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Con el fin de conocer el efecto de la temperatura sobre la fisiologia de Sardinops
sagax caeruleus, se estudio el comportamiento termorregulador y los parametros
sanguineos a diferentes fluctuaciones térmicas, para establecer sus limites térmicos y
monitorear su condicién fisiologica. Las sardinas fueron capturadas en la Bahia de
Ensenada durante el Otofio de 2007-2008 y expuestas durante 20 dias a un ciclo
simétrico de invierno (CS-INV) donde la temperatura fluctué de 13 a 18 °C cada 24
horas, el tiempo de permanencia en la temperatura alta y baja fue de 7 horas,
mientras que los cambios de temperatura ocurrian en 5h (7-5-7-5). También se
aclimataron organismos a un ciclo simétrico de verano (CV-Ver) con fluctuacién de
18-23 °C. Adicionalmente, se aclimataron otras sardinas a ciclos asimétricos de
invierno y verano (CA-INV y CA-Ver) donde la temperatura baja y alta se mantuvo por
10 y 4h respectivamente (10-5-4-5). Se aclimatdé un grupo de sardinas a la
temperatura 6ptima constante (TO: 18 °C) para comparar la respuesta de los
parametros sanguineos. Ninguno de los tratamientos tuvo un efecto sobre la
preferencia térmica de las sardinas (=18 °C). El tipo de ciclo (CS o CA) tampoco
influyé sobre los limites térmicos; sin embargo, la temperatura de los ciclos tuvo un
efecto sobre el desplazamiento de los limites. Los intervalos de preferencia térmica
delimitados por las temperaturas de evitacion fueron de 13.5-19.6 °C y 16.1-22.5 °C
para los ciclos de INV y Ver respectivamente. Los intervalos de tolerancia delimitados
por las temperaturas letales incipientes fueron 6.1-24.3 °C y 7.5-25.6 °C para INV y
Ver respectivamente. Los intervalos de resistencia delimitados por las temperaturas
criticas fueron 5.5-30.5 °C y 6.6-32.2 °C. Las respuestas de los parametros
sanguineos mostraron que los niveles de cortisol permanecieron constantes a 18 °C
independientemente del tipo de aclimatacién, pero incrementaron en un 74.6 y 55.6 %
cuando la temperatura aumenté a 23 °C en los CS y CA de verano respectivamente.
También los niveles de glucosa se incrementaron en un 58 y 25 % respectivamente,
mientras que no hubo diferencias en la concentracion de glucosa a 13 o 18 °C
independientemente del tratamiento. Los niveles de la enzima aspartato



aminotransferasa fueron similares entre los tratamientos de invierno y la TO, e
incrementaron en un 64 y 36 % en los CS-Ver y CA-Ver respectivamente. Los niveles
de alanina aminotransferasa se incrementaron en un 83 % en el CS-Ver y no hubo
diferencias entre los demas tratamientos. El numero de eritrocitos incrementd en los
ciclos de verano pero las diferencias no fueron significativas con los demas
tratamientos. Con base en los resultados, se puede concluir que las sardinas
estudiadas pueden modificar su preferencia térmica en un intervalo de 13.5-22.5 °C y
son vulnerables a las altas temperaturas, ya que evitan incursionar en temperaturas
superiores a 23 °C; ademas el estatus fisiolégico de estas sardinas fue 6ptimo a
temperaturas de 13 a 18°C como las registradas en California durante el verano. Por
el contrario, las temperaturas superficiales de mas de 23 °C como las registradas en
aguas de Bahia Magdalena y el Golfo de California podrian afectar su condicion
fisiolégica poniendo en riesgo su supervivencia ya que se pueden alcanzar los limites
letales para estos organismos.

Palabras Clave: Sardina, comportamiento térmico, condicién fisioldgica, limites térmicos,
estrés.



ABSTRACT of the thesis presented by Marcel Martinez Porchas as a partial requirement
to obtain the DOCTOR OF SCIENCE degree in Aquaculture. Ensenada, Baja California,
México October 2009.

Thermal behavior and blood parameters response of Sardinops sagax caeruleus to
different thermal fluctuations

The aim of this experiment was to know the effect of temperature on the physiology of
Sardinops sagax caeruleus, their thermal behavior and blood parameters at different
thermal fluctuations, to establish the thermal limits and monitoring its physiological
condition. Sardines were captured at Ensenada Bay during the fall of 2007-2008 and
exposed for 20 days to a symmetrical winter cycle (S-WC) with a thermal fluctuation
from 13 to 18 °C every 24 hours, the period of permanence at the highest and lowest
temperature was 7 hours, whereas the thermal changes occurred in 5h (5-7-5-7).
Another group of organisms were exposed to a symmetric summer cycle (S-SC) with a
fluctuation of 18-23 °C. Other sardines were exposed to two asymmetric cycles of
winter and summer (A-WC and A-SC) in which the lowest and highest temperature
remained during 10 and 4h respectively (10-5-4-5). Also a group of sardines was
acclimated to an optimal constant temperature (OT: 18 °C) to compare the response
of the blood parameters. None of the treatments had an effect on the thermal
preference of the sardines (=18 °C). Neither the type of cycle (S or A) had an influence
on their thermal limits; however, the thermal fluctuation of the cycles had an effect on
the displacement of those limits. The intervals of thermal preference, delimited by the
avoidance temperatures were: 13.5-19.6 °C and 16.1-22.5 °C for the cycles of W and
S respectively. The tolerance intervals, delimited by the incipient lethal temperatures
were 6.1-24.3 °C and 7.5-25.6 °C for W and S respectively. The intervals of
resistance, delimited by the critical temperatures were 5.5-30.5 °C y 6.6-32.2 °C
respectively. The levels of cortisol remained constant at 18 °C independently of the
acclimation cycle, but increased in a 74.6 and 55.6 % when the temperature increased
to 23 °C in the S-SC and A-SC respectively. Also, the glucose levels increased in a 58
and 25 % respectively, while no differences were assessed in the concentrations at 13
or 18 °C independently of the treatment. The levels of the enzyme aspartate
aminotransferase were similar among the winter treatments and the OT, but increased
in a 64 and 36 % in the S-SC and A-SC respectively. The levels of alanine
aminotransferase increased 83 % in the S-SC and there were not differences between
the other treatments. The erythrocyte number increased in the summer cycles but the
differences were not significantly with the rest of the treatments. With base on the
results, it can be concluded that the sardines are able to modify their thermal
preference within an interval of 13.5-22.5 °C and are vulnerable to high temperatures,
because they avoid incursions in temperatures higher than 23 °C; also the
physiological status of this sardines was optimal at 13 to 18 °C, such as those
registered in the waters of California during the winter. On the other hand, the surface



temperatures higher than 23 °C registered in waters of Magdalena Bay and the Gulf of
California may put in risk their survival, because those temperatures can reach the
lethal limits of this organisms.
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Capitulo |

Introduccion

La pesca es una de las principales actividades que el hombre realiza para
la obtencién de alimento y sustento econémico (Cifuentes-Lemus et al., 1995). En
el reporte mas reciente de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés), se documentd una
produccién total por pesca y acuicultura de alrededor de 150 millones de
toneladas en nivel mundial (FAO, 2008). En México, esta actividad representa una
importante fuente de alimento, asi como la generacion de empleos y divisas por la
exportacion de sus productos. Hoy en dia son cientos las especies que son
capturadas en nivel mundial, dentro de las cuales se encuentran los peces

pelagicos como las sardinas.

El desarrollo econémico de varias entidades costeras se ha atribuido a la
captura de sardina, ya que es un producto altamente comercial (Schweigert,
2002). La sardina es una de las principales especies pelagicas explotadas por la
pesca mexicana, con una produccion de 268 943 toneladas durante el aino 2006
(Hill et al., 2009). La sardina tiene un papel importante en los ecosistemas, ya que
representa una fuente de alimento para otros organismos marinos como peces,
mamiferos y aves (COSEWIC, 2002). Por su importancia en la red alimentaria

marina se le ha llamado “forraje del ecosistema” (Allocation of the Pacific Sardine
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Harvest Guideline, 2003). Ademas, este pez es considerado como un recurso
natural de gran relevancia, ya que es fuente de alimento para el hombre (Frimodt,
1995) y también un ingrediente indispensable en alimentos formulados para otros

organismos terrestres y marinos, como cerdos, vacas, aves, camarones Yy peces.

Existen en el mundo alrededor de 18 especies de sardinas (COSEWIC,
2002). Una de las mas importantes por su abundancia y volumen de captura es la
sardina del Pacifico (Sardinops sagax caeruleus) (Figura 1). Esta es una especie
pelagica que habita en areas templadas y subtropicales altamente productivas y
se encuentra distribuida desde el sur de Alaska hasta el Golfo de California,

México (Culley, 1971; COSEWIC, 2002) (Figura 2).

Sardinops sagax caeruleus es una especie de habitos alimenticios
omnivoros que se alimenta principalmente de copépodos y diatomeas (Ahlstrom,
1960; McFarlane y Beamish, 2001). El intervalo de temperatura de su habitat
oscila entre los 7 y 28 °C, aunque durante el periodo de reproduccion se le
encuentra en aguas con temperaturas de 13 a 22 °C; sin embargo esto depende
de la subpoblacién, ya que subpoblaciones del Golfo de California se reproducen
en aguas mas calidas (Ahlstrom, 1960; Llunch-Belda et al., 1991). Estas
temperaturas (13 — 22 °C) son comunes en el Norte del Pacifico como en
California, especificamente en el territorio mexicano en la Peninsula de Baja
California y lugares aledafos (COSEWIC, 2002). Se ha documentado que el

cambio de temperatura tiene un efecto sobre la distribucion horizontal y vertical de



18

la sardina (Lynn, 2003), asi como en la composicion de tallas de un afio con

respecto a otro (McFarlane et al., 2005).

Estos organismos se caracterizan por su rapido crecimiento y alta tasa de
reproduccion. Otra de sus particularidades es que forma grandes cardumenes
(Whitehead, 1985) y no se les encuentra en un mismo lugar a lo largo del afio,
debido a que migra hacia diferentes zonas del continente, dependiendo
principalmente del cambio de la temperatura en el agua y de la disponibilidad de
alimento (Hart, 1938, 1943a; Ware, 2001). También se ha observado que a
medida que aumenta la edad de la sardina, incrementa la distancia de migracion
horizontal (Hart, 1973); sin embargo, las larvas de la sardina también migran

verticalmente (Fletcher, 1999; Stenevik, 2001).

1.1 El estudio de las sub-poblaciones de sardina

A principios del siglo XX, existia una gran industria de pesca y enlatado de
sardina en la costa Oeste de Canada y Noroeste de los Estados Unidos, sin
embargo, en la década de los 40 el volumen de pesca comenzo a disminuir hasta
que las pesquerias colapsaron por la desaparicion de la sardina en esa zona.
Dicho colapso atrajo la atencion de la comunidad cientifica y llevd a los
investigadores a estudiar sus causas, asi como la dinamica poblacional de la
especie con el objetivo de evitar una nueva sobreexplotacion (Radovich, 1982; Hill

et al., 2005).
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Fao

Figura 1. Sardina del Pacifico (Sardinops sagax caeruleus).

Figura 2. Distribucion de Sardinops sagax caeruleus. El cuadro (- - -) muestra el
intervalo de distribucion de la sardina que comprende desde las costas de Sonora 'y
Baja California Sur hasta el Sur de Alaska. Imagen obtenida de FishBase.org
(http://lwww.fishbase.cal/tools/aguamaps/search.php).
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Smith (2005) argumenté que es importante conocer la distribucion y
movimiento migratorio de la sardina para establecer principios de manejo de la
pesqueria, a fin de reducir el riesgo de sobrepesca y evitar un desastre ecoldgico.
Durante varias décadas, los cientificos han estudiado el comportamiento y ciclo de
vida de esta especie, llegando a la conclusion de que su dinamica poblacional es
compleja y en algunas ocasiones no tiene un patron constante (Lasker, 1964;

Hamman et al., 1988; Lo et al., 1996).

Una de las primeras hipdtesis acerca de la distribucidon de las poblaciones
de sardina, fue la existencia de diferentes sub-poblaciones de la misma especie,
debido a que cuando ocurrié el colapso de la pesqueria, solamente sucedio en la
parte Norte del Continente (Canada y Norte de los Estados Unidos), mientras que
en lugares surefios como Baja California no hubo tal colapso. A partir de dicha
hipotesis, se ha intentado diferenciar a estas sub-poblaciones de sardinas con el

objetivo de establecer adecuados programas de pesca (Radovich, 1982).

Se han realizado estudios de diferenciacion fenotipica entre las distintas
sub-poblaciones de sardina tales como el recuento de las vertebras, morfometria
del cuerpo completo, morfometria de los otolitos, las tasas de crecimiento, entre
otros (Clark, 1936, 1947; Phillips, 1948; Vrooman, 1964; Hedgecock et al., 1989;
Félix-Uraga et al., 2005; De la Cruz-Aguero y Garcia Rodriguez, 2005) los cuales
han demostrado que existen diferencias entre las sardinas del norte (Washington,
Oregon y California) con respecto a las sardinas del sur (Baja California y Golfo de

California). Sin embargo, los estudios de genética, especificamente el analisis de
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las aloenzimas, las secuencias nucleotidicas y microsatélites, no detectan
diferencias significativas entre las sub-poblaciones, por lo que las diferencias
fenotipicas podrian deberse a un efecto de condiciones ambientales sobre la
ontogenia y el desarrollo de las sardinas (Hedgecock et al., 1989; Lacomte et al.,
2004; Gutiérrez-Flores, 2007; Rios-Vargas, 2007). Los estudios mostraron la
existencia de diferentes sub-poblaciones con caracteristicas fenotipicas
especificas, sin embargo, con base en estos datos tampoco es posible establecer
limites geograficos precisos en cuanto a su distribucidon y migracion, ya que sélo
se indica si existen diferencias entre los organismos de una determinada zona

geografica y otra.

