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RESUMEN de la tesis de Juana Raquel Herndndez Lopez presentado como requisito parcial
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Efecto de la temperatura critica méxima y la letal superior sobre el tejido hepdtico y renal de la
sardina del Pacifico, Sardinops sagax (Jenyns, 1842)

L -

Resumen aprobado por:

r '/ = r r
Dra. Ménica Hernandez Rodriguez

El efecto del estrés térmico agudo y crénico sobre el tejido hepético y renal de Sardinops sagax,
se evaludé mediante la temperatura critica maxima (TCMax) y la temperatura letal incipiente
superior (TLIS). Los peces se aclimataron durante 20 dias a 19, 21, 23 y 25 °C.

Durante la exposicion al estrés térmico agudo, en donde el incremento de la temperatura fue de |
°C por minuto, se observaron las respuestas de aumento de actividad (AA), espasmos musculares
(EM) y pérdida del equilibrio (PE). Los valores de TCMax fueron de 30.7, 31.5, 32.0 y 32.2 en
19, 21, 23 y 25 °C, respectivamente. Los valores de la TLIS observada de los organismos
aclimatados a 19 °C fue de 23.3 °C, y para los aclimatados a 21, 23 y 25 °C fue de 25.3, 26.2 y
27.1 °C respectivamente.

Las modificaciones encontradas en el tejido hepatico de los organismos expuestos al estrés
térmico agudo fueron en el tamafio de los hepatocitos, los mas pequefios se observaron en la TA
de 19 °C (didmetro de 11.5 p), asi como hepatocitos vacios y presencia de células sanguineas. Se
observaron infiltraciones de células sanguineas, sin delimitacién celular y necrosis en los cortes
de higado de la sardina aclimatada a 25 °C, Se encontraron nucleolos grandes (3.5 1) que no se
observaron en las otras temperaturas de aclimatacion.

En el tejido renal de los organismos expuestos al estrés térmico agudo se observaron centros
melanomacréfagos, el espacio de la cdpsula de Bowman y el glomérulo eran mas grandes
comparado con el de los organismos del grupo control (19°C), también se identificaron
glomérulos retraidos (21 °C), glomérulos con restos celulares y capsulas de Bowman vacios (23
y 25 °C).

Las modificaciones encontradas en el tejido hepitico de los organismos expuestos a estrés
térmico crénico fueron vacuolizacion, cambios en el tamafio del hepatocito, picnosis, apoptosis,
necrosis y focos de infeccién bacteriana. En el rifion se observo degeneracion tubular y
glomerular, centros melanomacréfagos, apoptosis, glomérulos retraidos y vacios y focos de
infeccién bacteriana. En general las alteraciones se acentiian conforme aumenta la temperatura
experimental y el tiempo de exposicién.

Con los resultados de este trabajo, la conclusion es que Sardinops sagax es poco tolerante a los
cambios de temperatura y debido a las alteraciones en los tejidos hepatico y renal ocasionadas
por este factor, se propone el uso de la histopatologia como un indicador del efecto del estrés
térmico agudo y crénico.

Palabras clave: Sardinops sagax, estrés térmico, histopatologia



ABSTRACT of the Thesis of Juana Raquel Hernidndez Lopez, presented as partial
requirement to obtain the MASTER IN SCIENCES degree with orientation in
AQUACULTURE. Ensenada, Baja California, Mexico, August 2006.

Effect of the critical thermal maximum and upper lethal on the liver and renal tissue of sardine
of the Pacific, Sardinops sagax (Jenyns, 1842)

The effect of the acute and chronic thermal stress on the hepatic and renal tissue of Sardinops
sagax, was evaluated by means of the critical thermal maximum (CTMax) and the upper
incipient lethal temperature (UILT). The fish were acclimated during 20 days at 19, 21, 23 and
25 °C.

During the exposure to the acute thermal stress, where the increment of temperature was 1 °C
per minute, the responses of increase activity (IA), muscular spasms (MS) and loss of balance
(LB) were observed. CTMax values were 30.7, 31.5, 32.0 and 32.2 at 19, 21, 23 and 25 °C,
respectively. The UILT value of the organisms acclimated at 19 °C was 23.3 °C, and for those
acclimated at 21, 23 and 25 °C, were 25.3, 26.2 and 27.1 °C, respectively.

The modifications found in the liver tissue of the organisms exposed to the acute thermal stress
were in the size of the hepatocytes, the smallest observed at 19 °C acclimation temperature
(diameter of 11.5 p), as well as empty hepatocytes and presence of sanguine cells. Infilirations of
sanguine cells, without cellular delimitation and necrosis were observed in the liver histological
~ sections cuts of the sardine acclimated at 25 °C. Big nucleolus (3.5 p) was found that were not
observed in the other acclimation temperatures.

Melanomacrophage aggregates were observed in the renal tissue in organisms exposed to the
acute thermal stress, the space of the Bowman capsule and the glomerulus were bigger compared
with that of control group (19°C), retracted glomerulus (21 °C), glomerulus with cellular remains
and empty Bowman capsules (23 and 25 °C) were identified.

The modifications found in the hepatic tissue of the organisms exposed to chronic thermal stress
were vacuolization, changes in the size of the hepatocyte, piknosis, apoptosis, necrosis and focus
of bacterial infection. Tubular and glomerular degeneration, melanomacrophage aggregates,
apoptosis, retracted and empty glomerulus and focus of bacterial infection were observed in the
kidney. In general the alterations are accentuated while the experimental temperature and the
exposure time increases.

With the results of this work, the conclusion is, that Sardinops sagax does not tolerate ample
temperature changes due to the alterations in the hepatic and renal tissue caused by this factor.
The use of the histopathology as an indicator of the effect of the acute and chronic thermal stress
is proposed.

Key words: Sardinops sagax, thermal stress, histopathology.
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EFECTO DE LA TEMPERATURA CRITICA MAXIMA Y LA LETAL SUPERIOR
SOBRE EL TEJIDO HEPATICO Y RENAL DE LA SARDINA DEL PACIFICO,

Sardinops sagax (Jenyns, 1842)

L. INTRODUCCION
Las sardinas pertenecen a la familia Clupeidae y como grupo, se clasifica dentro de tres géneros
y alrededor de 18 especies en el mundo. Histéricamente su nombre comin fue pilchard, pero el
térinino sardina es el que prevalece actualmente. La Sardina del Pacifico fue registrada por
Clemens y Wilby (1946) como Sardinops caerulea (Girard) y por muchos otros autores como

Sardina caerulea o Sardinops sagax (Hart, 1973, Schweigert, 2002).

