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1. Resumen

En el escenario actual de cambio climatico es importante conocer la capacidad de
respuesta de los organismos, especialmente para aquellas especies de distribucion
restringida asi como para las que habitan ambientes extremos. Las especies de
coledpteros acuaticos de aguas salinas continentales se encuentran entre los organismos
que pueden experimentar condiciones ambientales extremas, que pueden llegar a ser
mas extremas debido principalmente a los incrementos de temperatura y salinidad en sus
habitats como consecuencia del cambio climatico. En este trabajo se analizo la tolerancia
térmica y la capacidad de aclimatacion a la temperatura y a la salinidad de una especie
de coledptero acuatico, Enochrus politus, comiun en rios salinos del sureste de la
Peninsula Ibérica, con el objetivo de estudiar su sensibilidad a cambios en las
condiciones ambientales. Para ello se determinaron los limites térmicos de la especie en
condiciones de laboratorio mediante un método dinamico y termografia, previa
aclimatacién a diferentes condiciones de temperatura y salinidad. Como limite térmico
inferior se determin6 el Supercooling, o temperatura previa a la congelacién, y como
limite térmico superior se consideré el Heat coma, o punto de paralisis anterior a la
muerte. El efecto de la temperatura y salinidad de aclimatacion, ademas del sexo, y sus
interacciones sobre los limites térmicos se analizaron estadisticamente mediante
ANOVA. Los resultados mostraron que E. politus tiene un amplio rango de tolerancia
térmica (-10,38 + 0,32 y 57,37+ 0,19), siendo mayor en condiciones Optimas de
temperatura (20°C) y 12g/l de salinidad, en coincidencia con los habitats donde
frecuentemente vive la especie. Ademas, la especie posee cierta capacidad de
aclimatacion, respondiendo el limite térmico inferior a las condiciones de temperatura y
salinidad mientras que el superior solo respondié a la salinidad. Por tanto, esta especie
tiene la capacidad de tolerar el aumento de temperatura como consecuencia del cambio
climatico, aunque el aumento de salinidad puede reducir su tolerancia térmica al calor.

Palabras clave: Medios acuaticos salinos; coledptero; limites térmicos; plasticidad
fenotipica; Supercooling; Heat coma; aclimatacion.
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2. INTRODUCCION

En la cuenca mediterranea hay gran cantidad de ecosistemas acuaticos salinos que
resultan singulares por las condiciones ambientales extremas y la biota que albergan. A
pesar de que estos ecosistemas son raros en Europa, son comunes en el sureste de
Espafia y presentan especies con adaptaciones fisiolégicas para vivir en medios
hiperosméticos y con grandes variaciones ambientales (diarias, estacionales e
interanuales). En estos ambientes, la combinacion de altos niveles de salinidad y
temperatura es frecuente. Estas condiciones tan extremas constituyen una barrera
infranqueable para la mayoria de especies acuaticas, aunque entre los insectos, existen
algunos 6rdenes (Dipteros, Coledpteros y Hemipteros principalmente) con un importante
numero de especies adaptadas a vivir en estos medios (Millan et al. 2011). En general,
dichas especies salinas presentan un alto grado de endemicidad y diversidad filogenética
(Arribas et al. 2013).

A pesar de su elevado interés de conservacion, los ecosistemas continentales de aguas
salinas estan globalmente amenazados. Actualmente, en muchas regiones mediterraneas
sometidas a elevadas presiones agricolas, se estan produciendo cambios en la hidrologia
natural y en los niveles de salinidad que afectan de manera especial a su biota
especialista, conllevando una pérdida de la biodiversidad global a escala regional
(Velasco et al. 2006). A estos cambios hay que afiadir los derivados del cambio climatico.
Asi, todos los modelos predictivos elaborados hasta la fecha prevén que en las regiones
mediterraneas se produzca un aumento de temperatura y una disminucién de las
precipitaciones lo que supondria un incremento en los niveles de salinidad y la
consiguiente reduccion de habitats disponibles para muchas especies (Sanchez-
Fernandez et al. 2013).

En este contexto de cambio global, el estudio de la tolerancia fisiolégica a la temperatura
y a la salindad es muy importante para entender los procesos y los mecanismos de
adaptacion, asi como la actual distribucién geografica de los organismos (Lutterschmidt &
Hutchison 1997) y su posible variacién (Terblanche et al. 2011). Ademas de sus
implicaciones ecologicas, el estudio de la tolerancia fisiolégica es crucial para la
comprension de la biologia y evolucion de las especies (Poértner 2002, Boussau et al.
2008) y para la toma de decisiones que mitiguen los impactos del cambio global (Chown
& Gaston 2008, Williams et al. 2008, Wiens et al. 2009).

La presencia y el éxito de los organismos en el tiempo y el espacio dependen de un
complejo numero de factores ambientales (Odum 1959 citado por Lutterschmidt &
Hutchison 1997). De entre ellos, la temperatura es uno de los mas importantes, ya que
afecta directamente a la energia cinética de las reacciones y por lo tanto a los procesos
bioquimicos vy fisiologicos de los organismos, incluyendo el comportamiento
(Lutterschmidt & Hutchison 1997). Ademas de la temperatura, otros factores ambientales,
como la salinidad, desempefian un importante papel y pueden actuar de forma aditiva,
sinérgica o incluso antagoénica con ésta (Spicer & Gaston 1999, Gaston 2003). Por tanto,
la tolerancia térmica de los organismos puede estar influida por otras caracteristicas del
ambiente, como el estrés salino que experimentan (Chown & Nicolson 2004).

