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INTRODUCCION

RESUMEN | Se presenta el disefio y pruebas de funcionamiento de un sistema de simulacién de
gradiente térmico para el estudio de las preferencias de temperatura en organismos benténicos
marinos. El sistema consistié en un tanque de fibra de vidrio dividido en un canal experimental
flanqueado por secciones distales donde se controlan las temperaturas extremas del gradiente,
enfriando o calentando con apoyo de bombas de calor. El sistema se encuentra automatizado en
cuanto al control y registro de temperatura, cuenta con un médulo para adquisicion de imagenes con
una camara de alta resolucién y un controlador de relevadores, el cual permite el apagado de las
bombas de aireacion y el encendido de lamparas de luz justo antes de la toma de las fotografias. El
sistema fue retado para evaluar su eficiencia y los resultados indican que 1) una aireacion elevada a
lo largo de todo el canal de experimentacion permite mantener condiciones de saturacidn de oxigeno
en el tanque y alcanzar un mejor comportamiento del gradiente térmico, 2) que la eficiencia del
gradiente es mayor a menores profundidades del sistema y aceptable a 15 cm; 3) a partir de
condiciones homogeéneas el sistema tarda aproximadamente 30 h en que se estabilice el gradiente, 4)
el sistema alcanza dentro del canal experimental un 60% del gradiente programado en las bombas de
calor y 5) el sistema es exitoso en mantener el gradiente por periodos largos (semanas), aln bajo
condiciones experimentales con manipulacion y recambios de agua. Se discuten oportunidades de
mejora del sistema, incluyendo el crecimiento en unidades experimentales, la incorporacion de
sensores para el registro autbnomo de otras variables indicadoras de la calidad de agua, asi como en
el sistema de adquisicion de imagenes y el seguimiento y observacion de los organismos y sus
respuestas.

ABSTRACT | The design and operation tests of a thermal gradient simulation system for studying
temperature preferences in marine benthic organisms are reported. The system consists of a glass
fiber tank divided into an experimental channel flanked by distal sections where extreme gradient
temperatures are controlled by cooling or heating with the support of heat pumps. The system is
automated in terms of temperature control and recording and features an image acquisition module
with a high-resolution camera and a relay controller that allows the air pump to be turned off and light
lamps to be lit just before taking the photographs. The system was challenged to evaluate its
efficiency. The results indicated that 1) high aeration along the entire experimental channel allows
not only the maintenance of oxygen saturation conditions in the tank, but also a better response of the
thermal gradient, 2) that the efficiency of the gradient is greater at smaller depths of the system and
acceptable at 15 cm, 3) that from homogeneous conditions the system takes approximately 30 h to
stabilize the gradient, 4) that on average the system reaches within the experimental canal a 60% of
the programmed gradient in the heat pumps, and 5) that once established the system is successful
maintaining the gradient for long periods (weeks) still under experimental conditions with
manipulation and water replacement. Opportunities for improving the system are discussed, including
increasing the experimental units, incorporation of sensors for the autonomous registration of other
water quality indicators, as well as in the image acquisition system, and the monitoring and
observation of organisms and their responses.

La termotaxis es una respuesta comportamental de termorregulacion, donde los individuos tienden a moverse

en el espacio hacia su preferencia térmica. En una primera aproximacion, el sentido comun apunta a que, dado que
muchas funciones fisiologicas dependen de condiciones particulares de temperatura, los individuos “prefieran” el

optimo fisiologico y tiendan a ubicarse en él. Muchos trabajos en ecofisiologia parten de este supuesto y

frecuentemente se expone a organismos experimentales a gradientes térmicos para describir, a través de la
preferencia térmica, la temperatura 6ptima para una poblacion (Salas et al. 2014, Diaz et al. 2017, Lah et al. 2017).
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Existen al menos tres elementos de discusion que cuestionan la idea de que la preferencia térmica y el 6ptimo
fisiolégico coinciden y que subrayan, por lo tanto, la importancia del estudio de las respuestas bioldgicas ante los
gradientes térmicos. El primero es que puede existir un desfase entre las tasas de evolucion para diferentes rasgos
(Gvozdik 2015); no todos los procesos bioldgicos, como locomocion o alimentacion, tienen su nivel optimo a la
misma temperatura (Navas ef al. 2021, Hui et al. 2022). El contraste es ain mayor entre procesos en diferentes
partes del ciclo de vida, como formacion de gametos, desove, desarrollo larval o crecimiento somatico.