La sardina en edad adulta tiene una longitud total de 394 mm, es de color azul metélico oscuro o
verde en la superficie dorsal, con pigmentacién negra en el dorso y motas negras de distintos
tamafios en los costados. Se caracteriza por tener un cuerpo alargado, delgado y moderadamente
comprimido, la cabeza comprende la cuarta parte de la longitud estdndar, la boca es de talla
moderada, sin dientes y esta dirigida hacia arriba. Tiene una sola aleta dorsal que es corta y se
localiza sobre el centro del cuerpo (Hart, 1973). Las aletas pélvicas se encuentran en posicién
abdominal, no tiene linea lateral, ni escamas en la cabeza. En la parte ventral tienen una serie de

quillas que le dan una apariencia de vientre aserrado (Fig. 1) (Torres et al., 1986).

La estructura de su boca es flexible, con numerosas y finas branquiespinas que le permiten
abrirla ampliamente, por lo que es un filtroalimentador muy eficiente de fito y zooplancton,
principalmente de nauplios de copépodos (Artur, 1976). Ademds, es capaz de capturar particulas

de tamafio menor a 17 um y maximiza su energia a través de



tiempos de filtracion mayores (Van der Lingen, 1994, 1995). Por ser organismos
filtroalimentadores son mas abundantes en aquellos lugares donde las condiciones naturales
influyen positivamente en la disponibilidad de alimento, el cual estd en forma permanente o
esporadica debido a las afloraciones fitoplancténicas (Hand y Berner, 1959; Alhstrom, 1960;
Grahame, 1987). Van Der Lingen (1998), menciona que Sardinops sagax es capaz de utilizar
mejor el zooplancton que el fitoplancton, lo que sugiere que los requerimientos nutricionales de
esta especie de hdbitos omnivoros son mas de carnivoro que de herbivoro (Lépez-Martinez,

1991).

Figura 1. Sardina del Pacifico, Sardinops sagax. Tomado de Schweigert (2002).

La sardina del Pacifico es una especie con hébitos migratorios, se agrupa en grandes
cardimenes y habita en aguas de la costa del Pacifico de Norteamérica desde el sur de Alaska
hasta Cabo San Lucas y en el Golfo de California (Fig. 2). Las principales dreas de
concentracién estin en el sur y norte de California, Estados Unidos y al sur de Columbia
Britdnica, Canad4 (Hand y Berner, 1959; Schweigert, 2002).

La sardina tiene maduracion sexual asincrénica por lo que es un desovador parcial con
fertilizacion externa (Torres ef al., 1986). Las hembras maduran por primera vez cuando tienen
una longitud aproximada de 240 mm, desovan a temperaturas entre 15 y 18 °C y se inhibe

cuando la temperatura es menor a 13 °C. Cada hembra produce de 30 000 hasta 65 000 huevos



por desove y alrededor de 200 000 por estacion (Hart, 1973). El periodo de reproduccion esta
asociado con los eventos de surgencias, tanto para proveer de alimento a los adultos desovantes,
como a las larvas (Lasker, 1985; Grahame, 1987).

Sokolov y Wong (1973) estudiaron la migracién de la sardina en el Golfo de California con
base en los procesos fisicos que predominan en esta region y que influyen en la distribucién de
los juveniles y los adultos de esta especie. En invierno y principios de la primavera la sardina
adulta migra del Alto Golfo hacia la cuenca de Guaymas para desovar cuando predominan los
vientos del noroeste y se registran surgencias a lo largo de la margen oriental. Las corrientes de
agua fria que se forman en la extension de los cabos proporcionan el medio de trans;l)or’[e para
huevos y larvas hacia las costas de Baja California donde se concentran los juveniles. Las
condiciones de verano con vientos del sureste coinciden con la migracién de los juveniles hacia
las regiones donde se alimentan en su etapa adulta, cerrando asi el ciclo migratorio (Hammann
et al., 1988).

La sardina es una de las especies mas importantes de las capturas mundiales de peces pel4gicos
menores; a inicio de la década de los afios 90 domin las pesquerias a lo largo del oriente de la
costa de Norteamérica (Schweigert, 2002). Esta especie fue explotada comercialmente en las
costas de California, EUA, con una captura maxima de 800 mil toneladas en 1936 y a partir de

ese afio se observé una rapida disminucion de los rendimientos, hasta que en 1967 se prohibio

su pesqueria (Randovich, 1982).
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Figura 2. Distribucién de la sardina del Pacifico, donde se indican sus

principales dreas de desove, de crianza y de pesca (Tomado de Culley, 1971).

La pesqueria a nivel comercial se inici6 a partir de 1919; las zonas de captura estuvieron entre
el sur de Canad4 en la Columbia Britdnica y Washington, Oregon, San Francisco, San Pedro y
Saﬂ Diego en Estados Unidos (Lyle-Fritch, 1995). La intensa explotacién de este recurso esta
fundamentada en la obtenc-ién de proteina de bajo costo, tanto para el consumo humano en
forma de producto fresco, seco, salado, ahumado, enlatado, como materia prima para la
elaboracion de alimentos balanceados para animales (Cisneros et al., 1995). Recientemente la

producci6n pesquera de sardina desde la costa del Pacifico, Golfo y Mar Caribe es de 147391



ton, de las cuales a Baja California le corresponde el 70% y es la especie mds importante por el
volumen capturado en el estado, seguido por el sargazo, los tinidos y, con volumen menor, las
algas (Comisién Nacional de Acuicultura y Pesca, 2003).

El tamafio de las poblaciones de sardina del norte de Baja California y California ha fluctuado
ampliamente. La pesquerfa en Norteamérica fue de aproximadamente 800,000 TM durante el
mayor pico de produccion, pero con los cambios en la abundancia de la poblacién se llegd a
estimar una biomasa menor a 5000 TM (Wolf, 1992). A mediados de 1970 la poblacion de
sardina se incrementd y durante 1990 la biomasa se estimé entre %2000 a 214000 TM (Barnes
et al., 1992). A partir de estas fluctuaciones se plantearon dos hip6tesis: la primera supone que
¢l mecanismo que afect6 la abundancia de la poblacion de sardina fue la sobreexplotacion; la
segunda sugiere un problema de reclutamiento, al atribuir que la diferencia en la sobrevivencia
de la etapa de huevo a larva determina la medida del reclutamiento y, por consiguiente, la
abundancia de la sardina en los siguientes afios. Las fluctuaciones en la abundancia de la
sardina se han relacionado con variaciones ambientales como el fenémeno de El Nifio; este
planteamiento ha sido llamado “problema régimen”, y hace referencia a una sincronia entre la
variabilidad climatica y las variaciones de la abundancia de la especie (Lluch-Belda et al.,
1992).