Hoy dia se utilizan dos métodos para determinar la tolerancia térmica en insectos:
estaticos y dinamicos (Lutterschmidt & Hutchinson 1997). En el caso de los métodos
estaticos, conocidos también como tests de mortalidad, los individuos se someten a una
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temperatura constante prefijada y se mide el tiempo que transcurre hasta la muerte; o
bien, tras ese choque térmico, se mide el porcentaje de individuos que se recuperan tras
varias horas o dias en condiciones de temperatura optima. Es decir, implica evaluar la
supervivencia de los individuos, que dependera tanto de la intensidad como de la
duracién del estrés térmico. Temperaturas subletales pueden llegar a ser letales si el
tiempo de exposicion es prolongado (Chown & Nicolson 2004). EI método dinamico,
también llamado ‘ramping’, implica el cambio gradual de las temperaturas de ensayo
hasta que se produce la muerte de los individuos (Lutterschmidt & Hutchison 1997). En
este caso, la tasa de cambio de temperatura tendra una gran influencia sobre la
tolerancia térmica.

Para la determinacion de los limites térmicos se pueden considerar puntos criticos letales
0 no letales. La escala termobiolégica de Vannier (1994) muestra una serie de limites
térmicos en funcion de las respuestas de los insectos a temperaturas potencialmente
letales (Figura 1). Al aumentar la temperatura por encima de su 6ptimo se produce
primero insensibilidad, estupor o espasmos del insecto, entrando a continuaciéon en coma
prolongado, y finalmente en trauma irreversible y muerte. A bajas temperaturas, los
insectos muestran una variedad mas amplia de respuestas, como el punto de
sobreenfriamiento (supercooling, SCP) o punto de cristalizacion.

_ ) . Death
Temperature of the insect (°C) /

Point of thermotorpor (heat coma)

Start of thermotorpor (heat stupor)

Optimum temperature

Start of psychrotorpor (cold stupor)

- 1
Temporary torpor zone r 0

=y

Point of fusion

Permanent torpor zone ‘\b -10

(melting point) N

Figura 1. Escala termobiologica de Vannier (fuente: Chown & Nicolson 2004)

La tolerancia al calor estd muy conservada en todos los grupos de organismos
(ectotermos, endotermos y plantas), mientras que la tolerancia al frio varia entre especies
y dentro de la especie (Araujo et al. 2013) con la latitud (Addo-Bediako et al. 2000). Los
limites térmicos inferiores tienden a variar con la temperatura ambiental mientras que los
superiores no. La tolerancia térmica a altas temperaturas muestra menos variacion con la
altitud que la tolerancia a bajas temperaturas, un patréon similar al encontrado con la
variacién latitudinal (Gaston & Chown, 1999). Por lo tanto, el rango de tolerancia térmica
aumenta con un aumento de la latitud o la altitud y en ambos casos se asocia este
cambio con un aumento de la variabilidad climatica asociada (Hipotesis de variabilidad
climética, Abbo-Bediako et al., 2000). En otras palabras, parece que la seleccion natural
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modula las respuestas fisiolégicas a temperaturas bajas mas que a altas, existiendo
limites fisioldgicos extremos que acotan la posible evolucion de las tolerancias de los
organismos terrestres a altas temperaturas.

Esta asimetria es probablemente consecuencia de diferentes procesos fisioldégicos que
operan sobre los limites térmicos. La variacion en los limites térmicos inferiores en
animales es consecuencia de diferencias en efectos termodinamicos en las tasas de
reaccion, fundamentalmente para el mantenimiento de la homeostasis idnica (Hosler et
al. 2000; MacMillan et al. 2012). En cambio, la baja variacién en la tolerancia a elevadas
temperaturas es debida fundamentalmente a la baja capacidad de los organismos para
contrarrestar el efecto desestabilizante de las altas temperaturas sobre las membranas
celulares y proteinas (Angielleta 2009). Mecanismos como el incremento de la produccion
de proteinas de estrés térmico son generalmente insuficientes para permitir a los
organismos soportar temperaturas por encima de 45 °C. El limite térmico medio superior
para insectos es de 41,6 °C y temperaturas por encima de 47,8 °C solo pueden ser
toleradas temporalmente por algunos organismos (Araujo et al. 2013). Por ejemplo, hay
hormigas del desierto que pueden tolerar temperaturas que exceden los 50 °C durante
cortos periodos de tiempo (Wehner et al. 1992). Sin embargo, otros pocos y muy raros
organismos son capaces de desarrollar una mayor resistencia a elevadas temperaturas
(Hoffmann et al. 2013).

De este modo, las variaciones en los limites térmicos superiores son mucho menos
marcadas que en los limites inferiores, tanto a escalas espaciales (latitud o altitud) como
a nivel intra e interespecifico. Por lo tanto, en especies cuyas preferencias climaticas
estan cerca de sus limites térmicos superiores sera poco probable que su tolerancia
fisiologica al calor evolucione hacia una mayor tolerancia, siendo en consecuencia mas
proclives a los efectos negativos del calentamiento global (Araujo et al. 2013). Ademas, la
tolerancia térmica superior estd también positivamente relacionada con el tamafio del
rango geografico de las especies (Calosi et al. 2010), es decir, que las especies con
mayor riesgo son las que tienen una distribucién geograficamente restringida.

Por otro lado, la tolerancia térmica tiene dos componentes, un componente intrinseco o
genético, y un componente adquirido o dependiente de las condiciones de aclimatacion
(condiciones en el laboratorio) o aclimatizacién (condiciones en el campo). Ambas son
buenos ejemplos de plasticidad fenotipica que reflejan la maleabilidad del organismo en
respuesta a las condiciones ambientales experimentadas (Chown & Nicolson, 2004). En
general, se ha asumido que son ventajosas para el organismo cuando es expuesto a las
condiciones a las que se ha aclimatado (Hipdtesis de aclimatacion ventajosa), aunque
recientemente se ha cuestionado dicha hipétesis, ya que la aclimatacion o aclimatizacion
tienen un elevado coste fisiologico (Hoffmann 1995). Woods & Harrison (2002)
argumentan que la exposicibn a temperaturas no Optimas puede disminuir la
supervivencia en todos los ambientes (Hipotesis de aclimataciéon perjudicial). Por otra
parte, Stillman (2003) propuso como hipdtesis que las especies que han evolucionado a
mayores tolerancias térmicas absolutas lo han hecho a costa de su capacidad de
aclimatizacion. Sin embargo, Calosi et al (2010) han demostrado que existe una relacion
positiva entre la tolerancia térmica superior y la capacidad de aclimatacion en
escarabajos Ditiscidos del género Deronectes. Otros estudios previos de tolerancia
térmica con otras especies de Ditiscidos, pero de medios acuaticos salinos, han mostrado
una amplia tolerancia térmica de las especies, especialmente para Enochrus bicolory E.
jesusarribasi, (Arribas et al. 2011), junto con un efecto positivo de la aclimatacion a
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elevada salinidad y temperatura sobre la tolerancia al calor (Sanchez-Fernandez et al.
2010, Arribas et al. 2011).