Una de las primeras aproximaciones para determinar la distribucion de sub-
poblaciones de esta especie comenzé con el trabajo de Félix-Uraga y
colaboradores (1996), quienes con base en las captura a lo largo de la Peninsula
de Baja California observaron que los volumenes de captura de sardina mas altos
se producian en Ensenada y Bahia Magdalena, mientras que en la zona
geografica que los divide, los volumenes de captura eran muy bajos. Esto sugirié
la existencia de dos sub-poblaciones distintas; ademas, se observé que las
temperaturas en las que se encontraban estas sub-poblaciones eran diferentes,
siendo alrededor de 18 °C para Ensenada y 23 °C para Bahia Magdalena, lo cual
permitid inferir que no solamente ocupaban espacios diferentes sino que su
habitat térmico era distinto. Posteriormente, los anadlisis de las capturas y

temperaturas registradas a lo largo de 21 afios (1981 - 2002) en San Pedro,
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Ensenada, Isla Cedros y Bahia Magdalena, demostraron la existencia de tres
distintas sub-poblaciones de sardina, las cuales estaban divididas por barreras
térmicas. El stock frio o nortefio se distribuia en un rango de temperatura de 13 -
17 °C, el stock templado en 17 - 22 °C y el stock calido > 22 °C (Félix-Uraga et al.,
2004). Con estos resultados se propuso un modelo de distribucidén y migracion con

respecto a las diferentes estaciones del afio (Figura 3).

A pesar de que varios estudios han contribuido al avance en el
conocimiento de la dinamica poblacional, no puede ignorarse el hecho de que los
estudios de campo, son observacionales y no experimentales, lo que impide el
aislamiento de variables que pudieran tener un efecto que errbneamente podria
atribuirse a la temperatura. Por lo tanto, es posible que los estudios de laboratorio
aporten datos importantes acerca del efecto de la temperatura sobre el

comportamiento de las sardinas asi como sobre su fisiologia.

.2 Temperatura

Los diversos estudios realizados en estos organismos han aportado la
informacién sobre la dinamica poblacional y la pesqueria, sin embargo, se
considera que se sabe poco acerca de sus habitos y fisiologia, asi como de su
tolerancia a diferentes factores fisicoquimicos (Schweigert, 2002). Diversos
factores biologicos y fisicoquimicos se han asociado a su patron de vida

(crecimiento, reproduccion y migracion), dentro de ellos posiblemente el mas
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Figura 3. Distribucion de las tres subpoblaciones de sardina en las diferentes
épocas del ano (Tomado de Félix-Uraga et al., 2004). Subpoblacidn fria (F), templada
(T) y calida (C).
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importante es la temperatura (Hart, 1938; Llunch-Belda et al., 1991; Ware, 2001;

Lynn, 2003).

La temperatura, es un factor fisico que tiene un efecto sobre el metabolismo
y la reproduccion de todos los organismos, pero es particularmente importante en
los organismos acuaticos, los cuales estan directamente expuestos a la
temperatura del agua. Cuando la temperatura del agua no es la adecuada en los
organismos poiquilotermos, se produce un efecto sobre el metabolismo (Prosser,
1986; Huey y Bennett, 1990; Cifuentes-Lemus et al., 1997) por encontrarse fuera
de su optimo fisiolégico e incluso dentro de la zona de temperatura 6ptima la
alteracion de 1 o 2 grados centigrados produce modificaciones en la tasa
metabdlica de los peces. En situaciones extremas, la actividad del organismo
disminuye drasticamente, con la posibilidad de llegar a un estado de coma o de
muerte (Currie et al., 1998; Makarieva et al., 2006). Por el contrario, cuando la
temperatura incrementa mas alla de las condiciones Optimas, el metabolismo
aumenta drasticamente, causando un comportamiento de actividad anormal
debido a un dafo parcial al sistema nervioso, el cual puede ser irreversible
dependiendo de la intensidad y tiempo de exposicion (Prosser y Nelson, 1981;

Huey y Bennett, 1990).

La temperatura es un factor que influye en gran medida sobre el ciclo de
vida de la sardina y por ende en su distribucion y movimiento poblacional. Sin
embargo, los estudios de campo no proporcionan la informacion acerca de los

limites térmicos de esta especie, lo cual es una herramienta util para conocer su
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dinamica poblacional y ademas predecir el efecto que un fendémeno climatoldgico
(como EI Nifio o calentamiento global) podria tener sobre la poblacién y su

distribucion.

Existen estudios de laboratorio en los cuales se evaluan las respuestas
especificas en los organismos a la temperatura y se conocen como
termorregulacion o comportamiento térmico. Las respuestas de los animales a la
temperatura sirven para inferir los limites térmicos de tolerancia y resistencia (Fry,
1942; Brett, 1946; Armour, 1991). Dentro de estos limites se encuentra la
temperatura preferida o preferendum térmico, las temperaturas de evitacion, las

letales incipientes y las criticas de los peces (Brett, 1946).

La temperatura preferida o preferendum final (PF) segun la definicion de
Fry (1947) es “la temperatura a la cual los organismos se congregan en un
gradiente térmico sin considerar su aclimatacion previa”; Armour (1991) definio el
“‘prereferdum final” de los peces de manera similar: “la zona térmica seleccionada
por los peces independientemente de su historia térmica’. Esta zona es
identificada como el intervalo térmico en donde el pez encuentra su Optimo
fisiolégico, lo cual maximiza la probabilidad de sobrevivir, crecer y reproducirse,
(tomando en cuenta que las demas variables son constantes) (Jobling, 1981; Das
et al., 2005). El PF se obtiene mediante el uso de un gradiente térmico, en el cual
los organismos son colocados y eligen libremente cierta temperatura que es
Optima para su especie (Cincotta y Stauffer, 1984; Konecki et al., 1995, Buckle et

al., 2003).
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La zona de preferencia térmica se encuentra delimitada por las
temperaturas de evitacion superior (TES) e inferior (TEI) y son basicamente las
temperaturas inferiores o superiores que los peces visitan con menor frecuencia
dentro de un gradiente térmico. Estas temperaturas constituyen para el organismo
la zona biocinética que le permite conservar su habilidad para realizar sus
funciones fisiolégicas e incluso reproducirse. Fuera de dichos limites, la
temperatura produce un efecto negativo sobre el funcionamiento bioquimico y
fisiolégico de los organismos, que se incrementa a medida que se aleje de esas

temperaturas (Alpaugh, 1972; Currie et al., 2004).

Fuera del intervalo de las temperaturas evitadas se encuentra la zona de
tolerancia, delimitada por la temperatura letal incipiente superior (TLIS) e inferior
(TLI); en estas temperaturas el 50 % de la poblacion muere en un periodo de 24 a
96 horas mientras que el resto sobrevive por tiempo indefinido (Fry et al., 1942;
Wilson y Nagler, 2006; Cook et al., 2006). Este tipo de mediciones se utilizan
como parametro para conocer si una poblacion podria sobrevivir bajo condiciones
determinadas, ya que aunque la mitad de una poblacién puede sobrevivir por
tiempo indefinido no son capaces de reproducirse. Por ejemplo, la sardina del
Pacifico tolera un intervalo de temperatura de 7 a 28 °C, pero ciertas
subpoblaciones solo se reproducen de 13 a 22 °C (Ahlstrom, 1960; Llunch-Belda

etal., 1991).

La zona de resistencia se encuentra delimitada por la temperatura critica

minima (TCMin) y maxima (TCMax). En estas temperaturas el sistema nervioso de
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los peces se descontrola y colapsa, lo que provoca que el organismo pierda su
capacidad locomotora (Nelson y Prosser, 1981). Segun la definicion original de
Cowles y Bogert (1944), cuando un organismo experimenta su temperatura critica,
“la actividad locomotora del organismo se desorganiza y los organismos pierden la
capacidad de escapar de condiciones que lo llevaran rapidamente a la muerte”.
De manera similar, Cox (1974) definié a la temperatura critica como “la media
aritmética de los puntos térmicos en donde la actividad locomotora de los
organismos se desorganiza y pierden la capacidad de escapar de condiciones que

los llevaran rapidamente a la muerte”.

Existen diversos factores que pueden afectar los limites térmicos de los
peces, por ejemplo: niveles de oxigeno, “baggage” o carga genética, historia
térmica, fotoperiodo, entre otros (Mattyews y Mannes, 1979; Benfley et al., 1997;
Elliott y Elliott, 1995; Mahoney y Hutchison, 1969). Sin embargo, la temperatura se
destaca como uno de los factores que tiene mayor influencia sobre el
comportamiento y los limites de distribucidén de los peces (Roots y Prosser, 1962;
Ziegeweid et al., 2008). Konecki et al. (1995) estudiaron la preferencia térmica de
dos poblaciones de salmon (Oncorhynchus kisutch), y encontraron que la
temperatura preferida de salmones que se encontraban en un habitat con un
intervalo de temperatura de 6 - 16 °C fue de 9.6 °C, en tanto que la poblacion que
experimentaba un intervalo de 7 - 21 °C tuvo una temperatura preferida de 11.6

°C. A este respecto Johnson y Kelsch (1998), mencionan que en la mayoria de los
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estudios la historia térmica de los peces tiene un efecto directamente proporcional

sobre su preferencia térmica.

En diferentes especies de peces se han evaluado los limites letales, por
ejemplo en la tilapia (Oreochromis mossambicus) aclimatada a temperaturas de
24, 28 y 32 °C, la TLIS fue de 38 °C en los peces que experimentaron 24 °C,
mientras que aquellos expuestos a los tratamientos de 28 y 32 °C tuvieron una
TLIS de 39 °C (Del Rio Zaragoza et al., 2008). También, Carveth y colaboradores
(2007) aclimataron peces (Meda fulgida) a diferentes temperaturas con el objetivo
de conocer su tolerancia térmica; los autores mencionan que a medida que
aumentaba la temperatura de aclimatacion mas alla del optimo (25 °C), la
temperatura letal se incrementaba, pero la supervivencia y el crecimiento fueron

afectados negativamente.

Das y colaboradores (2005) evaluaron la resistencia térmica de Labeo
rohita a cuatro temperaturas, y comentan que a medida que la temperatura de
aclimatacion aumentaba, también lo hacia la TCMin y la TCMax. Resultados
similares fueron reportados por Currie et al. (1998) en perca americana, el bagre

de canal y la trucha arcoiris mantenidos a distintas temperaturas.

Los resultados de los limites térmicos caracteristicos de varias especies de
peces, han sido utilizados en estudios en nivel biolégico pesqueros y de fisiologia
basica, para a establecer temperaturas de cultivo de peces, modelos de
distribucion, efecto de diversos contaminantes y otros factores sobre su

comportamiento térmico (Armour, 1991). Su aplicacion seria de gran utilidad en un
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recurso de importancia econémica como lo es la sardina del Pacifico. Hasta el
momento, no existen reportes acerca del comportamiento térmico de la sardina del
Pacifico o del efecto de la temperatura sobre su estado fisioldgico. Estos datos
serian fundamentales para complementar la informacion sobre la distribucion
geografica y los movimientos migratorios de la sardina y también para establecer
la plasticidad térmica de éste organismo, con lo cual se podria inferir su
desempefo ante las variaciones del clima, asi como para establecer mejores
programas de pesca. Ademas, podrian caracterizarse las distintas subpoblaciones

de sardina en base a sus limites térmicos.

Es importante conocer el efecto de la temperatura sobre la sardina, no solo
en términos de su comportamiento térmico, sino también en su funcionamiento y
estado fisioldgico. Este puede ser evaluado por diversas respuestas, incluyendo
los parametros sanguineos, ya que algunas alteraciones bioquimicas en distintos
organos y tejidos se reflejan en la composicion sanguinea. Esto puede ser
evaluado en nivel hormonal, enzimatico, i6nico y de otros compuestos (Gilmour et

al., 2005; Mandelman y Farrington, 2007; Askarian y Koshua, 2009).

I.3 Parametros sanguineos

La sangre es un tejido fluido de constitucion compleja cuya funcion principal
es la distribucion logistica y sistematica de componentes esenciales hacia todo el

cuerpo. Algunos de estos componentes han servido de base para el monitoreo del
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estado de estrés o estatus fisioldgico de organismos acuaticos (Shreck y Moyle,
1990). Los indicadores que han sido utilizados con mas frecuencia son el cortisol,
la glucosa, las enzimas aminotransferasas y los eritrocitos (Gilmour et al., 2005;

Shi et al., 2006; Cooke et al., 2008).

El cortisol es el glucocorticoide principal, que es segregado por el tejido
interrenal localizado en la cabeza del rindn y por los nervios adrenérgicos de los
peces teledsteos (lwama et al., 1999). También se le ha llamado la “hormona del
estrés”. Este esteroide tiene una funcién glucocorticoide, es decir, promueve la
liberacion de glucosa hacia el torrente sanguineo cuando el organismo requiere
energia (Begg y Pankhurst, 2004). En condiciones de estrés, el requerimiento
energético se incrementa significativamente, lo cual activa el eje “Hipotalamo-
Pituitaria-Interrenal” (eje HPI), produciendo gran cantidad de hormona
adrenocorticotréopica (ACTH por sus siglas en inglés) que a su vez actua sobre la
corteza interrenal, promoviendo la liberacion de altos niveles de cortisol (lwama et
al., 1999). Se ha documentado en peces teledsteos expuestos a condiciones de
estrés, un incremento significativo en la concentracion de cortisol o “cortisolemia”.
Perez-Casanova y colaboradores (2008) evaluaron la respuesta inmune del
bacalao (Gadus morhua) expuesto a incrementos de temperatura, encontrando
que los niveles de cortisol aumentaron hasta tres veces cuando la temperatura
incrementé de 10 a 16 °C. Hanna et al. (2008) observaron que los niveles de
cortisol de Gadus macrocephalus incrementaron después de ser expuestos a

pruebas de mayor actividad natatoria.
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El segundo indicador de estrés mas utilizado es la glucosa, que es el
carbohidrato que tiene la funcidbn mas importante en la bioenergética de los
animales. Esta puede ser transformada en adenosin trifosfato (ATP) o energia
quimica la cual posteriormente puede ser transformada en energia mecanica o
utilizada por otros tejidos para formar diversos compuestos (Lucas, 1996). Cuando
la demanda energética se incrementa, también aumenta la concentracion de
glucosa en la sangre (Nelson y Cox, 2005), lo cual capacita al pez para poder
compensar el gasto energético adicional ocasionado por el estresor. A este
respecto, Del Rio-Zaragoza y colaboradores (2008) indican que en la tilapia
(Oreochromis mossambicus), la glucosa se incrementaba cuando era expuesta a
pruebas de TCMax y TLIS. Los autores concluyeron que la glucosa podia ser un
buen indicador de estrés térmico para esta especie. Costas et al. (2008)
observaron en Solea senegalensis incrementos (> 40 %) en la glucosa plasmatica
por el efecto de la densidad de siembra mediana (9 kg/m?) y alta (14 kg/m?) en

comparacion con baja densidad (4 kg/m?).