El segundo se relaciona con el principio de inequidad de Jensen (Jensen 1906). Martin y Huey (2008)
demostraron que el promedio y la varianza de la temperatura interactGan para determinar la aptitud de los
organismos en ambientes variables; dado que las curvas de preferencia térmica (la funcion que describe la relacion
entre la temperatura y el desempefio) son frecuentemente unimodales y asimétricas. El impacto de la variabilidad
térmica en el rendimiento fisiolégico dependerd de la temperatura media en relacion con la temperatura a la que
alcanza su maximo rendimiento. Cuando la temperatura media esta por debajo del intervalo térmico 6ptimo, su
variabilidad puede modular el rendimiento fisiologico; por el contrario, cuando la temperatura promedio es igual o
superior a la temperatura 6ptima, las variaciones térmicas siempre afectan al rendimiento. Martin y Huey (2008)
propusieron que, ante condiciones de alta variabilidad, los organismos sacrificarian el rendimiento a corto plazo y
elegirian condiciones suboptimas frias, para optimizar el desempefio a largo plazo.

El tercer elemento se relaciona con la capacidad de respuesta de los organismos ante un gradiente térmico. Por
un lado, se desconoce en muchos organismos ectotermos, y especialmente para ectotermos marinos, la resolucion
a la que pueden sentir la temperatura y, por otro, los muchos factores que pueden alterar dicha capacidad sensorial.
Por ejemplo, existe gran variedad de receptores transitorios potenciales (TRP), que son canales idnicos permeables
al calcio, frecuentemente asociados a la deteccion de temperatura y que estan presentes en muchos grupos animales.
Estos canales se activan en intervalos de temperatura que pueden variar dependiendo de la especie, interacciones
biologicas y condiciones ambientales (Garcia-Avila e Islas, 2019).

El grupo de trabajo de Ecofisiologia de Organismos Acuaticos del Centro de Investigaciones Biologicas del
Noroeste. S.C. ha venido explorando, desde hace mas de dos décadas, las respuestas de organismos marinos de
interés pesquero y acuicola ante retos de temperatura y su variabilidad, principalmente a través de la evaluacion
del desempefio fisiologico y metabdlico, crecimiento y supervivencia, expresion genética, transcriptomica y
protedmica, y bioenergética celular. Sin embargo, recientemente se ha iniciado también la exploracion de respuestas
comportamentales y se tiene la expectativa de estudiar preguntas asociadas a los elementos expuestos en parrafos
anteriores, para lo cual se desarroll6 el equipo que se describe en el presente reporte.

El trabajo con gradientes térmicos y el disefio de sistemas de simulacion en laboratorio existen desde hace
décadas. El disefio mas frecuentemente utilizado para el trabajo con organismos terrestres, principalmente insectos,
aracnidos y lagartijas, suele estar basado en el calentamiento y enfriamiento de una placa de algiin material termo-
conductor (Ritchie et al. 2021). Para el trabajo con organismos acuaticos, que implica generar un gradiente
tridimensional, dependiendo del tipo de organismos y las preguntas cientificas que se abordan puede simularse un
gradiente térmico vertical, a lo largo de una columna de agua (Kamykowski 1981) o, mucho mas complicado,
trabajar con gradientes horizontales. Para esto ultimo, generalmente se utilizan tanques equipados con calentadores
y enfriadores que pueden mantener temperaturas especificas en diferentes regiones del baiio (Kita et al. 1996) o
bien ubicar los calentadores y enfriadores por fuera del sistema experimental y bombear hacia el tanque
experimental agua de diferentes temperaturas, creando un gradiente a medida que el agua se mezcla. En general,
todos estos sistemas enfrentan el reto técnico de mantener un gradiente estable por periodos largos, lo que
frecuentemente se aborda a través de un monitoreo de las condiciones dentro del tanque y con el control auténomo,
asistido por computadora, de los calentadores y enfriadores.

