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RESUMEN

El camuflaje es el mecanismo que permite a los organismos hacerse menos
visibles para sus depredadores. A pesar de la abundancia del camarén flecha
Tozeuma carolinense en las praderas de pastos marinos, esta especie esta sub-
representada en las dietas de sus depredadores. Se han descrito cuatro
morfotipos de T. carolinense, negro, marrén, rojo y verde, que coinciden con los
colores del sustrato en su ambiente. El objetivo de este trabajo fue evaluar los
efectos de la luz reflejada (color de sustrato verde y marrén) y luz emitida (color de
luz verde y marrén) sobre el morfotipo del camarén. Se colectaron individuos en
las praderas de pastos marinos de la laguna arrecifal de Mahahual, Quintana Roo
y en la desembocadura de la Ria de Celetun, Yucatan. Se realizaron dos
experimentos con una duracion de 10 dias. En el experimento 1 se expusieron a
24 individuos de T. carolinense (largo total (LT: 31.7 £ 3.9 mm) a tratamientos con
diferente color de luz reflejada (imitacidon de pasto verde y marrén; n=12) utilizando
luz emitida blanca. En el experimento 2 se expusieron a otros 24 individuos (LT:
38.9 + 2.8 mm) a tratamientos con diferente color de luz emitida (lampara con filtro
verde y marron; n=12) y color de sustrato blanco. Los resultados del experimento
1 mostraron que los camarones expuestos a una luz reflejada de color distinto a su
coloracién cambiaron al morfotipo similar a la luz reflejada (c?>= 5.7; p < 0.01). El
experimento 2 mostré no solo que la luz emitida no afecta al morfotipo de los
camarones (c®=0.13; p>0.76) si no que ademas los camarones viraron su
coloracion similar a la del sustrato: morfotipo blanco. La evidencia nos permite
concluir que T. carolinense cambia de morfotipo con la luz reflejada que el

organismo percibe de su entorno.

Palabras clave: Tozeuma carolinense, luz reflejada, luz emitida, cambio de

coloracion.



INTRODUCCION

El camuflaje es una adaptaciéon reportada tanto para especies terrestres como
marinas (Macia y Robinson, 2009) y se define como el mecanismo por el cual un
organismo se confunde con la forma o color de su entorno disminuyendo la
posibilidad de ser “visto” por su presa o predador. El termino camuflaje incluye
todas las formas de ocultamiento, tanto aquellas estrategias que evitan deteccion
de un organismo (cripsis) como el reconocimiento (mimetismo). Asi mismo, cripsis
abarca el contra-sombreado, coloracién disruptiva y similitud con el fondo segun
Stevens y Merilaita (2009).

Entre los invertebrados marinos de aguas poco profundas existen ejemplos de
mimetismo (enmascaramiento). Tal es el caso del camardén carideo
Gnathophylloides mineri, que ademas de presentar una coloracién parecida a las
espinas de su huésped equinoideo Tripneustes ventricosus, permanece
perpendicular a las espinas aferrado con sus apéndices (Macia y Robinson, 2009).
En las praderas de pasto, dos especies de camarones Latreutes fucorum e
Hippolyte coerulescens morfolégicamente imitan diferentes componentes
estructurales del alga Sargasum natans aferrandose a las estructuras imitadas
(Hacker y Madin, 1991).

La tecnica del contra-sombreado a sido descrita en crustaceos bioluminicentes
como Euphasia superba, Oplophorus spinosus y Systellaspis debilis, estos
organismos cuentan con estructuras llamadas fotoforos que les permiten mejorar
su camuflage, este complejo celular emiten toda su luz hacia abajo y hace que su

silueta sea borrosa (Nowel, Shelton y Herring, 1998; Grinnell et al., 1988).

Merilaita (1998) mostro que el morfotipo de manchas blancas, conocido como
albafusca del isopodo Idotea baltica, es un ejemplo de coloracion disrruptiva ya
que estas manchas tocan los bordes del cuerpo del animal haciendo confuso
identificar donde empieza y termina su verdadera forma. Numerosas especies
poseen marcas o manchas que le permiten camuflarse reduciendo el riesgo de ser
detectados por los depredadores que cazan visualmente, sin embargo, la mayoria

de los animales experimentan una amplia variedad de fondos y no todos pueden



cambiar su apariencia externa para que coincida con cada uno de manera
selectiva (Houston, Stevens y Cuthill, 2007). Un ejemplo de cripsis por similitud
con el fondo podria ser el comportamiento de decorar el caparazén en los
cangrejos que consiste en combinar el uso de especies de algas que poseen
defensas quimicas, asi como los recursos alimenticios de algas para ser
consumido posteriormente (Cournoyer y Cohen, 2011). También el cangrejo
Microphrys bicornutus logra la cripsis cubriendo su caparazén con flora y fauna
locales (Wicksten, 1993; Getty y Hazlett, 1978). A lo largo de la costa central de
Chile varias especies de cangrejos muestran colores cripticos, un atributo
particularmente visible en los juveniles de la especie Paraxanthus barbiger, los
morfotipos son muy similares a los patrones de la arena de su entorno, Manriquez
(et al., 2008) demostro que los organismos colocado en fondos con dibujos en
forma de cangrejo tenian una mayor sobrevivencia en comparacion con los
cangrejos colocados en fondos desnudos ya que no muestran cambio de

coloracion.

En todos los aspectos de su biologia, los crustaceos exhiben gran variacion. Esta
gran diversidad es reflejo de las demandas ecoldgicas, diferentes habitos y
habitats. Algunos camarones carideos poseen la cualidad de cambiar de color que
les permite mantenerse ocultos (Bauer, 2014). Stevens, Rong y Todd (2013) han
demostrado que Hippolyte varians es un crustaceo criptico que puede cambiar de
color con respecto a diferentes tipos de sustrato durante un periodo de dias a

semanas.

Los cambios de color juegan un papel significativo en el camuflaje, la senalizacién
intra e inter-especifica, la proteccion contra la radiacion ultravioleta y la regulacién
térmica (Auerswald et al., 2008, Ribeiro y McNamara, 2007).



El cambio del color en carideos como en otros crustaceos se clasifica segun su
velocidad en dos categorias: fisioldgico (rapido, en minutos u horas) y
morfoldégicos (gradual, en dias o semanas). El cambio fisiolégico o rapido se debe
a la relajacion y contraccion de los pigmentos dentro de los cromatoforos que
pueden encontrarse en la hipodermis o cubriendo los 6rganos, se asocian en
grupos de dos o mas formando cromatosomas (Bauer, 2004). Este cambio puede
tener lugar a lo largo del dia, la perdida de color de noche es comun en varias
especies, ocurre rapidamente y se revierte igual de rapido, como la especie
Macrobrachium tenellum que tiene la capacidad de cambiar de coloracion en
funcién de la intensidad de luz ambiental, (Vega Villasante et al., 2015). Por otro
lado, el cambio morfolégico o gradual es una alteracion en el tipo, numero y
arreglo de los cromatosomas en el cuerpo como en el tipo de pigmento (Bauer,
2004; Fingerman, 1963). Las consecuencias adaptativas de la coloracién en los
animales se han convertido en un area de investigacion muy activa en la ultima
década (Ruxton y Stevens, 2015). Sin embargo, a pesar de los estudios dedicados
a responder por qué o como es que sucede el cambio de color, sigue habiendo

muchas preguntas por contestar.