En relacion a las enzimas aminotransferasas, éstas estan involucradas en
el catabolismo de las proteinas para producir esqueletos carbonados. Esto ocurre
cuando los niveles de carbohidratos no son suficientes para cubrir la demanda
energética. Bajo tal escenario, el sistema del metabolismo energético utiliza vias
alternas para obtener esqueletos carbonados que son producidos en parte, por
accioén de las aminotransferasas y procesados en la célula por medio del ciclo del

acido citrico o ciclo de Krebs (Watts y Watts, 1974; Tiwari y Singh, 2004). Estas
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enzimas no se incrementan bajo condiciones de estrés agudo como el cortisol y la
glucosa y tampoco tienen un papel en la integracion de la respuesta fisiolégica del
organismo ante condiciones adversas. Sin embargo, han sido ampliamente
utilizadas para monitorear el estatus fisiologico de teledsteos, debido a que
cuando un drgano interno (rindn, intestino, higado, etcétera.) se dafa, los
componentes que se encuentran dentro de las células lisadas son vertidos hacia
el torrente sanguineo. Entre los componentes se incluyen a las enzimas
aminotransferasas, su concentracion en el plasma se incrementa por encima de
los niveles basales de los organismos, indicando lesiones internas y por lo tanto

siendo un indicador del estatus fisiologico (Ciereszko et al., 1998).

Las aminotransferasas mas utilizadas son la alanina aminostransferasa
(ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) (Morrissey et al., 2005; Aragao et al.,
2008). En la tilapia (Oreochromis mossambicus) expuesta a un insecticida
organofosforado, las concentraciones de ALT y AST se incrementaron en el
plasma y el rindn (Venkateswara Rao, 2006). Choi et al. (2006) evaluaron la
respuesta al estrés de Acanthopagrus schlegeli incrementando la temperatura en
condiciones de alta y baja salinidad, donde ALT y AST aumentaron con la
temperatura en agua de baja salinidad, aunque no hubo cambios en agua de alta
salinidad. Das et al. (2004) evaluaron en Cirrhinus mrigala el efecto de las
concentraciones de amonio sobre la actividad de ALT y AST, que se

incrementaron a medida que aumentaba la concentracién de amonio.
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Ademas de las enzimas, los compuestos quimicos y las hormonas, también
existen en la sangre otros constituyentes vitales que son las células sanguineas
como los eritrocitos y leucocitos, entre otros. Los eritrocitos o glébulos rojos son
las células de la sangre encargadas del transporte de oxigeno hacia los diferentes
tejidos. Estas células contienen altas cantidades de hemoglobina, una
heteroproteina encargada de ligar moléculas de oxigeno y liberarlas en el tejido
que requiere el suministro de este elemento (Primett et al., 1986). A diferencia de
los eritrocitos de los mamiferos, estas células de los peces son nucleadas y
ovaladas (Nikinmaa y Huests, 1984); no obstante, cumplen con una funcion similar
a la de los mamiferos. Algunos estudios han utilizado el recuento de eritrocitos
como un parametro de adaptacion y estatus fisiolégico de los peces cuando son
expuestos a diferentes condiciones. En el surubi pintado (Pseudoplatystoma
corruscans), el numero de eritrocitos y la concentracion de otros componentes
sanguineos aumentan cuando es expuesto a manejo y transporte, pero vuelven a
su estado basal después de 48 horas (Fagundes y Urbinati, 2008). En la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se analizo el estatus fisiologico después de ser
expuesta a diferentes fotoperiodos. Los resultados mostraron que hubo un efecto
del fotoperiodo sobre el numero de eritrocitos; aunque este incremento fue
asociado con un estado de estrés, debido a las bajas concentraciones de oxigeno,
lo cual se reflejo en un mayor porcentaje de mortalidad (Valenzuela et al., 2008).
La temperatura que experimenta un pez, ya sea en su medio natural o en
condiciones de laboratorio, tiene un efecto directamente proporcional sobre la

produccién de eritrocitos, porque al incrementarse la temperatura del agua la
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solubilidad del oxigeno disminuye y la demanda de oxigeno por parte del
organismo se incrementa (Konstantinov y Zdanovich, 2007). En condiciones de
temperatura sub-optima el estrés causado provoca una demanda adicional de
oxigeno, por lo que se requiere de una mayor cantidad de eritrocitos y aumento en
el proceso de ventilacion y ritmo cardiaco, para que el pez pueda cumplir con un

adecuado suministro de oxigeno (Konstantinov y Zdanovich, 2007).

La alteracion de algunos componentes sanguineos ante diferentes factores
permite que éstos constituyan una herramienta util para evaluar si hay un efecto
de la temperatura u otro factor sobre la fisiologia de S. sagax caeruleus. Esto
también puede utilizarse para complementar otros estudios tales como el

comportamiento termorregulador.

La mayoria de los estudios sobre la temperatura en relacion a la
distribucion y ciclo de vida de la sardina se han realizado en condiciones de
campo, lo cual dificulta la tarea de evaluar el efecto de este factor sobre la
fisiologia de la sardina. Es por este motivo que los estudios de laboratorio que
permiten aislar variables son de gran utilidad, ya que es factible evaluar el efecto
de la temperatura sobre la fisiologia de S. sagax caeruleus tales. Estos estudios
aportan informacién valiosa acerca de sus limites térmicos y plasticidad fisiologica,
que sirven para complementar los trabajos relacionados con los aspectos
biolégico-pesqueros al inferir los limites de la distribucion geografica de las
poblaciones de sardina, su comportamiento migratorio y el efecto de la variacién

climatica.
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Hipotesis

Hipétesis general

El patron de distribucién de la sardina del Pacifico Sardinops sagax
caeruleus la caracteriza como una especie altamente tolerante a los cambios de
temperatura con capacidad de ajustar sus limites térmicos para mantener su

estatus fisiologico.

Hipétesis especificas

Los limites térmicos de la sardina se modifican por la aclimatacion previa a

diferentes fluctuaciones térmicas, reflejando su plasticidad fisiolégica.

Los indicadores de estrés (glucosa y cortisol) y del estado fisiolégico
(alanina aminostransferasa y aspartato aminotransferasa) no se modifican por las
fluctuaciones térmicas, debido a que la sardina puede aclimatarse a un amplio

intervalo térmico.
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar el efecto de las fluctuaciones térmicas sobre los parametros

sanguineos y el comportamiento termorregulador de Sardinops sagax caeruleus.

Objetivos Especificos

Caracterizar la preferencia térmica de S. sagax caeruleus aclimatada a

diferentes fluctuaciones térmicas.

e Caracterizar las temperaturas de evitacion superior e inferior de la sardina.

e Caracterizar las temperaturas letales incipientes superior e inferior de S.
sagax caeruleus.

e Establecer las temperaturas criticas maxima y minima de S. sagax
caeruleus.

e Evaluar el intervalo térmico al cual éstos organismos pueden aclimatarse.

e Estimar la localizacion de la zona térmica optima para esta sub-poblacion

con base en los limites térmicos.
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e Evaluar el efecto de las fluctuaciones térmicas sobre los parametros
sanguineos de la sardina para conocer su estado de estrés y condicion

fisiologica.
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Capitulo Il

Materiales y Métodos

1.1 Obtencién y manejo de organismos

Las sardinas se obtuvieron de la pesca comercial de Ensenada, B.C
durante la época de Agosto-Septiembre de 2007 y 2008. Estos organismos
pertenecian a la subpoblacién templada segun el estudio de Felix-Uraga et al.
(2004). Los organismos fueron transportados en bolsas de plastico con 30 L de
agua (25 peces/bolsa) a una temperatura de 21 °C. Previo al transporte, el agua
de las bolsas fue sobresaturada de oxigeno (> 7.5 mg-L") y cerradas
herméticamente. Una vez en el laboratorio humedo del Departamento de
Acuicultura del CICESE, los organismos fueron colocados en estanques de 1500 L
para administrarles un tratamiento con tetraciclina (50 mg-L™") durante tres dias
para eliminar posibles parasitos y patdgenos, seguido de un tratamiento de
“melafix” (0.3 mL-L™") que promueve la reparacion del dafio en el tejido y las

aletas.

Posteriormente, los organismos fueron aclimatados durante 15 dias a
condiciones de laboratorio a una temperatura de 20 + 0.2 °C, oxigeno disuelto

(OD) 5.79 + 0.3 mg-L", fotoperiodo 12:12, recambio de agua 300 %, pH 7.9 + 0.1,
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NH3-NH4: 0.2 + 0.1 mg-L" y alimentacién ad libitum tres veces al dia con un

alimento para trucha con un 42 % de proteina (Silvercup).

I1.2 Aclimatacion

Para iniciar con los tratamientos de aclimatacién, los organismos fueron
transferidos a estanques circulares con una capacidad de 380 L; se utilizaron
cuatro tanques por tratamiento y se colocaron 40 sardinas por cada estanque. Los
peces fueron aclimatados a un ciclo simétrico de verano (CS-Ver) y otro de
invierno (CS-INV) durante 20 dias. En el CS-Ver la temperatura fluctu6 de 18 a 23
°C en un periodo de 24 horas, manteniéndose durante siete horas a 18 °C,
después aumentaba hasta 23 °C en cinco horas y se mantenia constante durante
siete horas, finalmente disminuia hasta 18 °C en cinco horas (7-5-7-5). EI CS-INV
se disefid de la misma manera, con la diferencia de que la temperatura fluctué de

13 a 18 °C (Fig. 4).

Un segundo grupo de peces fue aclimatado a un ciclo asimétrico de verano
(CA-Ver, 18 - 23 °C) e invierno (CA-INV, 13 - 18 °C) en donde la temperatura
permanecia en el punto mas alto durante cuatro horas y en el punto mas bajo

durante diez horas (10-5-4-5) (Fig. 4).

Adicionalmente se aclimataron sardinas a una temperatura éptima (18 °C)
establecida en experimentos previos de termorregulacion (Hernandez et al., en

proceso). Este grupo de organismos se utilizé solo para comparar los valores de
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los parametros sanguineos con las respuestas evaluadas en las fluctuaciones

térmicas.

Se disefio un sistema experimental con el objetivo de lograr las
fluctuaciones térmicas deseadas (Fig. 5). Para disminuir la temperatura, se
construyd un sistema de enfriamiento, el cual consistio de un reservorio externo
con capacidad de 700 L, donde la temperatura del agua se mantuvo a 5 °C por
dos enfriadores (Aqualogic Delta Star DS-7). Dentro del reservorio se colocd una
bomba sumergible conectada a un controlador automatico (Chontrol XT)
programado para encender la bomba una vez que llegaba el momento de
disminuir la temperatura; esta bomba suministraba agua fria a cada uno de los
estanques experimentales a una tasa de 3 L'min™' hasta obtener la temperatura
deseada (13 o 18 °C). Una vez que se alcanzaba la temperatura mas baja de
cada ciclo se inyectaba agua fria en lapsos de dos minutos cada 30 minutos, para

mantener la temperatura.

Para aumentar la temperatura del agua, se colocé un calentador de titanio
(1000 vatios) dentro de cada estanque, el cual se encendia una vez que el tiempo
de exposicion a la temperatura fria habia terminado. Este calentador estaba
conectado a una caja electrénica controladora de temperatura, que lo encendida o
apagaba automaticamente. Cuando el agua alcanzaba la temperatura mas alta, la
caja controladora se encargaba de mantener la temperatura constante hasta el

momento en que habia que enfriar nuevamente.
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La temperatura fue monitoreada cada 15 minutos durante los 20 dias de

aclimatacion por un medidor de temperatura automatico (StowAway® TidbiT™)

colocado en cada estanque.

No se encontraron diferencias significativas (P > 0.05) en los parametros

fisicoquimicos (OD, NAT, NO,, pH y salinidad) de cada tratamiento (Tabla I). La

concentracién de oxigeno tuvo un intervalo de 5.9 a 6.0 mg-L™".

Tabla I. Parametros fisicoquimicos del agua durante la aclimataciéon de las sardinas
a las diferentes fluctuaciones térmicas. Media * desviacion estandar. Oxigeno

disuelto (OD), nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos (NO,).

Temperatura Ciclo Ciclo Ciclo Ciclo

Optima Simétrico Asimétrico Simétrico Asimétrico

18°C Invierno Invierno Verano Verano

13-18°C 13-18°C 18-23°C 18-23°C
OD (mg-L") 6.02 +0.11 6.04 £0.06 6.01 £0.04 5.92 +0.11 5.95 +0.05
NAT (mg-L") 0.12+0.10 0.12 +0.10 0.09 +£0.06 0.16 £0.12 0.14 £0.03
NO, (mg-L") 0.08 +0.05 0.11 +0.10 0.10 +0.08 0.10 +0.08 0.11 £0.02
pH 7.82 £0.05 7.77 £0.05 7.80 £0.04 7.80 +£0.08 7.82 +0.05
Salinidad (%0)  33.5 1.0 33.6 £0.5 33.1+1.6 33.6 +0.6 33.6 £0.5

1.3 Comportamiento termorregulador

Los estudios de comportamiento térmico se plasmaron después de 20 dias

de aclimatacién; los organismos fueron extraidos una hora después de que el ciclo

de aclimatacion llegé a la temperatura mas alta (18 o 23 °C).
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Figura 4. Fluctuacion térmica de los ciclos durante los 20 dias de aclimataciéon de

las sardinas.
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11.3.1 Preferencia térmica

Para evaluar la preferencia de temperatura se utilizé un gradiente térmico
horizontal disefiado por Buckle et al. (2003). Este gradiente consta de un canal de
acrilico horizontal de 3.05 m de largo, el canal esta dividido en 15 camaras
virtuales; cada camara tiene un sensor de temperatura conectado a un termografo
(Stanford Research RS 360) que registra la temperatura cada 10 minutos. En uno
de los extremos se calienta el agua con dos calentadores de titanio de 1000 vatios
conectados a cajas controladoras, mientras que en el extremo opuesto el agua es
enfriada a través un enfriador (Neslab HX-100). La estratificacion es eliminada por
una manguera de aireacion colocada en la parte inferior e interior a lo largo del
gradiente (Fig. 6).

e et B e e e e

Figura 6. Gradiente térmico utilizado para evaluar la preferencia térmica de S. sagax

caeruleus.

Cuatro sardinas fueron colocadas dentro del gradiente en la camara que

tenia una temperatura similar al momento de extraerlas del estanque de
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aclimatacion. Después de 30 minutos se quitaron las divisiones que mantenian las

sardinas cautivas y se les dio acceso libre a todo el gradiente.