Debido a la importancia que representa la sardina en las capturas a nivel mundial, en las tltimas
décadas se han intensificado los estudios sobre los peces pelagicos menores. El reclutamiento
de estos organismos esta asociado fuertemente a las condiciones ambientales, principalmente al
alimento, la depredacion y la temperatura superficial del mar (De Anda et al., 1994).

Las especies como la sardina y la anchoveta se ven afectadas cuando disminuye la biomasa del
plancton, su principal fuente de alimento, debido a la interrupcién de las corrientes de surgencia

que impulsan la produccion frente a las costas de Perti y de Baja California. La falta de



alimento aunado a las variaciones drésticas en los cambios de temperatura y la circulacién del
océano, resulta ser catastrofico para estas especies (Lizarraga, 2002).

Las variaciones en las condiciones ambientales provocan cambios en el estado estable de los
organismos y, en algunas ocasiones, un estado de estrés que se define como la suma de todas
las respuestas fisiologicas que presentan los animales por el efecto ambiental que prolonga el
proceso de estabilizacion homeostatico fuera de sus limites normales (Adams, 1990). ‘

Los factores ambientales se han clasificado de acuerdo al efecto sobre los organismos como a)
letal, al delimitar el medio ambienie en donde el organismo puede existir, fuera de este limite el
metabolismo falla; los factores: b) controlador y c¢) limitante, influencian las reacciones
quimicas, es decir, controlan la tasa metabélica; d) el enmascarador, modifica a un segundo
factor y e) el directriz hace referencia a la respuesta de un organismo relacionada a un gradiente
de cualquier factor en especio y tiempo. Por ejemplo la temperatura se considera un factor
enmascarador, controlador, limitante y/o letal, porque puede influir en la migracién, en la
maduracién sexual, en el desove, en el proceso de incubacién, en el crecimiento, en la
capacidad competitiva inter e intraespecifica, asi como en la resistencia a pardsitos, a
enfermedades y contaminantes (Hoar y Randall, 1971).

En el medio natural, los organismos acuaticos reaccionan a las variaciones térmicas para evitar
las temperaturas que i)uedan influir en su sobrevivencia y reproduccién. Mediante un modelo
grafico que representa las respuestas de los organismos a la temperatura, se han caracterizado
las zonas de preferencia, de tolerancia y de resistencia térmica de muchas especies acuticas
(Brett, 1956; Fry, 1964). La resistencia térmica de un organismo se puede conocer al exponerlo
a incrementos de temperatura y observar una secuencia de respuestas de comportamiento, hasta
identificar el valor térmico del comportamiento que caracteriza a la temperatura critica maxima

(TCMax), 'que se define como la media aritmética de los puntos térmicos en los que la actividad



locomotora se desorganiza y el organismo pierde la capacidad de escapar de la condicién que lo
llevara rapidamente a la muerte, al incrementar la temperatura del agua 1 °C/min (Cox, 1974).
En los estudios del comportamiento termorregulador, la temperatura es un factor letal y se
conoce como la temperatura letal incipiente superior (TLIS), la cual limita la zona de tolerancia
donde el 50% de los organismos de una poblacion o de la muestra mueren cuando son
expuestos de 48 a 96 h a temperaturas letales (Brett, 1956; Fry, 1964).

Las respuestas de comportamiento termorregulador se utilizan como herramientas para conocer
las condiciones ambientales en las que un organismo puede llevar a cabo sus funciones
fisiolégicas optimamente, para establecer sus limites térmicos y como indicador de estrés y

adaptacion.

II. ANTECEDENTES

La temperatura es uno de los factores ambientales importantes que regula la distribucién de los
organismos acuéticos. En la naturaleza constituida por ambientes heterogéneos en espacio y
tiempo, los animales estdn expuestos a cambios térmicos frecuentes que compensan a través de
ajustes bioquimicos, neuroendocrinos y de comportamiento (Huey y Bennett, 1990).

Los organismos poiquilotermos como los peces, son extremadamente sensibles a los cambios
de temperatura y pueden elegir o seleccionar la temperatura donde sus funciones fisiologicas
operen con la eficiencia 6ptima (Crawshaw, 1977). Cuando los cambios de temperatura son del
orden de 1°C, los procesos biol6gicos se modifican hasta en un 10 %, mientras que grandes
fluctuaciones pueden alterar las rutas metabdlicas ocasionando la muerte rapida de los
organismos (Hochachka y Somero, 1984; Prosser, 1986; Cousin y Baudin, 1987).

Los organismos acuiticos compensan los efectos de la temperatura principalmente en dos
etapas: la primera involucra la regulacién de la temperatura corporal (termorregulacién) para

mantener el control de sus procesos fisiologicos, evitando temperaturas extremas; la segunda,



son las respuestas complementarias de este proceso, que involucra la reorganizacion de la
capacidad fisiologica de un organismo a través de procesos a corto plazo por aclimatacion o
aclimatizacién, y a largo plazo a través de la adaptacién evolutiva (Huey y Bennett, 1990).

La capacidad termorreguladora de un organismo puede fallar bajo ciertas circunstancias, sin
embargo, los organismos pueden amortiguar los efectos de las fluctuaciones ambientales por
ajuste de su sensibilidad térmica o de su capacidad fisiologica. Durante el proceso de la
aclimatizacion, el ajuste fisiologico puede ser metabélicamente costoso y es activado solo por
fluctuaciones ambientales, como son las asociadas con los frentes climéticos o especialmente
con cambios estacionales (Huey y Bennett, 1990).

En los animales mantenidos bajo ciertas condiciones de laboratorio, el proceso de aclimatacion
es normalmente reversible si el organismo es regresado a su temperatura original y sélo después
de un periodo de reaclimatacién. Los mecanismos que hacen posible la aclimatacién incluyen la
sintesis de diferentes isoenzimas, la utilizacién de diferentes rutas metabéliéas, la alteracion de
la tasa de sintesis y degradacion de proteinas, asi como los cambios en la composicién de la
membrana celular (Huey y Bennett, 1990).

En los peces, muchos de los procesos de aclimataci6én ocurren en un lapso de horas hasta dias e
involucran una reestructuracién biofisica y bioquimica de las células y de los componentes de
los tejidos para operar bajo el nuevo régimen térmico (Crawshaw, 1977).