La luz es uno de los factores principales que estimulan el cambio de coloracion en
crustaceos, ademas de influenciar el crecimiento y la conducta debido a que
afecta su metabolismo, habitos diarios, ciclos reproductivos, muda y actividad
digestiva (Zhang et al.,, 2006; Hoang et al., 2002). Los crustaceos pueden
encontrarse en todos los ecosistemas marinos, desde las orillas hasta lo mas
profundo del océano, en agua dulce y en la tierra. (Marshall, Kent y Cronin, 1999)
y la luz se comporta de manera diferente segun en medio en el que se transmite.
A diferencia de los sistemas terrestres, la luz en los sistemas acuaticos es
fuertemente afectada por el medio circundante, por lo tanto, el éxito o el fracaso de
cualquier camuflaje o sefal visible no s6lo depende de las capacidades visuales
del espectador, sino también en la profundidad a la que se encuentren los
organismos, el angulo desde el que sea visto, y las propiedades Opticas del agua
(Johnsen, 2002).



En el océano, las longitudes de onda de la luz son absorbidas selectivamente. En
laguas claras, la luz roja desaparece primero, a unos 15 m empieza a percibirse
como color marrén. A medida que aumenta la profundidad, las longitudes de onda
desaparecen poco a poco hasta que solo queda la azul. En las aguas someras de
los arrecifes en donde el espectro de luz visible penetra en su totalidad, las
longitudes de onda son absorbidas mas lentamente que en aguas turbias
(Bandaranayake, 2006). Esta turbidez puede afectar la coloraciéon del agua;
mientras los sedimentos organicos disueltos viran el agua a colores marrones,
altas concentraciones de fitoplancton lo hacen a verdes (Herrera-Silveira y
Morales-Ojeda, 2009). Este fendmeno actia como filtro para la luz incidente no
dejando pasar todas las longitudes de onda, como ocurre en aguas claras. En
aguas turbias marrones el azul, violeta, verde son los primeros colores que se
desaparecen mientras que, en aguas turbias verdes son los rojos y violetas
(Levine y MacNichol, 1979) Pocos son los estudios realizados para conocer el

efecto de la coloracion de la luz (luz emitida) sobre la pigmentacion en crustaceos.

La coloracién en los crustaceos proviene de sustancias organicas coloreadas
llamadas pigmentos que pueden estar depositados en la exocuticula o en
cromatdéforos (Brusca y Brusca, 2003). Los pigmentos mas frecuentes en carideos
son los carotenoides, especialmente las xantofilas, siendo la astaxantina la mas
comun, que produce un color rojo brillante (Auerswald et al., 2008). Los
carotenoides y carotenoproteinas se consideraron la principal pigmentacion de los
filos Coelenterata (Cnidaria), Annelida, Echiura, Phoronidea, Sipunculoidea,
Porifera y Crustacea. A los carotenoides se pueden atribuir colores que varian del
amarillo al naranja y rojo. También existen asociaciones no covalentes de
carotenoides con proteinas que en invertebrados marinos permite multitud de
colores (azul, verde, purpura, etc; Bandaranayake, 2006). Esta parece ser la
situacion mas comun en los carideos brindandoles una alta plasticidad en cuanto a
coloracion, incluyendo los tonos del espectro de luz visible, junto con una

considerable variacion en la intensidad y la sombra (Bauer, 2004).



Los habitats complejos en ambientes marinos poco profundos, como las praderas de
pastos, proporcionan alimento y refugio contra depredadores a numerosas especies de
invertebrados y crias de peces (Heck Hay, Hays y Orth, 2003). Estudios recientes han
probado que la capacidad del depredador esta estrechamente relacionada con la
complejidad del ambiente, en consecuencia, las especies presa en las praderas de
pastos presentan una variedad de estrategias de evasion incluyendo cripsis morfoldgicas
y de comportamiento (Cournoyer y Cohen, 2011; Horinouchi et al., 2009). Los
organismos presentan diferentes estrategias que involucran cambios de
comportamiento, de morfologia, color, composicidon quimica, entre otros (Manriquez et
al., 2008). En decapodos, una tactica comunmente utilizada es el uso de refugios
estructurales, y una menos reportada es la cripsis visual, comun en habitats

heterogéneos (Palma, Orrego y Arriagada, 2003).

El camardon flecha (Tozeuma carolinense), es un carideo pequefio epibentdnico
perteneciente a la familia Hippolytidae que se asocia estrechamente a tres especies de
pastos marino: Syringodium filiforme, Thalassia testudinum y Halodule wrightii (Ewald,
1969). Su distribucion comprende desde Carolina del Norte, ambas costas de la Florida,

las Bermudas, las Bahamas, Texas, Yucatan, y Puerto Rico (Ewald, 1969).

Tozeuma carolinense se alimenta de las algas epifitas que cubren las hojas u otras
estructuras en los pastos marinos (Cournoyer y Cohen, 2011; Ewald, 1969) Esta especie
controla el crecimiento de epifitas en las hojas de pasto marino, permitiendo que crezcan
sin obstaculos, en consecuencia, las poblaciones de T. carolinense son parte integral de
la salud de las praderas de pastos marinos (Hays, 2005; Ewald, 1969). Ha sido
reportado como la especie mas abundante del género en las praderas marinas a lo largo
de EE.UU. y el sureste de la costa del Golfo. A pesar de la abundancia de T.
carolinense, se encuentra sub representado en las dietas de los peces depredadores
(Main, 1987), presumiblemente debido a su morfologia y comportamiento criptico
(Cournoyer y Cohen, 2011; Ewald, 1969).



Se han descrito nueve comportamientos que hacen que T. carolinense se mimetice con
las especies de pasto antes descritas, pero Main (1987) menciona que tres son las mas
determinantes en su tasa de supervivencia; el comportamiento llamado movimiento
alrededor de la hoja (consiste en mantener siempre entre el observador y el camarén la
hoja de pasto), la posicion perpendicular al pasto (aferrandose a las hojas con el rostro
hacia abajo) y la respuesta escape carideo (efectua una repentina flexién del abdomen
para retroceder y escapar). Se aferra a las ramas y hojas de estos pastos y nada en
posicion vertical permitiendo que la unica banda de color a lo largo del cuerpo,
controlado en parte por una serie de cromatoforos que corren por su eje antero-posterior
flanqueando al intestino se combine a la perfeccién con el pasto marino circundante
(Video: https://www.youtube.com/watch?v=XGeARGVD-Co).