La preferencia térmica (PT) de las sardinas fue monitoreada cada hora
registrando las temperaturas de las camaras en donde se encontraban durante 24
horas. Al final del experimento, se promediaron las temperaturas y se obtuvo un

valor de PT.

El intervalo de temperaturas en el gradiente fue de 10 - 21 °C para los
organismos aclimatados al ciclo de invierno y para las sardinas de la fluctuacion

de verano fue de 15 - 26 °C.

[1.3.2 Temperaturas de evitacion

Las temperaturas de evitacion superior (TES) e inferior (TEI) se conocieron
con un histograma de frecuencias relativas de las temperatura de las camaras que
fueron menos visitadas por las sardinas a lo largo del experimento. Se realizé una

repeticidon por cada estanque.

Los valores de las temperaturas de evitacion superior e inferior se utilizaron

para estimar el intervalo de preferencia térmica (IPT) de la sardina.

[1.3.3 Temperaturas letales

La temperatura letal incipiente superior (TLIS) fue evaluada mediante el
método de Kilgour et al. (1986), el cual expresa la relacion entre el tiempo medio

de muerte y la temperatura experimental. En cuatro acuarios de 55 litros con
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aireacién y recambio de agua (1 L'-min™") se establecieron diferentes temperaturas,
las cuales se mantuvieron constantes con calentadores de titanio. Para los ciclos
de invierno se utilizaron 24, 25, 26 and 27 °C y en los ciclos de verano fueron 25,
26, 27 y 28 °C. Se extrajeron 16 sardinas de un tanque y se distribuyeron al azar
en grupos de cuatro sardinas por acuario. Se registro el tiempo en el que se
colocaron los organismos y el momento en el que se produjo la muerte de cada
pez hasta obtener el 50 % de mortalidad en cada temperatura. El tiempo medio de

mortalidad se calculo mediante la formula 1:

1. m(t) =

~N | —

Donde m es el tiempo medio de muerte y t es el tiempo en el que murio el

50 % de las sardinas.

Para linealizar la curva de la tasa de mortalidad obtenida mediante la

férmula anterior, los datos fueron transformados mediante la ecuacion 2:
1
2 m4

Donde n es una constante derivada del modelo de Kilgour et al. (1986), y se

estimé un valor igual a 2 con base en la recomendacién del mismo autor.

Los resultados fueron graficados y linealizados para conocer el punto de
interseccion con el eje de las abscisas que caracteriza el valor de la TLIS

estimada con el modelo.
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El mismo método fue utilizado para medir la temperatura letal incipiente
inferior (TLII) en donde los bafios térmicos fueron de 6, 7, 8 y 9 °C para los ciclos
de invierno y 7, 8, 9 y 10 °C en la fluctuacién de verano; estas temperaturas se

mantuvieron constantes con un enfriador (Neslab HX-100).

Los resultados fueron comparados con los obtenidos mediante el método
de Spearman (Trimmed Spearman-Kraber method, 340,101), que a diferencia del
modelo de Kilgour y colaboradores (1986), se obtuvo la supervivencia en un
periodo de 12 horas para obtener la TLsy que representd la TLIS. En el caso de la
TLIl el tiempo de exposicion fue de una hora y posteriormente los organismos
fueron colocados en estanques de 60 litros con temperatura a 18 °C por 24 horas;
finalmente se obtuvo la supervivencia y los datos fueron analizados programa

mencionado.

En este tipo de experimentos se requiri6 de un mayor numero organismos,

por tal motivo, solo se realizaron dos repeticiones para cada bafio de temperatura.

La TLIS y TLII fueron utilizadas para estimar el intervalo de tolerancia (IT)

de esta especie.

[1.3.4 Temperaturas criticas

Para evaluar la temperatura critica maxima (TCMax), se colocaron dos
sardinas en un acuario de 0.5 x 0.25 x 0.3 m que contenia 25 litros de agua, una
piedra de aireacién y un calentador de titanio de 1000 vatios para incrementar la

temperatura a una tasa constante. La temperatura del agua era similar a la del
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estanque experimental al momento de ser extraidas las sardinas. Una vez que los
peces estaban dentro del acuario se dejaron por un periodo de 20 minutos para
disminuir el estrés causado por el manejo; después, la temperatura del agua se
incremento a una tasa de 1.1 °C'min”', hasta que se observo la respuesta de
pérdida de equilibrio (PE) sin recuperacion, la cual caracterizé el punto final de la
TCMax. En experimentos previos en donde se observaron diferentes respuestas
(tremor, espasmos musculares y PE) por estrés térmico ascendente vy
descendente se establecio que la PE caracteriza la TCMax y TCMin, por ser una

respuesta consistente y con menor variabilidad que las otras.

La TCMin se realiz6 con un protocolo similar. La temperatura disminuy6 a
una tasa de 0.78 °C-min™" a partir de inyeccion de agua fria (1 °C, 1 L'min™") en un
extremo del acuario, mientras que en el lado opuesto se drenaba el mismo

volumen de agua que entraba hasta registrar la respuesta de PE.

Estos experimentos se repitieron cuatro veces por cada acuario para la
TCMax y TCMin. Los valores de las temperaturas criticas fueron utilizados para

estimar el intervalo de resistencia térmica (IRT) de S. sagax caeruleus.
11.3.5 Zonas térmicas

Las zonas térmicas se establecieron utilizando los intervalos de preferencia,
tolerancia y resistencia térmica, calculando el area formada entre los ciclos de

invierno y verano y expresandose en °C2.
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1.4 Parametros sanguineos

Todos los parametros sanguineos a excepciéon de los eritrocitos fueron
medidos al final de cada ciclo de aclimatacion cuando la temperatura del ciclo se
encontraba en el valor minimo y en el maximo. Los eritrocitos fueron medidos
cuando las sardinas se encontraban en la temperatura mas alta (18 y 23 °C)
debido a que la respuesta de este parametro es mucho mas lenta que las de

hormonas, enzimas o quimicos sanguineos.
[1.4.1 Obtencion de muestra

La muestra de sangre se extrajo de 20 peces por cada estanque, de los
cuales diez organismos se tomaron cuando la temperatura era de 18 y 23 °C para
los ciclos de invierno y verano respectivamente. Un segundo grupo de diez
organismos se extrajo cuando la temperatura disminuy6 a su valor mas bajo del

ciclo (INV-13 y Ver-18 °C).

Las sardinas fueron anestesiadas inmediatamente con 2-fenoxietanol (0.3
mL-L™"). Posteriormente a cada organismo se le extrajo un volumen de sangre de
alrededor de 1 mL por medio de una puncion directa al corazén con una jeringa
para insulina. La sangre extraida fue transferida a tubos heparinizados
(Microtainer Brand®) con capacidad de 1 mL. Se agité suavemente el tubo con la
muestra de sangre para que tuviera contacto con las paredes heparinizadas y
evitar la formacién de pequefios coagulos. Después, se centrifugd la muestra a

10000 r.p.m. por diez minutos para obtener el plasma, el cual fue colocado en
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tubos de plastico (1 mL) estériles y almacenados a -20 °C para su posterior

analisis.

Todos los métodos utilizados para medir los parametros sanguineos son
aprobados por la Federacion Internacional de Quimica Clinica (International
Federation of Clinical Chemistry-IFCC). La funcionalidad de las pruebas de
Glucosa, AST y ALT fue corroborada mediante el uso de un suero control (Randox

Human Assayed Multi-Sera [Level 2], HN 1530).
[1.4.2 Cortisol

Esta hormona fue determinada mediante una prueba de

inmunoabsorbancia (ELISA) por medio de un kit (NEOGEN®, #402710).
11.4.2.1 Curva patron

Primeramente, se preparé una curva de estandares para conocer la
concentracion de cortisol en las muestras de plasma (Tabla Il). Posteriormente se
determiné el numero de pozos a utilizar de la microplaca; en este caso se

requirieron ocho pozos por cada curva por tres repeticiones (24 pozos).

A partir del numero de pozos, se preparo una solucién de “conjugado de
enzima” (Cortisol Enzyme Conjugate [HRP]).Por cada pozo se agregd 1 uL de
conjugado de enzima en 50 uL de buffer EIA, es decir, 24 pyL de conjugado de
enzima + 1200 uL de buffer EIA. De esa mezcla, se agregaron 50 uL a cada pozo

mas otros 50 uL de los estandares.
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Después de una hora se vaciaron los pozos y se lavaron tres veces con
buffer de lavado previamente diluido en agua des ionizada (1:10); para ello se
agregaron 300 uyL de buffer de lavado a cada pozo, se mezclé y se vacio el

contenido en tres ocasiones.

Tabla Il. Concentracién de cortisol de los estandares utilizados en la curva patrén.

Estandar Concentracion Buffer Estandar Estandar Estandar
ng/mL EIA B (uL) C(uL) D (uL)

Eo 0 Como esta - - -

E4 0.04 800 - - 200

E> 0.1 500 - - 500

Es 0.2 - - - Como esta
E4 0.4 800 - 200 -

Es 1 500 - 500 -

Es 2 - - Como esta -

E; 10 500 500 - -

Finalmente, se afiadieron 150 uL de substrato (K-Blue Substrate [TMB]) a
cada uno de los pozos y se incubo la microplaca a una temperatura de 25 °C
durante 30 minutos para que el substrato se uniera a los anticuerpos. Las
muestras se leyeron con un lector de microplaca (Backman, AD200) a una
longitud de onda de 650 nm, en donde las absorbancias se transformaron en
porcentajes, tomando como 100% la absorbancia de E, y posteriormente fueron

ajustados a una curva logaritmica (Fig. 7).



52

!

v=-6.191x+ 60.47

o)

@

O D

Nl Oy G0 ND

4B}

%B/B,
Ihs|
jan]

=]y
o oD

.__.
T
-

0.01 C1

Concentracion (ng/mL)

Figura 7. Curva patrén para determinar la concentracion de cortisol en el plasma.

11.4.2.2 Analisis de muestras

Para conocer la concentracion de cortisol de cada muestra, se utilizo el

siguiente protocolo:

1. En un tubo de vidrio, se mezclaron 100 yL de plasma con 1 mL de éter
etilico. Se agité la mezcla vigorosamente por 30 segundos y se dejo

separar la fase organica de la inorganica.

2. El sobrenadante fue transferido a un tubo de vidrio y se evaporé el solvente
con N,. El residuo fue disuelto en 100 uL de buffer de extraccion

previamente diluido con agua des ionizada (1:5).



53

3. El extracto se diluyd 100 veces, tomando 10 yL de la mezcla anterior y
agregandolo a 990 uL de buffer de extraccién. La mezcla resultante se

dividié en dos muestras de 50 pL cada una.

Una vez obtenidas las muestras de 50 uL, se agregaron a los pozos de la
microplaca para afadir 50 uL del conjugado de enzima. Después de una hora, se
vaciaron los contenidos de los pozos de la microplaca y se lavaron tres veces con

300 uL de buffer de lavado.

Para finalizar el proceso, se agregaron 150 yL de substrato a cada pozo y
se incubo a 25 °C por 30 minutos para posteriormente leer la absorbancia de cada
pozo a 650 nm. Al igual que en la curva patrén, la absorbancia de cada muestra
se transformo a porcentaje (%B/By); finalmente el porcentaje de absorbancia fue
identificado en el eje de las ordenadas (Y) y la concentracién fue obtenida en el
eje de las abscisas (X). El resultado obtenido fue multiplicado por 100, tomando en

cuenta la dilucion 1:100.

En presencia de cortisol, el substrato reacciona con la muestra y se
presenta un color claro, mientras que en ausencia de cortisol, el substrato que no
reacciona se torna de un color azul, lo cual incrementa la absorbancia e indica que

hay ausencia o poco cortisol en la muestra.
[1.4.3 Glucosa

La determinacion de este carbohidrato se realizo mediante el método

“glucosa-oxidasa” a través de un kit (RANDOX® Gluc-Pap, GL 1021), en el cual la
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cantidad de glucosa se determina mediante la oxidacion enzimatica de glucosa en
presencia de glucosa oxidasa. De esta reaccién se forma peréxido de hidrégeno,
el cual reacciona con fenol y 4-aminofenazona bajo la catalisis de la enzima

peroxidasa, formando un complejo colorimétrico.
Glucosa + O, + H,O — Acido glucénico + Hy,O»

2H,0, + 4-Aminofenazona + Fenol — Complejo colorimétrico + 4H,O

Para llevar a cabo esta prueba, se preparo un blanco reactivo, un estandar

y las muestras, como se indica en la Tabla lll.

Después de preparar las muestras y reactivos, se incubaron los tubos por
25 minutos a 25 °C; posteriormente se procedido a leer las muestras en un
espectrofotometro (HACH DR-4000) a una absorbancia de 500 nm, tomando

como cero el blanco reactivo.

Adicionalmente se prepar6 una curva estandar diluyendo el estandar
original (100 mg-dL™) en diferentes concentraciones (75, 50 y 25 mg-dL™"; r? =

0.977) para cuantificar los resultados.

Tabla lll. Preparacion de muestras y reactivos para determinar la glucosa.

Muestra Estandar Blanco Reactivo
(ML) (ML) (ML)
Muestra 10 - -
Estandar - 10 -

Reactivo (Gluc-Pap) 1000 1000 1000
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La concentracion de las muestras en mg/L fue calculada mediante la
férmula 3:

3. Conc.(mg/dl)= (M)(Conc. —est.(mg/dl))

estandar

Abs= Absorbancia

est= estandar.

[1.4.4 Alanina Aminotransferasa (ALT)

La cuantificacion de esta enzima se efectud in vitro por el método ultra-
violeta descrito por Sizer y Jenkins (1962). Se utilizé un kit (RANDOX®, ALT EC
2.6.1.2, Método UV). La enzima ALT presente en el plasma cataliza la reaccion de
a-Oxoglutarato y L-alanina, del cual se forma piruvato, NADH e hidrogeno y
finalmente se forma Lactato mediante la catalisis de la enzima Lactato

deshidrogenasa.
a-Oxoglutarato + L-alanina — L-Glutamato + Piruvato

Piruvato + NADH + H" — L-Lactato + NAD"

En 1 mL de reactivo reconstituido (R1. Enzima/coenzima/a-oxoglutarato) se
mezclaron 0.1 mL de plasma, y después de 1 minuto se leyd la muestra en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 340 nm, tomando como blanco una

celda con agua tri-destilada. Se midié el cambio de absorbancia (AAbs) cada
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minuto durante cinco minutos, se obtuvo un promedio y se calculd la

concentracion de ALT mediante la formula 4.
4. U/L = AAbs X 1746

Donde: U/L= unidades de enzima por litro de plasma y 1746 es un factor
previamente calculado para obtener la concentracién de enzima a partir de

la absorbancia.