Los factores ambientales como la temperatura puede limitar la presencia de una especie, por lo
que existen diferentes estudios enfocados a evaluar el efecto de las variaciones térmicas sobre
aspectos bioldgicos, ecologicos, entre otros. Por ejemplo, Morales-Bojérquez et al. (2003),
investigaron la relacion entre el reclutamiento de la sardina en la peninsula de Baja California y
la variabilidad interanual de la temperatura superficial del mar. Los cambios temporales en la
temperatura superﬁciaI del mar estuvieron asociados con los periodos de desove, asi como en la

sobrevivencia de los estadios tempranos afectando el tamafio de la clase anual de la especie.



Anthony y Fogarty (1985) estudiaron también el efecto del ambiente sobre el reclutamiento,
crecimiento y vulnerabilidad en el arenque del Atldntico (Clupea harengus) en la regién del
Golfo de Maine; sus resultados sugieren que los efectos ocasionados por la temperatura son mas
importantes en el estadio larval tardio y juvenil temprano, debido a que puede afectar la
distribucién o abundancia por predadores, asi como el tamafio de la clase anual. En este mismo
sentido Alcocer y Kelly (1987), estudiaron el efecto de El Nifio sobre la reproduccién de la
sardina Sardinops sagax en el norte de Chile. El andlisis indic6 que El Nifio afectd
principalmente la zona norte, durante los afios 1965, 1969, 1972-73 y 1982-1983. La
fluctuacion de la temperatura superficial del mar afectaron negativamente el indice
gonadosomatico y el factor de condicién causando un detrimento en las funciones reproductivas
y fisiologicas del pez.

En la sardina del Atlantico de la regién de Vigo, Espafia, Alvarez y Butler (1992) determinaron
el dia de eclosion y su posible relacion con el ambiente. En este analisis, los autores mencionan
que la eclosion ocurre durante el mes de mayo cuando las variaciones de temperatura fueron de
14.7 a 16.5 °C y las condiciones ambientales fueron las apropiadas para que las larvas tuvieran
suficiente alimento para poder crecer y sobrevivir.

El ambiente fisico (factores bioticos y abiéticos) en el habitat de los organismos no es constante
en el tiempo y ni en el espacio. Por ejemplo, un cambio en la temperatura del agua que exponga
a los organismos cerca de su limite de tolerancia puede ocasionar estrés, dafio o hasta la muerte,
pero alin cuando la variacion térmica sea menor puede influir en la capacidad fisiologica, al
afectar el crecimiento, la reproduccion y las interacciones sociales (Huey y Bennett, 1990).
Diferentes especies de peces prefieren temperaturas especificas donde probablemente las
funciones fisiolégicas se efecttian Optimamente (Fry, 1947; Brett, 1956; Crawshaw, 1977;
Tsuchida, 1995). Esta temperatura preferida (preferendum final) depende del estadio del ciclo

de vida y del habitat de los organismos (Crawshaw, 1977). En este sentido Richardson et al.
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(1994), determinaron las temperaturas preferidas y letales para ocho especies de peces de
Nueva Zelanda y caracterizaron las temperaturas letales superiores en el intervalo de 28.3 y
39.9 °C, las cuales delimitan su zona de tolerancia. Tsuchida (1995), estudio la tolerancia de 14
sspecies de peces marinos a temperaturas altas y el preferendum final para evaluar la influencia ~
de los efluentes térmicos en su héabitat.

Los estudios sobre la determinacién de la temperatura Gptima, la temperatura critica maxima y
la letal, no solo tienen importancia a nivel biolégico, sino también ecologico, debido a que un
organismo vive en un hébitat que le proporciona una temperatura apropiada para desarrollarse,
crecer v reproducirse. Cuando la muerte del organismo es la consecuencia de la interaccion de
factores limitantes, como la temperatura y otro factor que altere la tasa metabolica, las
relaciones intensidad-tiempo adquieren gran importancia. En esta relacion, la intensidad de los
factores se puede expresar como letal o subletal y en cuanto al tiempo de exposicién, puede ser
aguda o crénica, es decir, de lapsos cortos o a mediano o largo plazo (Herndndez, 1998).

La temperatura como estresor agudo o crénico puede ocasionar dafio a diferentes niveles desde
el comportamiento hasta la funcion de un 6rgano. En este sentido, Hunt y Keating (2003)
observaron el efecto de la temperatura y la viscosidad del agua en la velocidad de nado de las
larvas de Melanogrammus aeglefinus. También en Morone saxatilis se ha estudiado el efecto de
la temperatura y el estrés por confinamiento sobre los parametros sanguineos tales como la
presion osmotica, la concentracion de cortisol y de glucosa para establecer la temperatura a la
cual puede transportarse la especie (Kenneth y Parker, 1990).

Otros trabajos han déstacado la capacidad de los organismos para mantener el equilibrio interno
después de un cambio en la temperatura ambiental. La respuesta depende de la tasa de
ventilacién branquial y del flujo sanguineo, la anatomia del sistema circulatorio, la actividad, el

movimiento del agua, asi como la forma y talla de los peces, entre otros (Crawshaw, 1977,
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Hammann et a/, 1988; Huey y Bennett, 1990; Lunch-Belda ef al, 1992; De Anda et al, 1994;
Tsuchida, 1995; Lizarraga, 2002).

En otras especies se ha estudiado el efecto de la temperatura sobre la funcién cardiaca, por
ejemplo, en Lota lota (lota), Carassius carassius (carpa) y Oncorhynchus mykiss (trucha
arcoiris) se evaluo el efecto de los cambios agudos y crénicos de temperatura, la cual modifico
la contraccion cardiaca de estas especies (Titu, 2002). En Oncorhynchus mykiss también se
estudio el desempefio cardiaco en temperaturas cercanas a su limite letal superior (Farrel ef al.,
1996).

El estudio de los efectos de la temperatura sobre diferentes procesos bioquimicos, fisiolégicos y
de comportamiento ha sido ampliamente documentado en diferentes especies. Aunado a lo
anterior, también se ha evaluado el efecto de la temperatura a nivel celular y se ha utilizado a la
histopatologia como una herramienta para entender como diversos factores afectan los procesos
bioquimicos, ﬁsiolégicos y cronoldgicos de la morfologia del tejido (Hinton y Laurén, 1990).
En este sentido, Ream et al. (2003) analizaron la influencia de la aclimatacién térmica y los
cambios de temperatura sobre la motilidad de las células epiteliales de Gillichthys mirabilis,
Cyprinodon salinus, Trematomus bernacchii y Amphiprion percula; en estas especies el
movimiento de los queratocitos increment6 a medida que aumentaba la temperatura,

Los cambios observados en los organismos que experimentan exposiciones cronicas a un
estresor pueden ser en un 6rgano en particular o en una regién especifica de éste, llegando a
producir necrosis evidenciada por la morfologia del niicleo, asi como por manchas
caracterlisticas en el citoplasma (Hinton y Laurén, 1990). Algunos autores han podido observar
alteraciones ocasionadas por diversas condiciones ambientales adversas, como la
contaminacién, la presencia de pardsitos asi como los cambios morfolégicos que se llegan a
producir durante las etapas de desove y posteriores a la siembra (Snieszko, 1974; Bucher y

Hofer, 1993; Marty et al., 1998; Domitrovic, 2000).
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En los tejidos como la piel, el higado, la branquia, el rifion y el esqueleto de los peces, se han
podido caracterizar las respuestas histopatologicas ocasionadas por los agentes estresores. La
piel es un 6rgano que forma una importante interfase entre el tejido interno y el ambiente
externo, pero es muy susceptible a estresores ambientales, quiza la respuesta mas caracteristica
de este 6rgano es la produccién y secrecién de mucus (Hinton y Laurén, 1990).