El cuerpo casi transparente, estrecho y alargado de T. carolinense también ayudan a
este mimetismo (Ewald, 1969). Se han reportado hasta el momento cinco diferentes
morfotipos: el verde y el marrén son los dominantes, pero se han registrado también
tonos rojo, violeta y negro (Calvo et al, 2014; Ewald, 1969). Cournoyer y Cohen (2011)
demostraron que Tozeuma carolinense es menos detectado por predadores con visidon

dicromatica y tricromatica cuando el color del morfotipo coincide con la del pasto marino.

Si bien se han registrado cambios de coloracion (de un morfotipo a otro) no se conoce

cual es el estimulo que los provoca (Calvo et al, 2014; Ewald, 1969).



OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de la luz sobre la coloracion del camaron criptico Tozeuma

carolinense.

Objetivos particulares

- Estudiar los efectos de la luz reflejada sobre las frecuencias de los morfotipos del
camaron criptico Tozeuma carolinense.

- Estudiar los efectos de la luz emitida sobre las frecuencias de los morfotipos del
camaron criptico Tozeuma carolinense.

- Estudiar los efectos de la luz reflejada sobre la concentracion de astaxantina en el
camaron criptico Tozeuma carolinense.

- Estudiar los efectos de la luz emitida sobre la concentracién de astaxantina en el

camaron criptico Tozeuma carolinense.



HIPOTESIS Y PREDICCIONES

La coloracion del camaron Tozeuma carolinense es afectada por la luz.
* La coloracion del camaron Tozeuma carolinense es afectada por la luz reflejada.

- La frecuencia del morfotipo marrén aumentara cuando la luz reflejada sea

marrén.
- La frecuencia del morfotipo verde aumentara cuando la luz reflejada sea verde.

* La coloracién del camaron Tozeuma carolinense es afectada por el color de la luz

emitida.

- La frecuencia del morfotipo marron aumentara cuando la luz emitida sea

marron.

- La frecuencia del morfotipo verde aumentara cuando la luz emitida sea verde.

Las concentraciones de pigmentos en el camaron Tozeuma carolinense son afectadas

por la luz.

e |La concentracion de astaxantina del camarén Tozeuma carolinense es afectada

por la luz reflejada.

- La concentraciéon de astaxantina de los camarones Tozeuma carolinense
expuestos a luz reflejada marrdn sera diferente de aquellos expuestos a luz

reflejada verde.

e |La concentracion de astaxantina del camaréon Tozeuma carolinense es afectada

por el color de la luz emitida.

- La concentraciéon de astaxantina de los camarones Tozeuma carolinense
expuestos a luz emitida marrdn serd diferente de aquellos expuestos a luz

reflejada verde.
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MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del objetivo propuesto en este trabajo se realizaron dos experimentos
donde se expusieron a individuos de Tozeuma carolinense a tratamientos con diferente

luz reflejada o emitida respectivamente.

Se define luz reflejada como la luz resultante (no absorbida) luego de una reflexién sobre
un objeto. En esta tesis se considerara como luz reflejada a la reflexiéon de luz
proveniente del sustrato. Se define luz emitida como la luz proveniente de una fuente
luminica que incide sobre un objeto. En esta tesis sera el color de la malla que actua
como filtro luminico, permitiendo que solo una longitud de onda (verde o marrén) incida

sobre los organismos (Fig. 1).

Los animales utilizados en el primer experimento (Luz reflejada) fueron colectados en las
camas de pasto marino de la laguna arrecifal de Mahahual, Quintana Roo en marzo de
2015. Los organismos del segundo experimento (Luz emitida) fueron colectados en las
camas de pasto marino de la desembocadura de la Ria de Celetun, Yucatan en mayo

del mismo ano (Fig. 2).

\ |/

<

Luz
reflejada

/ 1\

Luz
emitida

Figura 1. Representaciéon esquematica de la luz emitida y reflejada.
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Sitios de colecta

Mahahual, Quintana Roo:

La costa presenta una playa angosta y humedal compuesto de manglares, con
dominancia local de Rhizophora mangle, el cual se extiende a lo largo de la costa
caribena de México. La laguna arrecifal somera (1-2 m de profundidad) se encuentra
delimitada por el arrecife coralino muy cercano a la costa (ca. 300m), con lechos de
pastos marinos (Thalasia testudinum y Syringodium filiforme) y amplias zonas arenosas

donde se ubican varios arrecifes parche (Bastida-Zavala et al., 2000).
Ria de Celestun, Yucatan:

Por su posicidn geografica, la extension de su litoral, la presencia de su laguna costera y
la extensa ciénaga que en ella existe, la reserva presenta un mosaico muy diverso de
comunidades vegetales costeras, vegetacion de duna, manglar, petenes, selva baja
inundable, pastizal, selva baja caducifolia y vegetacion subacuatica. Este ultimo es un
componente importante de la ria, Thalassia testudinum y las macroalgas Acantophora
specifera, Acetabularia crenulata, Hypnea musciformes, Dyctiota sp, Cladophoropsis
membranocea, Caulerpa cupresoides, y Halimeda sp, se localizan en el banco de arena
que se extiende después de la boca de la Ria. Existe alta dinamica entre la mezcla de
agua dulce y marina, asi como la remocién de sedimentos, lo que provoca aumento en

la turbidez (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2002).
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Ria Celestun, Yucatan ¢

Mahahual, Quintana Roo

[ ]

Figura 2. Sitios de colecta de Tozeuma carolinense en la costa de la peninsula de
Yucatan, México. Escala: 100km.

Método de captura

En los sitios de muestreo ya mencionados, Mahahual y Celestun, se realizaron 4 y 8
transectos respectivamente de 100m de longitud aproximadamente en direccidon
perpendicular a la costa. El transecto fue recorrido con una red de percha (55cm de
largo, 20cm de ancho, 50cm de alto, malla interior de 5mm de luz) jalado por una lancha
a baja velocidad (3km/h). El contenido del copo fue analizado a bordo. La muestra
colectada era colocada en bandejas plasticas blancas con la finalidad de separar los

camarones Tozeuma carolinense de la vegetacion. Al finalizar, fueron colocados en una
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hielera con agua marina del sitio y aireacion constante para ser trasladados al

laboratorio donde fueron aclimatados.