A medida que se desprotonaba el NADH y el piruvato se transformaba en
lactato, la absorbancia disminuia, de tal manera que a mayor cantidad de enzima
mayor tasa de desprotonacion de NADH y transformacion de piruvato en lactato;
como consecuencia de este proceso, la absorbancia disminuyé a una tasa

constante (AAbs).
[1.4.5 Aspartato Aminotransferasa (AST)

Al igual que para ALT, se utilizd el método UV (RANDOX®, GOT/ASAT,
ALT EC 2.6.1.2, AL 1200). La enzima AST catalizo6 la reaccién de a-Oxoglutarato y
L-alanina del cual se forma oxaloacetato, que después reacciona con NADH e
hidrogeno mediante la catalisis de la enzima malato deshidrogenasa para formar

L-Malato.
a-Oxoglutarato + L-alanina — L- Glutamato + Oxaloacetato

Oxaloacetato + NADH + H" — L-Malato + NAD*

El protocolo fue el mismo al utilizado para medir ALT. La presencia de AST

promovia la formacion y desprotonacion de NADH y la transformacion de
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oxaloacetato en L-Malato, lo cual provoca una disminucion en la absorbancia de la

muestra.

11.4.6 Numero de Eritrocitos

Para llevar a cabo el recuento de los eritrocitos se extrajo la sangre de
cinco sardinas de cada estanque, la cual fue colocada en los tubos heparinizados;
inmediatamente después de agitar el tubo suavemente para evitar el rompimiento

de las células, se procedio a contar los eritrocitos o glébulos rojos.

Una pequefa muestra de sangre se diluyé con soluciéon de Hendrick’s
(Hendricks, 1952) en una proporcion 1:200. Con una pipeta para dilucion de
sangre (Thoma, Propper) se tomd la muestra hasta la marca de "0.57; con la
misma pipeta se tomo la soluciéon de Hendrick's hasta la marca de 101" y se agito

suavemente durante dos minutos.

Antes de colocar la muestra en el hematocitdmetro se desecharon las tres
primeras gotas y se coloco una gota dentro de la camara. Posteriormente se
coloco en el microscopio y se enfocd con el objetivo de 40 X, se contaron las
células en el cuadro de en medio en las subdivisiones de las cuatro esquinas y en
la del centro (Fig. 8). EI numero de células por mililitro se determiné con la formula

5:

5. Cel/mL= Numero total de eritrocitos X 200 X 10000

Donde:

Factor de dilucion = 200
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Figura 8: Hematocitometro. Los cuadros negros dentro del circulo central indican el
area en donde se conté el numero de células rojas.

I1.5 Analisis estadistico

A los datos de parametros fisicoquimicos, comportamiento termorregulador
y parametros sanguineos se les aplicaron las pruebas de normalidad (Shapiro-
Wilk) y homocedasticidad (Levene). Si se cumplian ambos supuestos se
evaluaban mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una sola via tomando
como factor los ciclos de aclimatacién para las variables de comportamiento
térmico y parametros fisicoquimicos y en el caso de los parametros sanguineos se
tomdé como factor las temperaturas altas y bajas de cada ciclo. En caso de los que
los datos no cumplieran con los supuestos, fueron transformados por raiz
cuadrada y posteriormente analizados por medio de ANOVA. Las diferencias
significativas fueron identificadas mediantes una prueba a posteriori de Tukey.Los
datos de temperatura preferida y de evitacién se evaluaron con un analisis de

varianza de medidas repetidas. Todas las pruebas se realizaron con un nivel de



significancia de P = 0.05.
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Capitulo lli

Resultados

lll.1 Comportamiento termorregulador

111.1.1 Preferencia térmica

La fluctuacién térmica no tuvo un efecto significativo (P > 0.05) sobre la
preferencia térmica (PT) de las sardinas expuestas a distintos ciclos térmicos, es
decir, los peces eligieron temperaturas entre 17.5 y 19.5 °C independientemente
del ciclo de invierno o verano al que fueron aclimatadas. Tampoco hubo un efecto
del tiempo de exposicion a temperaturas elevadas, ya que la PT de las sardina de
los ciclos simétricos fue similar a la observada en los ciclos asimétricos (Fig. 8,

Tabla 1V).

Tomando en cuenta todos los datos de las temperaturas elegidas por las
sardinas aclimatadas a los diferentes ciclos, se obtuvo una distribucién normal,
con la mayor frecuencia en el intervalo de 17 a 20 °C. Esto indica que esta
subpoblacion tiene una marcada tendencia a buscar situarse en temperaturas

alrededor de los 18 °C independientemente de su historia térmica (Fig. 10).

[11.1.2 Temperaturas de evitacion

Las temperaturas de evitacion fueron afectadas por los diferentes

regimenes térmicos de los ciclos de invierno y verano, pero no por el tipo de ciclo
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simétrico o asimétrico (Tabla V). Las sardinas aclimatadas a los ciclos de invierno
evitaron temperaturas alrededor de los 13.3 (TEl) y 19.5 °C (TES), mientras que el
intervalo de evitacion de las sardinas aclimatadas a los ciclos de verano se
desplazé hacia temperaturas mas altas (= TEI-16.5 - TES-22.5 °C). Estas
temperaturas son similares a las obtenidas cuando se graficaron las temperaturas
durante 24 horas de observacion (Fig. 11). Los resultados muestran que la sardina
tiene la capacidad de modificar su zona de preferencia térmica en un intervalo de

13.5a22.5°C.

Los intervalos de evitacion térmica de las sardinas aclimatadas a los ciclos
de invierno y verano no fueron significativamente diferentes (P = 0.51), siendo en
promedio de 6.1 y 5.7 °C para CS y CA de invierno y verano. Estos resultados
indican que probablemente las sardinas permanecen en intervalos térmicos de

alrededor de 6 °C, los cuales pueden ser desfasados por su historia térmica.

[11.1.3 Temperaturas letales

La temperatura letal de los organismos aclimatados a los ciclos de verano
fue alrededor de 1 °C mas alta (P < 0.05) que la de las sardinas aclimatadas a los
ciclos de invierno (Tabla IV). Los organismos aclimatados a los ciclos de verano
fueron mas resistentes a las temperaturas altas que las sardinas aclimatadas a
bajas temperaturas (CS y CA-INV). En contraste, los peces de ambos ciclos de

invierno fueron mas resistentes a las temperaturas frias (6.1 - 6.9 °C).
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: N'=1416, Mean = 18.5006356, StdDv = 2.25848841, Max = 24.3, Min = 10.7
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Figura 10. Distribucion de los datos de preferencia térmica de las sardinas

expuestas a las diferentes fluctuaciones térmicas.
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Aunque los organismos expuestos a los ciclos de verano experimentaban
temperaturas mas elevadas (18 - 23 °C) que aquellos de los ciclos de invierno (13
- 18 °C), la TLIS del CS-Ver solamente incrementé 1.3 °C en promedio con
respecto al CS-INV, mientras que en los ciclos asimétricos la TLIS incrementd 1.2

°C.

La TLII de las sardinas del CS y CA-INV fueron un 0.8 y 1.4 °C menores
que la registrada para los organismos de los respectivos ciclos de verano. La TLII
mas baja (6.1 °C) se registré en el CA-INV, en el cual las sardinas experimentaron
diariamente el mayor tiempo (10 horas) a la temperatura mas baja (13 °C) de la

fluctuacion.

Al igual que en las temperaturas de evitacion, los intervalos de tolerancia
térmica de la sardina delimitados por la TLIS y la TLIl, fueron similares y se
mantuvieron en el intervalo de 17.4 a 18.0 °C en los diferentes ciclos de las

fluctuaciones de aclimatacion.

[11.1.4 Temperaturas criticas

Las fluctuaciones de verano e invierno tuvieron un efecto significativo (P <
0.05) sobre los limites criticos de S. sagax caeruleus. Las temperaturas criticas de
las sardinas expuestas a los CA y CS de verano fueron 1.4 a 1.8 °C mayores que
en los ciclos de invierno respectivamente. Sin embargo, estadisticamente el tipo

de ciclo (simétrico o asimétrico) no tuvo un efecto sobre esta respuesta.
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La TCMin indicé que los organismos expuestos al CS-INV tuvieron una
mayor resistencia a las bajas temperaturas (5.5 °C) y difiere en 1.6 °C de los que
experimentaron el CS-Ver (7.1 °C). De manera similar, en las sardinas del CA-
INV, la TCMin (5.3 °C) difiere en 1.3 °C a la registrada en los peces del CA-Ver
(Tabla IV). Es decir, que las sardinas aclimatadas a los ciclos de invierno tuvieron
una mayor resistencia a temperaturas por debajo de los 6 °C que aquellas

expuestas a los ciclos de verano.
[11.1.5 Zonas térmicas

Las zonas establecidas por los limites térmicos fueron similares entre las
sardinas expuestas a los ciclos simétricos o asimétricos (Tabla V); debido a que a
excepcion de la TLII, no se encontraron diferencias significativas entre los limites
térmicos de las sardinas expuestas a los ciclos simétricos y asimétricos. Por
ejemplo; los organismos expuestos a los ciclos asimétricos y simétricos de ambas
fluctuaciones tuvieron una zona de resistencia (ZR) de 126.3 °C? y de 125.0 °C?

respectivamente.
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Tabla IV. Limites térmicos de S. sagax caeruleus aclimatada a ciclos simétricos y
asimétricos de invierno (13 — 18 °C) y verano (18 — 23 °C). Temperatura critica
maxima y minima (TCMax y TCMin), temperatura letal incipiente superior e inferior
(TLIS y TLII), temperatura de evitacion superior e inferior (TES y TEI), preferencia

Simétrico Asimétrico Simétrico Asimétrico
13-18 °C 18 - 23 °C
TCMax  30.4+0.3° 30.5+0.3° 322+0.2° 31.9+0.1°
TLIS 24.3 +0.0° 24.1+0.3° 25.6+0.2° 25.3+0.4°
TES 19.6 £ 0.4° 19.3+0.9° 221+12° 22.4+1.3°
PT 17.4 +1.4° 18.1+1.1° 18.5+ 1.4 19.4 + 1.4°
TEI 13.3+1.7° 13.4 +1.5° 16.1+0.6° 16.9+0.8°
TLI 6.9+0.1% 6.1+0.1° 7.7+0.2° 7.5+0.1°
TCMin  55+0.1° 5.3 +0.2° 7.1+0.1° 6.6 +0.1°

térmica (PT). Media * desviacion estandar

*Diferentes superindices en la misma linea indican diferencias significativas (P < 0.05).

Tabla V. Zonas de preferencia (ZP), tolerancia (ZT) y resistencia (ZR) térmica de S.
sagax caeruleus expuesta a las fluctuaciones térmicas de verano e invierno y a los
ciclos simétrico y asimétrico. El area de las zonas se expresa en grados
centigrados cuadrados (°C?).

Ciclos ZP ZT ZR
Simétrico 31.5 °C? 87.8 °C? 125.0 °C?
Asimétrico 28.5 °C? 89.5 °C? 126.3 °C?
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lll.2 Parametros sanguineos

[11.2.1 Cortisol

Los niveles de cortisol en el plasma estuvieron directamente relacionados
con la temperatura del ciclo térmico a la que se encontraban los peces al
momento de extraer la muestra. La concentracion de esta hormona en las
sardinas fue estadisticamente similar (= ng'mL”", P = 0.9) entre los tratamientos
(CS-INV, CA-INV, CS-Ver o CS-Ver) cuando los organismos experimentaban 18
°C, independientemente del ciclo térmico. Los valores también fueron similares a

los encontrados en las sardinas expuestas a la temperatura constante de 18 °C.

Los niveles de cortisol disminuyeron significativamente (P = 0.03) cuando la
temperatura descendié a 13 °C en el CS-INV, mientras que la concentracién de
esta hormona se incrementd en un 74.6 % y 55.6 % con respecto a los obtenidos
en la TO, cuando la temperatura aumenté de 18 a 23 °C en los CS y CA de

verano respectivamente (Fig. 12).
[11.2.2 Glucosa

La concentracién de glucosa plasmatica tuvo una tendencia similar a la
observada en el cortisol. En los organismos aclimatados a la fluctuacion de
invierno en ambos ciclos (CS, CA), la concentracion de glucosa fue similar (= 100
mg-dL™") no se encontraron diferencias estadisticas (P > 0.05) con respecto a los
organismos expuestos a la TO (18 °C) (Fig. 13). En las sardinas expuestas a la

fluctuaciéon de verano de ambos ciclos, también se obtuvieron valores similares en
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la concentracion de glucosa cuando la temperatura disminuia de 23 a 18 °C y no
se encontraron diferencias significativas (P > 0.05) con respecto a la encontrada
en los organismos expuestos a la temperatura éptima. Los niveles de glucosa se
incrementaron en un 58 y 25 % en las sardinas del CS-Ver y CA-Ver

respectivamente cuando la temperatura se encontraba en 23 °C (Fig. 13).

[11.2.3 Aspartato aminotransferasa (AST) y Alanina aminotransferasa (ALT)

Los niveles de enzima AST fueron similares (= 100 U/L) entre las sardinas
expuestas a la TO:18°C y aquellas aclimatadas a los ciclos de invierno (CS y CA).
En las sardinas de los ciclos de verano, los niveles incrementaron
significativamente en un 64 % y 36 % con respecto a la concentracion de los

organismos de la TO (Fig. 14).