El higado en los peces teledsteos tiene mas de dos l6bulos hepaticos y dos conductos que
comunican con el conducto cistico que a su vez termina en la vesicula biliar (Lagler ez al,,
1984). Este 6rgano es alimentadc por la vena y la arteria porta. La arteria hepatica y la vena
porta ingresan al higado y se ramifican dentro de pequefios vasos. Los sinusoides donde se
realiza un intercambio de sustancias entre la sangre y los hepatocitos; células que constituyen el
80 % de las células del higado y llevan a cabo muchas de las funciones de esta glandula,

Los hepatocitos de los peces a diferencia de los mamiferos, estin arreglados como tibulos o
cordones, los hepatocitos tienen su base dirigida hacia los sinusoides para el intercambio de
sustancias, asf mismo contienen un nucleo con cantidades variables de heterocromatina en la
periferia o dispersa y un nucleolo prominente (Takashima y Takashi 1995).

El higado es importante en varios aspectos de la nutricion, incluyendo la sintesis de lipidos y
carbohidratos, también estd involucrado en las respuestas de defensa contra sustancias téxicas,
debido a que es el sitio donde se realiza el metabolismo de las toxinas que ingresan al cuerpo.
Las alteraciones en la estructura del higado pueden ser usadas como un marcador que indica
una exposicién a estresores ambientales, especificamente en el niicleo y en el citoplasma de los
hepatocitos (Hinton y Laurén, 1990).

Naidu et al. (1983), encontraron las concentraciones letales y subletales de HgCl, que producen
alteraciones en el higado de Saroterodon mossambicus y se caracterizan por la congestién de las
células sanguineas en los sinusoides; por la vacuolizacién, ruptura y la degeneracion granular

de hepatocitos; por el desarrollo de edemas, necrosis y por la proliferacién de fibroblastos. Los
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cambios degenerativos como hipertrofia de los hepatocitos y su nticleo, vacuolizacién del
citoplasma, necrosis y desordenamiento de los cordones del higado se describieron en Channa
punctatus por exposicion a un insecticida agricola (Salam et al., 2001). Olojo et al. (2005)
encontraron dafios similares en Carias gariepinus aunado a la congestién de los sinusoides™y
dafio en el epitelio columnar biliar. La hipertrofia de los hepatocitos, vacuolizacién, necrosis, y
reduccién del didmetro de los hepatocitos y la inflamacién de los sinusoides fueron observados
en Mugil sp., Cyprinus carpio y Borbus sp., y se asociaron a las descargas de lindano, (el cual
es-un organoclorado liposoluble y se acumula en tejido con grasa como el higado) (Ortiz et al.,
2003). Vaschenko et al. (2003), mencionaron que el higado de Pleuronectes pinnifasciatus,
present6 vacuolizacion, necrosis, reacciones inflamatorias y necrosis de los conductos biliares
por exposicion a distintas concentraciones de metales pesados.

Stehr et al. (1998), con un andlisis de riesgo confirman que la vacuolizacion hidrépica en el
epitelio biliar e higado de Pfatichthys stellatus, Genyonemus lineatus y Lepidopsetta bilineata
aumenta con la presencia de hidrocarburos aromaticos y clorinatos en sedimentos. En Parma
microlepis se evalué el efecto del pesticida dieldrin y los residuos de DDE sobre el higado,
donde se reporta una relacion entre el porcentaje de hepatocitos con el reticulo endoplasmico
dilatado y con su desorganizacién (Tricklebank, 2000). En el higado de Gambusia affinis
expuesta a THIODAN® se observé degeneracién, hipertrofia, ensanchamiento de sinusoides,
hemorragia, nucleos picnéticos, vacuolizacion de células del citoplasma, infiltracién de
linfocitos mononucleares y congestion, alteraciones fueron dependientes del tiempo y la la
concentracion del quimico (Cengiz et al., 2001).

Las alteraciones en el higado no s6lo pueden ser causadas por contaminantes si no también por
la dieta. Por ejemplo Spisni ez al. (1998) observaron en Sparus auratus y Dicentrarchus labrax

la presencia de una esteatosis extensiva (acumulacién anormal de grasa mayoritariamente en
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forma de triglicéridos, en el citoplasma de células parenquimatosas) y una alta tasa de
mortalidad cuando fueron alimentadas con una dieta formulada. Los peces esteat6ticos
alimentados posteriormente con dieta natural exhibieron una regeneracion del higado y solo se
observaron pocas areas esteatoticas. Los autores mencionan que los teledsteos marinos al
parecer no tienen una respuesta proliferativa de peroxisomas, lo que probablemente contribuye
a la acumulacion de lipidos en el higado lo que ocasiona una esteatosis.

Los estudios ademas de enfocarse a conocer las causas y las histopatologias ocasionadas por
alteraciones en el medio natural, también consideran las condicicies de cultivo. Lopez ef al.
(2001), estudiaron la frecuencia y distribuciéon de patologias hepdticas en salmoénidos de la
region de Chile; las lesiones diagnosticadas mas predominantes fueron los trastornos
degenerativos como la degeneracion grasa y vacuolar, atrofia e hipertrofia de las células de
Kiipffer.