Mantenimiento de los organismos experimentales

En el area experimental, de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion
(UMDI), de la Universidad Nacional Autbnoma de México en Sisal, Yucatan los animales
fueron aclimatados mediante goteo desde el sistema de recirculacion maduro en el cual
serian colocados, a la hielera donde fueron transportados. Durante el proceso, la
salinidad y la temperatura fueron revisadas con periodicidad verificando que las
condiciones fueran similares. La alimentacién consistié en microalgas Nannochloropsis
oculata y Tetraselmis suecica. Se verifico la incorporacion de estas mediante
observaciones realizadas in situ y bajo microscopio estereoscopico, ya que por

transparencia es posible visualizar el contenido del intestino.

Los camarones fueron mantenidos en un sistema de recirculacion cerrada, el cual
constaba de 4 peceras con un volumen de 35 litros c/u (40cm de largo x 35cm de ancho
x 25 cm de alto). Las 4 peceras estuvieron conectadas a un reservorio general con un
volumen de 95 L (61cm de largo x 39cm de ancho x 40cm de alto). Con el fin de
mantener la calidad del agua, el reservorio contd con un filtro mecanico en la salida del
agua (filtro de bolsa de monofilamento de nylon, que retenia los excedentes de alimento)
y un filtro bioldgico, el cual estaba constituido de arena, fragmentos de piedras de coral o
fragmentos de roca viva artificial y bio-esferas. La temperatura era mantenida en 29 + 1°
C utilizando un calentador Biopro® Aquarium glass heater de 100w y un aire
acondicionado LG Jet cool sp121cn. La calidad del agua del sistema fue controlada con
revisiones diarias de salinidad (37 + 1ppm), recambios de agua del 30% cada dos dias y
medicién de nitratos, nitritos y amonio usando el Kit Exact® Eco Check al inicio, mitad y
final de cada experimento (NO3: 4.4 + 3.9, NO3: 0.80 £ 0.74; NH4: 0.06 £ 0.11).

Los animales fueron mantenidos con un fotoperiodo 12:12hrs luz:obscuridad y
alimentados con algas vivas (Nannochloropsis oculata de 2 a 4um de diametro y

Tetraselmis suecica de 10 a 16um de diametro) ofrecidas ad libitum dos veces al dia (10
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y 18 hrs) durante media hora con recirculacion cerrada para un mejor aprovechamiento
del insumo. El alimento fue proporcionado por el area de produccién de alimento vivo de

la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI-Sisal).

Diseno experimental

Los experimentos fueron realizados en dos acuarios pertenecientes al sistema de
recirculacion cerrado antes descrito con un fondo color arena hecho de fomi, bajo una
lampara HQI (DymaxTM 150W metal halides series) cubiertos por tela blackout con la

finalidad de aislar al experimento de cualquier otra fuente luminica.

Cada experimento contdé con un total de 48 camarones, 24 verdes y 24 marrones,
repartidos en 16 botes cilindricos (3 camarones en cada uno) de 10cm de diametro en la
base y 17 cm de altura, con perforaciones de 5mm de diametro en toda la superficie con
el proposito de asegurar que el agua en recirculaciéon difundiera a través de los botes
llevandose los desechos y exceso de alimento que se produjeran durante los
experimentos. Cada bote fue forrado con rafia de color verde, marrén o blanco segun el
tratamiento y dentro contuvo una imitacién de pasto marino (Thalassia testudinum)
realizado con rafia del mismo color que rodeaba al recipiente sujeta a un plomo de 2
gramos. Ademas, cada bote fue tapado con una malla de tul para evitar que los animales

escaparan de los recipientes. (Fig. 3).
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Figura 3. Esquema del dispositivo experimental utilizado que constaba de un bote
perforado y forrado con rafia, la imitacion del pasto Thalassia testudinum en el fondo
unido a un plomo de 2 gr, tres camarones Tozeuma carolinense y una tapa hecha de
malla de tul.

Ambos experimentos tuvieron una duracion de 10 dias. A los 5 dias y al término del
periodo experimental se cuantifico el numeré de animales de cada morfotipo (verde y

marrén) en cada tratamiento.

Efecto de la luz reflejada (color del sustrato)

En este experimento se expuso a individuos del morfotipo verde y marrén a entornos y
sustratos (luz reflejada) de color verde y marrén. Las tapas de malla de tul eran de color
blanco para que permitieran el paso de la mayor cantidad de luz (todo el espectro
visible). Los 48 organismos fueron asignados aleatoriamente segun su morfotipo (verde

o marrén) a uno de los 4 tratamientos:

Luz reflejada marrén sobre camarones del morfotipo marréon (RMM)
Luz reflejada marrén sobre camarones del morfotipo verde (RMV)

Luz reflejada verde sobre camarones del morfotipo verde (RVV)

ANERNEENERN

Luz reflejada verde sobre camarones del morfotipo marrén (RVM)
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Cada tratamiento conté con 4 botes y 12 camarones (3 camarones en cada uno; Fig. 4).

® ®
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Figura 4. Esquema de los cuatro tratamientos del Experimento 1 Luz reflejada. (RMM)
Luz reflejada marron sobre camarones marrones; (RMV) Luz reflejada marrén sobre
camarones verdes; (RVV) Luz reflejada verde sobre camarones verdes; (RVM) Luz
reflejada verde sobre camarones marrones.
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Los 16 botes, 8 luz reflejada marrén y 8 luz reflejada verde fueron dispuestos en
los dos acuarios bajo la lampara HQI al azar como se muestra en la Figura 5.
Posteriormente los individuos fueron sacrificados y colocados en viales a -80°C

(Sciem Temp. Modelo 856.82) para la cuantificacion de astaxantina.

Figura 5. Esquema de colocacion de tratamientos del experimento 1 Luz reflejada
bajo la lampara HQI. (RMM) Luz reflejada marrén sobre camarones marrones;
(RMV) Luz reflejada marrén sobre camarones verdes; (RVV) Luz reflejada verde
sobre camarones verdes; (RVM) Luz reflejada verde sobre camarones marrones.
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Efecto de la luz emitida (efecto color de la malla)

En este experimento se expuso a los individuos del morfotipo verde y marrén a luz
emitida de color verde y marrén colocando tapas de malla de tul de estos colores.
El entorno y sustrato en ambos casos fueron de color blanco (rafia color blanca)
para que reflejaran la mayor cantidad de luz posible. Los 48 organismos fueron
asignados aleatoriamente segun su morfotipo (verde o marrén) a uno de los 4

tratamientos (Fig. 6):

Luz emitida marrén con camarones del morfotipo marréon (EMM)
Luz emitida marrén con camarones del morfotipo verde (EMV)

Luz emitida verde con camarones del morfotipo verde (EVV)

AR NI

Luz emitida verde con camarones del morfotipo marrén (EVM)

EMM EMV EVV EVM

Figura 6. Esquema de los cuatro tratamientos del experimento 2 Luz emitida.
(EMM) Luz emitida marrén sobre camarones marrones. (EMV) Luz emitida marrén
sobre camarones verdes; (EVV) Luz emitida verde sobre camarones verdes;
(EVM) Luz emitida verde sobre camarones marrones.
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Los 16 botes, 8 luz emitida marrén y 8 luz emitida verde fueron dispuestos en los
dos acuarios bajo la lampara HQI al azar como se muestra en la Figura 7.
Posteriormente los individuos fueron sacrificados y colocados en viales a -80°C

(Sciem Temp. Modelo 856.8a) para la cuantificacion de astaxantina.