No se encontraron diferencias significativas (P > 0.05) entre el CS y CA de
verano, sin embargo, el promedio de los niveles de la enzima fue mas alto en el
CS-Ver, en el cual las sardinas estuvieron expuestas por mayor tiempo (140 h) a
la temperatura de 23 °C en comparacién con el CA-Ver (80 h) durante el periodo
de aclimatacion (20 dias). Estos resultados indican que el tiempo de exposicion a
la temperatura mas alta tuvo un efecto sobre los niveles plasmaticos de AST. Las
altas concentraciones de AST detectan una relacion directa con la mortalidad de
los organismos durante la aclimatacion. Por ejemplo, en la TO:18°C se obtuvo la
menor concentracion de AST (100 U/L) y la menor mortalidad (4 %), mientras que
en el tratamiento del CS-Ver se registro la mayor concentracion (164 U/L) y el 32

% de mortalidad.
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Figura 12. Concentracidon de cortisol en el plasma de las sardinas aclimatadas a
temperatura optima (18 °C), a los ciclos simétricos de invierno y verano (CS-INV y
CS-Ver) y asimétricos (CA-INV y CA-Ver). Las diferencias significativas (P < 0.05)
con respecto a la temperatura 6ptima se encuentran representadas por un asterisco
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Figura 13. Concentracion de glucosa en el plasma de las sardinas aclimatadas a la
temperatura éptima (18 °C), ciclos simétricos de invierno y verano (CS-INV y CS-
Ver) y asimétricos (CA-INV y CA-Ver). Las diferencias significativas (P < 0.05) con
respecto a la temperatura éptima se encuentran representadas por un asterisco (*).



71

La respuesta de ALT fue muy variable (CV = 0.7) y no se detectaron
diferencias significativas (P = 0.93) entre los tratamientos, excepto en el CS-Ver
en el cual los niveles incrementaron en un 83 % con respecto a la TO:18 °C. En
las sardinas de ambos ciclos de verano, la concentracion de ALT se incremento a
29 U/L (CS-Ver) y 20 U/L (CA-Ver) comparado con la encontrada en los peces

expuestos ala TO de 18 °C (10 U/L) (Fig. 15).

La alta variabilidad en la concentracién de esta enzima se debe a que no se
detecté su presencia en algunos organismos de los diferentes tratamientos,
posiblemente debido al elevado numero de revoluciones por minuto en el proceso
de centrifugacion (10000 RPM) y a que aparentemente no es una enzima que se
presente en altas concentraciones en esta especie. Al igual que en AST, los
niveles de ALT fueron mayores en los organismos del CS-Ver (15 - 40 U/L) en
comparacion con los del CA-Ver (10 - 30 U/L) en donde las sardinas

experimentaron menor tiempo de exposicion a la temperatura de 23 °C.
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Figura 14. Concentracion plasmatica de aspartato aminotransferasa (AST) en
sardinas aclimatadas a la temperatura 6ptima (18 °C), ciclos simétricos (CS-INV y
CS-Ver) y asimétricos (CA-INV y CA-Ver) de invierno y verano. Las diferencias
significativas (P < 0.05) con respecto a la temperatura éptima se encuentran
representadas por un asterisco (*).
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Figura 15. Concentracion plasmatica de alanina aminotransferasa (ALT) en sardinas
aclimatadas a la temperatura éptima (18 °C), ciclos simétricos (CS-INV y CS-Ver) y
asimétricos (CA-INV y CA-Ver) de invierno y verano. Las diferencias significativas
(P < 0.05) con respecto a la temperatura éptima se encuentran representadas por un
asterisco (¥).
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111.2.4 Eritrocitos

En las sardinas de los ciclos de verano, el numero de eritrocitos fué mas
alto en comparacion con los peces de la TO. Al igual que para las enzimas
aminotransferasas, el nivel mas alto de eritrocitos se encontr6 en el CS-Ver en
comparacion con el CA-Ver, sin embargo, estas diferencias no fueron
significativas (P = 0.13). En el caso de los organismos de los ciclos de invierno, la
concentracion de células rojas fue menor con respecto a la TO, aunque las

diferencias solo fueron significativas (P = 0.001) para el CS-INV (Fig. 16).

lll.3 Supervivencia

La supervivencia de los organismos fue afectada por las altas
temperaturas. Los mayores porcentajes de mortalidad durante los 20 dias de
aclimatacion, fueron de 32 % y 20 % para los ciclos simétrico y asimétrico de
verano. En las sardinas aclimatadas a la TO:18°C y los ciclos de invierno, la
supervivencia fue superior al 90 % (Fig. 17). En los ciclos de la fluctuacion de
verano se obtuvo la menor supervivencia y entre ambos ciclos simétrico y
asimétrico, la mas baja (68 %) fue en el CS, lo cual esta relacionado con el

numero de horas (7 h) que las sardinas permanecieron a la temperatura mas alta.
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Figura 16. Numero de eritrocitos en sardinas aclimatadas a la temperatura éptima
(18 °C), ciclos simétricos (CS-INV y CS-Ver) y asimétricos (CA-INV y CA-Ver) de
invierno y verano. Las diferencias significativas (P < 0.05) con respecto a la
temperatura 6ptima se encuentran representadas por un asterisco (*).
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Figura 17. Supervivencia de S. sagax caeruleus aclimatada a temperatura éptima
(18 °C), ciclos simétricos (CS:13-18 °C y CS:18-23 °C) y asimétricos (CA:13-18 °C y
CA:18-23 °C) de la fluctuacion invierno y verano.
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Capitulo IV

Discusion

La temperatura ambiental uno de los factores que limita la distribucion de
los organismos acuaticos y es determinante en sus patrones de actividad (Prosser
y Health, 1991). La migraciéon y abundancia de los organismos en determinadas
zonas, dependen en gran medida de la estacién del afio, lo que a su vez implica

condiciones térmicas especificas.

IV.1 Termorregulacion por comportamiento

Los estudios del comportamiento termorregulador se han utilizado con
diferentes enfoques, como por ejemplo para predecir el efecto de las plantas
termoeléctricas sobre las comunidades de peces que habitan en la zona costera,
como modelos de prediccién de ausencia o presencia de peces, para establecer
las condiciones térmicas optimas de cultivo, conocer los efectos de la temperatura
en el habitat y la capacidad de ajuste los organismos en sus limites de
preferencia, tolerancia y resistencia, entre otros (Ferguson, 1958; Beitinger y

Fitzpatrick, 1979).

En especies de importancia econdmica como la sardina del Pacifico, su

distribucion y migracion se ha relacionado con la abundancia de alimento,
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periodos de reproduccién, pero principalmente con el cambio climatico estacional
(Ahlstrom, 1960; Llunch-Belda et al., 1991; Félix-Uraga et al.,, 2004). Las
investigaciones relacionadas sobre el comportamiento termorregulador de la
sardina podrian complementar los estudios de dinamica poblacional de las
diferentes subpoblaciones de esta especie, ya que permiten conocer su
preferencia y sus limites térmicos. Los resultados de preferencia térmica de
sardinas de la subpoblacion templada expuestas a temperaturas constantes
demostraron que buscan situarse en temperaturas alrededor de los 18 °C
independientemente de su aclimatacion previa (Hernandez et al., en proceso). En
este estudio, esta misma tendencia se observé en las sardinas aclimatadas a las
fluctuaciones de invierno y verano. La razén principal de esta preferencia térmica
puede ser que en esa temperatura la sardina encuentra su 6ptimo donde los
quizas los procesos fisiolégicos serian mas eficientes. La temperatura preferida es
aquel punto térmico en donde el funcionamiento de los peces es 6ptimo para
llevar a cabo su ciclo de vida, asegurando la permanencia de su especie (Jobling,
1981; Das et al., 2005). Con respecto a esto ultimo, las sardinas expuestas a la
temperatura constante de 18 °C tuvieron el promedio mas alto de supervivencia (>

90 %).

Los estudios de la preferencia térmica de organismos del género Sardinops
son escasos. El unico trabajo fue hecho por Tsuchida (1995), quien observo que la
sardina japonesa (Sardinops sagax melanostictus), que se distribuye en latitudes

similares a S. sagax caeruleus, preferia temperaturas alrededor de los 20 °C. En
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la subpoblacién templada de S. sagax caeruleus se observd que el intervalo de
temperatura preferencial oscila entre los 17 y los 20 °C independientemente de la
historia térmica. Estos resultados coinciden con el intervalo encontrado para la
misma subpoblacion por Hernandez-Rodriguez y colaboradores (en proceso) con
sardinas aclimatadas a temperaturas constantes. También encontraron que la
sardina recién recolectada y expuesta a un gradiente térmico por 24 horas elige

temperaturas en el intervalo de 18 a 20 °C.

Aunque la preferencia térmica de la subpoblacion templada no es afectada
significativamente por la historia térmica, existen diferentes respuestas del
comportamiento térmico que son influenciadas por la historia térmica de
aclimatizacion o aclimatacion. Especificamente, las temperaturas de evitacion
(TES y TEI) de la sardina fueron modificadas por las fluctuaciones térmicas (13 -
18 °C y 18 - 23 °C), pero no por el tipo de ciclo (simétrico o asimétrico). Los
intervalos de evitacién fueron de 13.3 a 19.6 °C para la fluctuacion de invierno y
de 16.1 a 22.4 °C en verano. Estos resultados permiten inferir la plasticidad
térmica de la subpoblacién muestreada, e implica que les es posible modificar el
intervalo de temperaturas de evitacion en respuesta al ambiente térmico. Esta
respuesta ha sido observada en otros peces teledsteos; por ejemplo, McMahon et
al. (2008) aclimataron dos especies de truchas (Oncorhynchus clarkii lewisi y
Oncorhynchus mykiss) a diferentes temperaturas y observaron que la aclimatacion

tenia un efecto sobre el desplazamiento de la zona de preferencia térmica.
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En la subpoblacién templada de S. sagax caeruleus, el efecto de la
temperatura sobre el desplazamiento de las temperaturas de evitaciéon, indican
que la sardina puede aclimatarse y sobrevivir en un intervalo térmico que abarca
aproximadamente desde los 13.5 °C hasta los 22 °C. Se ha documentado que
algunos teledsteos tienen la capacidad de ejecutar ajustes internos (bioquimicos y
fisiologicos) que les permiten sobrevivir en diferentes zonas térmicas y que
sistemas biolégicos continuan funcionando de sin alteracion alguna, manteniendo
un estado de homedstasis, aun cuando su temperatura corporal se modifica. Estos
cambios ocurren después de cierto periodo en el que el pez ha experimentado
nuevas condiciones térmicas (Angilletta et al., 2002), tal como pudo ser el caso de

la sardina.

El desplazamiento de la zona de preferencia térmica de la sardina
ocasionada por la exposicion a fluctuaciones de temperatura también fue
observado en la modificacion de los limites térmicos letales, lo cual permite inferir
el grado de plasticidad fisioldgica de esta especie y su capacidad de ajuste para
aclimatarse a diferentes ambientes térmicos. Los peces tuvieron la capacidad para
aclimatarse a un amplio intervalo de temperaturas. Sin embargo, los datos de
temperaturas letales sugieren que la subpoblacion muestreada posee una alta
resistencia a condiciones de baja temperatura (= 6 - 7 °C) pero poca resistencia
hacia temperaturas altas (= 24 - 25 °C). En esta misma especie Hernandez-
Rodriguez y colaboradores (en proceso) mencionan que la TLIS de las sardinas

aclimatadas a temperaturas constantes de 15 a 26 °C tuvieron una diferencia
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térmica de +2 a +4 °C con respecto a la temperatura de aclimatacion. Los autores
también se refieren a que la TLIl se observo en el intervalo de 8 a 15 °C, siendo
mas tolerantes al frio las sardinas aclimatadas a bajas temperaturas, lo cual
también se documento en la sardinas aclimatadas a la fluctuacion de invierno.
Segun el trabajo de Tsuchida (1995), la TLIS de la sardina japonesa (25 °C) es
muy similar al de la subpoblacion templada de S. sagax caeruleus. En
experimentos previos realizados por Hernandez-Rodriguez y colaboradores (en
proceso), se observé que no es posible aclimatar sardinas de la sub-poblacion
templada a temperaturas mayores de 25 °C, ya que la mortalidad fue mayor al 50
%, lo cual se refleja en un efecto letal acumulativo. Con respecto a la modificacion
de temperaturas letales de teledsteos, Lyytikainen et al. (1997) encontraron que la
tolerancia térmica del salmon del Artico (Salvelinus alpinus, L.) tenia una relacién
directa con su temperatura de aclimatacién. De manera similar, la tolerancia
térmica de las sardinas estudiadas fue afectada por la aclimatacién térmica previa.

Ademas de los limites de tolerancia, la estimacion de los limites criticos ha
sido utilizada para evaluar la resistencia térmica de los peces. Lutterschmidt y
Hutchison (1997) plantearon que las temperaturas criticas eran un “excelente
indice y estandar para la evaluacion de los requerimientos térmicos y fisiolégicos
de un organismo”, aunque también son utiles para comparar entre especies

similares de distintas localidades, diferentes lineas genéticas, entre otros.

En los estudios de resistencia térmica, se observé que la sardina posee

plasticidad para modificar su intervalo de resistencia. Sin embargo, el tipo de ciclo
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(simétrico o asimétrico) no tuvo un efecto sobre la TCMax o TCMin, lo cual sugiere
que la resistencia de estos organismos es afectada por su historia térmica y no por
el tiempo que experimentan en una u otra temperatura. Al igual que en las
temperaturas letales, se observé un incremento (> 1 °C) en la resistencia a
temperaturas frias cuando las sardinas fueron aclimatadas a los ciclos de invierno.
La modificacion de la TCMax y la TCMin es una respuesta comun en los
teledsteos que experimentan diversos ambientes térmicos (Hutchison y Maness,
1979; Reber y Bennett, 2007), ya sea por aclimatizacion o aclimatacion.
Hernandez-Rodriguez y colaboradores (en proceso) evaluaron la TCMax y la
TCMin en S. sagax caeruleus aclimatada a temperaturas constantes de 15 a 26
°C, y observaron los espasmos musculares en el intervalo de 26.8 a 32.4 °C y la
pérdida del equilibrio sin reincorporacién de 27 a 33.9 °C. La TCMin de la sardina,
la cual corresponde al momento en que se observa la respuesta de pérdida del
equilibrio sin reincorporacion, se registré en el intervalo de 6.2 a 10.3 °C. Al igual
qgue en la presente investigacion, estas respuestas fueron afectadas por la historia
térmica, con la mayor resistencia a la disminucion de la temperatura por debajo de

los 10 °C en las sardinas aclimatadas a 15, 18, 21y 24 °C.

Los estudios demuestran que las sardinas no modifican su preferencia a
pesar de la previa aclimatacién térmica. Por otro lado, sus limites térmicos son
modificados por el efecto de la historia térmica, como consecuencia de la
plasticidad fisiologica de las sardinas para aclimatarse a diversos ambientes

térmicos. Sin embargo, las sardinas evitaron temperaturas elevadas y mostraron
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ser susceptibles (23 y 25 °C, respectivamente), aunque no es posible conocer el
efecto fisioldgico que estas temperaturas ejercen sobre la sardina por medio de
estos estudios, ya que sirven para establecer limites, pero no son capaces de
identificar el estado de estrés o fisiolégico de los peces ante determinada
temperatura. Es por ello que el andlisis de los parametros sanguineos representa
un complemento ideal para este tipo de estudios, debido a que la alteracién de
muchos procesos biolégicos de los peces se manifiesta en la modificacion de

algunos componentes sanguineos (Oner et al., 2008).

