organismo no esta en homeostasis debido al
estado redox (contrapartes oxidadas vs. contrapartes reducidas) desequilibrado de

sus células (Rios de Molina, 2003).

1.3 Danos oxidativos

Sin intervenciones de compuestos antioxidantes, el radical O, y el H,O, por
las reacciones de Haber-Weiss y de Fenton, se pueden conjugar con un metal para
formar el radical OH" que representa la ERO mas reactiva y que conduce a dafios
oxidativos a los lipidos, las proteinas y el ADN (Halliwell y Gutteridge, 2002; Hermes-
Lima, 2004):

Fe(ll)

Haber-Weiss: 0, + H,0, —» 0O, + OH + OH’

Fe(ll)
Fenton: H,O, — Fe(lll) + OH + OH

Donde O, = radical superéxido, H,O, = perdxido de hidrégeno, Fe = hierro,
O, = oxigeno, OH" = ion hidroxido y OH" = radical hidroxilo. La reaccién de las ERO,
particularmente el radical OH" con los lipidos (peroxidacion de los lipidos) es el
mecanismo mas importante que ocasiona dafo celular. La magnitud de la
peroxidacion de los lipidos depende de la fluidez de la membrana celular; es decir,
del grado de saturacion de la doble capa lipidica (Halliwell y Gutteridge, 2002). Los
acidos grasos polinsaturados (PUFAs) son los principales blancos de este proceso
(Halliwell y Gutteridge, 2002).

En lo que se refiere a las proteinas, las ERO modifican el sitio especifico de
los amino acidos, fragmentan la cadena peptidica, alteran la carga eléctrica e
incrementan la sensibilidad a la degradacion (Halliwell y Gutteridge, 2002). Por
ultimo, la generacion de las ERO puede inducir lesiones en el ADN que causan
deleciones, mutaciones y otros procesos genéticos letales (Halliwell y Gutteridge,
2002).



1.4 Eufausidos del estudio

Este estudio se enfoco sobre las tres especies de eufausidos que dominan,
en términos de biomasa y abundancia, la estructura de la comunidad en el Golfo de
California (GC) donde se realizd el estudio: Nyctiphanes simplex, Nematoscelis
difficilis y Euphausia eximia (Brinton y Townsend, 1980; Brinton et al., 1986).
Nyctiphanes simplex es el eufausido numéricamente dominante a lo largo de la
costa oeste de Baja California y del GC donde usualmente aporta >90% de la
biomasa y la abundancia de los eufausidos en el ambiente neritico durante todas las
estaciones del ano (Brinton y Townsend, 1980; Gomez-Gutiérrez, 1995). Se
considera que N. simplex es un eufausido con MVD relativamente pequefia
(superficie a 150-200 m) (Brinton, 1962, 1967, 1979; Lavaniegos, 1996). Sin
embargo, recientemente se ha reconocido que N. simplex tiene un amplio espectro
de variacion en su MVD que varia geografica y temporalmente, presentando con
frecuencia agregaciones superficiales diurnas (Brinton y Townsend, 1980; Gendron,
1990, 1992; Lavaniegos, 1996). N. simplex tiende a habitar un ambiente demersal
durante el dia (Elorduy-Garay y Caraveo-Patifio, 1994; Robinson y Gomez-Gutiérrez,
1998) o no migra verticalmente, particularmente en ambientes someros como la
boca de Bahia Magdalena donde la profundidad varia de 15 a 40 m (Gomez-
Gutiérrez y Robinson, 2006).

Nematoscelis difficilis es una especie de afinidad zoogeografica templada-
tropical cuya distribucion se extiende a lo largo de la zona de transicion del Pacifico
Norte (Brinton, 1962; Brinton et al. 2000; Bucklin et al., 2002), aunque en el GC ésta
tiene caracteristicas zoogeograficas relativamente subtropicales (Brinton vy
Townsend, 1980; Gémez-Gutiérrez, 2003). N. difficilis tiene una MVD relativamente
extensa que puede variar desde la superficie hasta 400 m con maxima densidad
entre 100 y 200 m de profundidad, aunque en ocasiones ha sido observada hasta
700 m (Brinton, 1962, 1967, 1979; Bucklin et al., 2002). Sin embargo, su MVD puede
ser relativamente mas superficial en regiones donde la termoclina es somera y tiene
mayores amplitudes de MVD en regiones relativamente mas profundas donde la
temperatura superficial es <15°C (Lavaniegos, 1996; Bucklin et al., 2002). Se ha

reportado que otras especies del género Nematoscelis tienden a distribuirse entre
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100 y 400 m (Andersen y Sardou, 1992). N. difficilis tiene una MVD mas amplia que
N. simplex, pero sus distribuciones verticales posiblemente se traslapan en el GC
(Brinton, 1962, 1967; 1979; Brinton y Townsend, 1980).

Euphausia eximia es una especie restringida al océano Pacifico oriental
donde prolifera en las porciones calidas mas surefias de los sistemas de las
corriente de California y de Peru, incluyendo el GC y extendiendo su distribucién al
oeste a lo largo de la divergencia ecuatorial; esta especie tiene una amplias MVD
que se extienden desde las capas superficiales a mas de 400 m de profundidad,
aunque al igual que N. difficilis, se han colectado individuos hasta los 700 m (Brinton,
1962, 1967, 1979; Lavaniegos, 1996; Brinton et al., 2000). De acuerdo con Antezana
(2002), E. eximia es una de las especie del género Euphausia con una mayor
proporcion de superficie branquial con respecto a la superficie de su cefalotorax.
Esta particularidad morfolégica posiblemente sea una adaptacién a la exposicion
frecuente a condiciones donde la capa minima de oxigeno (CMO, <1.5 ml O, L") la
cual es tipicamente somera (de 40 a 60 m) en la parte sur del GC y a lo largo del
POT.

En este estudio, se analizd la actividad de las principales enzimas
antioxidantes (SOD, CAT, GPX, GR y GST), la produccién del O,” y el dafo
oxidativo (evaluado en base a la peroxidacién de lipidos) como aproximaciones
potenciales para entender las respuestas fisiolégicas y de homeostasis de los
eufausidos cuando migran a través de la columna de agua durante su MVD. Para
complementar y profundizar la interpretaciéon de los analisis, también se realizaron
experimentos de tasa de respiracion en N. simplex y N. difficilis para determinar el
consumo en O, de éstas a diferentes concentraciones de oxigeno. Posiblemente, N.
simplex tiene una distribucién vertical limitada debido a que no puede responder a
exposiciones prolongadas o cambios abruptos en la concentracion de O, como N.
difficilis y E. eximia que usualmente realizan extensas MVD a estratos profundos, lo
que permite asumir que estas especies han evolucionado con una adaptacion para

exposiciones mas frecuentes a la hipoxia.



2. Antecedentes

En general, los artropodos marinos tienen defensas antioxidantes que
dependen de su capacidad aérobica, de su adaptacién a condiciones cambiantes del
ambiente y de su exposicion a rayos UV (Maciel et al., 2004; Camus y Gulliksen,
2005; Gouveia et al., 2005). Se conocen dos tipos de respuesta metabdlica
generalizadas para los organismos aerobios, que tedricamente podrian presentarse
en los eufausidos durante su MVD al exponerse a la CMO durante el descenso y a
una posterior reoxigenacion durante el ascenso: (1) La generacion de ERO podria
aumentar justo antes de la exposicién a condiciones hipoxicas, posiblemente como
sefal para activar factores implicados en la biogénesis de mitocondrias (Schrek y
Baeuerle, 1991; Hochachka y Lutz, 2001; Martindale y Holbrook, 2002; Bickler y
Buck, 2007). (2) Algunos organismos pueden generar defensas antioxidantes
cuando son expuestos a condiciones hipdxicas para prepararse al estrés oxidativo
posterior que sobreviene durante la reoxigenacion (Hermes-Lima et al., 1998;
Hermes-Lima y Zenteno-Savin, 2002; Lushchak et al., 2005; Bickler y Buck, 2007).

El ambiente hipdxico puede causar una reduccion significativa de la afluencia
del O, a los tejidos de organismos aerobicos afectando asi el proceso respiratorio
que propicia la produccion de radicales libres. De acuerdo con Kamykowski y
Zentara (1990), las concentraciones tipicas en la mayoria de las areas hipdxicas de
los océanos del mundo son <1.5 mL O, L™, equivalente a ~<20% de saturacion en
oxigeno. Para el POT los niveles de hipoxia son tipicamente de <0.5 mL O, L™ o
<7.5 % de saturacion en O (Brinton, 1979; Fernandez-Alamo y Farber-Lorda, 2006).
Con series de datos de O, de los 50 ultimos afios y algunas observaciones recientes
de valores de concentracion de O del Pacifico y Atlantico tropicales, Stramma et al.
(2008) llegaron a la conclusién que las zonas de minimo O, se extendieron
verticalmente en las ultimas décadas. En la boca del GC se han registrado
concentraciones de 1 mL O, L™" a ~60 m de profundidad (Fiedler y Talley, 2006). En
el GC las capas de agua mas profundas, entre 200 y 300 m, son usualmente
hipéxicas (<1.4 mL O, L") e inclusive completamente anéxicas (<0.5 mL O, L),
particularmente en areas especificas como la cuenca de Guaymas (Alvarez-Borrego
y Lara-Lara, 1991; Shushkina y Vinogradov, 1992). Sameoto et al. (1987)
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encontraron que la distribucién vertical de los eufausidos en el POT era influenciada
por la profundidad de la CMO debido a que solamente algunas especies fueron
encontradas debajo de la CMO (E. eximia, Euphausia diomedeae, Euphausia
distinguenda, Euphausia lamelligera, Nematoscelis gracilis y Nematobrachion
flexipes) y dos especies (N. gracilis y Stylocheiron spp.) se encontraron donde la

concentracion de O, era cercana a condiciones anoxicas <0.1 mL O, L.

La tasa de respiracién de los eufausidos esta directamente vinculada a la
concentracion y porcentaje de saturacion del O,, a la temperatura, a la salinidad y a
la presion parcial ambiental. La tasa de respiracion y la estrategia de respiracion a
condiciones cambiantes en la concentracion de O, (conformadores vs. reguladores)
varian a lo largo del ciclo de vida de estos organismos. Durante la fase embrionaria
hasta justo antes de la eclosibn de los huevecillos, los eufausidos respiran
principalmente por difusion molecular siendo conformadores relativamente
eficientes, a pesar de su forma esférica que, segun la teoria de flujo, es la forma
simétrica con la menor proporcion area/volumen posible (Quetin y Ross, 1989).
Durante el proceso de la eclosion, los embriones reducen significativamente su
capacidad a respirar por difusién. Desde la fase juvenil a adulto tienden a
comportarse como reguladores (Quetin y Ross, 1989). En estadios postlarvales los
eufausidos poseen branquias externas como una adaptacion para aumentar la
proporcion area/volumen e incrementar la absorcion de O,, con ayuda de

movimientos natatorios rapidos y continuos (Brinton et al., 2000; Antezana, 2002).

Es posible que la tasa de respiracion también esté relacionada con la
produccion de ERO en respuesta a la MVD. Debido a la produccion de las ERO en
las mitocondrias durante la respiracién aerébica, al incrementar su respiracion, los
eufausidos pueden también incrementar su produccion enddégena de ERO. La tasa
de respiracion de los eufausidos ha sido estimada principalmente en especies de
regiones templadas y polares, particularmente en Euphausia pacifica y Euphausia
superba (Small y Hebard, 1967; Teal y Carey, 1967; Childress, 1975, 1977; Iguchi e
Ikeda, 1995). En general, los eufausidos de estas regiones reducen su tasa de
respiracion con la profundidad en razén de la menor temperatura que provoca una
disminucién del metabolismo (Saborowski et al., 2002). Sin embargo, Euphausia

mucronata, que se presenta gran parte del tiempo en aguas hipoxicas y que tiene, al
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igual que E. eximia, una elevada proporcién de superficie branquial en relacion al
tamano del cefalotérax, no cambia significativamente su tasa de respiracion cuando
se ubica arriba o debajo de la CMO (Antezana, 2002). Las tasas de respiracion de
N. simplex y N. difficilis aun no han sido estimadas. Aunque medir la tasa de
respiracion es una técnica experimental relevante para entender la respuesta de los
eufausidos a condiciones ambientales especificas, cuantificar o evaluar la respuesta
a nivel enzimatico bajo condiciones naturales es un proceso sustancialmente menos

explorado y un gran reto de investigacidon para ecologos vy fisidlogos del zooplancton.

Se han estudiado los cambios en la concentracion de lactato, producto del
metabolismo anaerobio, con la concentracion de O, en condiciones naturales (fiordo
de Gullmars) y de laboratorio en la hemolinfa del eufausido Meganyctiphanes
norvergica (Spicer et al., 1999). Esta especie incremento la concentracién de lactato
en condiciones de hipoxia y anoxia (pasando de 4.76 a 0.59 mL de O, L" entre 40 y
90 m); en los experimentos, la mayoria de los eufausidos incubados por periodos
mayores de 12 h a <1.5 mL O, L™ no sobrevivieron (70% de mortalidad). Spicer y
Stromberg (2002) estudiaron a la misma especie, en el fiordo de Gullmars, y
determinaron que la concentracién de hemocianina disminuye significativamente con
la profundidad de muestreo, lo cual se atribuy6é a que cuando los eufausidos estan

bajo condiciones de inanicion, se utiliza la hemocianina como fuente de energia.

Bucklin et al. (2002) estimaron la concentracion de cuatro enzimas
metabdlicas (citrato sintetasa = CS, hexokinasa, lactato deshidrogenasa = LDH y
fosfato-glucosa isomerasa = PGI) como indices de la condicion fisiologica y del
crecimiento en N. difficilis comparando tres zonas: neritica, intermedia y oceanica
(Octubre 1996). Los autores encontraron concentraciones significativamente
mayores de las cuatro enzimas en la regién neritica en comparacion a la region
oceanica, atribuyéndola a una respuesta fisiolégica a las condiciones ambientales
puesto que se encontraron pocas variaciones en los genes que codifican para LHD y
PGI. Bucklin et al. (2002) compararon el ADN mitocondrial encontrando también
diferencias notables entre las zonas con gradiente costa-océano. Aunque estas
muestras se obtuvieron con red estratificada (MOCNESS) separando y congelando
individuos de estratos de profundidades particulares, los autores enfocaron su

analisis a comprender los cambios en la actividad enzimatica en gradientes costa-
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océano mas que en el gradiente vertical asociado con diferencias regionales en su
MVD. Los mismos autores encontraron que en la regién de California (EUA), N.

difficilis exhibe MVD relativamente corta.

Gonzalez y Quifiones (2002) compararon la actividad de la LDH como un
indicador del metabolismo anaerobio del eufausido E. mucronata que usualmente
migra a través de la CMO y del copépodo Calanus chilensis que se distribuye en
estratos bien oxigenados por encima de la CMO. Con organismos proviniendo de
dos lugares en la corriente de Humboldt, donde existe una CMO sub-superficial
permanente, estos autores encontraron que la actividad de la LDH es
significativamente mayor en E. mucronata que en C. chilensis, corroborando su
capacidad fisiologica de atravesar diariamente la CMO. También observaron
diferencias significativas en la actividad de la LDH entre localidades de muestreo
para E. mucronata, siendo mas alta en la region central-sur, donde la CMO era
comparativamente mas somera, y una actividad enzimatica que varia con el
desarrollo ontogenético (mayor en adultos). Sin embargo, en este estudio se
obtuvieron organismos de muestreos integrados a través de la columna de agua
(redes Bongo) por lo que no pudieron asignar actividad enzimatica de animales

recolectados en estratos de profundidad especificos.

Camus y Gulliksen (2005) estudiaron la actividad enzimatica de tres especies
de anfipodos de la region artica: una especie superficial (Gammarus wilkitzkii), una
sublitoral (Anonyx nugax) y una béntica (Eurythenes gryllus). Los autores
encontraron que la capacidad de neutralizar las ERO fue comparativamente mas
baja en el anfipodo béntico, posiblemente debido a que su tasa de respiracion fue
aproximadamente 7.6 veces mas baja que en la especie superficial (Weslawski y
Opalinski, 1997; Takeuchi y Watanabe, 1998). Camus y Gulliksen (2005) sugieren
que las defensas antioxidantes de G. wilkitzkii le permiten permanecer en aguas

superficiales altamente pro-oxidantes tipicas del océano Artico.

Correia et al. (2003) realizaron un estudio con Gammarus locusta y
encontraron cambios ontogenéticos en la actividad de las enzimas SOD y GPx; la
actividad de ambas enzimas disminuyd durante el desarrollo de la fase juvenil a

adulto. Barata et al. (2005) realizaron un estudio semejante en el cladécero Daphnia
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magna reportando que las mayores tasas de mortalidad estaban directamente
relacionadas con la disminucion de la actividad de SOD, CAT y GPx y el dafo

oxidativo (incremento en la peroxidacion de los lipidos) con la edad.

Zenteno-Savin et al. (2006) y Parrilla-Taylor (2007) observaron que en el
camardn blanco Litopenaeus vannamei, la reoxigenacion abrupta después una
exposicidon a condiciones hipdxicas tiene como consecuencia un incremento
significativo en la concentracion de lactato y en la produccion de ERO junto con una
disminucién de la actividad enzimatica antioxidante en el muasculo y el

hepatopancreas.

A la fecha no existen estudios que cuantifiquen la actividad de las enzimas
antioxidantes en los eufausidos, pero éstas se han estudiado en otros crustaceos
(anfipodos, claddceros y decapodos). A diferencia de la mayoria de los organismos
metazoarios que tienen Cu, Zn-SOD en el citosol y Mn-SOD en las mitocondrias, y
que usan hemoglobina en el transporte de 02, los organismos de la clase
Malacostracea, aunque tienen Mn-SOD en las mitocondrias, no tienen la isozima Cu,
Zn-SOD en el citosol (Brouwer et al., 1997; 2003), sino que también presentan Mn-
SOD en el citosol y utilizan la hemocianina Cu-dependiente para el transporte del O,
(Brouwer et al., 2003). Este fendbmeno fue corroborado por el mismo grupo de

investigadores en el eufausido Euphausia pacifica (Brouwer et al., 2003).

3. Justificacion

Debido a la funcién trofica relevante que tienen los eufausidos en los
ecosistemas marinos, es relevante conocer si su capacidad antioxidante es un factor
que limita la profundidad maxima de su MVD dentro del contexto de los cambios
climaticos y oceanograficos, diarios y estacionales o si tiene alguna asociacién con
sus patrones zoogeograficos. Estudios fisiologicos previos se enfocaron en la
tolerancia de los eufausidos a hipoxia o anoxia y consideraron principalmente
aspectos del metabolismo anaerobio mientras que en este trabajo, se evalud la

respuesta a exposicion a hipoxia con base en los indicadores de estrés oxidativo.
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4. Planteamiento del problema

En ambientes tropicales o subtropicales, particularmente en el POT y el GC
donde la CMO es somera (60-150 m de profundidad), los eufausidos tienen
posiblemente respuestas interespecificas e intraespecificas para compensar y
balancear su homeostasis durante la MVD. En este estudio, se pretende comprender
como ocurren estos ajustes metabdlicos analizando la actividad de algunas de las
principales enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPX, GR y GST), la produccion del
0O, y el potencial dafio oxidativo (indicado la peroxidacion de lipidos) de las tres
especies dominantes del GC: una especie subtropical (Nyctiphanes simplex), una
especie transicional templado-tropical (Nematoscelis difficilis) y una especie de
afinidad tropical con mayor densidad poblacional a lo largo de los margenes frios del
POT (Euphausia eximia). Los parametros fueron evaluados en funcion de la
variabilidad de las condiciones ambientales en la escala de tiempo estacional

durante la temporada fria (enero 2007) y la temporada calida (Julio y Octubre 2007).

5. Hipotesis

Debido a que los juveniles tienen un comportamiento y amplitud de MVD
distintos de los adultos, es de esperarse que presentan diferencias en los
indicadores de estrés oxidativo acorde con los estratos donde pasan la mayor parte
del tiempo. De esta forma se plantea la hipétesis que los juveniles por presentar una
MVD comparativamente mas reducida (mas frecuentemente expuestos a
condiciones oxidantes) deberian por lo tanto producir mas ERO que los adultos. Sin
embargo, debido a la capacidad antioxidante que se reduce con la edad en la mayor
parte de los organismos aerobicos, es de esperarse que los juveniles exhiban menor

dafo oxidativo que los adultos.