Los coledpteros de medios salinos continentales mediterraneos son por tanto organismos
ideales para el estudio de respuestas fisioldgicas y de comportamiento frente a multiples
factores de estrés. En este contexto, la investigacion sobre la tolerancia térmica de los
coledpteros y su capacidad de aclimatacion, es un tema de gran interés para comprender
los procesos de adaptacion ante el cambio climatico (Terblanche et al. 2011).

2.1. Objetivos y predicciones

El objetivo principal del estudio es caracterizar de manera experimental la tolerancia
térmica de la especie Enochrus politus (Kuster 1849) y determinar su capacidad de
aclimatacion frente a diferentes condiciones de temperatura y salinidad.

En base a los trabajos e hipotesis previamente citados, se plantean las siguientes
predicciones:

e Enochrus politus presentara una amplia tolerancia térmica al igual que otras
especies del género.

e Poseera baja capacidad de aclimatacion debido a las condiciones extremas y
variables en las que vive, especialmente en el limite térmico superior.

e La aclimatacion a elevadas temperaturas aumentara la tolerancia al calor, del
mismo modo que la aclimatacion a bajas temperaturas aumentan la tolerancia al
frio.

e La aclimatacion a elevadas salinidades aumenta la tolerancia al frio y al calor.

www.conama2014.org | 6



¥ 2014

CONGRESO NACIONAL DEL MEDIO AMBIENTE

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Especie estudiada

El orden Coledpteros es uno de los mejor adaptados y mas rico en especies de medios
salinos continentales, tanto en habitat I6ticos como leniticos (Velasco et al. 2006; Millan et
al., 2011). Para nuestro estudio se ha seleccionado Enochrus politus por ser una especie
tipica y dominante en ambientes de salinidad moderada o media del sureste de Espafia.

Enochrus politus (Kiister 1849)

Familia : Hydrophilidae
Identificacion:

Escarabajo andador de tamafio pequefio a mediano (4,5-5,5
mm) y coloracion entre pardo y negra. Muy parecido
externamente a Enchrus ater, E. halophilus y E. testaceus, de
los que se diferencia mediante el estudio de la genitalia
masculina.

Figura 2 .E. politus (Foto J.A. Carbonell)
Distribucion geografica:

Esta especie es relativamente abundante en el sur
de Europa (ltalia, y Portugal), en el norte de Africa
(Argelia, Egipto, Marruecos, Tunez), y alcanza
Oriente Medio (Israel, Libano, Oman, Siria,
Afganistan). También se conoce de las Islas
Canarias y Madeira (Ribera et al. 1997). Muestra
una amplia distribucion en la mitad este de la
peninsula Ibérica.

Figura 3: Mapa de distribucién de E. politus en la
peninsula Ibérica (fuente: Millan et al. en prensa)

Habitat y biologia:

Ocupa habitats de corriente de arroyos de media y baja altitud con aguas de diferente
grado de mineralizacion, a menudo sobre substratos de yesos o margas. Adultos vy
juveniles aparecen durante todo el afo si las condiciones son favorables. Presentan alas
bien desarrolladas, aunque no existe evidencia directa de su capacidad de vuelo (Ribera
et al. 1997).

www.conama2014.org | 7



¥ 2014

CONGRESO NACIONAL DEL MEDIO AMBIENTE

3.2.- Diseno experimental

Para determinar los limites térmicos de Enochrus politus y su capacidad de aclimatacion
frente a diferentes condiciones de temperatura y salinidad se realizé un disefio
experimental de tipo anidado multifactorial en el que se establecieron cuatro tratamientos
de salinidad (1, 12, 35 y 60 g/l) para tres temperaturas de aclimatacion (15, 20 y 25°C).
Teniendo en cuenta estos factores, se definieron en total 12 tratamientos diferentes con
50 individuos cada uno.

Para establecer la tolerancia térmica de la especie se utilizé un método dinamico que
consistié en la subida y bajada gradual de temperatura a una tasa de 1 °C/min partiendo
de la temperatura de aclimatacién hasta superar los limites térmicos tanto de frio como
de calor. Se considero 70 °C y -30 °C, como temperaturas extremas, valores que superan
los limites térmicos superiores (UTL) e inferiores (LTL) de otras especies similares de
coleodpteros acuaticos (Sanchez-Fernandez et al. 2012). Se ha utilizado este tipo de
método, denominado ‘ramping’, debido a que se cree que aporta una informaciéon mas
relevante que los métodos estaticos, ya que en condiciones naturales es poco probable
que se produzcan cambios bruscos repentinos. Sin embargo, elevadas tasas de
calentamiento o enfriamiento puede ocasionar sobrestimaciones en los limites térmicos
(Terblanche et al. 2011).