IV.2 Parametros Sanguineos

Algunos componentes y compuestos quimicos de la sangre han sido
utilizados para evaluar y monitorear la condicién o estatus fisiologico de los
organismos acuaticos como los peces (Hattingh, 1977; Wells et al., 1984; Morales
et al., 2004; Oner et al., 2008). Los peces son particularmente susceptibles a los
cambios en la temperatura ambiental, debido a que la mayor parte de las especies

son incapaces de controlar su temperatura interna (Brett, 1979).

El incremento en la concentracion de componentes quimicos como la
glucosa y el cortisol son indicadores del estrés en los peces cuando son
expuestos a diferentes temperaturas sub-optimas (Thomas et al., 1986; Lowe y
Davison, 2005; Lima y Ribeiro, 2006; King et al., 2006). El hecho de que se hayan

obtenido valores similares de glucosa y cortisol a 18 °C independientemente del
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tratamiento (CS-Ver, CS-INV, CA-Ver, CA-INV o TO:18 °C) puede indicar que los
organismos estudiados no se encontraban bajo estrés en este punto térmico en
particular; ademas, la constancia de esta respuesta a 18 °C puede explicar la
preferencia térmica observada en las sardinas, debido a que en todos los
tratamientos las sardinas buscaban situarse en la zona del gradiente térmico que

registraba temperaturas alrededor de los 18 °C.

En situaciones de estrés prolongado o crénico, los organismos pueden
llegar a sufrir dafios internos en diferentes 6rganos. Se ha documentado la
presencia de células lisadas que liberan las enzimas aminotransferasas hacia el
torrente sanguineo, incrementando sustancialmente su concentracién (Ciereszko,
et al., 1998; Oluah, 1999). Aunque la temperatura puede tener un efecto sobre la
concentracion de algunos parametros sanguineos debido al incremento en la tasa
metabdlica, la concentracién plasmatica de aminotransferasas no es afectada
directamente por este factor, debido a que estas enzimas se encuentran
contenidas principalmente dentro de las células, donde participan en el
metabolismo de carbohidratos (Ciereszko, et al., 1998). EI aumento en la
concentracion plasmatica de aminotransferasas en la sardina se debe
probablemente a una lisis celular o rompimiento de tejido interno causado por una

exposicion cronica a temperaturas elevadas.

Las concentraciones mas bajas de enzimas aminotransferasas (AST y ALT)
y la mayor supervivencia fueron encontradas en sardinas expuestas a la

temperatura constante de18 °C. Esto indica que probablemente la sardina a 18 °C
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no se encuentra estresada y también encuentra su optimo fisiolégico. Choi et al.
(2007) registraron incrementos de ALT y AST en Acanthopagrus schlegeli
después de haberlos expuesto a altas temperaturas, y lo atribuyeron a lesiones o

danos de tejidos.

En la sardina estudiada, los parametros sanguineos variaron poco (< 15 %)
a 18 °C, donde coincidieron las diferentes respuestas medidas. Esto podria
explicarse como la condicion de éptimo desempefio fisiologico. Con base en estos
resultados y los de preferencia térmica (18 °C), se podria concluir que 18 °C es el
valor del preferendum final y que su intervalo de preferencia oscila en +2 °C para

la subpoblacién templada.

En el caso de las temperaturas superiores e inferiores (13 y 23 °C), los
resultados observados en los parametros sanguineos reforzaron el intervalo
térmico de 13.5 a 22 °C propuesto a partir de las temperaturas de evitacion ya que
los niveles de los parametros medidos se incrementaban a 23 °C y permanecian
constantes a 13 °C. Las concentraciones de cortisol y glucosa se incrementaron
en mas del 40 % cuando la sardina experimentaba 23 °C en la fluctuacién térmica
de verano, lo que podria explicar que las sardinas aclimatadas a estos ciclos
evitaran incursionar en temperaturas mayores a 22 °C dentro del gradiente
térmico. El incremento en los niveles de glucosa y cortisol a 23 °C podria
atribuirse a un aumento en la demanda energética, provocada por una tasa
metabdlica elevada asociada a un posible estado de estrés por efecto de la

temperatura. La respuesta de glucosa fue muy similar a la del cortisol, debido a
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que la sintesis y liberacion de glucosa hacia el torrente sanguineo tiene una
relacion directa con los niveles de cortisol en la sangre y otros tejidos (lwama et
al., 1999). Lowe y Davison (2005) encontraron que el pez Pagothenia
borchgrevinki se estresaba al ser expuesto a una temperatura sub-6ptima y que la
concentracion de glucosa plasmatica se incrementé en un 55 %. Aunque no se ha
evaluado el efecto de la temperatura sobre el estrés en sardinas, Marcalo et al.
(2006) observaron que cuando la sardina (Sardina pilchardus) era estresada por el
efecto del transporte y la manipulacién, la concentracion de glucosa aumentaba en

un 50 % y la de cortisol en 260 %.

Los valores de AST y ALT en las sardinas indicaron un posible deterioro
interno de los tejidos, ya que la concentracion de estas enzimas se incremento
desde un 40 % hasta un 170 % en ambos ciclos de verano (CS y CA) en
comparacion con la temperatura optima. El incremento en los niveles de AST y
ALT se ha registrado en los teledsteos con tejidos internos dafados (Wells et al.,

1986; Choi et al., 2007; Polednik et al., 2008).

El dafio en los tejidos causado por el efecto del estrés se puede evaluar
utilizando otras herramientas como la histologia. En este sentido, Hernandez-
Lopez (2006) expuso a la sardina del Pacifico a temperaturas sub-letales (25 °C) y
describié el dano en las células hepaticas. Ademas, aunque no fue parte del
estudio, se observod la presencia de petequias abdominales en algunas sardinas
aclimatadas a los ciclos de verano lo cual pudo deberse a derrames internos; no

obstante, es necesario realizar futuros estudios en los 6rganos vy tejidos internos
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para corroborar este planteamiento. La concentracion de células rojas también
puede ser un indicador de una alteracion metabdlica en las sardinas, ya que la
demanda energética y de oxigeno del pez se incrementan bajo condiciones de
estrés, para lo cual se requiere de un mayor numero de células rojas que
contribuyan a incrementar el transporte de oxigeno a los tejidos para cubrir su
demanda energética (Wittenberg y Wittenberg, 1989). Leckin et al. (1995)
aclimataron a la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) a diferentes temperaturas
4, 11 y 18 °C) y observaron que la concentracion de células rojas se
incrementaba en funcion de la temperatura (0.71, 0.77 y 1.07 x10° celulas'mL""

respectivamente).

En ocasiones el incremento en algunos parametros sanguineos puede
deberse a la modificacion homeostatica de los organismos cuando experimentan
cambios en los factores ambientales como la temperatura. Sin embargo, lwama et
al. (1999) mencionan que para tener un conocimiento mas completo del estado de
estrés de los peces es necesario complementar los estudios con distintas
respuestas bioquimicas y observaciones, ya que la medicion de solo uno o dos
parametros podria generar resultados erréneos ya que existe una amplia gama de
factores ajenos a los estudios que pueden tener un efecto sobre las respuestas
que se pretende monitorear. En este trabajo, los valores de todos los parametros
sanguineos que se evaluaron incrementaron significativamente cuando los peces
experimentaban 23 °C, ademas de que en los ciclos de verano se obtuvieron

menores supervivencias (64 % y 80 % para CS-Ver y CA-Ver respectivamente) en
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comparacion con los demas tratamientos (> 90 %). En este caso, la respuesta de
todos los parametros mostré un comportamiento similar, por lo que en base a
estos resultados se puede aseverar si las sardinas se encontraban afectadas

fisioldgicamente.

Parece ser evidente que las sardinas expuestas a las diferentes
fluctuaciones térmicas, evitan temperaturas mayores a 22 °C, debido a que
experimentan una serie de alteraciones en su sistema fisiolédgico, lo cual se refleja
en los cambios de la concentracion de sus componentes sanguineos. En cuanto al
limite inferior (13.5 °C) del intervalo establecido (13.5 — 22 °C), se observd que
bajo estas temperaturas los organismos no revelan sintomas de estrés o deterioro
fisiolégico, ya que por una parte, los niveles de glucosa, cortisol, AST y ALT a los
13 °C en los ciclos de invierno no se incrementaron y tampoco se observaron
petequias abdominales. La disminucién del cortisol, la glucosa y las células rojas
indicé una desaceleracion de la tasa metabdlica de estos organismos debido a un
ajuste homeostatico y no necesariamente un estado de estrés, ya que
contrariamente se han observado incrementos de la glucosa y el cortisol en los
peces que han sido expuestos a temperaturas bajas estresantes (Le-Morvan et al.,
1995). La concentracion de las células rojas indica que hubo una disminucion en
la tasa metabdlica, en respuesta a las bajas temperaturas de los ciclos de invierno
ya que se obtuvieron menores concentraciones de células rojas (150 y 188 cel-mL"
' X 107 para CS-INV y CA-Ver respectivamente). Esto se debe a que al disminuir

la tasa metabdlica en funcion de la temperatura los peces disminuyen su actividad,
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y requerimientos energéticos. En este sentido, Chudkiz y Houston (1983)
documentaron que la eritropoyesis o formacion de nuevos eritrocitos en el pez
dorado (Carassius auratus) tenia una relacién directa con su historia térmica, ya
que a menor temperatura disminuia la tasa metabdlica. La disminucion en la tasa
metabdlica puede ser la razén por la cual las sardinas evitaban incursionar en
temperaturas menores a 13 °C, en donde posiblemente habria un efecto negativo

que se veria reflejado en su crecimiento y capacidad natatoria.

En los estudios de temperaturas letales se observd que las sardinas eran
muy tolerantes a temperaturas bajas, pero susceptibles a las altas. Esto también
se reflejo en la respuesta de los parametros sanguineos, donde los valores de
cortisol, glucosa, AST, ALT vy las células rojas no se incrementaron a 13 °C,
ademas de que la supervivencia en las fluctuaciones de invierno fueron similares a
la obtenidas en la TO:18 °C; pero cuando los peces experimentaban los ciclos de
verano a 23 °C, los valores de todos los parametros sanguineos se incrementaron

(de 30 a 100 %).

Los resultados obtenidos de los parametros sanguineos de la sardina del

Pacifico complementan y son concordantes con el comportamiento térmico.

IV.3 Aspectos Bioldgico-Pesqueros

Los estudios de comportamiento térmico y fisiologia de la sardina del

Pacifico pueden llegar a complementar trabajos realizados sobre la distribucion y
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el comportamiento migratorio de esta especie. Smith (2005) argumentd la
importancia de estudiar la distribucion de las diferentes subpoblaciones de
sardina, utilizando distintas herramientas que complementen los estudios ya

realizados.

El hecho de que las sardinas hayan elegido temperaturas similares en
todos los tratamientos y que bajo tales condiciones los parametros sanguineos no
se hayan alterado, podria reflejar la razén del comportamiento migratorio de esta
subpoblacion, ya que estas temperaturas se desplazan de Sur a Norte durante el
verano. De acuerdo con este planteamiento, las sardinas migran hacia el Norte

durante el verano y al Sur durante el invierno (COSEWIC, 2002).

El intervalo térmico establecido con base en las temperaturas de evitacion
(13.5 - 22 °C) es de 8.5 °C y solo difiere en 1.5 °C del intervalo establecido con
base en las temperaturas en las cuales se han registrado los mayores volumenes
de captura (14 - 21 °C) para las subpoblaciones fria y templada (Félix-Uraga et al.,

2004).

Con base en los datos de temperatura de diferentes localidades del Pacifico
Norte documentados por Lynn et al. (1982), el intervalo de 13.5 a 22 °C implica
una zona térmica optima de miles de kildbmetros. Por ejemplo, durante el primer
trimestre del ano este intervalo abarca desde Bahia Magdalena, Baja California
hasta San Pedro, California, desde la superficie hasta una profundidad de 15
metros. En el tercer trimestre la zona térmica se desplaza hacia el norte,

abarcando desde Isla Cedros hasta San Francisco (Fig.18). No obstante, la
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localizacion y el tamafio de ésta zona térmica puede verse afectada por ciclos
estacionales o por fendmenos climatolégicos (Brosnan y Becker, 1998). Tomando
en cuenta las temperaturas superficiales a lo largo del Pacifico norte durante todo
el afo (Lynn et al., 1982) esta zona térmica se desplaza dentro de la zona
geografica que abarca desde la parte central de Baja California Sur hasta la parte
central de California (Fig. 15). Clark y Janssen (1945) capturaron y marcaron
organismos en San Sebastian Vizcaino, Baja California Sur; después de liberarlos
nuevamente al medio observaron que estos organismos migraron hasta la Bahia

de San Francisco, California.

Es importante mencionar que aunque la zona de temperatura 6ptima tiene
una extension tan grande, ello no implica que sea seguro encontrar sardina en
dichos lugares, ya que también existen otros factores que pueden influir en la
distribucion de estos organismos, tales como: intensidad de luz, presencia de
alimento, presencia de depredadores, corrientes, salud del pez, compuestos
quimicos, entre otros (Emmett et al., 2005; Lluch-Belda et al., 1991; Misund et al.,

2003; Butler et al., 1993).

Félix-Uraga et al. (2004) formularon un modelo de la distribucién de las
sardinas con base en los datos de captura y la temperatura superficial del mar
(TSM), en el cual se propuso la existencia de tres distintas subpoblaciones,
localizadas desde el Golfo de California hasta California. Segun este modelo la
subpoblacion fria y la templada se desplazan dentro de la zona de Bahia

Magdalena a California en un intervalo de temperatura superficial del mar de 13 a
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22 °C. En congruencia, los resultados obtenidos en este trabajo fueron muy
similares al intervalo que experimenta la sardina de la sub poblacién fria y
templada, ya que la zona de preferencia térmica de esta subpoblacion puede ser
modificada dentro de un intervalo de 13.5 a 22 °C. Estos resultados, sugieren que
la sub-poblacion templada tiene posibilidades de experimentar el ambiente térmico
que habita la subpoblacion fria (al menos hasta los 13 °C) sin tener algun efecto

sobre su funcionamiento fisioldgico.