Algunos montajes son similares al que reportamos en este trabajo y contienen muchos elementos en comun.
Entre ellos, el reportado por Lewis y Ayers (2014) es particularmente parecido en disefio y dimensiones; sin
embargo, estos autores han reportado su uso unicamente para el estudio de respuestas agudas, en experimentos del
orden de 1 hora de duracion. El objetivo de este trabajo es describir nuestro disefio, probar la factibilidad de
utilizarlo para el estudio de respuestas tanto agudas (horas) como cronicas (dias a meses), evaluar su estabilidad y
detectar las oportunidades de mejora.
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Descripcion del sistema

El sistema consistidé en un tanque de fibra de vidrio de forma rectangular de 302 c¢cm de largo por 52 cm de
ancho y 50 cm de altura (Fig. 1). El tanque se encuentra dividido en tres secciones, separadas por placas de aluminio
(Fig. 1b). Las secciones distales se utilizan para controlar las temperaturas extremas del gradiente, enfriando o
calentando, mientras que la seccion central compone el canal efectivo de experimentacion. Las placas de aluminio
cuentan con orificios de 9 mm de diametro, que permiten la difusion de oxigeno y temperatura hacia la seccion
para experimentacion. A lo largo del eje longitudinal del fondo del tanque se ubica una manguera con difusor de
burbuja fina que, junto con los difusores ubicados en las secciones distales, permite mantener la oxigenacion a
niveles de saturacion. Las placas de aluminio pueden ser ubicadas a diferente distancia de los extremos, segun se
requiera. Para las pruebas de operacion que reportamos en este trabajo fueron ubicadas a 50 cm de distancia del
extremo, dejando una seccion experimental de 200 cm; sin embargo, se realizaron pruebas adicionales (no
incluidas) reduciendo las secciones de control a 25 cm y aumentando en area experimental a 250 cm, con resultados
de capacidad de control similares.

Para el calentamiento y enfriamiento en las camaras distales, se utilizan dos bombas de calor de 1/2 HP, 6000
BTUH, con intercambiadores de titanio resistentes a la corrosion. Las bombas de calor cuentan con un sistema de
circulacion de agua con intervalo de flujo de 12 a 25 GPM. Los ajustes fijos de temperaturas en los extremos del
tanque son realizados mediante un sistema de control auténomo asistido por computadora (Fig. 1c) basado en
paqueteria de elaboracion propia (Simulador Térmico Marino; SITMA), el cual permite rangos de temperatura
desde 5°C hasta 35°C.

El sistema permite registrar en tiempo real el gradiente térmico gracias a un arreglo de termopares K de dos
conductores tipo TT-K-24. Cada termopar tiene una longitud de 10 metros y fueron encapsulados en uno de sus
extremos en una proteccion de acero inoxidable para poder utilizarlos dentro del agua marina. Los termopares se
encuentran conectados a un moédulo de temperatura de 16 canales N19213 y el registro de temperatura utiliza un
programa de aplicacion de National Instruments® con LabVIEW®, todo dentro de la plataforma de adquisicion de
datos National Instruments® NI DAQmx (Fig. 1d). La calibracién se realiza dentro del mismo programa, sobre la
base de dos puntos de calibracién a 15 y 35 °C y utilizando como referencia sensores HOBO® Pendant temp/light.