El rifién es otro de los érganos donde se han reportado alteraciones histopatolégicas. Este
6rgano esta compuesto morfolégicamente por tres distintos tejidos: endocrino, hematopoyético
y excretor. El tejido hematopoyético sirve como el primer 6rgano formador de sangre en
teledsteos, mientras que la porcién excretora estd compuesta de nefronas que representan la
unidad funcional individual de la parte posterior del rifién y que se encarga de la filtracion del
plasma. Las lesiones desarrolladas en el rifion pueden involucrar uno de los tres sistemas, la
destruccién del tejido puede variar de necrosis selectiva del tejido hematopoyético a necrosis o
desplazamiento de todo el rifién por proliferacion de lesiones como neoplasmas o formacion de
granulomas (Ribelin y Migaki, 1975). En Mugil sp., Cyprinus carpio y Barbas sp. se observo
necrosis tubular, descamacion del epitelio tubular del sistema renal e intensa vacuolizacién
celular ocasionada por descargas de lindano (Ortiz et al., 2003). Salam et al. (2001), observaron
en Channa puctatus vacuolizacion, ruptura de vasos sanguineos y células hematopoyéticas y

picnosis, como resultado de la exposicion a un insecticida agricola.
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En Oncorhynchus tshawytscha se observé el efecto téxico de la eritromicina cuando fue
administrada en dosis de 129 mg eritromicina kg y 3.21 g kg''. En los peces que se inyecto
una dosis de 403 y 545 mg eritromicina por kg, se observaron vacuolas mas prominentes en el
tabulo distal, asf como en el thulo proximal (Kiryu y Moffitt, 2001).

El efecto de salinidad sobre algunos tejidos también fue descrito por Olivereau y Olivereau
(1977), donde observaron los cambios histolégicos en el rifion de la anguila. En Gillichthys
mirabilis expuesta a 5 % de agua de mar, se han caracterizado dos tipos de células principales,
las células columnares y las cuboida'ss localizadas en la vejiga urinaria. Al parecer la diferencia
funcional entre los dos tipos de células se debe a que las columnares son responsables de activar
el sodio en ambientes hipoténicos (Nagahama et al. 1975).

En el rifion al igual que en el higado, también hay estudios para conocer la distribucién de
patologias. Wahli et af. (2002), realizaron una revision sobre la distribucion de la enfermedad
proliferativa del rifion (PKD) en peces silvestres y cultivados en Suiza. Las especies mas
afectadas fueron la trucha arcoiris, la trucha café y el timalo; en estos organismos, los examenes
histolégicos fueron positivos a parasitos y a PKD.

Existe una amplia informacion sobre los efectos de los cambios de temperatura sobre diferentes
procesos bioldgicos en los organismos acudticos. Kilarski ez al. (1996), estudiaron los cambios
adaptativos inducidos por aclimatacién térmica a corto plazo en la membrana interna de la
mitocondria del musculo esquelético de la carpa (Carassius carassius). También en la trucha
café (Salmo trutta f. Fario) se han utilizado a las proteinas de shock térmico, a los cambios en la
ultraestructura del higado y a las alteraciones en el comportamiento de la especie, como
biomarcadores de los efectos de la temperatura y la contaminacién (Triebskorn et al., 1997).

El efecto de la temperatura como estresor crénico y agudo se ha descrito ampliamente en los
estudios de tolerancia y resistencia térmica de los organismos acudticos. En la sardina muchos

estudios mencionan el efecto de El Nifio sobre la distribucién de la especie, su reproduccion y
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la abundancia del alimento. Sin embargo, no se conoce cual es su tolerancia y resistencia
térmica para explicar los efectos de la temperatura con base en el comportamiento
termorregulador de la especie. Por la importancia que tiene conocer las variaciones de
temperaturas que experimenta la sardina, es que en el presente trabajo se estudié la temperatura
critica méxima y la letal incipiente superior para caracterizar el limite de tolerancia y resistencia
a temperaturas altas, y ademds de evaluar el efecto del estrés térmico agudo y crénico en el

higado y el rifién de la especie.
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III OBJETIVOS

IIL.1 Objetivo General

Determinar la temperatura critica méxima y la letal incipiente superior de la sardina del Pacifico

Sardinops sagax y evaluar el efecto del estrés térmico agudo y crénico sobre diferentes tejidos.

IIL.2 Objetivos Especifico
* Conocer la temperatura critica mdxima de la sardina del Pacifico aclimatada a diferentes

temperaturas.

* Conocer la temperatura letal incipiente superior de la sardina y delimitar el limite de

tolerancia térmica.

* Describir y comparar la histologia del higado y el rifién de la sardina aclimatada a diferentes

temperaturas y expuesta a estrés térmico agudo y crénico.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1 Obtencién de 1a Muestra

Se obtuvieron dos lotes de sardinas de un afio de edad que fueron donadas por los pescadores
que venden la carnada viva para la pesca deportiva en el puerto de Ensenada. Los organismos
se colocaron en bolsas de polietileno con agua de mar saturada de oxigeno y se transportaron al
Laboratorio de Ecofisiologia del Departamento de Acuicultura del CICESE. La edad de los

organismos se obtuvo con el andlisis de los otolitos.

IV.2 Mantenimiento y Aclimatacion

Trecientos cincuenta y dos organismos se distribuyeron en cuatro estanques circulares de 500 L
a temperatura ambiente. Inmediatamente se expusieron por tres dias a un tratamiento
profildctico con oxitetraciclina, que consistié en bafios a una concentracion de 50 mg/L durante
una hora (Noga, 2000). Previo al inicio de la aclimatacién se mantuvieron por dos semanas a
temperatura ambiente. Posteriormente, se incremento la temperatura 1°C por dia hasta obtener
las temperaturas de aclimatacion (TA) de 19, 21, 23 y 25 + 1°C, en donde permanecieron por
un periodo de 20 dias.

La limpieza de los estanques se realizé diariamente con la finalidad de eliminar las heces y el
alimento remanente, asi como los peces muertos o aquellos que presentaron algin sintoma de
enfermedad. Diariamente se registrd la concentracion de oxigeno con un oximetro Y SI modelo
50-B. La temperatura del agua se mantuvo con un calentador de titanio de 1000 W conectado a
un regulador electrénico que recibia la sefial enviada por un sensor para el encendido y el
apagado del calentador (Tabla I). Los organismos se alimentaron con una dieta elaborada para
trucha (Purina No.2 y No.4 con 50% de proteina) a una tasa de alimentacion del 2.5 % de su
peso corporal dividido en dos raciones con excepcion de los organismos que fueron aclimatados

a 19 °C a los cuales se les suministro Ginicamente el 1.8 % de su peso.
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Una vez concluido el periodo de aclimatacion, se realizaron los experimentos de la temperatura
critica maxima (TCMax) vy letal incipiente superior (TLIS), asi como las disecciones de los
organos para el andlisis histolégico de los organismos del grupo control (peces que no
experimentaron estrés térmico) y los que se expusieron al estrés térmico agudo (TCMax) y

cronico (TLIS).