Figura 7. Esquema de colocacion de tratamientos del experimento 2 Luz emitida
bajo la lampara HQI. (EMM) Luz emitida marron sobre camarones marrones.
(EMV) Luz emitida marron sobre camarones verdes; (EVV) Luz emitida verde
sobre camarones verdes; (EVM) Luz emitida verde sobre camarones marrones.

Extraccion y cuantificacion de astaxantina

Cada camaroén fue colocado en bafo maria a 70°C por 10 minutos, congelado,
liofilizado (Labconco Freezone 2.5) y pesado (peso seco) utilizando una balanza

analitica (precisién 0,1mg; Ohaus Pioneer™).

Dado que la masa seca minima requerida para la cuantificacion de astaxantina era
de 30mg, se agruparon camarones Yy finalmente quedo solo 1 muestra por
tratamiento del experimento 1. Para el experimento dos tambien se agruparon

camarones quedando finalmente solo 3 0 4 muestras por tratamiento.

Cada muestra fue molida utilizando un mortero de ceramica y tamizada para
garantizar la homogeneidad de la muestra (tamiz 100um). Se colocaron entre 30 a
50mg de éste homogenato en un tubo de centrifuga de 15ml color negro para
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evitar la descomposicion de la astaxantina (Mezzomo et al., 2011) con 11.4ml de
acetona. Los tubos fueron colocados en bafo ultrasénico por 10 minutos, se
refrigeraron por 20 minutos a 4°C y se centrifugaron por 10 minutos a 5000rpm. El
sobrenadante de cada muestra fue colocado en un frasco de cristal ambar donde
se dispuso a secar el solvente en rotavapor (60atm y 25°C). Finalmete se
resuspendio en 3ml de Dimetil Sulféxido (DMSOQO) y se obtuvo la concentracion de
astaxantina utilizando un espectrofotémetro (A=490) y un patrén de astaxantina

(Cayman, 97% de pureza; Anexo Figura 1).

Analisis estadistico

Las frecuencias de los morfotipos de los camarones se registraron a los cinco y
diez dias mediante la revision de los organismos dentro de cada bote. El analisis
estadistico de los datos se realiz6 a través de tablas de contingencia y pruebas de
Chi-cuadrado tridimensionales (Zar, 2010) utilizando la aplicacion Excel del
paquete Microsoft Office 2010 (Anexo). Para el primer experimento se estudio la
asociacion entre las variables “morfotipo de camardon” con 2 niveles (verde y
marron), “luz reflejada” con 2 niveles (verde y marrén) y “tiempo de exposicion”
con 3 niveles (0, 5 y 10 dias), y para el segundo experimento se estudi6é las
asociaciones entre las variables “morfotipo de camarén” con 3 niveles (verde,
marron y blanco), “luz emitida” 2 niveles (verde y marrén) y “tiempo de exposicion”

con 3 niveles (0, 5y 10 dias).

Para el Experimento 1 la hipdtesis nula planteada fue que la frecuencia de
camarones verdes 0 marrones no se asocia a la luz reflejada ni al tiempo de
exposicion a la misma, y para el experimento 2 la hipétesis nula planteada fue que
la frecuencia de camarones verdes, marrones o blancos no se asocia a la luz

emitida ni al tiempo de exposicion a la misma. (Anexo Tabla 1)

Dado que la prueba anterior arrojé resultados contradictorios para el experimento
1 Luz reflejada, se realizd, ademas, otro analisis estadistico a través de una tabla

de contingencia y una prueba de Chi cuadrada de dos dimensiones utilizando el

21



programa R (R 3.1.2 GUI 1.65 Mavericks build) estudiando la asociacién entre las
variables “cambio de morfotipo” con 2 niveles (cambié y no cambid) y “luz
reflejada/ morfotipo” con 2 niveles (similar y diferente). En el nivel similar de la
ultima variable descrita se agruparon los tratamientos RMM y RVV mientras que
en el nivel diferente se agruparon los tratamientos RMV y RVM. La hipdtesis nula
planteada para esta prueba fue que el cambio de morfotipo de los camarones no

se asocia a que la luz reflejada sea similar o diferente a su coloracion (Zar, 2010).

Para comparar la concentracién de astaxantina entre tratamientos se utilizé la
prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una via y para compararla entre los

diferentes experimentos se realizé una prueba de t de Student (Zar, 2010).
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RESULTADOS

Durante la aclimataciéon los camarones mostraron una buena aceptacion del
alimento brindado que consisti6 en micro algas vivas Nannochloropsis oculata y
Tetraselmis suecica. Cabe destacar que en el trascurso de ambos experimentos la
mortalidad total alcanzada fue baja (10.4%), siendo de 14.5% para el Experimento

1y de 6.2% para el Experimento 2 (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad, longitud promedio y peso seco (promedio =
desviacién estandar) en cada uno de los experimentos.

Mortalidad % Longitud (mm) Peso seco (mg)

Experimento 1 14.5 31.7+3.9 8.5+3.9

Experimento 2 6.25 38.9+2.8 172+ 5.7

Efecto de la luz reflejada (color del sustrato)

Los camarones que fueron expuestos a la luz reflejada similar a su coloracién
(RMM y RVV) no presentaron variacion en su morfotipo, mientras que, por el
contrario, camarones que estuvieron expuestos a luz reflejada diferente a su
coloracion (RMV y RVM) mostraron en general cambios en su morfotipo desde los
5 dias. La tendencia fue de cambiar al morfotipo similar al color del sustrato.
Durante el periodo experimental 7 animales murieron y 12 escaparon del
dispositivo experimental lo que ocasion6 una merma en el numero total de

individuos hacia el final del experimento (Fig. 8).
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Figura 8. Frecuencias de camarones de morfotipo marrén y verde a los cero,
cinco y diez dias de exposicion a Luz reflejada marrén y verde.
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La prueba estadistica de Chi-cuadrada tridimensional mostré que las proporciones
de los morfotipos de cada color, en cada tiempo, expuestas a cada luz reflejada
fueron diferentes a las esperadas por azar, es decir, se encontrd asociacion entre
las variables (Prueba de mutua independencia; x*> = 20.55; p = 0.004). En
particular, se observd que el morfotipo de camardn fue la variable que contribuyé
significativamente a esta diferencia (Analisis de correlacion parcial; x> = 20.48; p =
0.001;). Contrariamente a lo esperado el tiempo no contribuyé significativamente a
esa diferencia (Analisis de correlacién parcial; X2= 11.20; p = 0.082; Anexo Tabla
2)