El sistema cuenta con una primera version de modulo para adquisicion de imagenes (Fig. 1e). Sobre el tanque,
a una altura de 1,5 m, se ubic6 una camara GoPro® que toma fotografias de todo el tanque a alta resolucion y a
intervalos personalizables. Para mejorar la calidad de las imagenes, se instalé un controlador de relevadores basado
en plataforma Arduino que permite el apagado de las bombas de aireacion y el encendido de lamparas de luz justo
antes de la toma de las fotografias.
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Figura 1. a) Sistema experimental, b) detalle de las placas de aluminio que separan la zona de entrada de agua del canal
experimental, ¢) Simulador Térmico Marino, detalle del ordenador que activa o suprime las bombas de calor, d) detalle del
sistema de monitoreo de temperatura a lo largo del tanque, basado en termopares y un modulo de adquisicion de datos, e)
moddulo de adquisicién de imagenes que incluye camara fotografica panoramica de alta resolucion y sistema de control de
aireacion y luz, f) vista interna del canal de experimentacion.

Figure 1. a) Experimental system, b) detail of the aluminum plates that separate the water inlet area from the experimental
channel, ¢) Marine Thermal Simulator, detail of the computer that activates or suppresses the heat pumps, d) detail of the
temperature monitoring system throughout the tank, based on thermocouples and a data acquisition module, e) image acquisition
module that includes high resolution panoramic camera and aeration and light control system, f) internal view of the experiment
channel.
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Pruebas de simulacion de gradiente

En una primera fase se disefiaron experimentos para evaluar la eficiencia con la que se reproduce un gradiente
esperado. En primer término (experimento 1), se evalud el efecto de la aireacion a lo largo de la seccion de
experimentacion, para determinar si es posible mantener el gradiente térmico y condiciones de saturacion de
oxigeno de forma simultanea. Para este ensayo se realizaron mediciones con un termoémetro digital en un arreglo
de 158 puntos (9 puntos a lo largo, 5 a lo ancho y 3 profundidades) a tres niveles de aireacion, 0, 1 y 3 L m™. Una
vez definida la condicion ideal de aireacion, se evalud el efecto de la profundidad de la columna de agua través de
cuatro corridas (experimento 2), utilizando profundidades de 10, 15, 20 y 25 cm y un intervalo de temperatura en
las bombas de calor de entre 16 y 25°C, con observaciones por 42 h una vez estabilizado el gradiente, y se
compararon las medias del gradiente alcanzado a través de un ANOVA de una via. Tras seleccionar condiciones de
aireacion y profundidad, se realiz6 una corrida (experimento 3) para definir el tiempo requerido para estabilizar el
gradiente a partir de condiciones de homogeneidad, para lo cual se programaron las bombas de calora 16 y 25 °C
y se registraron las lecturas de los termopares a intervalos de cinco minutos por un total de 48 h. Finalmente, se
realizaron corridas a diferentes intervalos de temperatura (experimento 4): tres intervalos de 7°C abarcando de 14
a21°C, 18 a25°Cy 21 a 28°C, otra de 9°C de 16 a 25°C y una quinta de 13°C, desde 15 hasta 28°C. Todas estas
corridas se realizaron por 48 h a partir de que el gradiente se estabilizo, con mediciones cada 5 min.

Pruebas de factibilidad de operacién con organismos

Para probar que es posible mantener organismos experimentales de forma rutinaria y por periodos relativamente
largos, se mantuvieron en el sistema ocho individuos de abulon azul, Haliotis fulgens, por un periodo de dos
semanas (experimento 5), en condiciones constantes de gradiente térmico de 18 a 25°C, con alimentaciéon y
limpieza cada tercer dia. Aproximadamente a las 18:00 h, el fondo del canal fue sifonado para extraer todos los
restos de alimento y heces producidas por los organismos y el volumen de agua extraido fue remplazado
incorporando agua a 25°C en el extremo calido del gradiente. Posterior a la limpieza, se administrd alimento
peletizado esparciéndolo a lo largo de todo el canal experimental. Durante todo el periodo experimental se
comprob6 que no existiera mortalidad de individuos, se realizaron observaciones sobre tendencias en la ubicacion
a lo largo del canal y se verifico la estabilidad de largo plazo del gradiente a través del sistema de monitoreo
térmico.