Por otro lado, se espera encontrar diferencias entre estaciones vy
profundidades de muestreo en los indicadores de estrés oxidativo debido a que las
condiciones ambientales son altamente variables espacio-temporalmente en el GC.

Se plantea la hipétesis que los cambios estacionales pronunciados en la
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temperatura, profundidad de la termoclina, oxiclina y CMO modifican
considerablemente los patrones interespecificos y posiblemente intraespecificos de
MVD de los eufausidos. Se espera encontrar niveles mas elevados de los
indicadores de estrés oxidativo en la temporada calida (Julio y Octubre) cuando la
temperatura se incrementa significativamente, reduciendo la concentracion disuelta y
la saturacién del O,, posiblemente causado por una CMO mas somera en
comparacion con la temporada fria (Enero). A través la columna de agua, durante la
MVD, deberiamos observar también cambios en los indicadores de estrés oxidativo
de la superficie a los estratos mas profundos, en relacion con el perfil vertical de las

variables ambientales.

Por ultimo, se espera encontrar diferencias interespecificas en los indicadores
de estrés oxidativo que nos permitira proponer algunas hipdtesis en cuanto a la
zoogeografia de las tres especies del estudio. Debido a que los juveniles y adultos
de N. simplex realizan MVD de menor magnitud (hasta ~280 m, aunque usualmente
<100 m) y que N. difficilis y E. eximia realizan MVD comparativamente mas
profundas (hasta 700 m, pero usualmente <300 m), se plantea la hipdtesis que la
actividad de las principales enzimas antioxidantes de N. simplex es
comparativamente menos variable y/6 mas sensible frente a la hipoxia que las otras
dos especies que usualmente entran en la CMO. De acuerdo con lo que actualmente
se conoce sobre el sistema de defensa antioxidante en anfipodos, cladéceros y
decapodos, es de esperarse que N. simplex tenga una produccién de ERO mas
elevada debido a que se ubica la mayor parte de su tiempo durante la MVD en
aguas relativamente bien oxigenadas y estd mas frecuentemente expuesto a los
rayos UV del sol, en particular durante la formacién de enjambres superficiales

diurnos previamente observados en comparacion con N. difficilis y E. eximia.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Evaluar las variaciones en los indicadores de estrés oxidativo in situ y las tasas de
respiracion interespecificas de los eufausidos subtropicales numéricamente
dominantes (Nyctiphanes simplex, Nematoscelis difficilis y Euphausia eximia) en el
Golfo de California, en funcién de sus capacidades para realizar la migracion vertical

diaria (MVD) durante las temporadas fria (enero) y calida (julio y octubre) del 2007.

6.2 Objetivos especificos

e Establecer los patrones de distribucion vertical intraespecifico e
interespecifico de tres especies de eufausidos en funcion de diferencias por
profundidad, temporada del ano (fria y calida) y del estadio de desarrollo

(juveniles y adultos).

e Determinar el patron de variabilidad intraespecifico e interespecifico de los
diferentes indicadores de estrés oxidativo (actividad enzimatica, produccién

de ERO y dafio oxidativo) de tres especies de eufausidos.

e Estimar y comparar la tasa de respiracion de los eufausidos en diferentes
concentraciones de O, disuelto a temperatura constante bajo condiciones de
laboratorio con la finalidad de caracterizar las respuestas fisiologicas en
condiciones oxidantes y condiciones relativamente hipoxicas simuladas
durante su MVD.
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7. Area de estudio

El GC (23-32°N y 107-117°0) (Fig. 2) es un cuerpo de agua con variacion estacional
importante a lo largo de su amplitud en razén de diferentes procesos de mesoescala:
corrientes de marea, vientos, surgencias y radiacion solar. En la figura 2, se observa
la localizacion de las islas y bahias mas importante del GC. También, el mapa situa
la cuenca de Guaymas, una de las series de cuencas que atraviesan
longitudinalmente el GC y que varian de >3 000 m (en la boca del GC) a 200 m (en
el norte del GC).

En el GC, los eventos de surgencia inducidos por forzamiento por vientos
ocurren a lo largo de la Costa Este cuando los vientos soplan del noroeste
(condiciones frias tipicas de diciembre a mayo) y a lo largo de la Costa Peninsular
asociandose a los vientos del sureste (condiciones calidas de julio a octubre), donde
junio y noviembre tienen condiciones de transicién frio-cadlida y calida-fria,

respectivamente (Alvarez-Borrego y Lara-Lara, 1991).

En invierno, la surgencia es mas fuerte y tiene un efecto importante sobre el
fitoplancton y con ayuda de giros, incrementa la biomasa fitoplancténica en todo el
GC (Santamaria-Del Angel et al., 1994; Lluch-Cota, 2000). En verano, debido a la
estratificacion importante de la columna de agua, que es causada por la invasién de
agua superficial ecuatorial, la surgencia tiene un efecto débil sobre la biomasa
fitoplanctonica (Santamaria-Del Angel et al., 1999). La producciéon primaria nueva
integrada verticalmente por afo esta dividida en dos periodos: temporada fria (dic-
may) con valores que flucttan entre 1.16-1.91 g C m? d”y la temporada calida (jul-
oct) con valores entre 0.39-0.49 g C m™ d”, lo cual representa valores cerca de
cuatro veces menores que en la temporada fria (Hidalgo-Gonzalez y Alvarez-
Borrego, 2004).

En primavera, las mareas del norte del GC tienen un rango de >7 m y en la
region de las grandes islas (Islas Tiburén y Angel de la Guardia) de >4 m (Fig. 2).
Las temperaturas superficiales minimas del GC se encuentran en estas regiones

(Soto-Mardones et al., 1999). La mezcla de agua provocada por la corriente de
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marea en la region de las grandes islas causa un aporte de agua fria y rica en
nutrientes a la superficie durante todo el afio (Alvarez-Borrego, 2002). La topografia
de las islas del GC favorece la presencia de surgencias persistentes por que
presentan una linea de costa siempre paralela a la direccién de los vientos. A la
entrada del GC, el agua proviene en su mayoria del POT, pero la CMO somera que
acompafa esta agua se diluye (Roden y Groves, 1959; Alvarez-Borrego, 1983,
Castro et al., 2000).
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Figura 2. Area de estudio en el Golfo de California. (A) Isla Angel de la Guardia, (B) Isla Tiburén, (C)
Isla del Carmen, (D) Isla San José, (E) Isla del Espiritu Santo, (F) Bahia Los Angeles, (G) Bahia San

Francisquito, (H) Bahia Kino, (I) Bahia Concepcién, (J) Bahia de La Paz, y (K) cuenca de Guaymas.
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8. Materiales y Métodos

8.1.1 Recoleccién de los organismos

Los eufausidos se recolectaron durante tres cruceros oceanograficos (en
2007) realizados en la parte central del GC y Alto Golfo a bordo de B/O El Puma en
enero (CAPEGOLCA 1) y julio (CAPEGOLCA Ill) y el tercer crucero en octubre con
un plan de muestreo transversal al GC frente a la Bahia de la Paz a bordo de B/O
Francisco de Ulloa (GOLCAO0710) (Fig. 3). Las muestras de zooplancton utilizadas
para definir los patrones diurnos de la distribucion vertical y actividad enzimatica que

provienen principalmente de dos tipos de redes y métodos de muestreos:

e Muestras superficiales (Neuston): Se efectuaron arrastres horizontales
superficiales durante 10 minutos con dos redes cénicas de 0.6 m de diametro

con distinto luz de mallas, 300 y 500 um, equipadas con un flujdmetro digital.

e Muestras por estratos (Columna de agua): Se recolecté zooplancton en cuatro
estratos especificos de la columna de agua con redes de 0.6 m diametro de
boca y luz de mallas de 300 ym, cada una equipada con flujdbmetro digital y

mecanismos de apertura-cierre activados por mensajeros metalicos.

Las redes estratificadas fueron utilizadas en 21 estaciones oceanograficas en
enero, 20 en julio y 48 en octubre del 2007. La profundidad de cada uno de los
estratos dependia de la profundidad del fondo marino de cada estacidon
oceanografica pero usualmente eran muestreados algunos de los siguientes niveles
intentando muestrear arriba de la capa de dispersion del sonido (si existia) y debajo
de ésta detectada con una ecosonda cientifica (SIMRAD EY-500 de haz dividido;
120 kHz de frecuencia): 25, 50, 75, 115, 150 o 200 m. El método de arrastre
consistio en bajar las redes, con el barco a la deriva, a una profundidad tedrica
mayor a la profundidad deseada (con un angulo de 45°) enviando un primer

mensajero para abrir las redes.
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24
Figura 3. Estaciones de muestreo de zooplancton de los cruceros oceanogréficos de (A) enero, (B)
julio y (C) octubre 2007 en el Golfo de California. Circulos abiertos: estaciones donde se hicieron
arrastres estratificados. Circulos cerrados: estaciones donde se realizaron muestreos con red Bongo
y CTD.

El arrastre se realizé de manera horizontal abriendo las redes y arrastrandolas
a una velocidad <5.5 km h™ (<3 nudos) del buque durante 5 minutos. Terminado
este tiempo, el barco se detenia a la deriva, se colocaba el cable a 90° y se enviaba
el segundo mensajero para cerrar las redes, evitando asi muestrear durante el
ascenso de las redes. Con este método se obtuvieron muestras en un estrato
vertical discreto. En octubre del 2007 se realizé un muestreo con las mismas redes
pero con una técnica de muestreo distinta en la cual se abren los mecanismos para
arrastrar oblicuamente las redes de la parte mas profunda a la parte mas somera de

cada estrato obteniendo muestras integradas de un estrato especifico (dos redes a
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la vez), usualmente de 200 a 150 m, 150 a 100 m, 100 a 50 m y de 50 m hasta la
superficie.

En cada estacidn oceanografica, también se realizé el arrastre de zooplancton
con la red de tipo Bongo (diametro 0.60 m, 500 um luz de malla) a una velocidad
aproximada de 2.8 km h” (3 nudos) y a una profundidad maxima de 230 m de
acuerdo a la metodologia propuesta por Smith y Richardson (1979). No se
analizaron bioquimicamente organismos de esta red porque estas muestras
representan una integracién de la columna de agua, pero se contabilizaron los
eufausidos por especie, estadio (juvenil y adulto) y se estandarizaron a numero de
individuos por 1000 m® para describir la variacion estacional de la distribucion y

abundancia de las tres especies del estudio (Martinez-Gomez, com. pers.).

En los tres cruceros oceanograficos, inmediatamente después de recolectar
las muestras estratificadas y de los arrastres horizontales, los eufausidos fueron
identificados y separados vivos utilizando un estereoscopio Carl Zeiss SV11 a 0.6 a
6.6x de aumento por especie, sexo, estadio ontogenético (juvenil o adultos) y fase
de madurez reproductiva (macho inmaduro, macho con espermatoforo, hembra
inmadura, madura, y en el caso de N. simplex y N. difficilis hembras con saco
ovigero) (Brinton et al., 2000). La longitud total de cada eufausido fue medida con un
micrometro calibrado (de la parte posterior del ojo a la punta del telson).
Posteriormente, cada eufausido fue lavado con agua destilada (para eliminar la sal
del agua de mar) y congelado separadamente en un criovial de tapa de rosca
introduciéndolos lo mas rapidamente posible en un contenedor con nitrogeno liquido
(usualmente <30 minutos después del arrastre). Se hizo la anotacién si el organismo
era congelado aun vivo (transparente y movimientos vigorosos), si éste estaba
fisicamente dafado (no transparente con zonas blancuzcas y movimientos débiles)
0 cerca de la muerte (inmovil pero con débiles movimientos del corazoén, y
movimientos peristalticos del intestino). Esto es relevante ya que se decidio
Unicamente analizar la actividad enzimatica de animales completamente
transparentes y congelados aun vivos garantizando asi el menor sesgo relativo del
efecto por recoleccion y manipulacién de los eufausidos. Posterior a cada crucero,
las muestras fueron transferidas a un congelador a -80°C hasta su analisis en

laboratorio (usualmente no mas de dos meses después del crucero).
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Los eufausidos excedentes de cada muestra obtenida en el campo, en mal
estado fisico 6 muertos fueron fijados en formaldehido (4%) neutralizado con borato
de sodio saturado con el resto del zooplancton del arrastre para la posterior

cuantificacion de la abundancia por estratos en la columna de agua.

8.1.2 Separacion e identificacion de las muestras estratificadas

Los eufausidos congelados en el buque oceanografico y fijados en
formaldehido (4%) fueron contabilizados, para determinar el patron diurno de
distribucion vertical, normalizando la abundancia al volumen filtrado estimado de

acuerdo a la metodologia estandar descrita por Smith y Richardson (1979).

8.1.3 Registro de datos ambientales

En los cruceros de enero y julio 2007 se realizaron registros continuos de la
temperatura y salinidad con un sensor Seabird microcat ubicado en el laboratorio
seco del B/O El Puma con agua bombeada de la toma de agua marina limpia
ubicada en la proa del buque a 4 m de profundidad. De este mismo flujo de agua
bombeada se midi6 la fluorescencia (V) cada 5 segundos como un proxy de la
concentracion de clorofila-a (chl-a) con un fluorémetro (Turner Designs modelo 10-
AU-005-CE). Adicionalmente, se realizaron mediciones cada 5 segundos a lo largo
del derrotero del buque oceanografico de la concentracién de O, disuelto (para
estimar el porcentaje de saturacion) y turbidez con un sensor (Winsitu 9000)
instalado a 4 m de profundidad en el pozo de instrumentos del B/O El Puma. Todas
estas variables fueron localizadas mediante dos sistemas de geo-posicionamiento
satelital (GPS Trimble AG130) con resolucion de +5 m. Mediante una rutina escrita
por Carlos Robinson (ICMyL-UNAM) y con el programa de Minitab, se parearon
todas las variables ambientales en funcion del tiempo en minutos y segundos y con
las latitudes y longitudes asociadas. Los valores de concentracion de O, disuelto
registrados en enero 2007 con el sensor Winsitu 9000 (O, winsitu) se calibraron con
las concentraciones registradas del sensor YSI 1556 (O, YSI 1556) (r* = 0.3551, p <
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0.05), calibrado previamente en seco segun el manual del fabricante, mediante la

siguiente ecuacion:

O, YSI 1556 = (0.4647 x O, winsitu) + 0.9477

La fluorescencia (F) continua expresada en voltaje registrada durante la
campana oceanografica fue trasformada a valores de concentracion de chl-a (mg
chi-a L™"). Esta calibracién se hizo utilizando un modelo de regresion lineal simple
con mediciones de chl-a estimadas con la técnica de HPLC a 5 m de profundidad y
fluorescencia a 4 m de profundidad medidas a la misma hora durante el lance de

CTD. Los valores de chl-a se estimaron con las siguientes ecuaciones:

Enero: mg chl-a L™ =0.01919 x F + 0.1132 (n=27; r*=0.218; p<0.014)
Julio: mg chl-a L™ =0.171 x F + 0.099 (n=22; r’=0.445; p=0.001)

Se realizaron perfiles verticales de temperatura, densidad, salinidad y O
disuelto (en los tres cruceros) y fluorescencia (Unicamente en julio y octubre 2007) a
través de la columna de agua (<200 m dependiendo de la profundidad de la
estacion) con el CTD de cada uno de los buques oceanograficos en las estaciones
de la red de muestreo. Los registros fueron promediados por metro de profundidad
utilizando el programa Matlab. Con esto, se realizaron los perfiles verticales y se
definié las masas de agua mediante el diagrama de temperatura-salinidad (TS) de
acuerdo a los criterios de Torres-Orozco (1993). En los cruceros oceanograficos de
enero y julio 2007 se obtuvieron muestras de agua con botellas Niskin de 15 L de
capacidad (superficie, 5, 10, 25, 50, 75, 100 y 300 m de profundidad) en cada lance
de CTD para medir temperatura, concentracion de O, (mg L"), porcentaje de
saturacion (%) y pH usando un sensor de multi-parametros (YSI modelo 1556), asi
como muestras de agua (de 1 a 3 L) para filtrar, usando una torre de filtracion
estandar con filtros GF/F de 0.7 ym de poro (2.5 cm diametro), para estimar la
concentracion de pigmentos fotosintéticos mediante cromatografia liquida de alta
presion (HPLC por sus siglas en inglés) siguiendo la técnica de Vidussi et al. (1996)
(HPLC, modelo 1100, Agilent Technology, Santa Clara, CA).
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El porcentaje de saturacion de O, disuelto (%0O;) se calculd a partir de la
ecuacion de solubilidad del oxigeno mediante mediciones in situ de la temperatura,
salinidad y de la concentracion de O, disuelto, utilizando la ecuacién polinomial
reportada para el sensor CTD SeaBird 43 (Sea-Bird Electronic
http://www.seabird.com/application_notes/AN64.htm):

Oxsat(T,S) = exp {A (Ta) + S x B (Ta)} = exp {[A1 + A2 x (100/Ta) + A3 x In (Ta/100) +
A4 x (To/100)] + S x [B1 + B2 x (T2/100) + B3 x (T/100)2}

Donde Oxsat(T,S) = valor de saturacion de oxigeno definido como el volumen
de oxigeno gaseoso en condiciones de temperatura y presion estandar (STP)
absorbido del aire saturado de vapor de agua a una presion total de una atmadsfera,
por unidad de volimen de un liquido a la temperatura medida in situ (ml L™"). S =
salinidad, T = temperatura del agua (T°C), T, = temperatura absoluta (T°C + 273.15),
A1 =-173.4292, A2 = 249.6339, A3 = 143.3483, A4 = -21.8492, B1 = -0.033096, B2
= 0.014259, B3 = -0.00170. Esta misma conversion fue utilizada para los perfiles
verticales de la concentracion de O, disuelto en julio y octubre 2007. En julio, la
concentracion de O disuelto del CTD fue calibrada con la regresion de la
concentracion estimada con el método de Winkler a 5, 10, 30, 50, 75, 100, 200 y 300
m en una estacion de muestreo. Los valores se estimaron con la siguiente ecuacion

con intercepto en cero:

[0d] = 0.756 x [0, CTD] (?=0.484, p=0.03)

8.1.4 Andlisis bioquimicos de los indicadores de estrés oxidativo

Los analisis bioquimicos se efectuaron para cada una de las especies de
eufausidos estudiadas diferenciando por sexo y cuatro grupos ontogenéticos:
juveniles, machos, hembras no-ovigeras y hembras ovigeras. Los analisis de los
indicadores de estrés oxidativo requieren una solucidon homogénea de al menos 100
mg de tejido de los eufausidos (peso humedo). Utilizando las ecuaciones de peso-
longitud expresadas en peso humedo para cada una de las especies estudiadas
(Gomez-Gutiérrez y Robinson, 1997), se estimd el numero de animales de cada
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especie necesarios para integrar una biomasa >100 mg de peso seco por estacion y
por profundidad. Se determin6é que se requirieron al menos cinco individuos adultos
de N. simplex para obtener 100 mg de tejido, mientras que para N. difficilis y E.

eximia fue necesario entre uno y dos animales, dependiendo de su tamario.

Cada 100 mg de muestra se homogenizd en una solucion amortiguadora de
fosfatos (50 mM: pH 7.5; EDTA (50 mM) y PMSF (1 mM). Los homogenizados se
centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se desecho el precipitado y se
utilizd el sobrenadante inmediatamente para los analisis. Se analizé la produccién
del O;7, la peroxidacion de los lipidos (TBARS), la actividad de cinco enzimas
antioxidantes (SOD, CAT, GPx, GR y GST) y la concentracion de proteinas para
estandarizar los datos. Esta parte de la investigacion fue realizada en el Laboratorio

de Ecologia Quimica y Toxicolégica de CIBNOR.

Produccion del radical superdxido (Markert et al., 1984; Drossos et al., 1995)

La produccién endégena del O, se determind siguiendo la reduccion de
ferricitocromo ¢ por el O, durante un intervalo fijo de tiempo. Cada muestra se
analizé por triplicado. Se agrego a cada muestra una solucion de citocromo c (tipo VI

de corazon de caballo, 15 uM) y se incubd por 15 minutos en un bafio de agua a

37°C. Al finalizar la incubacion, se agregé una solucion de N-etilmaleimida (3 mM)
para detener la reduccion. Posteriormente se centrifugaron las muestras y se
determiné la absorbancia a 550 nm (Jenway 6505 uv/vis, Jenway Ltd., Londres, R.
U.; Beckman-Coulter Du 800 UV/Visible Spectophotometer, Fullerton, CA). Una
mezcla conteniendo los mismos reactivos, excepto el citocromo ¢ que se agregé al
final, se utiliz6 como blanco para la misma muestra. La cantidad de O, producido
fue calculado con el coeficiente de extinciéon Ess=21 nM L cm™, y los resultados
fueron expresados en nM de O, por minuto por mg de proteina (nM O™ min”' mg

proteina™).