Tabla 1. Valores de la temperatura y concentracion de oxigeno registrados durante el periodo de
aclimatacion de Sardinops sagax. Media = desviacion estandar.

Temperatura de Temperatura Concentracion de Oxigeno
Aclimatacion (°C) °0) (mg O,/1)
19 18.97 £0.3513 7.68 +0.8240
21 20.90 £ 0.4202 6.82+1.1490
23 22.88 + 0.6340 6.71 +£1.1032

25 24.85 +£0.6488 6.60 £1.0784

IV.3 Temperatura Critica Maxima

Entre las respuestas de estrés térmico agudo, la temperatura critica méxima (TCMax) se ha
identificado en los peces con el inicio de los espasmos musculares o con la pérdida del
equilibrio (Paladino er /., 1980). En este trabajo se realizaron ensayos preliminares para
caracterizar las respuestas de la sardina por estrés térmico ascendente. Se registrd la
temperatura en la que se identificaron las respuestas de estrés térmico, aumento de actividad
(AA), espasmos musculares (EM) y pérdida de equilibrio (PE). Una vez que las respuestas
fueron identificadas, se utilizo un acuario de 56 L que contenia 21.5 L de agua de mar y un
calentador de 1000 W sujeto a una piedra de aireacién, con la finalidad de difundir el calor
homogéneamente. El experimento se inici6 con el agua a la misma temperatura de aclimatacién

y con dos organismos de 16 cm de longitud total y aproximadamente 35.8 g de peso. El
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incremento de la temperatura de 1 °C min™ se inici6 después de 20 minutos para disminuir el
efecto del estrés ocasionado por el manejo. Este experimento se repitio seis veces para cada
temperatura de aclimatacién (n=12). En cuatro organismos donde se observé la respuesta de
PE, se disecaron el higado y el rifién para evaluar los cambios merfologicos producidos por el
efecto del estrés térmico agudo.

1V.4 Temperatura Letal Incipiente Superior

Para conocer la temperatura letal incipiente superior (TLIS) se utilizé el procedimiento de
Kilgour et al. (1985). Los peces (n=6/acuario) se colocaron en una serie de acuarios con
diferentes temperaturas y se registré el tiempo en el que murié el 50% de los organismos. Las
temperaturas experimentales de cada condicion se establecieron con la diferencia del intervalo
térmico utilizado para la aclimataci6n (19-25 °C), es decir los 6 °C de diferencia se sumo a cada
TA y de acuerdo a la resistencia de los organismos se decidié incrementar o disminuir 1 °C
(Tabla II).

Tabla II. Temperaturas experimentales a las cuales se expuso abruptamente S, sagax,

aclimatada a cuatro temperaturas para conocer el valor de la TLIS. (TA, temperatura de
aclimatacion).

TA (°C) Temperaturas experimentales (°C)
19 23 24 25 26 27
21 25 26 27 28 -
23 26 27 28 29 ---
25 27 28 29 30 -

Se utilizaron cinco acuarios de 56 L con un flujo continuo de agua de 120 ml/min, para que el
volumen total se recambiara aproximadamente cuatro veces en 24 h. La aireacion fue continua
y la temperatura del agua de los acuarios se mantuvo con calentadores de inmersién de 1000W

que estuvieron conectados a un regulador electronico que fue calibrado con el flujo continuo de
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agua y que mantuvo las temperaturas experimentales constantes. Ademés se coloco al azar un
termégrafo que fue programado para que registrara la temperatura experimental cada cinco y 30
minutos, mostrando una variacion de 0.1 a 0.3 °C. En cada acuario se colocaron seis
organismos con un peso y longitud promedio de 39.44 + 4.81 g y 15.74 £ 0.51 cm,
respectivamente. En estas condiciones se mantuvieron de 48 a 96 h registrdndose el tiempo
inicial en el momento en que se introdujeron los organismos y el instante en el que se produjo la
muerte de cada pez. La letalidad de las temperaturas experimentales en el limite superior de la
zona de tolerancia, se expres6 como el tiecmpo medio de muerte. Es importante mencionar que
en estos experimentos no hubo replicas debido a que no se contaba con los peces necesarios.

La TLIS de las sardinas aclimatadas a las diferentes temperaturas se calculé con el reciproco
del tiempo medio de muerte para obtener la tasa de morticidad, la cual es utilizada para predecir
el efecto letal acumulativo de un régimen de temperaturas fluctuantes a partir de los resultados
de experimentos a temperaturas constantes. Para la prediccién de la TLIS se utiliz6 el modelo
de Kilgour et al. (1985), que explica la relacion entre el tiempo medio de muerte y la
temperatura experimental mediante la siguiente ecuacion:

1L R Wl S A0 ) RN ),

donde m(T) es la tasa de mortalidad, K es una constante, T es la temperatura experimental, Tc,
es la TLIS y n con valores de 2.7, 2.0 y 1.8, es el pardmetro de linealizacion de la relacién. La

' es el proceso de extrapolacién a cero tasa de morticidad, que

ecuacion muestra que m(T)
puede ser linealizado para conocer el valor predicho de la TLIS. A cada uno de los organismos
que murieron por la exposicion a las diferentes temperaturas letales se le disecé el higado y el

rifion para su anélisis histologico.
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1V.5 Histologia

Para los analisis histolégicos, el rifion se utilizé completo y del higado solo la parte anterior

para evitar la contaminacion con la vesicula biliar y sus ductos (Lagler et al., 1984).

Cada uno de los 6rganos disecados se colocd en una caja de pldstico para histologia (Tissue-Tec
Fisher) previamente etiquetada. Las muestras fueron fijadas en formol al 10% por un periodo de
24 horas, osteriormente se cambiaron a alcohol al 70 %. Hste proceso de fijacion minimiza las
alteraciones postmortem por precipitacion o coagulacion de las protefnas celulares, al mismo
tiempo que endurece los tejidos (Estrada et al., 1982). Después de la fijacién de los 6rganos,
éstos se expusieron a un proceso de deshidratacion utilizando una serie ascendente de
soluciones de alcohol en un procesador de tejidos automdtico 6 Histokinette marca Leica
(modelo TP1040) para que la sustancia de inclusién penetrara bien en los tejidos (Tabla III). El
proceso de deshidratacion tuvo una duracién de 24 horas, posteriormente, las muestras fueron

incluidas en parafina utilizando un incluidor Leica EG1160.