RESULTADOS

Experimento 1. Efecto de la aireacion. A través del experimento se determind que una aireacion elevada, con
burbuja fina a lo largo de todo el canal de experimentacion, permitié no s6lo mantener condiciones de saturacion
de oxigeno en el tanque, sino ademas alcanzar un mejor comportamiento del gradiente térmico esperado. La figura
2 muestra la interpolacion de las mediciones realizadas a cada una de las tres profundidades y comparando los tres
niveles de aireacion. Se hizo evidente que, sin el apoyo del burbujeo, se establecidé una estratificacion vertical
intensa, sin evidencia de gradiente a lo largo del canal. En condiciones de burbujeo moderado (paneles centrales),
se formo el gradiente en la horizontal, pero aiun se percibieron diferencias en la vertical, ademas de que se noto
cierta estructura heterogénea a lo ancho del canal, particularmente en el fondo. En contraste, con el burbujeo a3 L
m! se alcanzaron condiciones virtualmente homogéneas en la vertical y a lo ancho del canal, mientras que se formé
y mantuvo consistente el gradiente a lo largo del canal.
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Figura 2. Resultado del experimento 1: gradientes de temperatura registrados a tres profundidades y a tres niveles de aireacion.

Figure 2. Result of experiment 1: temperature gradients recorded at three depths and three aeration levels.

Experimento 2. Efecto de la profundidad. La comparacion de los gradientes alcanzados utilizando diferentes
profundidades de la columna de agua, mostraron que la eficiencia fue mayor a menores profundidades. Un ANOVA
de una via mostrd diferencias significativas entre las medias en al menos dos grupos y un analisis post hoc de Tukey
indicod que la media de gradiente alcanzado no fue significativamente diferente entre 10 y 15 cm (p=0,74), pero si
para cualquier otra comparacion pareada. Dado que se busca el mejor compromiso entre mayor volumen de agua
y eficiencia en el establecimiento del gradiente, para el resto de los experimentos se utilizo la profundidad de 15
cm.
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Figura 3. Resultado del experimento 2: gradiente de temperatura alcanzado a diferentes profundidades de la columna de agua.

Figure 3. Result of experiment 2: temperature gradient achieved at different depths of the water column.
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Experimento 3. Tiempo para alcanzar el gradiente. Partiendo de condiciones homogéneas a lo largo del canal,
el sistema tard6 un aproximado de 30 h para que el gradiente se estabilizara en alrededor de 4,5°C, con un intervalo
programado en las bombas de calor de 16 a 25°C (Fig. 4). Cabe sefialar que durante el resto de los experimentos
se llevo un registro similar y los tiempos registrados para menores intervalos en las bombas de calor fueron también
menores, de entre 12 y 25 h, y que, entre experimentos, es decir, a partir de un gradiente ya establecido, fue de unas
cuantas horas.

Experimento 4. Efecto de la amplitud del intervalo programado. Las observaciones indican que
consistentemente el sistema alcanzé dentro del canal experimental un 60% del gradiente programado en las bombas
de calor, independientemente de donde se ubique el intervalo. La comparacion de los tres intervalos de 7°C, con
temperaturas minimas de 14, 18 y 21°C, alcanzaron gradientes ligeramente por encima de los 4°C, el intervalo
entre 16 y 25°C alcanzo6 un gradiente de 5,4°C y el de mayor amplitud, entre 15 y 28°C, uno de 7.2°C. Por las
caracteristicas del sistema y la serie de pruebas realizadas, se estimo que este valor de 7°C se encuentra cerca del
limite de las capacidades de simulacion del sistema (ver Figura 5).
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Figura 4. Resultados del experimento 3: tiempo requerido para la estabilizacion del gradiente térmico a partir de condiciones
homogéneas a lo largo del canal experimental.