Peroxidacién de lipidos (Persky et al., 2000)

Los hidroperdxidos y aldehidos lipidicos, que son producto de la peroxidacion

de lipidos, reaccionan con el acido tiobarbiturico (TBA) para formar malondialdehido
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(MDA) que, por su coloracién rosa cristalino, se detecta espectrofotométricamente a
532-535 nm. La cantidad de peroxidacion de lipidos se determiné como el contenido
de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (Buege y Aust, 1978). La
concentracion de TBARS presente en la muestra fue estimada con base en una
curva estandar preparada con una solucion de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP, 10
umoles mL™). La muestra y los estandares fueron incubados (por triplicado) durante
15 minutos a 37°C antes de agregar acido tricloroacético 15% (TCA), acido
tiobarbiturico 0.375% (TBA) y acido hidroclorhidrico 0.25N (HCI). Posteriormente, la
muestra y los estandares se calentaron por 10 minutos en un bano de agua a 90°C.
Se enfriaron gradualmente a temperatura ambiente y el precipitado se removi6 por
centrifugacion. La absorbancia del sobrenadante fue medida a 535 nm. La
concentracion de TBARS de las muestras se calculé usando la regresion lineal de la
curva estandar (absorbancia vs. concentracion). Los resultados se expresaron en
nM de TBARS por mg de proteina (nM de TBARS mg proteina™).

Superoxido dismutasa (Suzuki, 2000)

El sistema xantina/xantina oxidasa es utilizado como fuente constante del O,
que, en contacto con el nitroazul de tetrazolio (NBT), lo reduce y forma un producto
que se llama formazan, que se detecta con un espectrofotometro a 560 nm. La SOD
inhibe la reduccion del NBT. Los ensayos (por triplicado) se realizaron en muestras
sin cianuro para medir la actividad de la SOD total y con preincubacién con cianuro
de sodio (0.25 M) por 10 minutos a 25°C para medir la actividad de la Mn-SOD. La
actividad de la Cu, Zn-SOD se obtuvo de la diferencia entre estos dos valores
estimados. Una unidad de actividad (U) de SOD es la cantidad de enzima necesaria
para inhibir el 50% de la reaccion del O, con el NBT. Los resultados son

expresados en U mg proteina™.

Catalasa (Aebi, 1984)

La actividad de la enzima CAT en las muestras se cuantificd (por triplicado)
cada segundo durante tres minutos por el consumo de H,O, (10 mM) a 240 nm en
fosfato de potasio (50 mM) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (0.5 mM, pH
7.0) (Hermes-Lima y Storey, 1993a). Una unidad de actividad de CAT se definio
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como la cantidad de enzima que cataliza la descomposicion de 1 yM de H,O, por

minuto. Los resultados son expresados en U mg proteina™.

Glutatién peroxidasa (Ahmad y Pardini, 1988)

La actividad de la enzima GPX se midié cada segundo durante 40 segundos,
usando el H,O, como sustrato (lo cual estima la actividad de la GPX Se-
dependiente), mediante un ensayo acoplado con la oxidacion de NADPH catalizada
por la GR a 340 nm (Hermes-Lima y Storey, 1993b). El consumo basal de NADPH
(0.25 mM) se determiné en un bufer de fosfatos (50 mM) que contuvo azida de sodio
(2 mM), glutation (5 mM), GR (1.5 U mL™) y la muestra. Una unidad de actividad de
GPX se defini6 como la cantidad de enzima que oxida 1 yM NADPH por minuto. Los

resultados son expresados en U mg proteina™.

Glutatién reductasa (Goldberg y Spooner, 1987)

La actividad de la GR se midi6é siguiendo el decremento en la absorbancia, a
340 nm, durante la oxidacion del NADPH. El consumo basal de NADPH (0.2 uM) fue
medido en el bufer de fosfatos (50 uM) que contenia la muestra y el glutation
reducido (GSSG) (1 uM) durante 40 segundos. Una unidad de actividad de GR se
defini6 como la cantidad de enzima que oxida 1 yM de NADPH por minuto. Los

resultados son expresados en U mg proteina™.

Glutation s-transferasa (Habig y Jakoby, 1981)

La GST cataliza la reaccion de enlace del glutation reducido (GSH) con
xenobidticos. Para determinar la actividad, se midi6 la aparicion del complejo tioéter
glutatiéon dinitrobenceno, cuando se conjugan el GSH y 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
(CDNB). La conjugacion de CDNB (0.2 uM) se determin6 en una solucion de trabajo
(solucion amortiguadora de fosfatos de 0.1 M a pH 7; solucion de GSH de 10 mM,;
EDTA de 60 mM) que contuvé la muestra con el cambio en la absorbancia a 340 nm
durante seis minutos. Una unidad de actividad de GST se defini6 como la cantidad
de enzima que cataliza 1 ymol de CNDB por minuto a 25°C. Resultados son

expresados en U mg proteina™.
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Proteinas (Bradford, 1976)

La concentracion de proteinas solubles en los sobrenadantes de las muestras
de los eufausidos se determind mediante el uso del método de Bradford (1976) con
el paquete comercial Bio Rad. La concentracion presente en la muestra se estimo en
comparacion con un estandar de albimina sérica bovina (ASB, 2 mg mL™). Este
método, adaptado para trabajar con microplacas, se basa en la union del colorante
azul de Coomassie® con los residuos de amino acidos basicos presente en la
muestra (principalmente la arginina). Cada estandar y la muestra (dilucién 1:100 del
homogenizado) fueron analizados por triplicado. Posteriormente a una agitaciéon por
30 segundos a 900 rpm y a una incubacién de 15 minutos, se hizo la lectura de la
absorbancia a 620 nm en un lector de microplaca (Multiskan MS 352, Labsystems,

Helsinki, Finlandia). Los resultados se expresan en mg de proteina.

8.1.5 Analisis estadistico de los datos de los indicadores de estrés oxidativo

Los resultados de los analisis de actividad enzimatica por especie, por
estacion y por estrato de profundidad se hicieron con los paquetes Systat 11 y Pcord
4.41. Con el programa Systat 11, se utilizd la prueba de Kolmogorov-Smirnov para
verificar la normalidad de los datos de los distintos indicadores de estrés oxidativo, y
la prueba de Levene para ver si las variancias eran homogéneas. Se realizaron
distintas transformaciones de datos [Log(x+C), Log(C-x), X', x?, arcsin(x), arccos(x)]
para intentar cumplir los requisitos de normalidad y la homogeneidad de las
variancias de los datos sin éxito. Por esta razén, se realizaron pruebas no-
paramétricas de Kruskal-Wallis (KW) (p<0.05), de Mann-Whitney (MW) (p<0.05) y
pruebas post-hoc de Dunn (p<0.05) para encontrar diferencias significativas: (1)
interespecificas, (2) entre estaciones del afo, (3) intraespecificas (estadio de vida,

sexo y fase de madurez sexual) y (4) entre profundidades de muestreo.

El programa Pcord se uso siguiendo los criterios de analisis exploratorio y
multivariado de McCune et al. (2002). Para identificar agrupaciones de los

indicadores de estrés oxidativo en funcidon de las condiciones ambientales del GC,
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se realizd un analisis de escalamiento no-métrico multidimensional (NMDS, por sus
siglas en inglés). Esta ordenacion no-paramétrica, util cuando los datos no son
normales o continuas ya que se basa sobre distancia de los rangos, explora las
relaciones lineales entre la distancia ambiental y la distancia en este caso de la
magnitud de la actividad enzimatica. El analisis fue realizado usando la distancia
Bray-Curtis (Sgrensen) con una configuracion en tres ejes, 500 iteraciones, 100
corridas con los datos reales, 50 corridas aleatorias y un criterio de estabilidad de
0.000001. Las graficas y las tablas de inestabilidad fueron examinadas para
determinar el numero de ejes que explican la mayor parte de la variacion ayudado
por el criterio de una reduccion insignificante del estrés entre ejes sucesivos. La
variancia explicada de cada eje esta representada por el coeficiente de
determinacion (r?) entre la distancia de ordenacion y la distancia del espacio original.
Usualmente, los dos primeros ejes explican la mayor parte de la variancia y son los
que en este estudio se reportan. La orientacion de los ejes de la NMDS es arbitraria
entonces, la grafica presentada fue rotada para que el primer eje se maximice con
una de las variables ambientales con mayor coeficiente de correlacion de Pearson y

Kendall (r), que explica la mayor variancia de alguno de los ejes.

Una vez que fueron identificadas las principales variables ambientales que
tienen mayor influencia sobre la variabilidad de los indicadores de estrés oxidativo,
se realizaron algunas pruebas de hipétesis nula (H,) usando la técnica de
procedimiento permutacional de multi-respuesta (MRPP, por sus siglas en inglés)
(McCune et al., 2002). Por ejemplo, se probaron estadisticamente las hipotesis nulas
de que no existen diferencias significativas en los indicadores de estrés oxidativo
entre las tres especies de eufausidos y/o entre los tres cruceros oceanograficos,
representativos de la temporada fria y calida. Se realizé el analisis MRPP utilizando
la distancia Bray-Curtis (Sgrensen), la opcion ponderadora (weighting option)
[n/sum(n)] y con una transformacion de rango de las distancias de la matriz de
variables ambientales. Al igual que la técnica multivariada de NMDS, el MRPP es no
parameétrico por lo que tiene la ventaja de no requerir que los datos cumplan con los
supuestos de normalidad multivariada y homogeneidad de las variancias. EIl MRPP
proporciona el estadistico A, que es un descriptor de la homogeneidad de un grupo
comparado a lo esperado con una muestra aleatoria (método de Monte Carlo).

Entonces, el valor de A=1 (el valor mas alto posible) indicaria que todos los
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indicadores de estrés oxidativo son iguales dentro de los grupos de estaciones y/o
profundidades predefinidos por un gradiente de una variable ambiental. Con A=0, la
heterogeneidad de los indicadores de estrés oxidativo dentro de los grupos es igual
a lo esperado por procesos aleatorios y si A tiene un valor negativo (A<0), eso indica
que existe mas heterogeneidad dentro de los grupos predefinidos que lo esperado

por procesos aleatorios.

Para identificar cuales indicadores de estrés oxidativo tuvieron mayor
influencia en un grupo de estaciones/profundidad en particular, en las
comparaciones en donde se aceptaron las hipotesis alternativas (Ha) en el analisis
MRPP (diferencias significativas en los indicadores de estrés oxidativo entre grupos)
se utilizé el analisis indicador de especie (ISA por sus siglas en inglés) (McCune et
al., 2002). Este método se basa en la fidelidad de expresion de un indicador de
estrés oxidativo en un grupo particular de estacion definido por una hipétesis nula.
Este analisis provee valores indicadores para cada indicador de estrés oxidativo en
cada grupo de estacién/profundidad ambiental. El valor del indicador mas alto para
cada indicador de estrés oxidativo estd sometido a una prueba de significancia
mediante la técnica de Monte Carlo (con 100 corridas) (Dufrene y Legendre, 1997;
McCune et al., 2002). El valor del indicador varia de cero (donde existe ninguna
indicacién) a 100 (donde existe una indicacion perfecta); en este caso, la indicacion
perfecta significa que un indicador de estrés oxidativo esta asociado a un grupo de

estacion ambiental sin error.

8.2.1 Experimentos de tasa de respiracion

Los experimentos de estimacién de las tasas de respiracion de eufausidos se
realizaron en un cuarto frio a bordo del B/O ElI Puma unicamente durante el crucero
de enero 2007. El sistema consisti6 en cuatro camaras herméticas de
aproximadamente 1 L de capacidad (incluyendo una camara control en donde no se
introdujeron organismos durante la incubacion) contenidas en una caja de plastico
llena de agua de mar filtrada (Fig. 4A). Este sistema fue instalado en el cuarto frio

del buque a una temperatura constante de 16°C+1°C.
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El agua fue bombeada del fondo de la caja de plastico fluyendo primero hacia
un sistema de valvulas que controlaba la entrada o salida de agua de cada camara
para medir los cambios en la concentracion de O, disuelto en relacion a la camara
de control usando un oximetro de fibra 6ptica (MICROX TX, PreSens GmbH,
Regensburg, Alemania) (Fig. 4A). El micro-electrodo del O, tenia una interfase con el
programa de adquisicion de datos instalado en una computadora portatil (Fig. 4A). Al
inicio de cada experimento, los eufausidos fueron aclimatados por lo menos 30
minutos hasta que su tasa de consumo de O; era relativamente constante. Después
del periodo de aclimatacion se inicid el registro de las concentraciones oxigeno
disuelto (descripciones siguientes) de camaras de incubacion sucesivas regulando el
flujo mediante las valvulas de control. Al inicio y al final de cada experimento, se
estimo el flujo de agua que salia de cada camara de respiracién con una probeta de
25 mL durante un periodo de 30 segundos. Los experimentos fueron realizados con
N. simplex y N. difficilis a tres concentraciones de oxigeno disuelto. La concentracion
de oxigeno fue reducida artificialmente para simular condiciones hipoxicas mediante

la inyeccién de nitrégeno gaseoso.

Las concentraciones de oxigeno disuelto analizadas en este experimento
fluctuaron entre 5.5a6.5mg O, L, entre 45a5mg O,L " y entre 3a3.5mg O, L™,
En general, fue dificil mantener a bordo del buque una concentracion de O, disuelto
menor de 3 mg O, L 'debido al intercambio gaseoso que ocurre en la interfase agua-
atmoésfera. La concentracion de O, disuelto del agua de la salida fue medida al
menos en tres ocasiones por experimento para cada una de las camaras
(experimentales y control) (Fig. 4B). Al finalizar, los eufausidos fueron lavados con
agua destilada, congelados por grupos de camara de incubacion en un contenedor
de nitrégeno liquido y posteriormente transferidos a un congelador a -80 ° C hasta su

analisis en laboratorio.
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Figura 4. (A) Sistema de incubacién utilizado para estimar la tasa de respiracion de los eufausidos
mediante un sensor Microx TX de alta sensibilidad continuo y (B) ejemplo de lecturas efectuadas por

el sensor en funcion de tiempo controlando el flujo de cada camara (incluida la camara de control).
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Al finalizar el crucero de enero 2007, se estimo el peso seco de los eufausidos
de cada camara de incubacion restando el peso inicial del platillo de aluminio vacio
del peso de los eufausidos secados en una mufla a 50°C durante 48 h utilizando el
mismo platillo. La tasa de respiracion de los eufausidos de cada camara fue

calculada de la siguiente forma:

TR = Oz consumido x F
PS

Donde TR = tasa de respiracion de los eufausidos expresado en mg O, g 'h™,
O, consumido = volumen de oxigeno consumido estimado como la diferencia de la
concentracion promedio de oxigeno de las camaras con eufausidos y la camara de
control expresado en mg O, L', F = flujo del agua (L h™") y PS = Peso seco de los

eufausidos de cada camara de incubacién expresado en gramos.

8.2.2 Andlisis estadistico de los datos de tasa de respiracion

Se realiz6 una prueba de Kolmogorov-Smirnov (KS) para verificar la
normalidad de los datos de la tasa de respiracion de cada especie y la prueba de
Levene para ver si las variancias eran homogéneas. Al cumplir con estas dos
condiciones (N. simplex: p=0.462 para KS y p=0.027 para Levene; N. difficilis:
p=0.663 para KS y p=0.033 para Levene), se realizdé una regresion lineal para cada
especie para definir la tasa de respiracion en funcion de la concentracion de O
disuelto. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via para probar si
existian diferencias significativas entre las tasas de respiracion de N. simplex y de N.
difficilis.

9. Resultados

Las variables ambientales y los indicadores de estrés oxidativo de los tres
cruceros fueron divididos en dos temporadas: fria (enero 2007) y calida (julio y

octubre 2007), de acuerdo con la literatura del GC que caracteriza condiciones frias
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de diciembre a mayo y condiciones calidas de julio a octubre (Alvarez-Borrego y
Lara-Lara, 1991; Hidalgo—Gonzalez y Alvarez-Borrego, 2000, 2004).

9.1 Condiciones ambientales

Las condiciones oceanograficas superficiales (temperatura, oxigeno disuelto,
y chl-a) del GC de enero y julio 2007 son presentadas en las figuras 5 y 6. De la
comparaciéon de ambas figuras, se observa que la temperatura superficial fue
considerablemente mas elevada en julio (~24 a 30°C) con pronunciado gradiente
longitudinal a lo largo de la costa peninsular que en enero (~14 a 18°C) cuando el
area de estudio tuvo una distribucion de la temperatura mas homogénea. En las dos

temporadas, la region mas fria fue alrededor y al sur de las grandes islas (Figs. 5-6).

La concentracién de O, disuelto subsuperficial (Fig. 5) fue mas baja en Julio
(3.5-5.5 mg O, L") que en Enero (4.5-7 mg O, L") 2007, particularmente al norte del
GC. En general, las regiones donde se registraron las menores concentraciones de
O, disuelto coinciden con las regiones con concentraciones mas altas de chl-a
(alrededor de la isla Angel de la Guardia y frente a Bahia Concepcion) (Fig. 5)
posiblemente asociadas con eventos de surgencia. La concentracion de chl-a fue
mas baja en julio (0.1-0.2 mg chl-a m™) que en enero (0.1-0.4 mg chl-a m™) (Figs. 5-
6). En enero también se encontraron altas concentraciones de chl-a en el centro del
GC (Fig. 5). En general, la temperatura y el O, disuelto fue mas homogéneo
superficialmente en enero que en julio (Figs. 5-6). En las imagenes de satélite de
julio (Fig. 6) se pueden observar procesos de mesoescala intensos caracterizados

por giros en el Alto Golfo y frente a la isla del Carmen.
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Figura 5. Temperatura (°C), clorofila a (mg m'3) y oxigeno disuelto (mg L'1) a 4 m de profundidad del
Golfo de la California durante los cruceros oceanograficos de enero (izquierda) y julio (derecha) del
2007. Todas las variables fueron registradas continuamente (cada 5 segundos) a lo largo del
derrotero del B/O El Puma excepto la concentracion de oxigeno disuelto de Julio, cuyos datos

provienen del CTD.
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Figura 6. Imagenes de satélite (Colorado Center for Astrodynamics Research y National
Atmospheric Space Administration (NASA) SeaWIFS) de temperatura (°C) y concentracion de
clorofila a (mg m™) del Golfo de California al momento que se hicieron los cruceros oceanograficos

de enero (izquierda) y de julio (derecha) del 2007.
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El diagrama temperatura-salinidad (TS) de la figura 7 provee una perspectiva
general de los cambios temporales de masas de agua que ocurrieron a lo largo de la
columna de agua durante los tres cruceros en 2007. En enero, en los primeros ~120
m predominaron masas de agua del GC (AGC); en estratos mas profundos se
registr6 la masa de agua subsuperficial ecuatorial (AsSsT) posiblemente
caracteristica de la zona hipoxica, y en estratos cercanos a los 200 m se detecto la
masa de agua intermedia del Pacifico (AIP), considerada como una masa de agua

con condiciones completamente hipdxicas (Fig. 7).

En julio, se observaron en los primeros 150 m aguas mas calidos y menos
salinos que en enero (predominantemente caracteristicas del AGC) y por debajo de
este estrato con menor proporcidn AsSsT, en julio virtualmente no se detectd la
masa de AIP (Fig. 7). En las estaciones que bordean la costa sureste del GC se
encontré6 agua superficial ecuatorial (ASE), una sefal que la temporada calida

comenzo en julio del 2007.

En octubre, se encontré predominantemente ASE en los primeros 100 m
caracterizada por ser calida y poco salina (Fig. 7), en concordancia con la ubicacién
de las estaciones oceanograficas en la porcion sur del GC y al final de la temporada
céalida (Fig. 3). En este mes, también se detecté AsSsT aunque relativamente menos
salada que en enero (Fig. 7). En ningun crucero se observé agua de la corriente de
California (ACC) ni agua profunda del Pacifico (APP) (Fig. 7).
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Figura 7. Diagrama de temperatura y salinidad (TS) para definir las masas de agua a partir de lances
de CTD (hasta 200 m) en el Golfo de California por mes de muestreo: enero (azul), julio (rojo claro) y
de las estaciones donde se obtuvieron muestras bioquimicas en octubre (rojo obscuro) del 2007.
ASE = Agua superficial ecuatorial, AGC = Agua del Golfo de California, ACC = Agua de la corriente
de California, AsSsT = Agua subsuperficial subtropical, AIP = Agua intermedia del Pacifico, APP =

Agua profunda del Pacifico. Clasificacion de masas de agua definidas segun criterio de Torres-
Orozco (1993).
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Las figuras 8 a 10 presentan la estructura y las caracteristicas ambientales a
través de la columna de agua utiles para la interpretacién de los resultados de los
indicadores de estrés oxidativo de los eufausidos. Las figuras muestran para las dos
temporadas (fria y calida) el porcentaje de saturacion de O, a 50, 100 y 200 m de
profundidad (Fig. 8), la profundidad de CMO definida por concentraciones >1.5 mg
O, L™ (Fig. 9), y grosor de la capa de mezcla definida como el estrato ubicado por

encima de la termoclina (profundidad de maximo gradiente por metro) (Fig. 10).