3.3.-Variables respuesta

Supercooling point

El supercooling (SPC) también llamado punto de sobreenfriamiento, es el punto mas bajo
de temperatura antes de que ocurra la nucleacion del hielo espontanea de los fluidos
corporales en los espacios extracelulares en el que se eleva la temperatura por la
liberacion de energia latente (Wilson et al. 2003). Es el momento previo al cambio de
estado de liquido a sodlido. Este limite critico es considerado un buen indicador de la
tolerancia al frio de las especies (Chown & Nichoson, 2004). El contenido en agua, al
igual que la ingestién de algunos alimentos, tienen un efecto significativo sobre el SPC.
La ingesta de alimentos, a menudo, causa una elevacion del SPC (Block 1996), mientras
que la reduccién del contenido de agua puede contribuir sustancialmente a evitar la
congelacion, ya que no solo reduce el SPC debido a un aumento en la concentracién de
crioprotectores, sino también reduce dafos mecanicos causados por la formacién de
hielo (Klok & Chown 1998).

Heat coma

El Heat coma o punto de paralisis es el momento exacto de cese de movimiento previo a
la muerte del organismo. Viene precedido por una aceleracién de la actividad locomotora
que provoca movimientos espasmaodicos intermitentes de las patas, antenas y palpos
(Chown et al. 2009, Lutterschmidt & Hutchison 1997).

3.5.- Recoleccion, mantenimiento y aclimatacion

Los individuos de Enocrhus politus se recolectaron en el rio Chicamo, Abanilla (Murcia).
Este rio, de caracter hiposalino (menos de 20 g/l de sal), tiene interés de conservacion al
estar incluido como LIC en la Red Natura 2000. Los dias de muestreo fueron el 17 de
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octubre de 2013 para los experimentos de aclimatacién a 20 °C, el 7 de noviembre de
2013 para los de 25 °C y el 6 de febrero de 2014 para los de 15 °C.

Se recogieron aproximadamente 200 individuos en cada ocasién, con mangas
entomoldgicas especificas para organismos acuaticos y coladores. Los individuos
recolectados fueron transportados al laboratorio en seco dentro de un recipiente con
vegetacion de la orilla para proporcionar humedad y en una nevera aislante para evitar
altas temperaturas, a la vez que cambios bruscos de dicha temperatura durante el
transporte.

En el momento de la captura de los individuos se midié la salinidad in situ (Tabla I) y se
cogieron 5 | de agua y algas filamentosas (Cladophora fracta y Enteromorpha
instestinalis) como alimento, para el mantenimiento de la especie en el laboratorio.

Tabla I. Salinidad de los habitats en la fecha de recoleccion

Fecha Salinidad (g/l)
17/10/2013 12,8
07/11/2013 12,6
06/02/2014 12,4

Una vez en el laboratorio, los individuos fueron repartidos en dos acuarios de 4 | de
capacidad a los que se adiciond previamente agua, vegetacién y piedras del lugar de
recoleccion con el fin de simular las condiciones naturales, ademas de mallas de plastico
que sirvieran como soporte para los organismos. En cada acuario se puso un aireador
artificial y se cubrié con film de plastico para evitar que se escaparan los individuos vy la
evaporacion el agua. En estas condiciones se mantuvieron a temperatura ambiente
(=20°C) durante un dia.

Posteriormente, para cada temperatura de aclimatacion (15, 20 o 25 °C), se prepararon
cuatro acuarios de 2 | de capacidad, cada uno con 1300 ml de agua marina preparada
(Ocean Fish, Prodac) con una salinidad diferente (1 g/l , 12 g/l, 35 g/l y 60 g/l), con
sustrato y vegetacion de la zona de recoleccion y se introdujeron 50 individuos en cada
uno. A continuacion, los acuarios se cubrieron con film de plastico y se colocé un aireador
artificial y se introdujeron en una camara climatica (Sanyo modelo MLR-351) a una
temperatura constante (15 °C, 20 °C o 25 °C segun el tratamiento de aclimatacion), un
fotoperiodo con régimen de luz: oscuridad de 12 h: 12 h, e intensidad de luz de una
lampara (15umol.m?.s™") (Figura 4). Se utilizé dicho régimen de luz, para que no influyera
en la tolerancia térmica, debido a que largos fotoperiodos incrementan la tolerancia al
calor y los cortos al frio (Lutterschmidt & Hutchison 1997). En estas condiciones los
individuos fueron aclimatados durante una semana, los 5 primeros dias con alimento y los
dos ultimos en ayunas. Para quitarles el alimento se cambié el agua del acuario
completamente.
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Céamara climatica

Aireador Acuarios

Figura 4. Individuos en acuarios bajo condiciones de aclimatacion en la camara climatica.

3.6.- Procedimiento experimental y medida de los limites térmicos

Tras la semana de aclimatacién de los 50 individuos para cada tratamiento, al azar, se
organizaron dos subgrupos. Uno se utilizé para medir el limite térmico superior (Heat
coma) y otro para medir el inferior (SPC).

Dichos individuos se lavaron con agua destilada utilizando un colador y se secaron con
papel secante para eliminar la sal en la superficie del cuerpo ya que puede afectar al
resultado. Posteriormente, se pusieron en una placa Petri etiquetada con el nombre del
tratamiento. Después, utilizando unas pinzas blandas, se pegaron los individuos
cuidadosamente por el dorso en una placa de ceramica previamente refrigerada para que
tuviera una temperatura inferior y uniforme a la del organismo objeto de estudio,
permitiendo asi detectar a éstos mas facilmente en la imagen térmica por su mayor
temperatura.

Sobre la placa de ceramica se dispusieron, aproximadamente, 40 individuos (2
individuos por celdilla) en cuatro filas, las dos superiores para un tratamiento de salinidad,
y las inferiores para un segundo tratamiento. En los experimentos para medir el limite
térmico superior, se incrementd el niumero de individuos, 3 por celdilla cuando se pudo,
para tener un resultado representativo en caso de que se escapara algun de ellos (Figura
5).
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Figura 5. Material utilizado para disponer los individuos sobre la placa de ceramica.