Las investigaciones realizadas en el area de genética destacan que aunque
hasta el momento no se han detectado diferencias, existen varias diferencias
fenotipicas entre distintas subpoblaciones distribuidas a lo largo del Pacifico Norte,
estas diferencias se acentuan hacia los extremos (Golfo de California y
Washington) y son casi imperceptibles entre las sub-poblaciones localizadas en la
parte central (Baja California y California). Contrastando estos resultados con el
estudio de Félix-Uraga et al. (2005) sobre la morfometria de otolitos de sardina de
California, Bahia Magdalena y el Golfo de California, se refuerza lo encontrado en
los estudios de fisonomia y se complementa con los resultados del
comportamiento termorregulador de esta especie, donde se observa una mayor
similitud entre las sardinas de California y Bahia Magdalena en comparacion con

las del Golfo de California.
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Aunque los resultados de la preferencia y evitacion térmica de la sardina
asi como la respuesta en los parametros sanguineos sugieren la subpoblacion
templada posee la capacidad de explotar ambientes térmicos mas frios, lo cual
incrementa las posibilidades de interaccion con subpoblaciones mas nortefias, es
necesario realizar estudios con organismos de localidades mas frias como

Monterrey o San Francisco para corroborar esta aseveracion.

Otros estudios importantes que pueden ser utilizados para determinar que
zonas geograficas poseen temperaturas superficiales de mar que serian letales
para las distintas subpoblaciones de sardina, son los de tolerancia térmica, donde
se establecen las temperaturas letales de diferentes especies o subpoblaciones.
Las temperaturas letales se han utilizado para establecer los limites de la zona de
tolerancia de varias especies de peces teledsteos. Tsuchida (1995), encontro el
valor de la TLIS para la sardina japonesa (S. sagax melanostictus) en 25 °C, el
cual es similar al encontrado para la sardina del Pacifico en esta investigacion. La
sardina japonesa habita aguas subtropicales al igual que S. sagax caeruleus y
experimenta temperaturas similares a la subpoblacion muestreada (Whitehead,
1985). Las temperaturas letales superiores son menores a las que se registran
durante el verano en las aguas superficiales de lugares surefios como: Bahia
Magdalena, Cabo San Lucas, Guaymas y Mazatlan, donde la temperatura es
superior a los 25 °C e incluso por encima de los 30 °C como ha sucedido en
Guaymas y Mazatlan. En estos lugares, se ha documentado la presencia de

sardinas y de la existencia de datos de captura en aguas con temperatura de 28
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°C (datos no publicados) (Lluch-Belda et al., 1991). Ademas mencionan que una
subpoblacion de sardina migraba de Guaymas a Topolobampo en invierno, e
incluso se les llegaba a encontrar hasta las costas de Mazatlan en afos frios (La

Nifia) (Lluch-Belda et al., 1986).

La presencia de S. sagax caeruleus en temperaturas superiores a los 25 °C
(Félix-Uraga et al., 2005) podria ser una evidencia de que se trata de
subpoblaciones diferentes a la muestreada, la cual se encuentra adaptada o
aclimatizada a temperaturas mas elevadas, ya que con base en las TLIS, tales
condiciones térmicas resultarian ser letales para los organismos de la
subpoblacion templada utilizados en este experimento. Ademas con base en los
porcentajes de supervivencia de las sardinas aclimatadas a temperaturas
constantes, 25 °C es wuna condicion sub-letal (Hernandez-Rodriguez vy
colaboradores, en proceso). La adaptacion de la subpoblacién surefia puede ser el
producto de algun efecto de la temperatura en el desarrollo ontogénico o temprano
de S. sagax caeruleus. Diversos autores han mencionado que las diferencias
fenotipicas de las sardinas de localidades nortefias con respecto a las del Golfo de
California podrian ser explicadas por el efecto de factores ambientales sobre el
desarrollo ontogénico, ya que estas diferencias no han logrado ser explicadas por
medio de estudios genéticos (Vrooman 1964; Hedgecock et al., 1989; Lacomte et
al., 2004; De la Cruz-Aguero y Garcia Rodriguez, 2005; Gutiérrez-Flores, 2007;
Rios-Vargas, 2007). Sin embargo, aunque no hay diferencias genéticas, las

sardinas de lugares frios poseen un mayor numero de vértebras y tasas de
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crecimiento mas elevadas que las sardinas de lugares calidos (Clark, 1936, 1947;
Phillips 1948). Hernandez-Rodriguez y colaboradores (en proceso) con base en
los estudios de termorregulacion por comportamiento en las sardinas aclimatadas
a temperaturas constantes, plantean que la fisiologia podria ser la herramienta
que explique las diferencias entre las subpoblaciones tomando en cuenta que la
interaccion organismo-ambiente produce respuestas especificas en organismos
de una misma especie que viven en diferentes localidades y que se encuentran
sujetas a diferentes presiones de seleccion ambiental, produciendo lo que se

conoce como razas fisiolégicas.

A excepcion del experimento de Tsuchida (1995), no existen otros estudios
de la TLIS o TLII para ningun organismo del género Sardinops. El estudio de los
limites de tolerancia de las demas subpoblaciones de sardina aportaria datos
relevantes para establecer los limites geograficos de su distribucion y las posibles

interacciones entre ellas.

Tomando en cuenta las TCMax y TCMin que comunmente se utilizan como
indicadores de estrés y de adaptacién (Paladino et al., 1980) y la temperatura
superficial del mar, es posible conocer si la sardina de la subpoblacién templada
experimenta el proceso conocido como endurecimiento térmico por los cambios de
temperatura del agua. Aunque las sardinas pueden encontrarse incluso a
profundidades de mas de 100 metros, los estudios han demostrado que la mayor
parte del tiempo se les encuentra en la superficie, dentro de los primeros 20 a 30

metros (Emmett et al., 2005; Santos et al., 2006) e incuso durante la noche
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pueden llegar a distribuirse horizontalmente en los primeros 10 metros en donde
se alcanzan temperaturas cercanas a los 0 °C en lugares como Alaska y 30 °C en
lugares como Guaymas. Tomando en cuenta las temperaturas superficiales (10 -
15 m) a lo largo del Pacifico Norte y los resultados del estrés térmico descendente
en las sardinas de todos los tratamientos sugieren que los organismos
muestreados podrian llegar a resistir temperaturas presentes en lugares como

Oregon, pero morir en aguas como las de Alaska (Lynn et al., 1982).

Los resultados de estrés térmico ascendente de la sardina permiten inferir
que temperaturas superficiales como las presentes en algunos lugares del sur de
la Peninsula de Baja California (> 29 °C) podrian matar rapidamente a un
cardumen de esta subpoblacién. Aunque en estos lugares las sardinas podrian
migrar hacia mayor profundidad para evitar un dafo fisioldgico, no podrian visitar
la superficie como comunmente lo hacen los cardumenes de este género

(Giannoulaki et. al., 1999; Emmett et al., 2005).

Los resultados de tolerancia y resistencia de la sardina, demuestran que
existen muy pocas probabilidades de que la subpoblacibn muestreada esté
presente en lugares sureiios como Bahia Magdalena, Los Cabos y el Golfo de

California durante la época de verano.

En cuanto a los limites térmicos inferiores (TLII y TCMin), el hecho de que
esta subpoblacion posea una alta resistencia hacia bajas temperaturas, no
necesariamente significa que habite en lugares nortefios como Oregon y

Washington, ya que como se observdé en este estudio, estos peces soélo
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incursionan en aguas con temperaturas mayores a los 13 °C, aun cuando en el
gradiente térmico la temperatura alcanzaba los 10 °C. Sin embargo, el hecho de
que temperaturas como 13 °C no afecten fisiolégicamente a las sardinas
muestreadas, aunado a su alta resistencia a bajas temperaturas, hace factible el
hecho de considerar que podria haber una elevada interaccién de éstas sardinas
con subpoblaciones mas nortenas (de Oregon y Washington) lo cual significaria
un alto intercambio genético entre organismos de distintas localidades. Por el
contrario, el flujo genético entre la subpoblacion muestreada y subpoblaciones
surefas como la de Bahia Magdalena o el Golfo quizds sea menor, debido a la
susceptibilidad de estos peces a las temperaturas altas (> 23 °C), de tal manera
que el flujo podria ocurrir solo si en cierta época del ano hubiera una zona en
donde se traslapen los limites térmicos de ambas sub-poblaciones, lo cual
aparentemente ocurre durante el proceso de migracién. Aunque no existen
diferencias genéticas significativa entre las distintas subpoblaciones, se ha
enfatizado que las diferencias son menores entre subpoblaciones nortefas
(California hasta Canada) en comparacién con las surefias (Bahia Magdalena
hasta Golfo de California) (Lacomte et al., 2004; Gutiérrez-Flores, 2007), lo cual
implicaria un menor flujo genético hacia éstas ultimas. No obstante, es necesario
estudiar los limites térmicos de las subpoblaciones restantes, para saber si existen
diferencias, lo cual podria esperarse, y de esta manera fortalecer aun mas la
teoria de que el ambiente tiene un efecto sobre el desarrollo ontogénico de éstos

organismos y que por tal razén existen diferencias fenotipicas pero no genéticas.
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Los resultados de la presente investigacion explican que la subpoblacidn
muestreada posee limites térmicos y fisioldgicos especificos donde se puede
inferir que estos organismos son altamente susceptibles a las temperaturas altas,
lo que no solamente se vio reflejado en el comportamiento térmico como la
evitacién de temperaturas dentro del gradiente (23 °C) y una TLIS de 25 °C, sino
también en la alteracion de todos los parametros sanguineos monitoreados en 23
°C. Con base en esto, la hipdtesis de que estos organismos puedan ser los
mismos que los encontrados en Bahia Magdalena o el Golfo de California durante
la época de verano es poco probable, ya que bajo tales condiciones el estado

fisiologico de las sardinas puede ser afectado.

Con base en los resultados del presente trabajo, surge la importancia de
continuar con este tipo de investigaciones considerando las sub-poblaciones de la
parte fria y calida para profundizar en los efectos de la temperatura sobre la
fisiologia de S. sagax caeruleus. Finalmente, el conocimiento de los limites
térmicos y de las respuestas reflejadas en los parametros sanguineos de la
sardina pueden contribuir como base para establecer condiciones 6ptimas en
estudios enfocados a la reproduccion, fisiologia y en un futuro al cultivo de éstos

organismos.
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Capitulo V

Conclusiones

La sardina del Pacifico (Sardinops sagax caeruleus) tiene un preferendum
final térmico de 18 °C que no fue afectado por la historia térmica ya que en esta

temperatura al parecer la sardina encuentra su 6ptimo fisioldgico.

La sardina tiene la capacidad de modificar su intervalo de preferencia
térmica (13.5 — 22.5 °C), lo cual le permite aclimatizarse a diferentes condiciones
de temperatura y con ello explotar una amplia zona geografica a lo largo de la
Peninsula de Baja California y California. En el mismo contexto, el desplazamiento
geografico de esta zona térmica ocasionado por el cambio climatico estacional o
por fendmenos climatoldgicos podria explicar el comportamiento migratorio de la

sub-poblaciéon templada de sardina.

La preferencia térmica (13.5 — 22.5 °C) indica que la sardina de la
subpoblacion templada podria distribuirse en la zona ocupada por la subpoblacion
fria, por lo que se podria pensar que son dos sub-poblaciones con un alto grado

de interaccion.

Las sardinas fueron resistentes a las bajas temperaturas, por lo cual
podrian ser capaces de explotar el habitat de la sub-poblacién fria. Por el
contrario, estos peces son susceptibles a las altas temperaturas (=23 °C). Con

base en estos resultados y asumiendo que fuera la temperatura la que determina
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el patrén de distribucion de esta especie se podria pensar que las temperaturas en
donde se encuentran los organismos de la subpoblacion calida (> 22 °C) afectan

el estado fisiolégico de las sardinas de la sub-poblacion templada, incluso aquellas
temperaturas que experimentan las sardinas dentro del Golfo de California pueden

llegar a ser letales para los organismos estudiados.

El comportamiento térmico de la sardina podria ser una herramienta para
inferir sobre su distribucion geogréfica, lo cual concuerda con lo documentado en
estudios de campo. Ademas, permite inferir sobre su desplazamiento en el caso

de que ocurran fendmenos climatolégicos.

La temperatura arriba de los 22 °C, estresa a los peces y deteriora su
condicion fisiolégica, lo cual se vio reflejado en la alteraciéon de los parametros
sanguineos, afectando su supervivencia. Ademas el tiempo de exposicion a
temperatura sub-optimas tiene un efecto directamente proporcional al nivel de

estrés, el deterioro de la condicion fisioldgica y la supervivencia de la sardina.

La temperatura de aclimatacion afecto los parametros sanguineos de la
sardina de la subpoblacion templada. El cortisol y la glucosa mostraron ser una
herramienta util para monitorear el estado de estrés de la sardina; mientras que la
enzima AST demostro ser un indicador sensible y efectivo de su estado fisiologico.
Por el contrario, aunque la enzima ALT mostré la misma tendencia de los demas
parametros sanguineos, su variabilidad es muy alta como para ser un indicador

confiable para esta especie.
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Capitulo VI

Recomendaciones

Es necesario estudiar el comportamiento térmico de sub-poblaciones de S.
sagax caeruleus que habitan lugares nortefios como Oregdn y Columbia Britanica,
asi como aquellas de zonas surefias como Bahia Magdalena y el Golfo de
California. Esto ayudara a tener un panorama mas amplio en el conocimiento de la

migracion e interaccion de las distintas sub-poblaciones de sardina.

Es recomendable evaluar el efecto de los diferentes factores (ademas de la
temperatura) extrinsecos e intrinsecos sobre la fisiologia de esta especie. Por
ejemplo, la luz, presencia de alimento, presencia de depredadores, mareas rojas,
talla, estado nutricional, entre otros. Ademas, es necesario estudiar el efecto de la
temperatura sobre el desarrollo ontogénico y el comportamiento térmico de la

sardina.

Los programas de pesca podrian considerar el comportamiento térmico de
la sardina para establecer medidas mas adecuadas en cuanto a la explotacion de

este importante recurso.

Es importante seguir estudiando la fisiologia de esta especie y establecer
un mayor numero de indicadores fisiolégicos de la sardina, tanto de sangre como

a nivel de tejido, ya que no existen estudios que permitan determinar la condicion
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fisiolégica de una determinada sub-poblacién ante un evento climatico o algun otro

factor ambiental.
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