En enero, se observé un porcentaje de saturacién en oxigeno (%0O;) de ~55 a
75% a 50 m de profundidad en casi todo el GC (Fig. 8). Los %O, mas bajos a esta
profundidad se encontraron alrededor de las grandes islas (Fig. 8). En julio, en el
mismo estrato se detectaron %0, comparativamente bajos en casi todo el GC (~30 a
40%) siendo las regiones con temperaturas mas bajas alrededor de las grandes
islas, lo que confirma que en esta zona ocurrié surgencia (Fig. 8). A 100 m, todavia
se detectaron %O, elevados a lo largo de la costa peninsular en enero, donde la
CMO vy la capa de mezcla fueron relativamente mas profundas (~ 250 y 150 m
respectivamente) (Figs. 9 y 10). Se observaron también condiciones limitantes de
hipoxia en la regidn de la cuenca de Guaymas (Fig. 8) que coinciden con una CMO y

capa de mezcla mas someras (Figs. 9y 10).

En julio, las condiciones de %O, son similares a las que se encontraron a 50
m, excepto que se detecta también una zona sumamente hipdxica a lo largo de la
costa continental sur (Fig. 8). Las profundidades de la CMO y de la capa de mezcla

en julio fueron significativamente mas someras que en enero (MW, p=0.006) (Figs. 9
y 10).

En ambas temporadas, la zona de hipoxia se extiende hasta la mitad del GC
en el estrato de 200 m de profundidad, particularmente cerca de la costa continental
en enero y en ambos lados del GC en julio (Fig. 8). Esta extension de la cobertura
de la zona hipoxica di6 lugar a una zona con condiciones anodxicas que se ubica en
el centro en enero y a lo largo de la costa de Sonora en julio (Fig. 8). En ambas
temporadas se registraron condiciones hipdxicas a 100 m y condiciones andxicas a

200 m que varian espacio-temporalmente.
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Figura 8. Porcentaje de saturacion de oxigeno (%0O2) en el Golfo de California registrado con un

sensor YSI en botellas Niskin estratificadas durante la temporada fria (izquierda) (enero) y con un

oximetro Seabird fijado en el CTD durante la temporada calida (derecha) (julio y octubre) del 2007.
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Figura 9. Profundidad (m) de la capa minima de oxigeno (CMO) que corresponde a una
concentracion <1.5 mg O, L" en el Golfo de California durante la temporada fria (izquierda) (enero) y
la temporada calida (julio y octubre) (derecha) del 2007.

-114 -113 -112 -1 -110

Calida

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Profundidad (m)

Figura 10. Profundidad (m) de la capa de mezcla (grosor del estrato por encima de la termoclina) en

el Golfo de California durante la temporada fria (izquierda) (enero) y la temporada calida (julio y
octubre) (derecha) del 2007.
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9.2 Distribucion y abundancia horizontal de los eufausidos

Las figuras 11 y 12 presentan los patrones de distribucion y abundancia
estandarizados de juveniles y adultos de las tres especies recolectadas con la red
Bongo en enero y julio del 2007. Durante las dos temporadas, N. simplex fue la
especie numéricamente mas abundante y de distribucion mas amplia (Figs. 11 y
12). En enero, N. simplex se distribuy6 en gran abundancia al norte del GC, al sur de
las grandes islas y alrededor de las islas pequenas entre la isla del Carmen y la isla
San José (Fig. 11). En la cuenca de Guaymas, donde la CMO estaba mas somera,
no se observd ningun adulto de N. simplex, pero si fueron encontrados juveniles en
abundancia relativamente conspicua (Fig. 11). En julio, la distribucion de N. simplex
se concentrd principalmente en la zona mas profunda del norte del GC y al sur de
las grandes islas (Fig. 12). Al sur de las grandes islas, juveniles y adultos se
concentraron a lo largo de la costa peninsular hasta Bahia Concepcion (Fig. 12). Se

encontraron igualmente juveniles al sur de la isla Tiburdn, en la Bahia Kino.

Los juveniles y adultos de N. difficilis fueron abundantes en enero en la regién
de las grandes islas y a lo largo de la costa de Sonora (Fig. 11). Se recolectaron
adultos y juveniles alrededor de la cuenca de Guaymas en densidades mayores que
N. simplex. Las concentraciones mayores de N. difficilis se encontraron alrededor de
las islas pequefias entre la isla del Carmen y la isla San José, en el mismo lugar que
N. simplex (Fig. 11). En enero, a diferencia de N. simplex, se recolectaron muchos
adultos de N. difficilis frente a Bahia Concepcién (Fig. 11). En julio, N. difficilis tenia
una abundancia comparativamente menor que en enero, particularmente al sur de
las grandes islas (Fig. 12). A lo largo del canal de ballenas hasta el sur de Bahia los
Angeles N. difficilis fue mas abundante, pero en menor densidad que N. simplex
durante la misma temporada (Fig. 12). Por ultimo, E. eximia fue la especie
comparativamente menos abundante y dispersa en los cruceros de enero y julio
2007 (Figs. 11 y 12). Sin embargo, se encontr6 una mayor abundancia de ésta
especie en el crucero de octubre, donde dominaron las especies tropicales. Los
eufausidos de las muestras de este crucero no fueron todavia separados e

identificados y entonces no son presentados en este estudio.
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Figura 11. Distribucion y abundancia de juveniles y adultos de N. Simplex, N. difficilis y E. eximia

recolectados con la red bongo en enero del 2007.
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Figura 12. Distribucién y abundancia de juveniles y adultos de N. Simplex, N. difficilis y E. eximia

recolectados con la red bongo en julio del 2007.



9.3 Distribucion y abundancia vertical de los eufausidos

Las figuras 13 y 14 presentan la distribucion y abundancia vertical
(organismos 1000 m™) en enero y julio del 2007 de los eufausidos (juveniles y
adultos) en funcién de la hora del muestreo. En enero, N. simplex se encontré en
densidades considerables (de 100 a 250 org. 1000 m™ para los adultos)
principalmente cerca de la superficie, tanto de dia como de noche (Fig. 13). Los
juveniles de esta especie se concentraron superficialmente al amanecer para bajar
hasta 25 m entre las 10 y 11 horas (Fig. 13). No se encontré gran abundancia de
juveniles en los arrastres que se realizaron entre las 16 y 4 horas (Fig. 13). Los
adultos de N. simplex demostraron un patrén tipico de migracién vertical nocturna,
siendo mas abundantes en la superficie durante todo el periodo obscuro (Fig. 13).
Sin embargo, se puede observar una densa agregacién de organismos en la
superficie entre las 12 y 16 horas que se caracteriza como un enjambre diurno, un
comportamiento comunmente observado en esta especie (Gendron, 1990, 1992)
(Fig. 13). Se puede notar, también, una concentracion importante de adultos entre
100 y 175 m que no parece estar asociado al proceso de MVD (Fig. 13). Esta
concentracion estuvo compuesta en proporcion similar de machos y hembras no-
ovigeras (datos no mostrados). En julio del 2007, se observaron densidades
poblacionales de N. simplex de casi el doble de las observadas en enero del 2007 y
una distribucion vertical relativamente menos amplia que la observada en enero (Fig.
14). Los juveniles y adultos se encontraron en abundancia homogéneas (<2000 org.
1000 m™) excepto a 50 m de profundidad por debajo de la termoclina, entre las 16 y

0 horas, donde se observaron densas agregaciones (Fig. 14).

En enero, se detectaron densidades elevadas de juveniles de N. difficilis a 25
m de profundidad durante las horas diurnas (Fig.13). Se recolectaron juveniles a
gran profundidad a partir del atardecer (Fig. 13). En esta especie, el patron de MVD
no se observa claramente porque se recolectaron adultos en gran profundidad (entre
100 y 150 m) durante la noche sugiriendo una exposicion a condiciones hipoxicas
tanto de dia como de noche (Fig. 13). En julio, la abundancia de esta especie
decrecié aproximadamente a la mitad, los juveniles y adultos se concentraron en

estratos mas profondos (100 a 150 m) (Fig. 14).
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Por ultimo, en enero del 2007, para E. eximia, aunque mucho menos
abundante que las otras dos especies, se pudo detectar el patron de migracion a
estratos cercanos a la superficie durante la noche y estuvo casi ausente en los 200
primeros metros de profundidad en el dia, sugiriendo una profundidad de MVD
relativamente mayor que N. simplex y N. difficilis (Fig. 13). En julio, a pesar que
existieron condiciones ambientales relativamente tropicales, E. eximia fue aun
menos abundante que en enero; por lo tanto fue imposible detectar un patron de
distribucion vertical dia-noche de ésta especie (Fig. 14). Sin embargo, los adultos
fueron encontrados en mayores densidades (de 16 a 20 org. 1000 m™) a 150 m
entre las 4 y 8h (Fig. 14).
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Figura 13. Distribuciéon y abundancia vertical de juveniles y adultos de N. Simplex, N. difficilis y E.

eximia recolectados con redes estratificadas en enero del 2007 segun la hora del muestreo.
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9.4 Indicadores de estrés oxidativo de los eufausidos

Se presentan unicamente los resultados de la actividad de la SOD total por
que no se detectdé claramente la presencia de la isoenzima Cu, Zn-SOD en la
mayoria de las muestras. Ademas, la Mn-SOD mostré la misma tendencia que la
SOD total, por lo que no fue necesario de graficar y comparar separadamente la

actividad de las isoenzimas de la SOD.

Todas las figuras son valores promedios con su error estandar, aunque la
comparaciéon estadistica se realizé en funcién de la mediana con la técnica no
paramétrica Mann-Whitney (MW) cuando la comparacién fue entre dos grupos, y
Kruskal-Wallis (KW) cuando la comparacion fue entre mas de dos grupos. Los

anexos (5 a 8) presentan los valores de las figuras de la seccion 9.4.

9.4.1 Variacion intraespecifica en funcion de cambios estacionales,
ontogénicos y de distribucion vertical

9.4.1.1 Nyctiphanes simplex

En las figuras 15 a 19 se presentan los resultados de los indicadores de
estrés oxidativo de N. simplex comparando por temporada (fria vs. calida), estadios
de desarrollo y profundidades de muestreo. En la temporada calida, N. simplex
presentd un incremento significativo en la peroxidacion de lipidos (MW, p=0.000)
(Fig. 15-A), asi como en la actividad de las enzimas antioxidantes estudiadas (MW,
p=0.000 para las cinco enzimas) (Fig. 15) en comparacién con las observadas en la
temporada fria. No se encontraron diferencias significativas entre el sexo y/o estadio
de desarrollo reproductivo de N. simplex en ninguna de las dos temporadas

contrastadas (Figs. 16y 17).

En la temporada fria, las muestras de N. simplex se dividieron en dos estratos

de profundidad: de 0 a 50 m y de 100 a 150 m. N. simplex tuvo cambios no
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significativos en la produccion del O, con un incremento relativo de la superficie (0-
50 m) a la capa mas profunda (100-150 m) (MW, p=0.057) (Fig. 18-A). Este proceso
esta asociado positivamente con el incremento de la actividad de la SOD total, no
significativo con la profundidad (MW, p=0.059) (Fig. 18-C). Los niveles de TBARS en
N. simplex no cambiaron con la profundidad del muestreo y las otras enzimas
parecen no estar influenciadas por el cambio de profundidad (Fig. 18-BDEF) en esta
temporada.

Para la temporada calida, no obtuvimos muestras para la determinaciéon de
los indicadores de estrés oxidativo de la capa superficial (0-50 m) debido a que la
poblacion parecié encontrarse usualmente en estratos mas profundos y por
problemas técnicos no se pudo estimar la produccion del radical O,” en las
muestras (Fig. 19). En la temporada calida, los estratos fueron: de 50 a 100 m y de
100 a 150 m. No se encontraron diferencias significativas en los indicadores de

estrés oxidativo entre las dos capas de profundidad (Fig. 19).
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9.4.1.2 Nematoscelis difficilis

En las figuras 20 a 23 se presentan los resultados de los indicadores de
estrés oxidativo de N. difficilis comparando por temporada (fria vs. calida), estadios

de desarrollo por temporada y profundidades de muestreo por temporada.

La produccion del O, en N. difficilis fue significativamente mas alta durante la
temporada cdlida que durante la temporada fria (MW, p=0.000) (Fig. 20-A). Sin
embargo, los niveles de TBARS fueron significativamente mas elevados en
temporada fria que en la temporada calida (KW, p=0.000) (Fig. 20-B). La actividad
de las enzimas CAT (KW, p=0.004) y GST (KW, p=0.027) fue significativamente
mayor en verano que en invierno (Fig. 20-DF). La SOD-total, la GPx y la GR en N.

difficilis no parecen tener variaciones estacionales significativas (Fig. 20-CE).

La comparacion entre el sexo y/o estadio de desarrollo ontogenético 6 de
reproducciéon de N. difficilis se efectud unicamente en la temporada fria debido a que
durante la temporada calida, se obtuvieron casi exclusivamente hembras no-
ovigeras. No se observaron diferencias significativas en los niveles de TBARS entre
adultos-juveniles y hembras no-ovigeras (Fig. 21-B). La actividad enzimatica de
CAT fue significativamente mas alta en los machos en comparacién a los juveniles
(KW, p=0.050) (Fig. 21-D). Los machos no tuvieron una actividad significativamente
mas elevada de la SOD-total, GPx y GST en comparacién de las hembras 6 los

juveniles, pero se observé una tendencia mas elevada (Fig. 21-CEF).

La distribucion vertical de los indicadores de estrés oxidativo en N. difficilis se
realizd solamente con los adultos para evitar sesgos por estadio de desarrollo. Se
realizaron las pruebas estadisticas comparando cuatro estratos de profundidad: O-
50, 50-100, 100-150 y 150-200 m. Durante la temporada fria, la produccion del O™
de N. difficilis fue significativamente mayor en el estrato mas profundo que en el
estrato de 50 a 100 m (KW, p=0.005) (Fig. 22-A). La actividad de las enzimas SOD-
total (KW, p=0.008) (Fig. 21-C) y GR (KW, p=0.031) (Fig. 22-E) fue
significativamente mayor en la capa de 100 a 150 m que en el estrato de 50 a 100

m. No se encontraron diferencias significativas en los niveles de TBARS en funcién
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de la distribucién vertical de N. difficilis en la temporada fria. En la temporada calida,
no se encontraron diferencias significativas de ninguno de los indicadores de estrés

oxidativo entre los cuatro estratos de profundidad comparados (Fig. 23).
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Figura 20. N. difficilis. Valores de (A) producciéon del radical superéxido (nM de O, min"'mg

proteina™), (B) peroxidacion de lipidos (hM de TBARS mg proteina™) y actividades de (C) SOD total,
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indican las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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muestreo (0-50 m, 50-100 m, 100-150 m y 150-200 m) durante la temporada calida (julio y octubre del

2007). Promedioterror estandar.
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En enero 2007, se obtuvo un numero suficiente de muestras de N. difficilis
para hacer la comparacién espacial de los indicadores de estrés oxidativo entre tres
estaciones. En la figura 24, se presenta la ubicacion geografica de dichos estaciones
(E103, E114 y EB8).
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24

Figura 24. Ubicacién geogréfica de las estaciones donde se realizé la comparacién espacial de los

indicadores de estrés oxidativo de N. difficilis en enero 2007.

En la figura 25, se presentan los perfiles verticales de las variables
ambientales obtenidas en las estaciones oceanograficas E103, E114 y EGS:
temperatura, porcentaje de saturacidén de oxigeno disuelto y concentracién de chl-a.
La temperatura de la estacion E103 fue mas fria (Fig. 25-A) en la superficie en
comparacion a lo registrado en las dos otras estaciones debido a su ubicacion mas
nortefia (Fig. 25). La termoclina de la estacion E68 estuvo bien marcada ubicada a
~75 m mientras que la de la estacion E114 fue menos pronunciada pero mas
profunda (a ~90 m) (Fig. 25-A).

En la estacion E68 tuvo un decremento considerable del %O, pasando de
56.7 a 14.8% de saturacion en 50 m (de 50 a 100 m) (Fig. 25-B). La estacion E114
presenté un decremento similar en O, pero a mayor profundidad (~100 m) (Fig. 25-
B). La concentracion de chl-a, sigui6é el mismo patrén que el O, en la estacién E68,
mientras que en las dos otras estaciones alcanzé dos maximos: entre 5-10 m y entre
30-50 m (Fig. 25-C).
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Se utilizaron solamente los datos de las hembras ovigeras de N. difficilis (para
evitar sesgos por sexo y/o estadio de desarrollo) para comparar geograficamente los
datos verticales de los indicadores de estrés oxidativo (Fig. 26). La produccién del
radical superdxido fue marginalmente significativamente mas elevada en la estacion
E68 que en la estacion E114 (KW, p=0.054) (Fig. 265-A). La actividad de la SOD
total fue significativamente mayor en la estacion E68 que en la estacion E103 (KW,
p=0.011) (Fig. 26-C). La actividad de la GPx fue mayor en la estacién E114 en
comparacién con la estacion E103 (KW, p=0.017) (Fig. 26-E). No se encontraron
diferencias significativas en la actividad de las otras tres enzimas ni tampoco en los

niveles de TBARS (Fig. 26-BDEF).
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Figura 25. Perfiles verticales de (A) temperatura (°C), (B) oxigeno (% de saturacion) y (C) clorofila a

(mg L'1) segun la profundidad (m) en las estaciones oceanograficas: E68 (gruesa negra), E103 (fina
negra) y E114 (gris).
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(p<0.05).
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9.4.1.3 Euphausia eximia

En las figuras 27 a 29 se presentan resultados de los indicadores de estrés
oxidativo de E. eximia comparando por temporada (fria vs. calida) y profundidades

de muestreo por temporada.

En la temporada calida, E. eximia tuvo un incremento significativo en la
produccién del O, (MW, p=0.000) (Fig. 27-A) y un decremento significativo en los
niveles de TBARS (MW, p=0.000) (Fig. 27-B). Todas las enzimas antioxidantes
presentaron un incremento de su actividad durante la temporada calida (Fig. 27-
CDEF), pero solamente el aumento de la actividad de la GPx fue estadisticamente
significativo (MW, p=0.020) (Fig. 27-E). No fue posible realizar una comparacion
ontogénica para esta especie debido al reducido numero de muestras en la
temporada fria y a la incapacidad de muestrear al menos tres individuos por

categoria durante la temporada calida (Anexo 1).

En las dos temporadas, las muestras de E. eximia se compararon
verticalmente en tres estratos de profundidad: 0-50, 50-100 y 100-200 m. Aunque
durante la temporada fria se pudo observar la tendencia de incremento de la
actividad de todos los indicadores de estrés oxidativo del estrato de 50-100 m a la

superficie, sin registrar diferencias significativas entre estos estratos (Fig. 28).

Durante la temporada calida, E. eximia no parece tener variacion en la
produccién del O, en funcion de la profundidad de muestreo (Fig. 29-A). Solamente
la actividad de la SOD total se increment6 de manera significativa en el estrato
superficial en comparacién con el estrato de 100-200 m (KW, p=0.018) (Fig. 29-C).
Sin embargo, las otras cuatro enzimas antioxidantes siguieron una tendencia similar
sin diferencias estadisticamente significativas (Fig. 29-DEF). La peroxidacion de
lipidos parecié ser mas elevada en la superficie pero no fue estadisticamente

significativa (Fig. 29-B).
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Figura 27. E. eximia. Valores de (A) produccion del radical superéxido (nM de O, " min"'mg proteina™),
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diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Figura 28. E. eximia. Valores de (A) produccion del radical superéxido (nM de Oz'_min'1mg protel’na'1),
(B) peroxidacion de lipidos (nM de TBARS mg proteina™) y actividades de (C) SOD total, (D) CAT, (E)
GPx, (E) GRy (F) GST (U de actividad mg proteina™) en funcién de la profundidad de muestreo (0-50

m, 50-100 m y 100-200 m) durante la temporada fria (enero del 2007). Promedioterror estandar.
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Figura 29. E. eximia. Valores de (A) produccion del radical superoxido (nM de O, min"'mg proteina™),
(B) peroxidacién de lipidos (nM de TBARS mg proteina™) y actividades de (C) SOD total, (D) CAT, (E)
GPx, (E) GRy (F) GST (U de actividad mg proteina™) en funcion de la profundidad de muestreo (0-50

m, 50-100 m y 100-200 m) durante la temporada calida (octubre del 2007). Promediozerror estandar.