En la placa de cerdamica se peg6 también una tira de papel de aluminio arrugado al lado
de los individuos para la correccion de la temperatura reflejada con el objetivo de
conseguir la temperatura del organismo correcta. Luego se hizo una foto y un esquema
en el cuaderno numerando cada uno de los individuos (Figura 6).

Para la medicion de tolerancia térmica se utilizd una camara termografica (FLIR SC305)
conectada a un ordenador con un software (ThermaCAM Researcher Professional 2.10)
que permite el almacenamiento y analisis de la secuencia de imagenes térmicas de los
individuos registradas por la misma durante el periodo de calentamiento o enfriamiento de
los individuos en la camara climatica (Binder MK03). Ademas, se utilizd un sensor de
temperatura situado dentro de la camara climatica para el registro continuo de la
temperatura del aire durante el experimento. En el exterior de la camara climatica se
instalé una camara de video sobre un tripode enfocando los individuos a través del cristal
para grabar su movimiento durante los experimentos de incremento o descenso de
temperatura (Figura 7).

Figura 6. Placa de ceramica con el papel de aluminio y los individuos fijados.

Una vez instalado dicho equipamiento, se introdujo la placa de ceramica en la camara
climatica y se seleccion6 el programa de subida o bajada de temperatura (x 1° C/min),
comenzando por la temperatura a la que los individuos habian sido aclimatados.
Simultaneamente se inicié el funcionamiento de la camara termografica, de la camara de
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video y del sensor de la temperatura del aire de la camara climatica. Una vez finalizado el
‘ramping” se pasaron las imagenes de video asi como los datos de temperatura al
ordenador para luego poder procesarlas.

Camara
termografica

Sensorde
temperatura

Camara climatica
Ordenador

Camara de
video

Figura 7. Equipamiento utilizado para la medida de los limites térmicos.

Al finalizar el experimento, cada uno de los individuos testados se guarddé en viales
(Eppendorf) con alcohol al 96 % y se etiquetaron para referirlos a dicho experimento, al
objeto de determinar el sexo mediante el estudio de la genitalia bajo lupa binocular
(Figura 8).

Figura 8. Conservacion de los individuos etiquetados en viales con alcohol.

Para la determinacion del SPC y el Heat coma de cada individuo se utilizé el programa
citado anteriormente (ThermaCAM Researcher Professional 2.10). Para ello se
identificaron los individuos en la imagen térmica por el orden establecido en la placa lo
que permitié registrar la temperatura de forma individual a intervalos de 1 segundo
(Figura 9).
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Figura 9. Marcado de los individuos en la imagen térmica y registro de su temperatura.

En los experimentos de enfriamiento, el SPC de cada individuo fue claramente detectable
puesto que los individuos experimentaron una brusca subida de temperatura corporal
debido a una reaccion exotérmica provocada por la congelacién de los fluidos corporales
del animal (Wilson et al. 2003) (Figura 10).
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Figura 10. Detalle de la brusca subida de temperatura corporal tras el SPC.

En los experimentos de calentamiento, para detectar el Heat coma, previo a la muerte de
los individuos, se utilizé la grabacion en video, determinando el tiempo en el que cada
individuo cesaba de moverse, para visualizar en la imagen térmica que temperatura tenia
en ese momento. Dicho cese del movimiento fue precedido por movimientos intermitentes
espasmaodicos de las patas, antenas y palpos. Se observaron los ataques espasmadicos
interrumpidos por momentos sin movimiento incluso durante 40 6 50 segundos. Por
ultimo, se corrigié la temperatura reflejada individual en el momento de la muerte.
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3.7.- Analisis de datos

Para analizar el efecto de la temperatura y salinidad de aclimataciéon sobre los limites
térmicos (SPC y Heat coma) se realizé un analisis ANOVA multifactorial. Previamente se
calcularon los estadisticos descriptivos (media y error estandar) para cada variable por
tratamiento combinado de salinidad y temperatura de aclimatacién, y se comprobd el
cumplimiento de los requisitos del ANOVA. Para ver la normalidad de los datos se utilizo
el test de Kolmogorov-Smirnov mediante el analisis de los residuos no tipificados. Para
comprobar la homogeneidad de las varianzas (homocedasticidad) se empled el test de
Levene. Una vez comprobados dichos requisitos se realizé un analisis ANOVA para cada
variable dependiente, incluyendo la salinidad y la temperatura de aclimatacién y el sexo
como factores fijos. En ambos casos se exploré tanto el efecto aislado de cada uno de los
factores como sus interacciones.

El nimero final de individuos testados para el Heat coma y el SPC vari6 entre 14y 29. La
razon de esta variabilidad se debe a que a pesar de utilizar inicialmente entre 20 y 30
individuos para cada tratamiento, algunos individuos se movieron durante las mediciones
y fueron desechados al no poder ser identificados.

Para los factores que tuvieron un efecto significativo se realizaron pruebas post-hoc para
detectar diferencias entre los distintos tratamientos. En este caso se utilizé el test de
Bonferroni con un nivel de significacion de 0,05.

La relacién entre ambos limites térmicos fue analizada mediante correlacion de Pearson y
Spearman. Todos los analisis fueron analizados con el paquete estadistico IBM SPSS
version 19.0 para Windows.

4. RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados del analisis ANOVA univariante multifactorial y
se incluyen las tablas resultantes del analisis, que muestran la significacion de los
factores y sus interacciones sobre la variable analizada y las graficas representativas de
los estadisticos descriptivos (media y error estandar) para cada tratamiento, asi como las
diferencias significativas entre ellos.

4.1.- SPC

Conforme bajaba la temperatura, la tendencia general de comportamiento fue una
ralentizacién de movimientos. Al principio los individuos batian enérgicamente sus patas
hasta alcanzar una temperatura entre los 7 y los 4 °C dependiendo de su temperatura de
aclimatacion. A partir de ahi, hasta temperaturas cercanas a 0 °C, los movimientos fueron
disminuyendo a la vez que se hicieron cada vez mas lentos. Finalmente, por debajo de -4
a -7 °C quedaron practicamente inmoviles.