Los camarones expuestos a una luz reflejada diferente al color de su morfotipo
(RMV y RVM) mostraron cambio de morfotipo (42.85%). Siempre que se registré
cambio de coloracion fue aumentando la frecuencia de camarones del morfotipo
similar al sustrato. Por el contrario, cuando los camarones fueron expuestos a una
luz reflejada similar al color de su morfotipos (RMM y RVV) no se registré ningun
cambio de coloracion. La prueba estadistica de Chi-cuadrada de dos dimensiones
mostré que el cambio de morfotipo se asocia a la semejanza entre la luz reflejada
y el morfotipo de camarén (Luz reflejada/morfotipo; x* = 5.7042; p = 0.01; Tabla 2;
Fig. 9).

Tabla 2. Tabla de contingencia del cambio de morfotipo y Luz reflejada/morfotipo

Cambio de morfotipo
Cambié  No Cambio Total

Similar 15

Luz reflejada/
morfotipo

Diferente 14
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Figura 9. Frecuencias de cambio de morfotipo luego de ser expuestos a luz
reflejada similar y diferente a su coloracion.

Efecto de la luz emitida (color de la malla)

Durante el periodo experimental (10 dias) 3 animales murieron y 10 escaparon del
dispositivo experimental, o que ocasion6 una merma en el numero total de
individuos hacia el final del experimento. En este caso la mayoria de los
camarones, de morfotipo verde y marrén que fueron expuestos a luz emitida igual
o distinta a su coloracion, presentaron variacion en su morfotipo desde los 5 dias
(Fig. 10). La tendencia nuevamente fue de cambiar a un nuevo morfotipo similar al
color del sustrato: Morfotipo blanco. ElI nuevo morfotipo no exhibia cromatéforos
de color verde o marrén, tampoco exhibia ningun cromatoéforo en la vista dorsal.
Los cromatdoforos hipodérmicos observables se encontraban en la zona ventral de
los laterales, estos cromatéforos mostraban pigmentacion blanca con un punto
rojo en el centro. Este punto es interpretado como la contraccion de un
cromatoforo con astaxantina. También se observé pigmentacion interpretada como
astaxantina por debajo de la hipodermis que podria provenir de cromatéforos que

cubren los 6rganos o de pigmentos disueltos en la hemolinfa (Fig. 11y 12).
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Figura 10. Frecuencias de camarones de morfotipo marrén, verde y blanco a los
cero, cinco y diez dias de exposicion a Luz emitida marrén y verde.
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Figura 11. Fotografia de morfotipo blanco de Tozeuma carolinense.

Figura 12. Fotografia de morfotipo blanco de Tozeuma -carolinense bajo
estereoscopio (aumento=20X).
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En particular, se observd que el morfotipo de camarén varia en forma significativa

por efecto de la luz reflejada y el tiempo de exposicion (Analisis de correlaciéon

parcial; x?> = 20.48; p = 0.001). La prueba estadistica de Chi-cuadrada
tridimensional mostré que las proporciones de los morfotipos de cada color, en
cada tiempo, expuestas a cada luz emitida fueron diferentes a las esperadas por
azar, es decir, se encontr6 asociacion entre las variables (Prueba de mutua
independencia; X2=73.78; p<0.01). En particular, se observdé que el tiempo de
exposicion y el morfotipo fueron las variables que contribuyen a esta diferencia
(Andlisis de correlacién parcial; ¥?=35.77; p<0.01, %°=78.40; p<0.01,

respectivamente; Anexo Tabla 3).

Extraccion y cuantificacion de astaxantina

Durante las extracciones, particularmente al momento del bafio maria a 70°C, se
observd que los camarones verdes y marrones tornaron su coloracidon a rojo, el
color de la astaxantina libre. La concentracion de astaxantina obtenida en los
camarones del experimento 1 mostré valores similares entre tratamientos. Asi
mismo la concentracion de astaxantina obtenida en los camarones del
experimento 2 también fue similar entre tratamientos (F = 0.377; p = 0.775). Sin
embargo, la comparacion entre las concentraciones de astaxantina de los
experimentos, mostré que las obtenidas en el experimento 1 eran superiores a las
obtenidas en el experimento 2 (t = 15.163, p<0.01; Fig. 13).

a 0.7 - Luz reflejada Luz emitida
~—
D 06 -
2
0.5
©
£ o4
-—
% 0.3
é 0.2 -
-.(7)‘ T T T T
< 0.1
0
RMM RMV RVV RVM EMM EMV EVV EVM
Tratamiento Tratamiento

Figura 13. Concentracion de astaxantina (ug/g) obtenida en cada tratamiento de
los experimentos luz reflejada y luz emitida.
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DISCUSION

Cripsis es el tipo de camuflaje en el cual un organismo presenta coincidencias con
el habitat que le ayudan a fundirse con su entorno; por este motivo las especies
cripticas estan estrechamente asociadas con el habitat al que estan adaptadas
(Macia y Robinson, 2009). Tomando en cuenta la vision del espectador, el término
cripsis incluye caracteristicas de la apariencia fisica (e.g. coloracion),
caracteristicas comportamentales o ambas para prevenir la deteccion del

depredador (Stevens y Merilaita 2009).

El camardon carideo Tozeuma carolinense presenta comportamientos cripticos
(Main, 1987) y morfotipos que coinciden con la coloracion de los sustratos en su
entorno (Calvo et al., 2014). Cournoyer y Cohen (2011) demostraron ademas, que
Tozeuma carolinense es menos detectado por predadores (con visién dicromatica

y tricromatica) cuando el color del morfotipo coincide con el del pasto marino.

En este contexto, la presente tesis aporta nuevo conocimiento bioldgico que
contribuye a la descripcion de la reciente estrategia de camuflaje de la especie ya
que se comprobd que ésta es capaz de cambiar de morfotipo (cambio morfoldgico;
Bauer, 2004) y que cuando esto ocurre siempre lo hace para coincidir con el color

del sustrato o luz reflejada.

En el primer experimento mas del 40% de los organismos expuestos a un sustrato
(luz relfejada) distinto a su coloracion original viraron su coloracién despues de 10
dias de experimentacion, este cambio en la concentracion o tipo de pigmento
implica la deteccion del color del sustrato por parte del individuo y luego la sintesis
de nuevos pigmentos o modificacion de los existentes como respuesta al estimulo.
Se ha registrado que crustaceos decapodos bioluminicentes como Oplophorus
spinosus y Systellaspis debilis, cuentan con estructuras llamadas fotoforos que
son complejos celulares sensibles capaces de emitir luz como respuesta al

estimulo permitiendo disimular su sombra (Nowel, Shelton y Herring, 1998).