Las diferentes letras indican las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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9.4.2 Variacion interespecifica por temporada

En las figuras 30 y 31 se presentan los resultados de la produccion del O,
peroxidacién de lipidos (TBARS) y actividad enzimatica de la SOD total, CAT, GPx,

GR y GST de las tres especies de eufausidos por temporada (fria y calida).

Durante la temporada fria (Fig. 30), E. eximia mostré una actividad de la CAT
significativamente mayor que N. difficilis (KW, p=0.024) (Fig. 30-D), mientras que N.
difficilis tuvo una actividad de la GPx (KW, p=0.011) y de la GST significativamente
mas elevada que N. simplex (KW, p=0.018) (Fig. 30-EF). Se realiz6 también la
comparacion entre N. simplex y N. difficilis, debido a que existieron pocas muestras
de E. eximia (n=10). N. simplex tuvo una produccion de O, significativamente mas
alta que N. difficilis (MW, p=0.047) (Fig. 30-A). Asi mismo, N. simplex tuvo una
actividad significativamente menor de SOD total (MW, p=0.035) (Fig. 30-C), GPx
(MW, p=0.007) (Fig. 30-E), GR (MW, p=0.033) (Fig. 30-E) y GST (MW, p=0.010)
(Fig. 30-F) que N. difficilis. Sin embargo, el dafio oxidativo a lipidos (TBARS) no fue

significativamente diferente entre las tres especies (Fig. 30-B).

Para la temporada calida, la produccién del O, no pudo ser evaluada en N.
simplex. Durante esta temporada, se observdé mayor actividad enzimatica en N.
simplex que en las otras dos especies para la SOD total (KW, p=0.000) (Fig. 31-C),
GPx (KW, p=0.001) (Fig. 31-E), GR (KW, p=0.000) (Fig. 31-E) y GST (KW, p=0.008)
(Fig. 31-F), y una actividad significativamente mayor de la CAT en comparacion con
E. eximia (KW, p=0.000) (Fig. 31-D). N. simplex presentd6 mayores niveles de
TBARS que N. difficilis y E. eximia (KW, p=0.000) (Fig. 31-B).
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Figura 30. Valores de (A) produccion del radical superéxido (nM de O, min'mg proteina™), (B)

peroxidacion de lipidos (nM de TBARS mg proteina™) y actividades enzimaticas de (C) SOD total, (D)
CAT, (E) GPx, (E) GRy (F) GST (U de actividad mg proteina™) de N. simplex, N. difficilis y E. eximia

durante la temporada fria (enero del 2007). Promediozerror estandar. Las diferentes letras indican las

diferencias estadisticamente significativas para la comparacion entre las 3 especies y los asteriscos

para la comparacion entre N. simplex y N. difficilis (p<0.05).
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durante la temporada calida (julio y octubre del 2007). Promedioterror estandar. Las diferentes letras

indican las diferencias las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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9.5 Indicadores de estrés oxidativo vs. condiciones ambientales

El analisis de ordenacion NMDS indico que las tres especies y los tres
cruceros oceanograficos ocuparon posiciones multidimensionales distintas en la
ordenacion del espacio de los indicadores de estrés oxidativo de los eufausidos por
estacion y profundidad. Los valores de los indicadores de estrés oxidativo de las tres
especies del primer eje estan directamente correlacionados con la profundidad de la
termoclina y de la CMO, de una manera negativa, o que indica una ordenacién
directamente asociada con la profundidad en este eje (Fig. 32; Tabla 1). Las
estaciones del crucero de enero (circulos negros) fueron localizadas principalmente
a la derecha del eje 1 mientras que las estaciones de los cruceros de julio y octubre
fueron ubicados a la izquierda (Fig. 32). Los valores del segundo eje fueron
positivamente correlacionados con la profundidad de la termoclina y la salinidad y en
menor grado con la temperatura (negativamente) y la saturaciéon de O, y débilmente
asociada con la profundidad de la CMO (Fig. 32; Tabla 1). El segundo eje se asocia
mas a las condiciones cambiantes de la columna de agua o de las masas de agua
presentes durante el muestreo. Las estaciones en las cuales se determinaron los
indicadores de estrés oxidativo de E. eximia fueron localizadas principalmente abajo
del eje 2 mientras que las estaciones de los indicadores de estrés oxidativo de N.
simplex y de N. difficilis fueron ubicadas en la parte superior (Fig. 32). Para evaluar
si el NMDS no ordend los ejes de manera aleatoria, la prueba de Monte Carlo indicé
diferencias significativas en la ordenacion obtenida (en su tres ejes) con una
ordenacion aleatoria (p=0.0196, estrés final 10.639). El coeficiente de determinacion
de la correlacion entre las distancias ordenadas y las distancias originales del
espacio n-dimensional fue de 0.262 para el primer eje, 0.357 para el segundo eje,
explicando alrededor de 61.9% de la variancia total. N. difficilis y N. simplex tuvieron
una ordenacién multidimensional relativamente semejante de la produccién de O,
en comparacion con ordenacion multidimensional de E. eximia, tipica de aguas mas
célidas (Fig. 32). La peroxidacion de lipidos cuantificada como TBARS fue
notablemente distinta en las tres especies asociada a la afinidad zoogeografica
presentando mayor dafio en temporadas y condiciones calidas para cada especie
(N. difficilis en julio y octubre, N. simplex en julio y E. eximia en enero del 2007) (Fig.
32).
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Se realizaron comparaciones, mediante la técnica MRPP, para aprobar o
rechazar distintas hipétesis nulas entre los grupos predefinidos con el analisis de
ordenacion multidimensional NMDS. El analisis MRPP mostré diferencias
significativas de los indicadores de estrés oxidativo entre las tres especies
(p=0.00000) (Tabla 2). De igual forma, la MRPP encontr6 diferencias en los
indicadores de estrés oxidativo entre los tres cruceros oceanograficos (p=0.00000),
las profundidades de muestreo (p=0.2061), las estaciones encima/debajo de la CMO
(p=0.00629) y encima/debajo de la termoclina (p=0.00463). Se hiz6 igualmente esta
prueba entre adultos y juveniles para cada especie, pero no se detectd ninguna

diferencia significativa.

Tabla 1. Resultados del analisis de escalamiento no-métrico multidimensional (NMDS) de los
indicadores de estrés oxidativo demostrando el coeficiente de determinacion (rz) de correlaciéon de
cada eje entre paréntesis y la correlacion de Pearson y Kendall (r) para las asociaciones entre las

distancias ordenadas y las distancias originales del espacio n-dimensional.

Ejel Eje 2
Coeficiente de determinacion por eje (*=0.262) (r*=0.357)
Temperatura -0.157 -0.297
Salinidad 0.112 0.445
Saturacién en O, 0.076 0.204
Profundidad de la CMO -0.434 0.198
Profundidad de la termoclina 0.475 0.462

Por ultimo, con el ISA, fue posible conocer cuales indicadores de estrés
oxidativo tuvieron mayor influencia en cada una de las agrupaciones comparadas.
Para las diferencias interespecificas, el ISA indicé que todos los indicadores de
estrés oxidativo de cada especie fueron indicadores significativos (resultados no
mostrados). La produccién del O, de N. simplex fue un indicador significativo en
enero y todos los otros indicadores de estrés oxidativo de ésta especie fueron

indicadores significativos en julio (Tabla 3).
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Figura 32. Ordenacién multidimensional del analisis de escalamiento no-métrico multidimensional

(NMDS) mostrando las estaciones oceanograficas por profundidad respectiva en el espacio de los
indicadores de estrés oxidativo para las especies de eufausidos Nyctiphanes simplex, Nematoscelis
difficilis y Euphausia eximia. Las posiciones de los indicadores de estrés oxidativo (circulos azules)
son calculadas como promedios ponderados (weighted averages) de su actividad o concentracién en
el espacio de ordenacion. Estaciones oceanograficas realizadas en enero (circulos negros), julio
(triangulos gris obscuros) y octubre (cuadros gris claros) del 2007. La direccién de los vectores indica
la direccion y magnitud relativa de la correlacién de los indicadores de estrés oxidativo de cada
especie con las estaciones. Actividad (U de actividad mg protel’na'1) de: SOD = superdéxido dismutasa
total; CAT = catalasa; GPx = glutation peroxidasa; GR = glutatién reductasa; GST = glutation s-
transferasa. O, = produccion del radical superdxido (nM de Oz"min'1mg protel’na'1); TBARS =

peroxidacion de lipidos ("M de TBARS mg proteina™).
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En octubre del 2007, la produccion del O, y la actividad de las cinco enzimas
antioxidantes de E. eximia fueron los indicadores con los valores significativamente
mas altos (Tabla 3). Nematoscelis difficilis no mostré un indicador de estrés oxidativo
particularmente alto en funcion de la temporada. Entre profundidades, solamente la
produccién del O, de N. simplex fue significativamente un buen indicador para el
estrato superficial indicando el dafio oxidativo potencial asociado a las agregaciones
superficiales diurnas comunes que realiza ésta especie (Tabla 3). Todos los
indicadores de estrés oxidativo de N. simplex fueron buenos indicadores de
condiciones ambientales encontradas por arriba de la CMO vy la termoclina, mientras
que la produccién del O, y la actividad de la GPx de E. eximia fueron buenos

indicadores del ambiente por debajo de la CMO y la termoclina (Tabla 3).

Tabla 2. Resultados del andlisis de procedimiento permutacional de multi-respuesta (MRPP) de la
comparaciéon de los indicadores de estrés oxidativo en las tres especies de eufausidos con las

condiciones ambientales del Golfo de California.

Grupos de estaciones probadas para las hipotesis Tamafio

nulas siguientes (Ho): matriz t A p
Especie

N. simplex (n=17) vs. N. difficilis (n=23) vs. E. eximia 56x21 -37.27 0.631 0.00000
(n=16)

N. simplex (n=17) vs. N. difficilis (n=23) 40x14 -25.77 0.457 0.00000
N. difficilis (n=23) vs. E. eximia (n=16) 39x14 -25.16  0.449 0.00000
N. simplex (n=17) vs. E. eximia (n=16) 33x14 -20.93 0.486 0.00000
Crucero

Enero (n=34) vs. Julio (n=11) vs. Octubre (n=22) 67x21 -18.18 0.261 0.00000
Enero (n=34) vs. Julio (n=11) 45x21 -9.66 0.149 0.00003
Enero (n=34) vs. Octubre (n=22) 56x21 -13.67 0.162 0.00000
Julio (n=11) vs. Octubre (n=22) 33x21 -156.22  0.320 0.00000
Profundidad (m)

2 (n=4) vs. 25 (n=9) vs. 50 (n=14) vs. 75 (n=7) vs. 67x21 -2.30 0.067 0.02061
100 (n=10) vs. 125 (n=2) vs. 150 (n=12) vs. 200 (n=9)

CMO

encima (n=43) vs. debajo (n=24) 67x21 -3.90 0.039 0.00629
Termoclina

encima (n=23) vs. debajo (n=44) 67x21 -4.18 0.042 0.00463
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Tabla 3. Resultados del analisis indicador de especies (ISA) efectuado para comparar la actividad de

los indicadores de estrés oxidativo de las tres especies sobre cada comparacion significativamente

distinta detectada mediante el andlisis de procedimiento permutacional de multi-respuesta (MRPP).

Sélo se muestran las comparaciones que tuvieron diferencias significativas.

Grupos Especies IEO \ p de Monte
Carlo

Crucero

Enero N. simplex 0,~ 294 0.0081

Julio N. simplex TBARS 63.4 0.0001
SOD 89.5 0.0000
CAT 89.6 0.0000
GPx 90.1 0.0000
GR 90.3 0.0000
GST 87.3 0.0000

Octubre E. eximia 0.~ 63.6 0.0001
SOD 75 0.0000
CAT 70.5 0.0000
GPx 74.5 0.0000
GR 68.5 0.0001
GST 79.9 0.0000

Profundidad

2m N. simplex 0,” 37.1 0.0234

CMO

Encima N. simplex 0,” 23.3 0.0209
TBARS 30.3 0.0430
SOD 40.2 0.0119
CAT 40.2 0.0142
GPx 36.8 0.0390
GR 39.5 0.0175
GST 33.9 0.0367

Debajo E. eximia 0.~ 34.3 0.0289
GPx 38.3 0.0324

Termoclina

Encima N. simplex 0,” 25.9 0.0071

Debajo E. eximia 0,~ 34.1 0.0292
GPx 40.4 0.0180

IEO: Indicadores de estrés oxidativo; VI: Valor indicador.
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9.6 Tasa de respiracion

La figura 33 presenta la tasa de respiracion de N. simplex y de N. difficilis en
funcion de la concentracion de O; disuelto en las camaras de incubacion. Las
variabilidades de las tasas de respiracion (TR) de las dos especies se pueden
explicar con un modelo de regresion lineal, mostrada para cada especie en la tabla
4, que presenta sus intervalos de confianza (IC), coeficiente de correlacion (r?) y
probabilidad.

Tabla 4. Regresion lineal simple de la tasa de respiracion de N. simplex y N. difficilis en funcion de la
concentracion de oxigeno disuelto realizados bajo condiciones de laboratorio a bordo del B/O El

Puma con sus intervalos de confianza al 95% (IC) y coeficiente de correlacién (r2).

Especie Funcién lineal IC re F p

N. simplex TR=-0.70[02 ambiental]+5.53 -0.934<a<-0.466  0.548 26.67 0.000
4.462<b<6.594

N. difficilis TR =-1.28[0, ambiental]+14.37  -1.599<a<-0.955 0.737 47.70 0.000
12.574<b<16.158

Existe una diferencia interespecifica significativa distinta entre las tasas de
respiracion estandarizadas por peso seco de N. simplex y N. difficilis (F=474.13,
p=0.000), siendo entre dos a tres veces mayor la tasa de respiracion de N. difficilis.
Todos los eufausidos de N. simplex incubados a concentraciones de oxigeno
disuelto <3.5 mg O, L™ (expuestos <15 minutos) murieron, indicando relativamente

poca tolerancia a bajas concentraciones de oxigeno.
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Figura 33. Tasas de respiracion (10° mg de O, g'h™") de N. simplex y N. difficilis estimada a

diferentes concentraciones de oxigeno disuelto (mg L™).

10. Discusioén

Aunque la migracion vertical diaria de los eufausidos y del zooplancton en
general se ha estudiado desde finales de siglo XIX (Brinton, 1967; Youngbluth, 1975,
1976; Vernon, 1978; Williams y Lindley, 1982; Samaoto et al., 1987; Gibbons et al.,
1991; Greene et al.,, 1992; Lavaniegos, 1996; Robinson y Gémez Gutierrez, 1998;
Gbémez Gutierrez et al., 1999; Suzuki et al.,, 2003; Swadling, 2006; Tarling y
Jonhson, 2006), las causas ecologicas y evolutivas de este comportamiento siguen
siendo un aspecto elusivo. Se han propuesto varias hipétesis para explicar este
fendmeno destacando las siguientes: (1) reduccion de las tasas metabdlicas cuando
los organismos se encuentran en los estratos mas profundos y frios (McLaren, 1963,
1974; Enright, 1977); (2) modificacion del patron de MVD en funciéon de la
presencia/ausencia o densidad poblacional de depredadores potenciales (Zaret y
Suffern, 1976; Ohman 1984, Hays, 1995; Kremer y Kremer, 1988; Bollens y Frost,
1989; Frost y Bollens, 1992, De Robertis, 2002); (3) busqueda de alimento en los

estratos superficiales motivada por la sensacion de hambre (Yayanos et al., 1978;
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Tarling y Jonhson, 2006); (4) diferenciacion del patron de MVD relacionada a la
capacidad de natacion individual (ontogénica, intraespecifica o interespecifica) (De
Robertis et al., 2003); (5) como una estrategia para evadir la radiacion ultra-violeta
(UV) (Hunstman, 1924; Williamson et al., 1996), y mas recientemente (6) se ha
propuesto que la variabilidad de la MVD depende de la capacidad de los organismos
de ajustar su metabolismo anaerdbico (Spicer et al., 1999; Antezana, 2002;
Gonzalez y Quifiones, 2002; Spicer y Stromberg, 2002).

Para explicar el comportamiento interespecifico e intraespecifico de la MVD y
de los patrones de distribucion zoogeografica conocidos para las tres especies de
eufausidos en el GC, se propone que la producciéon del O,", la actividad de las
enzimas antioxidantes y las tasas de respiracion se asocian al habitat interespecifico
a largo plazo, delimitado en parte en sentido vertical y horizontal (3D), por la
profundidad de la CMO y la termoclina. Esta tesis es el primer estudio que aborda el
impacto de varios indicadores de estrés oxidativo de eufausidos asociados a
condiciones ambientales. La discusion abarcara primero los aspectos propios de la
distribucion geografica de tres especies de eufausidos en funcidén de los gradientes
ambientales horizontales y verticales (10.1 y 10.2). Posteriormente, se abordara la
variacion de los indicadores de estrés oxidativo de los eufausidos
intraespecificamente e interespecificamente en respuesta a los gradientes y las
condiciones ambientales, finalizando con el analisis de las abundancias y
distribuciones de los eufausidos (10.3). Por ultimo, se propone la hipétesis sobre la
asociacion entre los indicadores de estrés oxidativo y la distribucidn biogeografica de
los eufausidos en distintas masas de agua, producto de un proceso evolutivo que

define sus actuales afinidades zoogeograficas (10.4).

10.1 Distribuciéon y abundancia horizontal de los eufausidos

La distribucion horizontal de los eufausidos en el GC ha sido ampliamente
estudiada (Brinton y Townsend, 1980; Brinton et al., 1986: Sanchez-Osuna y
Hendrickx, 1984; Lavaniegos, 1987, 1988; Lavaniegos et al., 1989; Gendron, 1990,
1992; Gomez-Gutiérrez y Hernandez-Trujillo, 1994; Chavez-Andrade, 2006;

Sampson-Tenorio, 2007) en comparaciéon a su distribucion vertical (Brinton 1979;
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Lavaniegos 1996). El trabajo de Brinton y Townsend (1980) es posiblemente el
principal marco de referencia para definir los patrones de variacion estacional de la
distribucion y abundancia de los eufausidos en el GC debido al esfuerzo de
muestreo y analisis que realizaron a lo largo de un ciclo anual. Estudios posteriores
también mostraron los patrones de distribucidon horizontal estacional (Gendron,
1990) o interanual con énfasis en el efecto de condiciones climaticas-oceanograficas
de El Nifo en la composicion especifica y distribucion horizontal de los eufausidos
(Lavaniegos, 1987, 1988, Lavaniegos et al., 1989).

Al igual que Brinton y Townsend (1980), en el presente trabajo se encontré
que N. simplex fue la especie numéricamente mas abundante del GC durante todo el
afio, concentrandose principalmente cerca de la costa a lo largo de la plataforma
continental. N. simplex tuvo densidades significativas al sur de la isla Tiburén en
enero del 2007 (Fig. 11) y al sur de la isla Angel de la Guardia en julio del 2007 (Fig.
12), donde las surgencias inducidas por el viento (Figs. 5 y 6) usualmente
prevalecen a lo largo de la costa occidental en invierno y a lo largo de la costa
oriental en verano (Badan-Dangon et al., 1985; Jiménez et al., 2005). Lo anterior
también fue observado por Brinton y Townsend (1980) inclusive en el mes de agosto
y proponen que la reduccion en la distribucion y abundancia de N. simplex en verano
se atribuye al incremento en la temperatura superficial del GC (28 a 31°C), excepto
en la region alrededor de las grandes islas donde tiene elevadas densidades a lo
largo de todo el afio. Esta area es la regién mas fria del GC durante todo el ano
(Figs. 5 y 6), causado en parte por la afluencia de agua profunda a lo largo de las
cuencas en ambos lados del canal de Ballenas e intensas corrientes de marea
(Marinone, 2007), y posiblemente por efecto de isla causado por Isla Angel de La
Guarda e Isla Tiburén. De hecho, se observaron las mayores concentraciones de
chl-a en estas regiones, detectadas mediante datos ambientales continuos del
fluorometro del buque e imagenes satelitales para las dos temporadas, lo que apoya
la idea de la presencia de surgencia en esta region (Figs. 5 y 6). Sanchez-Osuna y
Hendrickx (1984), Gémez-Gutiérrez y Hernandez-Truijillo (1994) y Chavez-Andrade
(2006) reportaron abundancias reducidas de N. simplex en la zona de Mazatlan
durante la temporada fria y parte sur del GC (entre Cabo San Lucas y Cabo
Corrientes). Se conoce que existe una notable disminucion de la densidad

poblacional de esta especie hasta latitudes de aproximadamente 20°N, estando
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ausente en el POT (Brinton, 1979), como ha sido confirmado por la ausencia de esta
especie en el Golfo de Tehuantepec (Lopez-Cortés, 1990; Farber-Lorda et al., 1994;

Fernandez-Alamo y Farber-Lorda, 2006).