En cuanto a la variacion de la temperatura de los individuos durante el enfriamiento se
observd una disminuciéon gradual de la temperatura hasta alcanzar el SPC donde se
produjo un incremento brusco de 0,7-2,5 °C de temperatura como consecuencia de la
congelacion de los fluidos internos (Figura 11).
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Figura 11. Variacién de la temperatura corporal de un individuo durante el experimento
de enfriamiento

El SPC estuvo afectado significativamente tanto por la salinidad como por la temperatura
de aclimatacién (p < 0,05), siendo la interaccion entre ambos factores también
significativa. Sin embargo, ni el sexo ni las demas interacciones entre factores tuvieron
efecto significativo (Tabla Il, Figura 12).

Tabla Il. Resultados del analisis ANOVA para la variable respuesta SPC. En negrita se
presentan los factores que han resultado significativos.

Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: SPC

Suma de cuadrados Media
Origen . g/l . F Sig.
tipo Il cuadratica
Modelo corregido 294,666° 23 12,812 5,614 0,000
Interseccion 25422,002 1 25422,002 11139,327 0,000
Temperatura 139,821 2 69,911 30,633 0,000
Salinidad 46,742 3 15,581 6,827 0,000
Sexo 0,147 1 0,147 0,064 0,800
Temperatura * Salinidad 47,800 6 7,967 3,491 0,003
Temperatura * Sexo 3,733 2 1,867 0,818 0,443
Salinidad * Sexo 2,582 3 0,861 0,377 0,770
Temperatura * Salinidad *
Sexo 16,564 6 2,761 1,210 0,302
Error 515,774 226 2,282
Total 28082,612 250
Total corregida 810,440 249

a. R cuadrado = 0,364 (R cuadrado corregida = 0,299)
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Figura 12. Variacion del SPC (media + ES) de machos y hembras de E. politus en
relacion a la temperatura y salinidad de aclimatacion.

Respecto a la temperatura de aclimatacion, a 15° C, el SPC fue mayor que en el resto de
tratamientos (-9,22 + 0,19), no habiendo diferencias significativas entre los tratamientos
de 20 y 25 °C (Figura 12, Figura 13).
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Figura 13. Variacion del SPC (media + ES) con respecto a la temperatura de
aclimatacion.

En cuanto a la salinidad, los individuos que fueron sometidos al tratamiento de salinidad
de 1 g/l tuvieron menos tolerancia al frio que los demas (-9,53 = 0,27). En general se
observd que a medida que aumentaba la salinidad se produjo un descenso del SPC, por
lo tanto, un aumento a la tolerancia a las bajas temperaturas, aunque no se detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos de 12, 35 y 60 g/l (Figura 12, Figura 14).
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Figura 14 Variacion del SPC (media + ES) con respecto a la salinidad
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Respecto al efecto de la interaccion entre la temperatura y la salinidad de aclimatacién
(Figura 15), los individuos aclimatados a una temperatura de 15° C y a tratamientos de 1
y 12 g/l de salinidad presentaron los valores de SPC mas altos. Los individuos sometidos
a 35 g/l solo mostraron diferencias significativas en el SPC para las temperaturas de 15y
25 °C, presentando valores intermedios a 20 °C. Sin embargo, los individuos aclimatados
al tratamiento salino mas alto (60 g/l) no mostraron diferencias significativas en funcion de
la temperatura de aclimatacion.
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Figura 15. Variacion del SPC (media  ES) en funcion del tratamiento combinado de la
temperatura y salinidad de aclimatacion.

4.2- Heat coma

La tendencia general del comportamiento de los organismos durante los experimentos de
calor fue un incremento del movimiento de patas, palpos y antenas conforme aumentaba
la temperatura. Al llegar aproximadamente a una temperatura de 48 °C, habia momentos
en los que cesaban los movimientos pero a continuacién continuaban con espasmos
hasta el momento considerado como Heat coma donde se quedan completamente
inmoviles. Justo en el momento antes del Heat coma, cuando la temperatura
sobrepasaba los 50 °C se aceleraron los movimientos. Cuando se analizé la variacion de
la temperatura corporal de los individuos conforme aumentaba la temperatura de la
camara climatica, la mayoria de individuos registraron un aumento de temperatura
brusco, aunque de menor magnitud, previo al Heat coma, como resultado del calor
generado por los intensos movimientos espasmaodicos, aunque estos se pueden producir
de forma intermitente (Figura 16).
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Figura 16. Variacion de la temperatura corporal de un individuo durante el experimento
de calentamiento

En este caso, solo la salinidad y la interaccion entre temperatura y salinidad de
aclimatacion tuvieron un efecto significativo sobre el Heat coma (p < 0,05). Sin embargo,
no tuvo efecto significativo el resto de factores ni las otras interacciones (Tabla Ill, Figura
17).

Tabla lll. Resultados del ANOVA para la variable respuesta Heat coma. En negrita se
presentan los factores que han resultado significativos.

Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Heat coma

Suma de Media
Origen cuadrados tipo | fL. F Sig.
g n P g/ cuadratica g
Modelo corregido 121,641° 23 5,289 3,915 0,000
Interseccion 637538,620 1 637538,620 471921,731 0,000
Temperatura 7,651 2 3,826 2,832 0,061
Salinidad 63,888 3 21,296 15,764 0,000
Sexo 1,668 1 1,668 1,235 0,268
*
Ter:nrferatura 18,752 6 3,125 2,313 0,034
Salinidad
Temperatura * Sexo 7,691 2 3,845 2,846 0,060
Salinidad * Sexo 3,237 3 1,079 0,799 0,496
Temperatura* Salinidad
" P 11,073 6 1,845 1,366 0,229
Sexo
Error 317,471 235 1,351
Total 737224,783 259
Total corregida 439,112 258

a. R cuadrado = 0,277 (R cuadrado corregida = 0,206)
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Figura 17. Variacion del Heat coma (media £ ES) de machos y hembras de E. politus en
relacion a la temperatura.