Este antecedente nos invita a pensar que quiza Tozeuma carolinense cuente con

una estructura similar ya que es capaz de responder al estimulo de la luz reflejada
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proveniente del sustrato. Por otro lado, los animales que no cambiaron su
coloracién pudieran no haber detectado de manera correcta el color del sustrato o,
no contar con los precursores necesarios para la modificacion del pigmento a
pesar de haber sido alimentados igualmente. Segun Bauer (2004) el pimento
verde y marron en carideos proviene de uniones no covalentes entre carotenos
(como la astaxantina) y proteinas hasta el momento no identificadas. Si bien se
asume que la astaxantina fue incorporada en la dieta (por medio de las algas)
desconocemos si estas proteinas necesarias para el cambio estructural del

pigmento se encontraban en la alimentacion.

En un ambiente natural, el agua puede tomar coloraciones marrones (sedimentos
disueltos) o verdes (por alta concentracion de fitoplancton; Herrera-Silveira y
Morales-Ojeda, 2009), los camarones podrian responder cambiando su morfotipo
a la coloracién del agua con el objetivo reducir el contraste y disminuir la
probabilidad de ser detectados. Por lo anterior se esperaba que la luz emitida
mostrara un efecto sobre la coloracién de los camarones en el segundo
experimento, sin embargo el color de la luz emitida asi fuera similar o no a la
coloracion del camardn, no produjo ningun efecto detectable, nuevamente la
coloracion fue similar a la del sustrato. EI cambio ocurrié después de 5 dias, el
50% de los camarones presentaron el morfotipo blanco descrito en resultados; con
una coloracion rojiza por debajo de la dermis que podria provenir de cromatéforos

que cubren los érganos y cromatoforos hipodérmicos con un pigmento blanco.

Lo arrojado por ambos experimentos contradice lo reportado por Ewald (1969)
quien adjudico la coloracion de los camarones a la alimentacion, en este estudio
se alimentaron a todos los animales con algas verdes y exhibieron morfotipos

diferentes por efecto de la luz reflejada proporcionada por el sustrato.

Parisenti et al.,, (2011) reportaron que al colocar a camarones de la especie
Litopenaeus vannamei en acuarios de color negro o blanco los camarones exiben
un cambio de coloracion evidente, sin embargo no hubo cambios en la cantidad de
astaxantina aun despues de 30 dias esto coincide con un cambio de coloracion

fisiologico. Durante el cambio de coloracion morfologico las cantidades reales o
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tipos de pigmentos aumentan o disminuyen tratando de imitar el color del sustrato.
Esto fue observado en otros camarones carideos, Crangon crangon mostré un
aumento (50%) de cromatoforos negros luego de colocarlos en tanques con fondo
negro y un aumento (200-300%) de cromatoforos blancos luego de colocarlos en
tanques con fondo de este color produciendo que el tono general se modifique

para coincidir con el fondo (Bauer, 2004).

Los morfotipos existentes de Tozeuma carolinense y los cambios de color
resultantes juegan un papel significativo en el camuflaje. En los dos experimentos
existieron cambios de coloracion morfoloégicos, tanto los organismos que

cambiaron en el experimento uno como los organismos del experimento dos.

Pudimos constatar que existié un cambio de coloracién morfolégico, porque si bien
obtuvimos concentraciones similares de astaxantina entre tratamientos de ambos
experimentos, hubo cambios en los tipos de pigmento de ambos experimentos.
Los organismos del segundo experimento (camarones blancos) mostraron
concentraciones de astaxantina menores en comparaciéon a los camarones del
primero (camarones verdes y marrones). Esto concuerda con lo expuesto por Noél
y Chassard-Bouchaud (1994) donde describen que la coloracién blanca en los
decapodos podria deberse a pigmentos como pterinas o flavinas, ninguno

sintetizado a base de astaxantina.

En los camarones del segundo experimento hubo una evidente disminucion de
cromatdéforos visibles a lo largo del cuerpo, se notaba el cuerpo transparente con
algunos cromatoforos blancos y con una coloracioén rojiza por debajo de la dermis,
es posible que los pigmentos verde o marron hayan sido degradados liberando la
astaxantina (color rojo) y paralelamente se haya sintetizado el pigmento blanco.
Sin embargo, seria necesario repetir los experimentos con camarones de la misma
poblacién para descartar diferencias genéticas entre los camarones flecha
provenientes de las dos localidades. Los organismos no son capaces de sintetizar
astaxantina de novo, asi que la obtienen de la dieta (Ambati et al., 2014; Latscha,
1989). A la Astaxantina se han atribuido funciones de pigmentacion, antioxidante,

y fuente dietética de pro-vitamina A (Meyers and Latscha, 1997).
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Paniagua-Michel y Lifan-Cabello (2000) sugieren que (- caroteno y la astaxantina
y formas retinoides poseen la bioactividad necesario para la mejora de los
procesos fisioldgicos basicos, tales como la mejora observada de indice
gonadosomatico y hepatosomatico. Los carotenoides son los unicos precursores
biolégicos de los retinoides en crustaceos, la importancia de los carotenoides
como moléculas bioactivas reside en gran medida en su conversion a los
retinoides que estan implicados en la activacion de receptores nucleares
hormonales. Los retinoides juegan un papel prominente en muchos procesos del
desarrollo, incluyendo el desarrollo embrionario y la diferenciacion de diversos
tipos de células (Lifan-Cabello, Paniagua-Michel y Hopkins, 2002).

Los comportamientos cripticos de especie Tozeuma carolinense han sido
descritos por Main (1987). Este en nadar de manera vertical paralela a los pastos
con el rostro hacia abajo (Video 1). Posteriormente Cournoyer y Cohen (2011)
demostraron que cuando la coloracion de los camarones coincide con el entorno
son menos detectables para los depredadores (dicromaticos y tricromaticos). Esta
tesis presenta el cambio de coloracion (hacia el color del sustrato) como una
estrategia no descrita anteriormente ya que imitando a los pastos tanto en color
como en forma contribuye a disminuir la deteccion del animal y ser, por lo tanto,
mas eficiente en su camuflaje justificando la sub-representacion reportada en la

dieta de sus depredadores (Main, 1985).