En las regiones del GC donde ocurrieron los eventos de surgencia costera, se
presentaron condiciones de concentracion de O, proporcionalmente reducidas (3.5 a
4 mg O, L™"). N. simplex puede tolerar condiciones de O, reducidas; sin embargo, los
experimentos de tasa de respiracion en condiciones de laboratorio sugieren un
efecto letal cuando esta especie se expone a concentraciones de O, disuelto <3.5
mg O, L' durante 15-30 minutos. La concentracion de O, puede cambiar
dependiendo de la temperatura y de la salinidad del agua (que definen el porcentaje
de saturacién de oxigeno in situ), por lo que este limite no es necesariamente similar

a las condiciones naturales sin confinamiento.

Para enero del 2007, los juveniles y adultos de N. difficilis se distribuyeron en
las regiones de surgencias de la costa este (Fig. 11). En el trabajo de Brinton y
Townsend (1980), N. difficilis se ubicd6 en gran abundancia a lo largo de la costa
oeste entre Loreto y Bahia de La Paz, prolongado su distribucion hasta el extremo
sur de la peninsula de Baja California, donde de acuerdo a su interpretacion ocurren
posibles intercambios con la corriente de California. En nuestro caso, el diagrama TS
de enero 2007 no mostré agua con caracteristicas de la corriente de California en el
area de estudio ubicada al norte de Isla Catarina; por lo que no se puede inferir que
hubo intercambio de organismos con el grupo poblacional de la corriente de
California sino que es una poblacion residente del Golfo (Fig. 7), aunque se ha
registrado N. difficilis y N. simplex en el area de Cabo San Lucas, lo que sugiere
posible conexidon entre grupos poblacionales (Brinton, 1979; Gomez-Gutiérrez y
Hernandez-Trujillo, 1994). Esta region oriental del GC, donde solamente se
recolectaron adultos en enero del 2007 (Fig. 11), se caracteriza por una CMO vy
termoclina relativamente profundas (Figs. 9 y 10). En julio del 2007, la poblacién de
N. difficilis se redujo en abundancia concentrandose del lado oeste del GC (Fig. 12),
que en esta época tiene condiciones de surgencia inducidas por el viento y agua
relativamente mas fria que en el lado este, similar a lo observado por Brinton y
Townsend (1980). E. eximia se encontré esporadicamente al sur del GC en enero y

en julio del 2007 distribuida principalmente en la parte central (Figs. 11y 12).
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La distribucidn geografica de las tres especies de eufausidos de este estudio
es, en términos generales, similar a lo previamente informado con algunas
diferencias que pueden ser debido a los métodos de muestreo y/6 evasion de la red
(Brinton, 1967), asi como al distinto derrotero de los cruceros. Es interesante resaltar
qgue se registraron abundancias mayores de N. simplex y N. difficilis en los cruceros
CalCOFI de febrero y junio 1957 (Brinton y Townsend, 1980) que en el presente
estudio, pero el area de distribucidon y las magnitudes de abundancia de E. eximia
son similares a lo encontrado en ambos periodos. La abundancia actual de N.
simplex y N. difficilis es similar en magnitud a lo informado por Gendron (1990) y
Lavaniegos (1987, 1988, 1989) quienes habian detectado un decremento relativo del
numero de estaciones con abundancia estandarizada de N. simplex >50 000
organismos 1000 m=. En el presente estudio se registraron apréxidamente cinco
veces menos organismos en las estaciones con abundancias mas elevadas que en
los estudios previos colectadas con red Bongo (Brinton y Townsend, 1980; Gendron,
1990; Lavaniegos, 1987, 1988, 1989). En 2007 no se detectaron condiciones
oceanograficas visiblemente distintas a las prevalecientes en 1957 (rangos de
temperatura, profundidad de la CMO y termoclina estacional). Brinton y Townsend
(2003) correlacionaron la abundancia y distribucion de N. simplex y E. eximia de la
costa occidental de Baja California con los indices de Oscilacion Decadal del
Pacifico (PDO, por sus siglas en inglés) y de Oscilacion Meridional de EI Nifo
(ENSO, por sus siglas en inglés) a partir de los muestreos de invierno de la serie
CalCOFI encontrando que estas covariaban en su ambitos de distribucion y
abundancia. Lluch et al. (2001) demostraron también que ambas oscilaciones
interactuan en la variabilidad de la temperatura superficial del mar de la costa
occidental de Baja California espacio-temporalmente. Lluch et al. (2003) no
detectaron una influencia evidente de la sefial climatica de PDO en la entrada del
GC. Aun falta comprender los efectos de la variabilidad del clima a largo plazo y de
los cambios climaticos globales en el GC (Lluch-Cota et al., 2007). Actualmente
ningun trabajo ha demostrado un efecto evidente del ENSO en el GC debido a que
no existen series de tiempo suficientemente largas para asociar variables biolégicas
criticas, como la concentracién de fitoplancton (o concentracion de chl-a) o de
zooplancton. Sin embargo, Aceves-Medina et al. (2003) sugieren diferencias

significativas en la composicién especifica y abundancia del ictioplancton entre los
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afos 1956-1957 (régimen frio) y 1984-1987 (régimen calido). Entonces, la
disminucién de la abundancia de las dos especies podria estar relacionada con

cambios en las condiciones climaticas oceanograficas de mas largo plazo.

10.2 Distribuciéon y abundancia vertical de los eufausidos

En este estudio las tres especies mostraron patrones de MVD
interespecificamente distintos, similar a lo previamente registrado por Brinton (1979)
y Lavaniegos (1996). Sin embargo, los estudios anteriores fueron realizados en la
boca del GC en la regiéon comprendida entre Cabo San Lucas a Cabo Corriente en
Mayo-Junio 1974 (Brinton, 1979) y en tres estaciones oceanograficas localizadas en
la costa oeste de la parte Central del Golfo de California entre Canal Salsipuedes y
Bahia Concepcion en Mayo 1965 (Lavaniegos, 1996). Ambos estudios fueron
realizados durante la temporada fria (primavera). Por lo tanto, estos estudios
proporcionan una vision parcial sobre las respuestas interespecificas e
intraespecificas en los patrones de MVD a escala estacional y regional de los

eufausidos numéricamente abundantes en el GC.

En el presente estudio se realizé el muestreo geograficamente mas amplio y
con una cobertura temporal estacional (21 estaciones oceanograficas en enero y 20
en julio del 2007) dentro del GC enfocada a estudiar la distribucion de eufausidos,
pero con una unica (pero relevante) limitante de muestreo: las muestras verticales
no pudieron ser obtenidas a profundidades mayores de 200 m. Aun con esta
restriccion metodoldgica de muestreo, se detectaron patrones de distribucion vertical
mas robustos (en término de numero de muestreos) para las tres especies en
relacion con los estudios previos. En enero del 2007, con muestreos horizontales
cerca de la superficie (muestreos neustonicos), se detectaron densos enjambres
superficiales diurnos de N. simplex, que de acuerdo con Gendron (1990, 1992), se
relacionan con eventos de reproduccion (Fig. 13) aunque se han observado densas
agregaciones de larvas calyptopis de esta especie (Gémez-Gutiérrez, com. pers.).
Este comportamiento se observé unicamente durante la temporada fria del GC
(Gendron, 1992), por lo que el presente estudio confirma que N. simplex se

distribuyd cerca de la superficie en enero del 2007, cuando la capa de mezcla fue
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mas profunda y fria. Los juveniles se encontraron principalmente en los primeros 25
m, entre 4 y 16 h, quedandose también en la superficie durante el dia (Fig. 13). En
cuanto a los adultos, al igual que en la Corriente de California (Brinton, 1967), una
pequeia parte de la poblacion no se encontré cerca de la superficie durante la
noche, pero la mayoria de los organismos presentaron un patrén de MVD que vario
entre 150 m de profundidad durante el dia y en los primeros 50 m durante la noche
(Fig. 13).

En julio del 2007, los juveniles y adultos de N. simplex se distribuyeron por
debajo de la termoclina evitando el estrato de aguas calidas (>24°C) de los primeros
50 m de profundidad (Fig. 14). Esto corrobora las observaciones de Lavaniegos
(1996), quien propuso que la termoclina estacional actua de barrera a la MVD de
ciertas especies de eufausidos como N. simplex en la zona oeste del GC, pero
consider6 que esto no ocurria para todos los estadios de desarrollo, como las larvas
(que no fueron analizadas en el presente estudio). Ademas se ha observado que
temperaturas >25°C no son propicias para el desarrollo ontogenético (embrionario y
larvario) (Gomez-Gutiérrez, 1995, 1996; Gdmez-Gutiérrez y Robinson, 2005) y
crecimiento somatico de N. simplex (Lavaniegos, 1995; Gomez-Gutiérrez et. al.,
1996).

De acuerdo con las conclusiones de Brinton (1979) que asocia la MVD de los
eufausidos a la isoclina de 1 ml O, L'1, en el contexto mas general, la corta MVD de
N. simplex en el GC puede explicarse por la presencia de condiciones hipdxicas
debajo de los 150 m. Los datos ambientales de los dos cruceros de 2007 indicaron
condiciones hipoxicas a partir de 100 m en una gran extensién del GC siendo
significativamente mas someras en julio que en enero del 2007 (Figs. 8 y 9).
Ademas, los experimentos de tasa de respiracion demostraron que N. simplex tiene
poca tolerancia a ambientes con concentraciones de O inferiores a 3.5 mg O, L™.
Con ayuda de prospecciones hidroacusticas (con ecosondas) y filmaciones en la
columna de agua, se ha documentado comportamientos de MVD de N. simplex a lo
largo de la costa oeste de la peninsula de Baja California (Robinson y Gomez-
Gutiérrez, 1998; Gbomez-Gutiérrez y Robinson, 2006). Estos investigadores
observaron que N. simplex se concentra en densos enjambres cerca del fondo

durante el dia en la costa noroeste de Baja California y en enjambres epibénticos
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marinos (con fondo marino <40 m) tanto de dia como de noche estrechamente
asociados con los patrones e intensidad de las corrientes de marea, en la boca de
Bahia Magdalena. Previamente a estas observaciones, se consideraba que N.
simplex tendia a estar en profundidades >50 m cuando en realidad N. simplex tiene
una amplia versatilidad en el comportamiento para habitar zonas inusuales o
inhospitas para otras especies de eufausidos, como N. difficilis y E. eximia que son
de ambiente predominantemente oceanicos (Brinton, 1962; Gomez-Gutiérrez, 1995).

En enero del 2007 los juveniles de N. difficilis fueron abundantes en dos
estratos (de 25 a 75 m y de 150 a 200 m) y con distribucion mas superficial durante
el dia (Fig. 13), lo que no se encontré en el estudio de Lavaniegos (1996). Los
adultos de N. difficilis fueron abundantes de 100 a 200 m, pero solamente de 16 h a
0 h (Fig. 13). Fuera de este periodo, es posible que N. difficilis migre a profundidades
de hasta 400 m, como ha sido observado en estudios previos (Brinton, 1962, 1967,
1979; Lavaniegos, 1996). Sin embargo, la profundidad de muestreo del presente
estudio limitd considerablemente la interpretacion de este escenario en la parte
central del GC donde existe una cuenca con profundidades >500 m. Una
interpretacion alterna es que 200 m es aproximadamente el limite mas profundo de
la MVD de N. difficilis en el GC en razén de la presencia de condiciones hipoxicas
(<1.0 ml O, L"), como fue el caso en la boca del GC, frente a Cabo San Lucas 22°
27’ N (Brinton, 1979). En California, esta especie usualmente migra hasta 300-400 m
(Brinton, 1967). Ademas, esta especie nunca ha sido reportada en el POT donde N.
gracilis es la unica especie del género Nematoscelis de afinidad tropical adaptada a
condiciones hipdxicas (Gopalakrishnan, 1974; Brinton et al., 2000). La menor
abundancia de N. difficilis en el GC en julio del 2007 fue esperada y notoria, ya que
en los muestreos estratificados se registrd alrededor de los 100 m de profundidad
(Fig. 14), tanto de dia como de noche, demostrando una limitacion a mayores
profundidad, cuando la profundidad de la CMO es comparativamente mas somera

que en enero 2007.

En enero se presento la mayor abundancia de juveniles y adultos de E. eximia
en los primeros 25 m, principalmente en las horas de la madrugada y
superficialmente alrededor de las 20 h (Fig. 13), lo que coincide con lo encontrado
en Brinton (1967, 1979), Lavaniegos (1996) y Gomez-Gutiérrez et al. (1999). Los
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juveniles se distribuyeron un poco mas superficialmente que en los estudios previos.
Durante el dia, no se detectaron grandes abundancias, relativo a la magnitud de
abundancia de ésta especie (Brinton, 1967; Sameoto, 1987), en los 200 m de
profundidad (Fig. 13). Esto sugiere que ésta especie migra a mayores profundidades
que el limite de muestreo de este estudio (200 m), como ha sido previamente
documentada (Brinton, 1962, 1967, 1979; Sameoto, 1987). E. eximia tiene una
adaptacion morfologica (amplia superficie branquial con respecto de otras especies
de eufausidos, inclusive dentro del género Euphausia) que le permite migrar a
estratos con condiciones hipdxicas (Antezana, 2002) lo que explica en parte su
distribucion a lo largo del POT. Brinton (1979) noto que aunque esta especie existe a
lo largo del POT, tiene reducidas densidades (<4 ind m?) entre 11 y 20° N, donde
existe las temperaturas mas elevadas (26°C) y concentraciones de O, mas bajas a
media agua (<0.05 ml O, L") y a 6°N, donde el agua que proviene del oeste entra
con la Contracorriente Ecuatorial. En julio del 2007, esta especie no fue
suficientemente abundante y frecuente para concluir contundentemente sobre un
patrén de MVD en particular (Fig. 14). Eso puede deberse al muestreo que no se
extendido hasta la parte sur del GC donde se sabe que esa especie tiene una
abundancia relativamente mayor (Brinton, 1979; Sanchez-Osuna y Hendrickx, 1984;

Gomez-Gutiérrez y Hernandez-Truijillo, 1984).

10.3 Variaciéon de los indicadores de estrés oxidativo de los eufausidos

10.3.1 Ontogénica

En este estudio, no se encontraron diferencias significativas en los
indicadores de estrés oxidativo entre los juveniles y adultos en ninguna de las tres
especies de eufausidos . Los juveniles tienen una MVD comparativamente mas
reducida que los adultos (como se pudo observar en enero 2007), quedandose en
condiciones de concentracion de O, >40% de saturacion en enero y >30% de
saturacién en julio del 2007. Por lo tanto, en teoria los juveniles deberian producir
relativamente mas ERO y tener mayor actividad enzimatica que los adultos por que

estan expuestos por mayor tiempo a condiciones oxidantes y a los rayos UV que
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promueven la producciéon de radicales libres (Camus y Gulliksen, 2005). Ademas, se
supone que la capacidad antioxidante de los crustaceos disminuye con la edad,
como ha sido previamente encontrado en anfipodos y cladoceros (Correia et al.,
2003; Barata et al., 2005). Sin embargo, es posible que los juveniles eufausidos de
las especies de N. simplex, N. difficilis y E. eximia tienen un metabolismo
proporcionalmente mas reducido que los adultos. Esta suposicién se basa en los
resultados de Ishii et al. (1987) quienes establecieron que la tasa de respiracion de
E. superba en funcion del peso seco de juveniles y adultos tenia una regresion lineal
positiva. Por lo tanto, no necesariamente se puede esperar una produccion mas
elevada de ERO de los juveniles debido a una posible tasa de respiracion menor que
la de los adultos. También, es posible que no se hayan encontrado diferencias
debido al tamafo reducido de muestra de los juveniles (8% para N. simplex, 13%

para N. difficilis y 3% para E. eximia).

Se encontraron diferencias por sexo solamente en N. difficilis durante la
temporada fria, cuando los machos tenian una actividad enzimatica de la CAT
significativamente mas alta que las hembras y los juveniles. Aunque la misma
tendencia también se notd en las otras enzimas, éstas diferencias no fueron
significativas (Fig. 21). Correia et al. (2003) encontraron mayor actividad de la GPx
en los machos de Gammarus locusta sin dar una explicacion convincente de esta
tendencia. En este estudio, es posible que esta diferencia se atribuya a un sesgo
asociado con el hecho que los machos de N. difficilis fueron recolectados
mayoritariamente entre 150 y 200 m de profundidad, mientras que los juveniles y las
hembras se distribuyeron entre 25 y 200 m. Es posible que estas diferencias se
deban a otras influencias, que se explican mas ampliamente en la seccién 10.3.3.
Por eso, en esta tesis podemos concluir que las tres especies no demostraron

diferencias intraespecificas en los indicadores de estrés oxidativo entre sexos.

10.3.2 Estacional

Los cambios en las condiciones ambientales en una escala estacional

influenciaron los indicadores de estrés oxidativo de las tres especies de eufausidos a
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diferentes niveles. En julio, N. simplex tuvo un incremento en el dafo oxidativo a
lipidos (TBARS 100 veces mas alto que en enero) indicando estrés oxidativo (Fig.
15). Este estrés es coherente con el incremento en la temperatura y la reduccion en
abundancia de N. simplex en comparacion con las condiciones frias (enero) (Figs.
11 a 14) que concuerda con los patrones de variacidon estacional registrada en
investigaciones previas (Brinton y Townsend, 1980; Gendron, 1990, De Silva-Davila
y Palomares-Garcia, 1998, 2002). La actividad de las enzimas antioxidantes también
se incrementd6 hasta 30 veces mas en julio que en enero (Fig. 15), sin

aparentemente ser suficiente para equilibrar la producciéon de ERO.

En la temporada calida, N. difficilis y E. eximia tuvieron un incremento en la
produccién del O, (Figs. 20 y 27). En el caso de N. difficilis, aparentemente este
incremento fue neutralizado principalmente por la actividad de la CAT (Fig. 20) y en
el caso de E. eximia, las cinco enzimas analizadas tuvieron una tendencia a
incrementarse durante la temporada calida, especialmente la GPx (Fig. 27). Esta
respuesta enzimatica antioxidante favorece que el dafo oxidativo a lipidos en las
dos especies se reduzca considerablemente en relacion a lo registrado durante la
temporada fria (Figs. 20 y 27). Otra interpretacion de lo que se encontré en estas
dos especies en relacidon a N. simplex, es que durante la temporada calida, gran
parte de los eufausidos se quedan en estratos por debajo de los muestreos

verticales (200 m) evitando el posible efecto de la temperatura superficial elevada.

El incremento de la produccion del O, en N. difficilis y E. eximia, asi como el
aumento en la peroxidacion de lipidos en N. simplex, puede ser el resultado de un
conjunto de factores que ocurren en la temporada calida: (1) las temperaturas
elevadas en julio y octubre en el GC modifican claramente los comportamientos y
patrones especificos e intraespecificos de MVD de las tres especies; (2) el
incremento del fotoperiodo (~10h45 en enero a ~15h en Julio; datos del observatorio
de la NAVY, http://aa.usno.navy.mil/data/docs/RS_OneDay.php) puede incrementar
la produccién exdgena del O, y del H,O, en los estratos superficiales del agua
(capa fética); (3) y la presencia de aguas hipoxicas (<20% saturacién, <1.5 ml O, L)
a partir de 100 m especialmente en las zonas costeras inducidas por eventos de
surgencia (Fig. 8). En otros invertebrados marinos (poliquetos y cangrejos) se han

detectado efectos estacionales similares en cuanto a varios indicadores de estrés
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oxidativo y han sido asociados principalmente a cambios de temperatura,
fotoperiodo y salinidad (Buchner et al., 1996; Kong et al., 2008). De acuerdo con
Buchner et al. (1996), la actividad de la SOD y CAT de Arenicola marina, aumenté
significativamente en respuesta a las temperaturas mas elevadas del verano y a la
concentracion mas alta de H,O; en los sedimentos. La actividad de la SOD, CAT y
GPx, asi como el dafio oxidativo a lipidos (medido como TBARS) se incrementaron
significativamente en verano en Scylla serrata y al igual que para N. simplex, la
actividad enzimatica no fue suficiente para evitar un estrés oxidativo (Kong et al.,
2008).