No se encontraron diferencias significativas en el Heat coma entre las temperaturas de
aclimatacion (Figura 18). En cuanto a la salinidad, no hubo diferencias significativas entre
los tratamientos de 1 y 12 g/l ni entre los de 35 y 60 g/l, sin embargo, si las hubo entre
ambos grupos, presentando mayor tolerancia a elevadas temperaturas los individuos
aclimatados a bajas salinidades (Figura 17, Figura 19).
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Figura 18. Variacion del Heat coma (media + ES) con respecto a la temperatura de
aclimatacion.
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Figura 19. Variacion del Heat coma (media £ ES) respecto a la salinidad.

Cuando se analiz6 la interaccion de la temperatura de aclimatacion con la salinidad, la
respuesta de los individuos a alta salinidad (60 g/l) fue diferente en las distintas
temperaturas de aclimatacion, presentando el valor significativamente mas bajo (52 °C) a
20 °C. Sin embargo en los otros tratamientos de salinidad las respuestas generales
fueron mas homogéneas, no habiendo diferencias significativas (Figura 20).
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Figura 20. Variacion del Heat coma (media £ ES) en funcién del tratamiento combinado
de la temperatura y salinidad de aclimatacion.

4.3.-Correlaciéon entre SPCy Heat coma

Ambos limites térmicos no presentaron una correlacion significativa (r Pearson = 0,208; p
= 0,496).

4.4.- Ventana térmica

El valor medio de SPC mas bajo se di6 a 20 °C y 12 g/l y el valor mas alto de Heat coma
fue a 25 °C y 1 g/l de salinidad. Las condiciones donde el rango de tolerancia para esta
especie fue mayor, es decir las condiciones 6ptimas, fue a una temperatura de
aclimatacion de 20 °C y 12 g/l de salinidad, mientras que el menor rango de tolerancia lo
encontramos en la combinacién de temperatura y salinidad mas bajas (15°Cy a 1 g/l )
(Tabla IV). La ventana térmica fue mayor a 12 g/l en el rango de temperaturas de
aclimatacion testadas, disminuyendo esta conforme aumenta la salinidad (Figura 21).
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Figura 21. Representacion grafica de la ventana térmica.
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Tabla IV. Limites térmicos medios y rango térmico para cada tratamiento de aclimatacion.

T2Aclimatacion(2C) Salinidad(g/!1) SPC medio(2C) Heat coma Rango térmico (2C)
medio(2C)
15 1 -7,86 53,68 61,54
15 12 -9,15 53,92 63,07
15 35 -9,66 53,26 62,92
15 60 -10,33 52,78 63,11
20 1 -10,17 53,72 63,89
20 12 -11,69 53,78 65,47
20 35 -10,37 52,99 63,36
20 60 -10,70 51,99 62,69
25 1 -10,79 54,29 65,08
25 12 -10,75 53,98 64,72
25 35 -11,52 52,80 64,33
25 60 -11,55 53,24 64,79

5. DISCUSION

5.1.- Tolerancia a bajas temperaturas

La tolerancia al frio de E. politus, al contrario de lo esperado, aumentd con la aclimatacién
a condiciones de mayores temperaturas (20 y 25 °C), sin embargo, también se
incrementé con salinidades mas altas (35-60 g/l) de acuerdo con nuestras predicciones.
Dicho efecto es similar al encontrado en otros estudios de tolerancia térmica de especies
de insectos acuaticos salinos, como el hemiptero Trichocorixa verticales verticalis (Coccia
et al, 2013). Sin embargo, Sanchez-Fernandez et al. 2010, en dos especies de
coleodpteros acuaticos (Nebrioporus ceresyi y N. baeticus), encuentran los valores mas
bajos del limite térmico inferior en individuos aclimatados a elevadas salinidades, pero en
combinacion con bajas temperaturas (15°C).

El efecto de la concentracion salina del medio en la tolerancia al frio puede estar
relacionado con la capacidad de regulacion osmética del organismo. Asi, el aumento del
SPC en agua dulce (1 g/l) fue probablemente debido al efecto de dilucién del medio
interno del organismo por la tendencia a introducirse agua en un medio hipoosmético,
disminuyendo la osmolalidad de la hemolinfa, y por tanto aumentando la temperatura de
su punto de congelacion (Bradley 2009).

5.2.- Tolerancia a elevadas temperaturas

Contrariamente a nuestras expectativas iniciales, la temperatura de aclimatacién no
influyd en la tolerancia a elevadas temperaturas de E. politus. La ausencia de
aclimatacion térmica en el limite térmico superior es comun en insectos asociados a
ambientes extremos, como Stratiomys japonica (Garbuz et al. 2008), la larva de la mosca
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antartica Belgica antarctica (Rinehart et al. 2006), y también se ha observado en algunas
especies de Ditiscidos (Calosi et al. 2008), aunque en este caso no aparecen en
ambientes extremos.

Por otra parte, la capacidad de aclimatacion también depende de las tasas de cambio de
la temperatura empleada en la determinacion experimental de los limites térmicos
(Chown et al. 2009). Ademas, hay trabajos que han investigando los efectos de la
temperatura de aclimatacion sobre los limites térmicos, llevados a cabo a tasas = 0,25 °C,
que han demostrado que el limite térmico maximo responde menos a los tratamientos de
aclimatacion que el limite térmico minimo (e.g. Klok & Chown 2003; Terblanche et al.
20006).