Corroboramos con este estudio que estos camarones presentan astaxantina, que
unida a una proteina (caroteno-proteina) dan la plasticidad para generar una
amplia gama de colores. Mas estudios son necesarios para identificar estas
proteina asi como las moléculas responsables de la cloracion blanca (pterinas o

flabinas).
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CONCLUSIONES

Tozeuma carolinense puede cambiar su morfotipo por efecto de la luz reflejada

Tozeuma carolinense no cambia su morfotipo por efecto de la luz emitida.

El tipo de pigmento del camaron Tozeuma carolinense varia por efecto de la luz

reflejada.
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ANEXO

Técnica de extraccion de astaxantina

Los camarones se colocan en bano maria a 70°C por 10 minutos con la finalidad
de liberar a la astaxantina (2ml) de cualquier unién posible con otras moléculas,
luego son colocados en tubos viales y congelados a -80°C. Luego se quita la tapa
y se coloca parafilm, se agujera y posteriormente son colocados en la liofilizadora

para extraer todas las particulas de agua existentes en el cuerpo del camaron.

Ya totalmente secos, los organismos son pesados. Cada muestra es molida
utilizando un mortero de ceramica y tamizada (100um) para garantizar la
homogeneidad de la muestra. Para la deteccidn de astaxantina la masa seca
minima requerida es de 30mg. En tubos de centrifuga negros de 15ml se colocan
de 30 a 50mg del homogenato y 15ml de acetona, consecutivamente son
colocados en bano ultrasénico por 10 minutos para facilitar la extraccién. Los
tubos son refrigerados a 4°C por 20 minutos y colocados en la centrifuga por 10

minutos a 5000rpm.

El sobrenadante de cada muestra es colocado en un frasco de cristal ambar y
secado para extraer el solvente en rotavapor (60atm y 25°C). Finalmente la
muestra es resuspendida en 3ml de Dimetil Sulféxido (DMSO), y medida en
espectrofotometro (A=490). Para poder obtener la concentracién de astaxantina es
necesario comparar los valores obtenidos con una curva de referencia, realizada
con concentraciones conocidas preparadas utilizando un patréon de astaxantina

comercial (Cayman, 97% de pureza).
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Curva de referencia de Astaxantina
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Anexo Figura 1. Curva de referencia de astaxantina utilizado para calcular la
concentracion de astaxantina de las muestras (astaxantina (ug) = absorbancia/
0.1781).

Chi-cuadrada de tres dimensiones
La prueba x? de tres dimensiones es una prueba no paramétrica utilizada para

probar la independencia entre tres variables, mediante la presentacion de los

datos en tablas de contingencia.
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Anexo Figura 2. Diagrama de tabla de contingencia del experimento 1. Las variables
fueron “morfotipo de camaron” con 2 niveles (verde y marrén), “luz reflejada” con 2 niveles
(verde y marrén) y “tiempo de exposicion” con 3 niveles (0, 5y 10 dias).
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La prueba estadistica de Chi-cuadrada tridimensional pone a prueba la hipotesis
de independencia entre las variables (prueba de mutua independencia). Luego se
pone a prueba la independencia de cada variable con las restantes (analisis de

correlacion parcial, Anexo Tabla 1).

Anexo Tabla 1. Hipoétesis nulas propuestas para ambos experimentos.

Prueba Interpretacion

Prueba de mutua Ho No existe asociacion entre las diferentes variables
independencia (tiempo, morfotipo y luz)

Analisis de correlacion
parcial (Morfotipo)

Ho El morfotipo es independiente de las combinaciones de tiempo y luz

Analisis de correlacion

. . Ho La luz es independiente de las combinaciones de tiempo y morfotipo
parcial (Luz reflejada) 0 P POy P

Analisis de correlacion

. . Ho El tiempo es independiente de las combinaciones de morfotipo y luz
parcial (Tiempo)

Chi cuadrada tridimensional del Efecto de la luz reflejada

La prueba estadistica de Chi-cuadrada tridimensional mostro que no hay
independencia entre las variables morfotipo, tiempo y luz reflejada (Prueba de
mutua independencia; X2=20-55; p=0.004). Los analisis de correlacion parcial
mostraron inconsistencias ya que el morfotipo mostré dependencia de las otras
dos variables (x?=20.48; p = 0.001) y ningunas de las otras dos variables mostro

dependencias (Anexo Tabla 2).

Se esperaba que tanto el tiempo como la luz reflejada fueran dependientes de las

otras dos variables ya que el cambio de coloracion ocurrié en el tiempo y por
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efecto del tratamiento, sin embargo no fue significativo. Es posible que la merma
en el numero de organismos para el tiempo final haya afectado este analisis. Con
el objetivo de resolver esta inconsistencia de llevo a cabo una segunda prueba de

Chi cuadrada de dos dimensiones como se explica en materiales y métodos.

Anexo Tabla 2. Prueba de Chi cuadrada tridimensional del experimento 1 Luz
reflejada.

Prueba x 2 g.l p Interpretacion

Prueba de mutua 20.55 7 0.004* Eltiempo, el morfotipo y la luz reflejada no
independencia son independientes entre si

Analisis de correlacion 20.48 5 0.001*  El morfotipo no es independiente de la luz
parcial (Morfotipo) reflejada y el tiempo
Analisis de correlacion 9.65 5 0.08 La luz reflejada es independiente del
parcial (Luz reflejada) tiempo y morfotipo
Andlisis de correlacion 11.20 6 0.082  Eltiempo es independiente del morfotipo y
parcial (Tiempo) la luz reflejada

*simboliza diferencias significativas entre las frecuencias observadas y las esperadas por
azar.

Chi cuadrada tridimensional del Efecto de la luz emitida

La prueba estadistica de Chi-cuadrada tridimensional mostro que no hay
independencia entre las variables morfotipo, tiempo y luz emitida (Prueba de
mutua independencia; X2=73.78; p<0.05). Los analisis de correlacién parcial de las
variables morfotipo y tiempo mostraron independencia de las otras dos variables
(x?=35.77, p<0.05; x>=78.40, p<0.05, respectivamente; Anexo Tabla 3).
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Anexo Tabla 3. Prueba de Chi cuadrada tridimensional del experimento 2 Luz

emitida.
Prueba x 2 g.l p Interpretacion
Prueba de mutua : : »
independencia 7378 12 p<0.gs+ FEmorolipo. el empoy la luz emiida no
Analisis de correlaciéon . . .
parcial (Morfotipo) 3577 10 p<0.05* El morfot|poerrl:)it%salr;d;p;ieerr\g;;nte de la luz
Analisis de correlaciéon N . . .
parcial (Luz emitida) 0.129 5 p>0.05 La luz emltldayezé??neopr(fegtciginte del tiempo
Analisis de correlaciéon
parcial (Tiempo) 78.40 10 p<0.05* El tiempo no es independiente del

morfotipo y la luz emitida

*simboliza diferencias significativas entre las frecuencias observadas y las esperadas por

azar
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