10.3.3 Espacial

En el GC (enero 2007), N. difficilis mostro diferentes respuestas en funcion de
las condiciones oceanograficas en distintas localidades geograficas. Esta especie
mostré un incremento significativo de la actividad de la SOD-total en la cuenca de
Guaymas, donde la CMO era relativamente somera ~70 m, en comparacion con
regiones costeras donde la CMO se ubicaba entre 150 y 300 m (Figs. 25 y 26). Este
incremento en la actividad enzimatica se debidé probablemente al aumento de la
produccién del O, en estos organismos (la SOD tiene la funcién precisamente de
neutralizar estas ERO), que ocurrié en respuesta a la hipoxia en una CMO somera
(Figs. 25 y 26). Es factible que la produccion del O, tiene la funcién de ser una
sefal que active factores implicados en la biogénesis de mitocondrias (Schrek y
Baeuerle, 1991; Hochachka y Lutz, 2001; Martindale y Holbrook, 2002; Bickler y
Buck, 2007). Debido a la reducida abundancia y menor frecuencia de aparicién de N.
simplex y E. eximia alrededor de la cuenca de Guaymas, no fue posible hacer una

comparacidon geografica similar a la realizada con N. difficilis.

10.3.4 Vertical

Recientemente, se han utilizado varios analisis y aproximaciones bioquimicas

para comprender las adaptaciones de los eufausidos asociadas al proceso de MVD
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y/o a los cambios de las condiciones oceanograficas de cada region (Spicer et al.,
1999; Buchholz y Sabarowsky, 2000; Salomon et al., 2000; Bucklin et al. 2002;
Gonzalez y Quifiones, 2002; Sabarowsky y Buchholz, 2002; Spicer y Stromberg,
2002). La mayoria de estos autores no compararon explicitamente ni
cuantitativamente las variables ambientales medidas a lo largo de la distribucion
vertical de los eufausidos (Buchholz y Sabarowsky, 2000; Bucklin et al., 2002;
Sabarowsky y Buchholz, 2002) o fue imposible por que muestrearon con redes

Bongo (integracion de toda la columna de agua) (Gonzalez y Quifiones, 2002).

En este estudio se presentaron dos escenarios distintos de los indicadores de
estrés oxidativo en las tres especies de eufausidos en funcién de sus patrones
especificos de MVD. En la temporada fria, los organismos de N. difficilis que se
encontraron en los estratos mas profundos (150 a 200 m) tenian una produccion del
O.,” mas elevada que los encontradas entre 50 y 100 m (Fig. 22). La elevada
actividad de las enzimas SOD-total y GR entre 100 y 150 m puede ser interpretada
como un proceso para contrarrestar este aumento de produccion del O, debido a
que de acuerdo con los resultados de peroxidacién de lipidos, ninguna de las
especies estudiadas experimentaron estrés oxidativo durante la temporada fria (Fig.
30). Otra posibilidad en cuanto a la actividad elevada de las enzimas SOD-total y GR
en estratos profundos podria ser un proceso de acondicionamiento para prepararse
a una posterior reoxigenacién (por ejemplo cuando los eufausidos suben a la
superficie después de haber sido expuestos a condiciones hipoxicas en aguas
profundas), como ha sido observado en invertebrados, anfibios, reptiles y peces
(Hermes-Lima et al.,, 1998; Hermes-Lima y Zenteno-Savin, 2002; Lushchak et al.,
2005; Bickler y Buck, 2007). En N. simplex se observo algo similar cuando la
produccién del O, incrementoé (3 veces) con la profundidad acompafada con una
mayor actividad de la SOD-total durante la temporada fria (Fig. 18). Sin embargo, las
diferencias en la actividad enzimatica entre las capas someras y profundas fueron
marginalmente significativas. En este trabajo se evidencié que N. simplex y N.
difficilis incrementan su tasa de respiracion en relacion inversa con la concentracion
de O, y que la tasa de respiracion estandarizada a peso del organismos es
significativamente mayor para N. difficilis que para N. simplex (Fig. 33). Este
incremento de la tasa de respiracion puede explicar el incremento de la produccion

del O, en funcién de la profundidad, como fue observado en el anfipodo béntico
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Eurythenes gryllus, que mostré una asociacién directa entre la tasa de respiracion y
la concentracién de las ERO (Camus y Gulliksen, 2005). No es posible realizar la
comparacion de los indicadores de estrés oxidativo durante la temporada calida
debido a la disminucion en abundancia y frecuencia de apariciéon de N. difficilis en
los muestreos estratificados (Fig. 12) y a que durante esta época del afo N. simplex
no migra hasta los primeros estratos de la columna de agua (Fig. 14). Los resultados
indican que durante la temporada fria, N. simplex y N. difficilis pueden neutralizar los
efectos de la exposicidon a condiciones hipdxicas en aguas profundas. Sin embargo,
ello no implica que estas especies tienen la capacidad de penetrar y habitar de
manera permanente en aguas hipdxicas, como las que ocurren en estratos
relativamente someros en el POT (Fig. 35) (Brinton, 1962, 1979; Brinton et al. 2000;
Bucklin et al., 2002). Este efecto posiblemente se deba al porcentaje reducido de
saturacion de O, tipico de zonas célidas (Fernandez-Alamo y Farber-Lorda, 2006;
Fiedler y Talley, 2006).

La respuesta fisioldgica y adaptativa de E. eximia a la hipoxia es diferente a la
observada en N. difficilis y N. simplex. Eso se puede explicar porque E. eximia tiene
mayor proporcion de la superficie branquias/cefalotérax, como una adaptacion a la
exposicion frecuente a condiciones donde la CMO es tipicamente somera
(Antezana, 2002). En concordancia con esta adaptacion morfolégica, en esta tesis
se evidencid que E. eximia no tiene elevada actividad enzimatica antioxidante en
profundidad (entre 100 y 200 m), durante ninguna de las dos temporadas (Figs. 28 y
29). Esto demuestra que las condiciones hipoxicas no tiene un efecto detectable en
la produccion de ERO, como fue el caso de N. difficilis y N. simplex. Debido al
reducido numero de muestras, baja abundancia y frecuencia de aparicién, no se
encontraron diferencias significativas en los indicadores de estrés oxidativo en E.
eximia en funcion de la profundidad en enero del 2007 (temporada fria) (Fig. 11). Sin
embargo, los datos indican que E. eximia experimentd un estrés oxidativo
considerable cuando los individuos se encontraron cerca de la superficie durante la
noche, siendo en este estrato donde se detectd el mas elevado dafo oxidativo a
lipidos (Fig. 29). En asociacion con este dafo oxidativo, se observo una elevada
actividad de la enzima SOD-total y la tendencia al incremento de la actividad de las
otras enzimas de 50-100 m hasta la superficie (Fig. 29). Es interesante notar que

esta especie experimentd cierto estrés oxidativo en concentraciones de O, mas
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elevadas. No se han reportado agregaciones superficiales diurnas de E. eximia
como frecuentemente se observan para N. simplex y, ocasionalmente y de menor
densidad, para N. difficilis con fines reproductivos (Gendron 1990, com. pers.),
aunque es comun registrarla en los primeros 50 m de dia y de noche en su centro de
distribucion (Brinton 1979). Estas observaciones sugieren que E. eximia migra hasta
la superficie esencialmente para alimentarse; ahi el dafio oxidativo es de menor
magnitud de el que experimenta N. simplex durante la temporada calida. Por lo
tanto, el aumento de la superficie branquial relativa al cefalotérax le permite a esta
especie migrar mas profundamente alcanzando estratos con condiciones hipdxicas.
Esta adaptacion morfolégica hace posible que las condiciones hipdxicas, usualmente
desfavorables o limitantes para otras especies de eufausidos, no lo son para E.
eximia; lo anterior es apoyado por la ausencia de cambio de los indicadores de

estrés oxidativo con la profundidad.

Hasta ahora no se han estudiado los indicadores de estrés oxidativo en
ninguna especie de eufausidos ni en condiciones de campo, ni en condiciones de
laboratorio. Sin embargo, Spicer et al. (1999) y Spicer y Stromberg (2002)
observaron que Meganyctiphanes norvegica, una especie que no se distribuye
normalmente en regiones con hipoxia, tenia una reducida tolerancia a condiciones
hipoxicas evidenciadas por un incremento relativo en la concentracion de lactato, en
ocasiones en concentraciones letales, y una marcada disminucién de hemocianina
en asociacion directa con la profundidad. Gonzalez y Quifiones (2002) estudiaron las
respuestas de la LDH comparando las respuestas de una especie de eufausido
endémica de la Corriente de Humboldt (con zonas hipdxicas someras), Euphausia
mucronata, y una especie de copépodo endémico Calanus chilensis de la misma
zona que no penetra a estratos por debajo de la CMO. Ellos encontraron que la
actividad de la LDH es significativamente mayor en E. mucronata que en C.
chilensis. Sin embargo, debido a que las muestras fueron obtenidas con una red
Bongo (integrando la captura de zooplancton a lo largo de la columna de agua), en
ese estudio no fue posible asociar directamente la respuesta de esta enzima con
condiciones ambientales discretas en cada capa de la columna de agua.
Independientemente de esta limitacidn metodoldgica, sus resultados implican que
dos especies endémicas de una misma region no necesariamente tienen una

respuesta metabdlica similar a concentraciones de O, caracteristicas de la CMO. Es
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necesario precisar que los eufausidos y los copépodos son dos grupos taxonémicos
con diferencias marcadas en capacidades de natacion, comportamiento de
alimentacion, MVD, tasas metabdlicas, longevidad, tamafio y diferencias anatomicas
(por ejemplo, los copépodos no tienen branquias externas) que pueden influenciar
en las diferencias en LDH observadas. Estas divergencias complican la

interpretacion de las diferencias encontradas en este estudio.

En el presente estudio se compararon tres especies de eufausidos que co-
habitan en el GC, pero que tienen afinidades zoogeograficas con centros de
distribucion distintos: N. difficilis, especie endémica transicional (templado subatica)
del Pacifico Norte, Corriente de California y GC; N. simplex, especie del sistema de
bordes orientales de las corrientes de California y de Humboldt, pero ausente en el
POT (7-20°N); E. eximia, especie endémica del POT con centros de distribucion
ubicados a lo largo de los bordes frios de esta zona (Brinton, 1962, 1975, 1979;
Brinton et al., 2000). Dadas las diferencias zoogeograficas distintas como resultado
de un proceso evolutivo (Brinton, 1962), se espera encontrar distintas adaptaciones
interespecificas reflejadas en respuestas fisioldgicas y estrategias de MVD acordes
con las condiciones ambientales tipicas de las masas de agua en las cuales las

especies han evolucionado (Brinton, 1962; Johnson y Brinton, 1963).

10.3.5 Interespecifica

Las diferencias interespecificas en los indicadores de estrés oxidativo
posiblemente tienen potencialmente una estrecha asociacion con el ambito de
distribucion zoogeografica de los eufausidos. Durante la temporada fria, N. simplex
tuvo una produccién del radical O, significativamente superior a N. difficilis y una
actividad enzimatica menor en todas las enzimas, excepto la CAT (Fig. 30). La
mayor actividad enzimatica en N. difficilis y E. eximia (Fig. 30) puede explicarse por
su capacidad de realizar MVD mas extensas y profundas que N. simplex (Brinton,
1967, 1979; Youngbluth, 1975, 1976; Lavaniegos, 1996; Bucklin et al., 2003; este
estudio), por lo que se puede asumir que éstas especies estan expuestas por mas

tiempo a condiciones hipdxicas. Sin embargo, aunque N. difficilis y E. eximia tienen
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amplias MVD en el GC, N. difficilis (que tiene su centro de distribucion en la zona
transicional del Pacifico norte) no esta usualmente distribuida en regiones con CMO
someras como esta E. eximia en el POT (Brinton 1979, Gopalakrishnan, 1974). En
julio, N. simplex parece ser la especie que experimenta el mayor estrés oxidativo con
un aumento significativo del dano a lipidos y una actividad enzimatica
significativamente mas elevada que las otras dos especies (Fig. 31). Este mayor
estrés puede ser debido a que N. simplex se distribuyé a menor profundidad (50-100
m) que las otras dos especies en julio del 2007 (Fig. 14) y esta expuesta a
temperaturas mas calidas (>22°C), que al parecer son demasiado calidas para N.
difficilis pero dentro de un intervalo tolerable para E. eximia. Los juveniles de N.
difficilis aparecieron entre 25 y 50 m de profundidad en enero y se recolectaron a
100 m de profundidad en julio (Figs. 13 y 14), lo que apoya la hipétesis de una
intolerancia a temperaturas mas calidas. El analisis de ordenacion NMDS (Fig. 32;
Tabla 1) demostr6 que existen diferencias en las respuestas enzimaticas
interespecificas y estacionales en funcion de los gradientes ambientales
(principalmente verticalmente) de la temporada fria, asi como entre el inicio y el final
de la temporada calida. Estas diferencias son consistentes con la interpretacion de
que las diferencias a nivel de especie son el resultado de un proceso evolutivo de
especiacion. Las respuestas fisiologicas de los indicadores de estrés oxidativo de
cada especie de eufausidos son posiblemente influenciados por la adaptaciéon a las
caracteristicas fisico-quimicas y biolégicas que ocurren en las masas de agua donde
habitan. Un argumento relevante sobre esta interpretacion la provee el analisis
MRPP que indico diferencias significativas entre los indicadores de estrés oxidativo
de los organismos capturados en el crucero de julio y los de octubre del 2007, aun
cuando ambos cruceros fueron realizados durante la temporada calida. En octubre,
las muestras provinieron de la parte sur del GC con datos de TS mostrando el
predominio de agua superficial ecuatorial (Fig. 7), lo que puede explicar las
diferencias encontradas en los indicadores de estrés oxidativo. La diferencia
principal entre la masa de agua del GC y la masa de agua superficial ecuatorial es la
salinidad, que es menor en esta ultima. En diferentes estudios se ha observado que
cambios en la salinidad y en la temperatura afectan varios indicadores de estrés
oxidativo (Buchner et al., 1996; Kong et al., 2008), por ello se puede explicar la
distancia encontrada en el analisis NMDS entre los indicadores de estrés oxidativo

de N. difficilis del crucero de julio y los de octubre del 2007. Segun el analisis de ISA,
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unicamente los indicadores de estrés oxidativo de E. eximia fueron caracteristicos de
agua por debajo de la termoclina y de la CMO (Tabla 3). Esto se debe
probablemente a que las muestras de N. simplex y N. difficilis no fueron encontradas
en gran numero por abajo de estas fronteras impuestas por gradientes pronunciados
de concentracién de O,. Esto posiblemente ayude a comprender por qué N. simplex
y N. difficilis actualmente estan ausentes en el POT, pero en el caso de N. simplex
presente en los sistemas de la Corrientes de California y de la Corriente de
Humboldt (Brinton, 1979; Brinton et al., 2000).

En la figura 34 se presenta un modelo conceptual que sintetiza la distribucion
vertical de los eufausidos estudiados en el GC y de los indicadores de estrés
oxidativo (Actividad de SOD y GPx, TBARS) de las tres especies de eufausidos
como una respuesta fisiolégica a los cambios oceanograficos importantes durante
las temporadas fria (enero) y calida (julio y octubre). En esta figura se indican los
cambios estacionales de la temperatura superficial (18°C en enero a 30°C en julio)
en los primeros 50 m y de la CMO (>100 m en enero y >80 m en julio) que afectan
fisioldgicamente los patrones de MVD de las tres especies de eufausidos. Es
probable que esto ocurra en otras especies de eufausidos de la region (E.
distinguenda, Euphausia tenera, N. gracilis, E. lamelligera) o inclusive posiblemente

en otros organismos zooplanctonicos de la region.

10.4 Procesos zoogeograficos

Los patrones de respuesta de los indicadores de estrés oxidativo en funcion
de las variaciones espacio-temporales de las condiciones ambientales del GC en las
que se encontraron las tres especies coinciden con una interpretacién concebida a
partir del ambito de distribucién geografica para cada especie (Fig. 35). N. simplex,
que desaparece gradualmente del POT y de la zona ecuatorial (Brinton, 1962, 1979;
Brinton et al., 2000) (Fig. 35), aparentemente no ha desarrollado una respuesta
ecofisiolégica adecuada para tolerar concentraciones de O, reducidas, tipicamente
someras en el POT (concentraciones <3.5 mg O, L™ durante 15-30 minutos fueron
letales en los experimentos de tasa de respiracion) y experimenta un estrés oxidativo

considerable durante la temporada calida (Fig. 15), concentrandose principalmente
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en los margenes neriticos y frios del GC (Fig. 12). Estas respuestas metabdlicas
pueden explicar su afinidad por habitar en grandes densidades en zonas neriticas de
surgencias costeras, tipicas de los sistemas de la Corriente de California, GC y de la
Corriente de Humboldt. Esta especie esta virtualmente ausente en el POT, formando
dos grupos poblacionales uno para cada hemisferio (Fig. 35) (modificado de Brinton,
1962, 1979 y Brinton et al., 2000). Aunque no existen estudios genéticos que ayuden
a estimar el origen de la separacion de estos dos grupos poblacionales, la
morfologia comparada de especimenes de ambos hemisferios sugiere que esta
separacion ha sido relativamente reciente (puesto que aun son reconocidas como N.
simplex), en comparacion a lo observado en N. difficilis y Nematoscelis megalops
(especie hermana). Morfolégicamente, ambas especies son extremadamente
similares, pero N. difficilis se encuentra distribuida en la zona de transicion templado-
subartica en el hemisferio norte, Corriente de California y Golfo de California
mientras que N. megalops ésta en la zona de transicion subartica en el hemisferio
sur. Se ha histéricamente asumido que el proceso de especiacion se ha completado
entre las dos especies (Brinton, 1962; Brinton et al., 1962). Sin embargo, aun existen
dudas sobre la especiacion de N. difficiis y N. megalops (Karedin, 1971;
Gopalakrishnan, 1974, 1975). E. eximia, parece estar mejor adaptada a tolerar las
condiciones de hipoxia y temperaturas elevadas del verano en el GC y de la region
ecuatorial, lo cual se ve reflejado en su capacidad de habitar los margenes frios del
POT mientras que tiene un menor éxito en la region 11-20°N (Brinton, 1979) (Fig.
35).

Brinton y Townsend (1980) consideraron que la CMO del GC no parecia ser
suficientemente somera, drastica y extensa para actuar como una frontera vertical
limitante en la distribucidon de los eufausidos o que influyera sobre la presencia o
ausencia de las especies de eufausidos, como es el caso de la region del POT. Con
los cambios estacionales que se observaron para las tres especies de eufausidos en
el GC, tanto ecolégicos como fisiolégicos, se puede sugerir que el conjunto de éstas
condiciones (termoclina y CMO mas someras, temperatura superficial mas calida)
esta determinando las regiones donde cada especie puede proliferar en conjunto
con la tolerancia a penetrar o no a la CMO, modificando asi a largo plazo los
patrones zoogeograficos de los eufausidos. Stramma et al. (2008) informaron que la

concentracion de O, ha decrecido en los ultimos 50 anos como un efecto del
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calentamiento climatico global en el Pacifico ecuatorial que pudiera tener
consecuencias dramaticas para los ecosistemas y las economias costeras.
Evidentemente, las consecuencias de estos cambios en los ecosistemas aun son
pobremente entendidos a nivel mundial pero las respuestas fisiolégicas
interespecificas pueden dar una idea de cédmo cada especie puede responder en sus
patrones de distribucion y dinamica poblacional a estos cambios resultado de la
reorganizacion espacio-temporal del POT y de la profundidad y extension de la
CMO.