Sin embargo, la salinidad si tuvo un efecto significativo sobre el limite térmico superior. A
diferencia de lo que se podria esperar por los resultados de otros estudios con
coledpteros y hemipteros acuaticos salinos, en los que se observé una mayor tolerancia
al calor en individuos aclimatados a elevadas temperaturas y salinidades (Sanchez-
Fernandez et al. 2010, Arribas et al. 2011, Coccia et al. 2013), nuestros resultados
demuestran que los individuos aclimatados a bajas salinidades (1 y 12 g/l) son capaces
de tolerar mejor el calor que a salinidades mas altas (35 y 60 g/l). Las especies de los
estudios arriba referidos presentan mayor tolerancia a la salinidad y viven frecuentemente
en medios mas salinos (Céspedes et al. 2013, Pallarés et al. en prensa), por lo que son
osmoreguladores mas eficientes y no se ven afectados negativamente por dichos valores
de salinidad, como ocurre con E. politus al someterlo a los tratamientos de mayor
salinidad.

La combinacion de condiciones de aclimatacion a elevada temperatura y salinidad
provocé una disminucién del limite térmico superior en E. politus, 1o que parece indicar un
efecto negativo entre ambos tipos de estrés y un posible trade-off entre tolerancia a la
temperatura y tolerancia a la salinidad (Angielletta et al. 2003). Los mecanismos de
osmoregulacién pueden verse afectados por las temperaturas elevadas, reduciendo la
supervivencia y respuestas de dispersién de los organismos frente al estrés osmatico
(Pallarés et al. 2012). Por otro lado, el elevado coste energético que conlleva la
osmoregulacién en medios muy hiperosméticos puede conllevar la disminucion de
energia destinada a otros mecanismos de regulacién relacionados con la tolerancia
térmica, como la produccion de proteinas de estrés térmico (Hsp). Estas proteinas de
choque térmico se producen en todos los organismos desde arqueobacterias a los
mamiferos y su funcion es proteger a las proteinas de su desnaturalizacion por las
elevadas temperaturas u otras condiciones de estrés (Feder & Hoffman 1999). En
condiciones de estrés térmico y salino, la temperatura a partir de la cual se induce la
produccion de Hsp puede disminuir, reduciendo el limite térmico superior (Tomaneck
2011).

El papel de las Hsp en la tolerancia al calor ha sido ampliamente documentado (por
ejemplo Solomon et al.1991, Feder et al.1996, Goto et al.1998, Feder & Hofmann, 1999,
Singh & Lakhotia, 2000, Hoffmann et al. 2003, Mahroof et al. 2005, Teixeira & Polavarapu
2005; Gémez et al. 2009, citados por Haranda et al. 2011). Kalosaka et al. (2009)
encuentran una relacion positiva entre la termotolerancia de la mosca de la fruta Ceratitis
capitata y la expresion de Hsp70 inducibles, al igual que en Drosophila (Welte et al. 1993,
Feder et al. 1996, Gong & Golic 2006, Bettencourt et al. 2008) pero la expresion de las
proteinas de estrés reducen el crecimiento, desarrollo y la supervivencia a largo plazo
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(Krebs & Feder1997 Krebs & Feder 1998, Zatsepina et al. 2001 citados por Kalosaka et
al. 2009). Ademas, mientras pequefios 0 moderados incrementos en Hsp70 aumentan la
termotolerancia en Drosophila, grandes incrementos en Hsp70 provocan el efecto
contrario (Krebs & Feder 1998).

5.3.- Capacidad de aclimatacion

La capacidad de aclimatacion a cambios de temperatura parece ser mayor en animales
de ambientes moderadamente variables, y limitada en animales de ambientes muy
estables o altamente variables (Tomaneck 2008). Estos ultimos, son los ambientes tipicos
que generalmente ocupa E. politus. Nuestros resultados segun lo esperado muestran que
E. politus es una especie muy euritérmica, con una amplia tolerancia térmica y una
limitada capacidad de aclimatar a elevadas temperaturas, aunque presenta cierto grado
de plasticidad fenotipica a las bajas temperaturas. Especies cuyas preferencias de habitat
y climaticas estan proximas a su limite térmico superior, probablemente no puedan
desarrollar tolerancias fisiolégicas al aumento de la temperatura, por lo que seran mas
sensibles al cambio climatico (Tomaneck 2008, Araujo et al. 2013). Sin embargo, E.
politus vive en ambientes que no es raro que puedan alcanzar hasta 35 °C en verano,
con variaciones diarias de hasta 18 °C (Pallarés et al. 2012), por lo que dada su elevada
tolerancia a estas altas temperaturas y a pesar de su baja capacidad de aclimatacion
podria ser capaz de sobrevivir al aumento de temperatura de varios grados previstos con
los escenarios de cambio climatico a medio y largo plazo (IPCC 2013). No obstante, la
combinacion del aumento de temperatura y salinidad de los medios acuaticos donde vive,
conllevaria un aumento de su tolerancia térmica inferior pero una disminucion del limite
superior en condiciones de elevada salinidad, reduciéndose globalmente su tolerancia
térmica.

6. CONCLUSIONES

1. Enochrus politus presenta una amplia tolerancia térmica con limites térmicos
medios de -10,38 + 0,32 y 57,37+ 0,19 siendo su tolerancia mayor en condiciones
Optimas de temperatura y salinidad media (20 °C y 12 g/l) donde vive
frecuentemente la especie.

2. En condiciones de temperaturas mas bajas y agua dulce, su rango de tolerancia
térmica disminuye.

3. La exposicion a aguas salinas aumenta su tolerancia al frio, pero disminuye su
tolerancia al calor.

4. La especie presenta una cierta capacidad de aclimatacién, respondiendo el limite
térmico inferior a las condiciones de temperatura y salinidad, y el limite térmico
superior se ve afectado negativamente por la salinidad. Por tanto, la salinidad
ejerce una mayor influencia en la tolerancia térmica y capacidad de aclimatacion
en la especie estudiada que la temperatura.

5. A pesar de su limitada capacidad de aclimatacion al aumento de temperatura,
dada su elevada tolerancia a temperaturas extremas, se prevé que la especie sea
capaz de tolerar el aumento de temperaturas previsto con el cambio climatico.
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