Figure 4. Results of Experiment 3: time required for the thermal gradient stabilization starting from homogenous conditions
along the experimental channel.

Experimento 5. El periodo de prueba con organismos permiti6 validar la factibilidad del sistema en condiciones
de largo plazo. Durante las dos semanas de mantenimiento no se registré6 mortalidad de los organismos, no se
presentd ninguna falla del sistema y las condiciones de gradiente se mantuvieron practicamente constante a pesar
de la manipulacidn asociada a la limpieza del tanque, la alimentacion de los organismos y los recambios de agua.
La calidad de agua también se mantuvo en condiciones adecuadas de oxigeno, salinidad y pH.
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Figura 5. Resultados del experimento 4: amplitud del intervalo alcanzado en funcién del programado: tres intervalos de 7°C,
con temperaturas minimas de 14, 18 y 21°C, un intervalo de 9 °C entre 16 y 25°C y otro de 13°C entre 15y 28°C.

Figure 5. Results of the experiment 4: achieved versus programed range amplitudes: three 7°C interval cases, with minimum
temperatures of 14, 18 and 21°C, a 9°C interval between 16 and 25°C, and 13°C interval, between 15 and 28°C.

Figura 6. Fotogramas de los organismos en el sistema durante el experimento 5.

Figure 6. Photograms of organisms in the system during experiment 5.

DISCUSION

Como cualquier sistema experimental, el simulador de gradiente que se presenta en este trabajo tiene
limitaciones y ventanas de oportunidad para su mejora; sin embargo, se considera que se ha completado una primera
fase de desarrollo gracias a que se logré generar gradientes entre 4 y 7°C en un canal de experimentacion de mas
de 2,5 m ttiles, de forma estable, a pesar de la manipulacion de organismos y recambio de agua, homogéneo en la
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vertical y a lo ancho del canal, y aproximadamente lineal en el cambio de temperatura por unidad de distancia a lo
largo del mismo. También se considera exitoso que el sistema es autonomo en cuanto al forzamiento para mantener
el gradiente, que cuenta con un sistema configurable de adquisicion de datos de las caracteristicas del agua en
tiempo real y con una primera version de sistema, también automatico, de registro de imagenes para el andlisis de
la respuesta de los organismos.

A este nivel de desarrollo, la principal limitante que se identificé es que, dado que Unicamente se instaldé un
tanque, actualmente resulta imposible realizar pruebas con repeticiones simultaneas y la unica posibilidad de
trabajo es la repeticion secuencial. Para subsanar esta limitante y una vez probado su funcionamiento, nuestro grupo
de trabajo buscara instalar tanques similares al menos por triplicado. También vemos oportunidades de mejora en
el sistema de monitoreo de las condiciones en el tanque, ademas de la temperatura. Utilizando el mismo sistema de
adquisicion de datos, se buscara instalar sensores para la observacion continua de oxigeno, salinidad, pH y amonio.
En tercer lugar, se identific6 una amplia ventana de oportunidad de mejora en las observaciones de los organismos
y sus respuestas. En su version actual, el sistema puede generar fotografias a intervalos discretos preestablecidos,
que son analizadas posteriormente de forma manual. En trabajos previos, para otro tipo de experimentos, se exploro
el uso de sistemas de toma de fotogramas y video, lo que ofrece una mucho mayor resolucion temporal, y el
procesamiento de imagenes asistido por aprendizaje profundo (Deep Learning; DL) y segmentacion semantica, lo
que permite trabajar en condiciones de poca luz y dar seguimiento auténomo a individuos (Calderén-Gurrola,
2024). Nuestra intencion a mediano plazo es incorporar esa experiencia al médulo de registro de imagenes del
sistema que aqui se reporta.
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