En una perspectiva de cambios climaticos y oceanograficos, se demostré en
este estudio que la profundidad e intensidad del gradiente de la termoclina, oxiclina y
de la CMO cambia en el GC considerablemente de la temporada fria a la temporada
célida. Estos factores influyen en los patrones de distribucion y posiblemente de
abundancia de los eufausidos del GC, sobre todo en N. simplex, que ha demostrado
ser una especie clave de la trofodinamica de esta region. Esta especie constituye la
presa principal de especies carismaticas como la ballena azul Balaenoptera
musculus, la ballena de aleta B. physalus (Gendron 1990, 1992; Del-Angel
Rodriguez, 1997), el tiburdn ballena Rhincodon typus (Ketchum Mejia, 2003) y
mantas Mobula lucasana (Gendron, 1992), M. thurstoni y M. japonica (Sampson,
2007). Si la expansion de la CMO e incremento del periodo de las condiciones
calidas son un escenario probable en el futuro, se podria suponer que la distribucion
y/o abundancia de N. simplex pudiera desplazarse hacia el norte modificando
también los patrones de distribucién y/6 migracion de sus depredadores, lo cual
puede tener consecuencias ecologicas y economicas sin precedentes para la

sociedad que vive alrededor del GC.
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Figura 34. Modelo conceptual vertical de la distribucién y de los indicadores de estrés oxidativo de eufausidos con migracion vertical diaria (MVD) corta (N.
simplex), moderada (N. difficilis) y larga (E. eximia) segun las temporadas fria (enero; azul) y calida (julio y octubre; rojo) del Golfo de California en 2007.
CMO = capa minima de oxigeno; SOD = superdxido dismutasa; GPx = glutation peroxidasa; TBARS = peroxidacion de lipidos.
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Figura 35. Distribuciéon zoogeografica de los eufausidos: (A) Nyctiphanes simplex en la Corriente de
California, Golfo de California y Corriente de Humboldt, (B) Euphausia eximia en el Pacifico Oriental
Tropical con mayores densidades en los bordes frios de esta zona y (C) Nematoscelis difficilis a lo

largo de la zona de transicion del Pacifico Norte (mapas modificados de Brinton, 1962, 1979, Brinton

et al., 2000).
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11. Conclusiones

e La actividad de las enzimas antioxidantes de N. simplex en funcion de la
profundidad es comparativamente mas variable que en N. difficilis y E. eximia,
principalmente durante la temporada calida (Julio y Octubre) cuando
experimenta un estrés oxidativo, indicado por los mayores niveles de TBARS.
Durante la temporada calida la actividad enzimatica fue 30 veces mas
elevada que durante la temporada fria, siendo insuficiente para contrarrestar
el dafo oxidativo a lipidos, cuya magnitud fue 100 veces mayor en la

temporada calida que en la temporada fria.

e N. difficilis y N. simplex pueden mantener un balance bioquimico entre la
produccién y la eliminacion del O, durante la temporada fria cuando estan

expuestos a condiciones hipdxicas en aguas profundas durante su MVD.

e E. eximia incrementa la actividad de la SOD principalmente durante el
movimiento de las capas profundas a las capas superficiales, lo que
representa una posible respuesta a la reoxigenacion después de haber

estado expuesta a condiciones hipdxicas en las capas profundas.

e En el Golfo de California, N. simplex tiene una distribucion vertical
principalmente limitada por la profundidad de la CMO causada por una
insuficiente tolerancia a reducciones abruptas en la concentracion de O,

(condiciones experimentales <3.5 mg O, L™ por >15 minutos fueron letales).

e N. difficilis y E. eximia realizan migraciones verticales mas extensas que N.
simplex, lo que implica una mayor exposicion a condiciones hipdxicas por

periodos mas prolongados durante su MVD.

¢ No se encontraron cambios ontogénicos (variaciones intraespecificas), en los
indicadores de estrés oxidativo, en ninguna de las tres especies de
eufausidos estudiadas. Aunque esto puede estar estadisticamente sesgado

por el tamafio de muestra de los juveniles.
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Las tres especies no demostraron diferencias intraespecificas en los

indicadores de estrés oxidativo entre sexos.

Considerando que la variabilidad interespecifica en los indicadores de estrés
oxidativo fue significativamente mayor que la variabilidad intraespecifica y
comparando los gradientes verticales de las masas de agua que se presentan
en la corriente de California, GC y POT (en términos de temperatura,
profundidad de la termoclina, oxiclina y CMO), la capacidad antioxidante de
cada especie podria provocar en parte cambios paulatinos evolutivos
(adaptativos), que podrian verse reflejados en la distribucion vertical y
espacio-temporal distintos de los eufausidos y que explican sus actuales

patrones zoogeograficos.
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12. Recomendaciones

Muestrear de dia y de noche en la misma estacion para observar los cambios
en los indicadores de estrés oxidativo que pueden ocurrir a lo largo de un
ciclo de migracién vertical diaria con condiciones oceanograficas
comparables, preferentemente con muestreos de redes tipo MOCNESS o
BIONESS a profundidades mayores de 200 m.

Para comprender si las variaciones interespecificas son suficientemente
distintas para sugerir una ecofisiologia distintas para cada especie de
eufausido con distribucidn restringida (no para especies circumglobales o
cosmopolitas), se podria realizar un estudio y muestreo similar con las
mismas especies, pero recolectando individuos en sus respectivos centros de
distribucion zoogeografica, particularmente en regiones donde existe
relativamente poco traslape entre N. simplex, N. difficilis y E. eximia. Asi, se
podria observar si existen o no diferencias con los indicadores de estrés
oxidativo medidos en el GC y concluir mas robustamente sobre las zonas de

distribucion de cada especie.

Estimar los indicadores de estrés oxidativo de otras especies de eufausidos
que experimentan de una manera mas frecuente ambientes bajos en
concentracion de Oy: (1) de las especies endémicas del POT (Euphausia
distinguenda y Euphausia lamelligera), (2) especies tropicales con distribucion
circumglobal (Euphausia tenera y Nematoscelis gracilis), y (3) evaluar la
respuesta de tamafo de la especie (debido a que E. distinguenda y E. tenera
son una de las especies mas pequefas del mundo) para cuantificar el efecto
potencial de la talla de como una adaptacion para habitar regiones con CMO

somera.

Realizar un disefio experimental para medir los indicadores de estrés
oxidativo a diferentes saturaciones de O, y temperatura para comparar lo que
ocurre en la naturaleza en cuanto a la tolerancia de la hipoxia bajo

condiciones controladas.
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Evaluar el efecto de los rayos UV en los eufausidos en cuanto a dafios
oxidativos al ADN y proteinas, el cual puede ser particularmente relevante en
las agregaciones superficiales diurnas que realiza frecuentemente N. simplex
y ocasionalmente N. difficilis. Complementar la interpretacion de estos analisis
con el contenido de acidos grasos polinsaturados (PUFAs) de los eufausidos.
Asi, se podria concluir si los dafos oxidativos se concentran en las PUFAs
cuando el organismo tiene mas (adultos vs. juveniles), en lugar de dafiar su

ADN vy proteinas.
Debido a que los eufausidos emiten luz via bioluminiscencia, podria ser

interesante estimar la cantidad de ERO eliminados por este proceso como ha

sido informado en estudios previos para otros organismos (Rees et al., 1998).
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Anexo 1. Numero de individuos recolectados (No. ind.) en las muestras y nimero de muestras (No.
muestras), considerando que era necesario en ocasiones mas de un individuo para obtener 100 mg de
tejido, para determinar los indicadores de estrés oxidativo, de las tres especies de eufausidos

estudiadas durante el afio del 2007.

Nyctiphanes simplex Nematoscelis difficilis Euphausia eximia

No.ind. No.muestra No.ind. No.muestra No.ind. No.muestra
Enero 2007
Juveniles 32 2 134 10 3 1
Hembras no-ovigeras 34 10 35 21 5 6
Hembras ovigeras 19 4 26 26 0 0
Machos maduros 15 4 21 10 2 3
Subtotal 100 20 216 67 10 10
Julio 2007
Juveniles 9 1 0 0 0 0
Hembras no-ovigeras 36 8 10 3 0 0
Hembras ovigeras 6 2 0 0 0 0
Machos maduros 34 7 0 0 0 0
Subtotal 85 18 10 3 0 0
Octubre 2007
Juveniles 0 0 0 0 0 0
Hembras no-ovigeras 0 0 10 8 27 10
Hembras ovigeras 0 0 0 0 0 0
Machos maduros 0 0 1 1 32 17
Subtotal 0 0 11 9 59 27
Total 185 38 237 79 69 37
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Anexo 2. Distribucién y abundancia relativa (nimero de individuos) recolectados con las redes
estratificadas por estrato de profundidad de los eufausidos adultos utilizados para el analisis de los

indicadores del estrés oxidativo de N. simplex (cuadro negro), N. difficilis (circulo rojo) y E. eximia

(cruz azul) recolectados en enero del 2007.
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Anexo 3. Distribucion y abundancia relativa (numero de individuos) recolectados con las redes
estratificadas por estrato de profundidad de los eufausidos adultos utilizados para el analisis de los

indicadores del de estrés oxidativo de N. simplex (cuadro negro) y N. difficilis (circulo rojo)

recolectados en julio del 2007.
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Anexo 4. Distribucion y abundancia relativa (nUmero de individuos) recolectados con las redes

estratificadas por estrato de profundidad de los eufausidos adultos utilizados para el analisis de los

indicadores del de estrés oxidativo de N. difficilis (circulo rojo) y E. eximia (cruz azul) recolectados en

octubre del 2007.
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Anexo 5. Valores de produccion del radical superoxido (O,”) (nM de O, min"'mg proteina™), peroxidacion de lipidos ("M de TBARS mg proteina™) y
actividades enzimaticas de SOD-total, CAT, GPx, GR y GST (U de actividad mg proteina™) de N. simplex, N. difficilis y E. eximia durante la temporada fria

(enero) y calida (julio y octubre) del 2007.

0,
(nM O, min'mg prot.™)

Danfos a los lipidos
(nM TBARS mg prot.™)

SOD-total
(U mg prot™)

CAT
(U mg prot™)

GPx
(U mg prot™)

GR
(U mg prot™)

GST
(U mg prot™)

Fria
N. simplex 0.00044+0.00007 (19)
N. difficilis 0.00029+0.00003 (63)

E. eximia  0.00059+0.00033 (10)
Caélida

N. simplex n/d

N. difficilis 0.5+0.4 (6)

E. eximia 1.4+0.4 (16)

0.20£0.03 (15)
0.20£0.03 (63)
0.33£0.09 (8)

156 (10)
0.0003+0.0001 (8)
0.0015:0.0010 (23)

8 84641 926 (20)
18 9132 715 (67)
23 504+12 975 (10)

209 12863 980 (18)
17 631+£5 032 (12)
50 719+31 812 (27)

0.26+0.06 (20)
0.20£0.04(67)
0.3740.10 (10)

5+2 (18)
0.9£0.3 (10)
0.9+0.4 (25)

0.0035+0.0007 (19)
0.0099:0.0021 (67)
0.0034+0.0008 (10)

0.112+0.055 (18)
0.008+0.004 (12)
0.019+0.008 (26)

0.006+0.001 (20)
0.009+0.001 (67)
0.008+0.002 (10)

0.22+0.08 (18)
0.017+0.002 (11)
0.032+0.020 (22)

0.0008+0.0001 (20)
0.0019+0.0002 (67)
0.0021+0.0006 (10)

0.008+0.002 (18)
0.004+0.001 (12)
0.005+0.003 (27)

Promediozerror estandar. (n). n/d= no disponible.
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Anexo 6. Valores de produccién del radical superéxido (O,”) (nM de O, min"'mg proteina™), peroxidacion de lipidos (nM de TBARS mg proteina™) y

actividades enzimaticas de SOD-total, CAT, GPx, GR y GST (U de actividad mg proteina'1) de N. simplex y N. difficilis en funcién de los estadios de desarrollo-

reproduccion y sexo durante la temporada fria (enero) y calida (julio y octubre) del 2007.

O, Darios a los lipidos ~ SOD-total CAT GPx GR GST

(nM O, min'mg prot.”) (nM TBARS mg prot.”) (U mg prot™) (U mg prot™) (U mg prot™) (U mg prot™) (U mg prot™)
N. simplex
Fria
JUV 0.0005+0.0003 (2) 0.15:0.00 (2) 7 612£229 (2) 0.100.06 (2) 0.0022 (1) 0.0021+0.0008 (2) ~ 0.0008+0.0002 (2)
HNO 0.0005+0.0001 (9) 0.16:0.05 (6) 12 184+3 542 (10) 0.24:0.07 (10)  0.004+0.001 (10) 0.005£0.001 (10)  0.0008+0.0001 (10)
HO 0.00023+0.00004 (4) 0.25:0.07 (4)  5840+1 102 (4) 0.200.07 (4) 0.0024+0.0008 (4) 0.009£0.006 (4)  0.00100.0002 (4)
MM 0.0004+0.0001 (4) 0.26:0.04 (3) 4 12641483 (4) 0.5£0.2 (4) 0.002+0.001 (4) 0.005:0.002 (4)  0.0007+0.0003 (4)
Calida
JUV nid 3.65 (1) 242 617 (1) 0.56 (1) 0.014 (1) 0.076 (1) 0.0008 (1)
HNO n/d 11:4 (5) 176 010£68 119 (8) 543 (8) 0.08£0.03 (8) 0.19+0.08 (8) 0.085+0.003 (8)
HO n/d nid 16 1039 111 (2) 110.8 (2) 0.011£0.010 (2) 0.030.02 (2) 0.0022+0.0005 (2)
MM n/d 22414 (4) 297 343+142 571 (7) 743 (7) 0.19+0.14(7) 33£0.17 (7) 0.010+0.002 (7)
N. difficilis
Fria
JUV 0.00034+0.00007 (10) 0.12:0.03 (9) 1297642710 (10)  0.09+0.03 (10) 0.005:0.001 (10)  0.006£0.001 (10)  0.0012+0.0003 (10)
HNO 0.00022+0.00004 (21) 0.16£0.03 (20) 14 609+2 229 (21)  0.20+0.04 (21) 0.007+0.001 (21)  0.010+0.002 (21)  0.0019+0.0004 (21)
HO 0.00026+0.00005 (23) 0.25+0.05 (25) 14 4013 274 (26) 0.15+0.03 (26) 0.008+0.003 (26) 0.008+0.002 (26) 0.0017+0.0003 (26)
MM 0.0005:0.0001 (9) 0.24:0.07 (9)  45625:12687 (10)  0.4%0.2 (10) 0.02:0.01 (10)  0.012:0.003 (10)  0.004+0.001 (10)

Promediozerror estandar. (n). n/d= no disponible
JUV: Juveniles; HNO: Hembras no-ovigeras; HO: Hembras ovigeras; MM: machos maduros.
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Anexo 7. Valores de produccion del radical superoxido (O,7) (nM de Oz"min'1mg protel'na'1), peroxidacién de lipidos (nM de TBARS mg protel’na'1) y
actividades de SOD-total, CAT, GPx, GR y GST (U de actividad mg proteina'1) de N. simplex, N. difficilis y E. eximia en funcién de la profundidad de

muestreo durante la temporada fria (enero) y calida (julio) del 2007.

0,
(nM O, min'mg prot.™")

Danos a los lipidos
(nM TBARS mg prot.”)

SOD-total
(U mg prot™)

CAT
(U mg prot™)

GPx
(U mg prot™)

GR
(U mg prot™)

GST
(U mg prot™)

N. simplex

Fria

0-50 m 0.00036+0.00006 (16)
100-150 m  0.000820.0003 (3)
Calida

50-100 m n/d
100-150 m n/d

N. difficilis

Fria

0-50 m 0.00021+0.00006 (3)
50-100 m  0.00023+0.00007 (11)
100-150 m  0.00020+0.00007 (7)
150-200 m  0.00060+0.00008 (8)

0.21+0.03(12)
0.16+0.04 (3)

1244 (5)
1812 (5)

0.09+0.06 (3)
0.35+0.09 (13)
0.16£0.06 (7)
0.23+0.06(9)

6 568+888 (16)
17 95949 460 (4)

306 4924128 255 (8)
131 237446 541 (10)

14 32516 521 (3)

5 964+1 267 (13)
30 8319 960 (7)
33 64110 849 (10)

0.30+0.07 (16)
0.14+0.08 (4)

613 (8)
512 (10)

0.14+0.07 (3)
0.11+0.02 (13)
0.21+0.07 (7)
0.27+0.10 (10)

0.0034+0.0007 (16)
0.0040+0.0036 (3)

0.07+0.02 (8)
0.14+0.10 (10)

0.006+0.003 (3)

0.005£0.002 (13)

0.012+0.006 (7)
0.03£0.01 (10)

0.006+0.002 (16)
0.004+0.002 (4)

0.24+0.09 (8)
0.2+0.1 (10)

0.005+0.001 (3)
0.006+0.002 (13)
0.010£0.002 (7)

0.011+0.003 (10)

0.0008+0.0001 (16)
0.0010+0.0002 (4)

0.008+0.004 (8)
0.007+0.001 (10)

0.003£0.002 (3)

0.0017+0.0003 (13)

0.0023+0.0008 (7)
0.003+0.001 (10)
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Anexo 7. Parte Il.

%
(nM O, "min'mg prot.™")

SOD-total
(U mg prot™)

CAT
(U mg prot™)

Darios a los lipidos
(nM TBARS mg prot.™)

GPx
(U mg prot™)

GR
(U mg prot™)

GST
(U mg prot™)

Célida
0-50 m
50-100 m
100-150 m
150-200 m

E. eximia
Fria

0-50 m
50-100 m
100-200 m

Célida
0-50 m
50-100 m
100-200 m

0.13 (1)
0.150.09 (3)
0.03 (1)
2.65 (1)

0.0008+0.0005 (7)
0.0002+0.0001 (2)
0.00007 (1)

1.3+005 (7)
1.6£0.9 (4)
1.3+1.0 (5)

0.00005+0.00004 (2)
0.0007+0.0003 (2)
0.00006+0.00004 (3)

0.0008 (1)

0.4£0.1(5)
0.150.07 (2)
0.49 (1)

0.003+0.002 (11)
0.000100.00003 (6)
0.00011+0.00009 (6)

9 6307 370 (2)
17 4617 419 (3)
13 638+7 151 (5)

54 288 (1)

29 21418 449 (7)
9 39046 796 (2)
11 765 (1)

92 772465 210 (13)
18 03916 844 (7)
5 30242 166 (7)

0.09+0.04 (2)
1.0+0.5 (3)
1.0+0.2 (4)

n/d

0.4£0.1 (7)
0.17+0.06 (2)

0.53 (1)

1.0£0.7 (12)
1.4+1.0 (6)
0.17+0.05 (7)

0.0081+0.0004 (2)
0.007+0.003 (3)
0.008+0.005 (5)

0.003 (1)

0.004+0.001 (7)
0.0024+0.0009 (2)
0.0003 (1)

0.02+0.01 (13)
0.02+0.01 (7)
0.013+0.009 (7)

0.008+0.001 (2)

0.012+0.003 (3)

0.011+0.003 (5)
n/d

0.010£0.003 (7)
0.005+0.001 (2)
0.005 (1)

0.054+0.047 (9)
0.022+0.015 (6)
0.0100.006 (7)

0.003+0.001 (2)

0.005:0.003 (3)

0.0030.001 (5)
0.007 (1)

0.0021+0.0009 (7)

0.00153+0.00005
2)
0.003 (1)

0.010£0.005 (13)
0.003+0.002 (6)
0.0009+0.0004 (7)

Promediozerror estandar. (n). n/d= no disponible.
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Anexo 8. N. difficilis. Valores de produccién del radical superéxido (O,™) (nM de Oz"min'1mg prot.'1), peroxidacién de lipidos (hnM de TBARS mg protel’na'1) y

actividades de SOD-total, CAT, GPx, GR y GST (U de actividad mg protel’na'1) de las hembras ovigeras en tres estaciones de muestreo (E68, E103 y E114)

durante la temporada fria (enero del 2007).

Radical O,~ Danos a los lipidos SOD-total CAT GPx GR GST
(nM O, " min'mg prot.”) (nM TBARS mg prot.”) (Umg prot™) (U mg prot™) (U mg prot™) (Umg prot™) (U mg prot™)
E68 0.0006+0.0001 (3) 0.240.1 (3) 40 474+14 682 (4) 0.12+0.06 (4) 0.03+0.02 (4) 0.015+0.009 (4) 0.002+0.001 (4)

E103 0.0003+0.0001 (14)
E114  0.00014+0.00005 (5)

0.29+0.08 (16)
0.15+0.03 (5)

6 88621 225 (16)
17 29944 204 (5)

0.15+0.05 (16)
0.11+0.04 (5)

0.004+0.001 (16)
0.010£0.002 (5)

0.006+0.002 (16)
0.00940.002 (5)

0.0015+0.0003 (16)
0.002+0.001 (5)

Promediozerror estandar. (n). n/d= no disponible.
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