En un microtomo rotatorio marca American Optical (modelo Spencer 820) se realizaron cortes
de 4pm de espesor de los diferentes tejidos, colocando tres cortes en cada portaobjetos para ser
tefiidos con la técnica hematoxilina-eosina (H-E), que permite observar los dafios en células y
tejidos. El montaje permanente del tejido se hizo con resina sintética (Cytoseal). Finalmente, las
laminas histolégicas se revisaron en un microscopio Zeiss (modelo AXIOLAB) con el fin de

evaluar y describir el dafio asociado al estrés producido por la temperatura.
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Tabla III. Serie de alcoholes utilizados en el proceso de deshidratacién de los tejidos
hepético y renal de S. sagax.

Reactivo Tiempo (horas)
Alcohol al 80 % 2
Alcohol al 80 %
Alcohol al 96 %
Alcohol al 96 %
Alcohol al 100 %
Alcohol al 100 %

Alcohol-Cloroformo
Cloroformo al 100 %
Cloroformo al 100 %

Cloroformo-Parafina

Parafina

RN N NN NN NN NN

Parafina

IV.6 Procesamiento de Datos

A los datos del estrés térmico agudo se les aplicé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para
comprobar normalidad, y un anélisis de varianza (ANOVA) para conocer si el efecto de la
temperatura de aclimatacién sobre las respuestas medidas es estadisticamente significativo con
un o de 0.05 (Zar, 1984). Para el procesamiento de los datos se utilizaron los programas
Statistical y Sigmastat. En el caso de los datos de estrés térmico crénico se utilizé el modelo de
Kilgour et al. (1985) y el programa SPEARMAN-KARBER para constatar que el valor de la
temperatura letal observado en la sardina pueda ser predicho con estos modelos propuestos para

peces y con estudios de contaminantes.
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V. RESULTADOS

V.1 Sobrevivencia

El porcentaje de sobrevivencia de la sardina durante el periodo de aclimatacion a las
temperaturas de 19, 21, 23 y 25 °C fue del 98.8, 94.3, 92.1 y 49 %, respectivamente. Para el
segundo grupo de organismos que fueron aclimatados a las mismas temperaturas, la
sobrevivencia fue mayor al 95 % en 19, 21 y 23 °C, excepto en 25 °C (88.9 %). En la
temperatura de aclimatacion mads alta, la sobrevivencia fue mayor en un 39.9 % en el segundo
grupo. Esto se puede atribuir a que e’ segundo grupo después del tratamiento profilactico, se
mantuvo por dos semanas a temperatura ambiente para que los organismos se recuperaran del
estrés provocado por la colecta y el transporte, ademds de que durante este tiempo, los
organismos aceptaron al 100 % el alimento que consistio de una dieta elaborada para trucha con
un 50 % de proteina (proporcionado también al primer grupo); posteriormente se inicié con la
aclimatacion.

V.2 Temperatura Critica Maxima (TCMax)

Durante el proceso de calentamiento (1°C min™), las respuestas de estrés térmico observadas en
la sardina: fueron nado de lado (NL), aumento de actividad (AA), espasmos musculares (EM),
nado vertical (NV) y pérdida del equilibrio (PE). Tomando en cuenta el criterio de
Lutterschmidt y Hutchison (1997), el anélisis de varianza se aplicé a los datos de la temperatura
en donde se observaron las respuestas de aumento de actividad, los espasmos musculares y la
pérdida del equilibrio de cada organismo; las diferencias fueron estadisticamente significativas
(P< 0.05).

Cuando se compard la respuesta de AA de las sardinas no se encontraron diferencias
significativas entre 21 y 25 °C, ni en 19 con 23 °C, la diferencia térmica fue de 0.4 y de 0.5 °C,
respectivamente. En el caso de las TA de 19y 21°C, la respuesta de AA tampoco fue diferente y

estn separadas por 1.7 °C. En el caso de las respuestas de los EM, las diferencias fueron
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significativas solo en 19 °C con 21 y 25 °C. La tendencia de la respuesta es a incrementar en
funcion del aumento en la TA, y este comportamiento se pudo apreciar en el intervalo de 29 a
31 °C. La PE de los peces se observé en el intervalo térmico de 30.7 a 32.2 °C y las diferencias
fueron significativas, excepto entre la TA de 21 y 23 °C, con una diferencia de 0.2 °C (Figura
3). Considerando los EM y la PE puedan caracterizar a la TCMazx, estas respuestas en la sardina
estan separadas por 1.5°C en los peces de la TA de 21°C, 1.7°Cenlas TAde 19y 25°C y 2.3
°C en la TA de 25 °C. El coeficiente de determinacién (R*) que explica la relacién entre la

respuesta de PE que caracteriza a la TCMax y la TA fue mayor al 95%.

Respuestas de estrés térmico

32 |
31 |
30 |
29 |
28 |
17 19 21 23 25 27

Temperatura de aclimatacién (°C)

Figura 3. Respuestas de estrés térmico en las sardinas aclimatadas a diferentes temperaturas. (0,
EM) espasmos musculares y (o, PE) pérdida del equilibrio. Media + desviacion estandar.

V.3 Temperatura Letal Incipiente Superior (TLIS)

En los organismos que experimentaron estrés crénico se pudieron apreciar las mismas
respuestas que en los peces expuestos al estrés térmico agudo. En estos experimentos, la
observacién de estos comportamientos varié en funcion de la temperatura de aclimatacién y del

tiempo de exposicion. En los peces de todas las temperaturas experimentales se observé el
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aumento de actividad, pero los espasmos musculares y la pérdida del equilibrio se apreciaron
por periodos mas prolongados. Ademas de estas respuestas, los organismos también exhibieron
mayor produccion de mucus, descamacion y hemorragia corporal,

En cada temperatura de exposicién o experimental, el 50% de 1z mortalidad ocurrié en diferente
tiempo. En los organismos aclimatados a 19y 21 °C que experimentaron un shock térmico de 4
°C la mortalidad del 50 % se produjo a los 1252 y 610 min respectivamente. Al parecer los
organismos aclimatados a 19 °C toleran un cambio de temperatura mayor y disminuye en
funcion del incremento en la temperatura de aclimatacion. Sin embargo las sardinas aclimatadas
a 25 °C toleran la mayor temperatura de exposicién (27 °C) donde el 50% de mortalidad se
observé a los 216 min. (Tabla IV). Aunque estos experimentos normalmente tienen una
duracién de 72 a 96 horas, se pudo observar que los organismos no toleran més de 20 horas de
exposicion a temperaturas subletales.

Tabla IV. Tiempo (min) donde el 50% de la muestra experimental de S. sagax murié después de
ser expuesta a diferentes temperaturas.

Temperatura de Temperaturas Experimentales (°C)
Aclimatacioén (°C)

23 24 25 26 27 28 29 30
19 1252 749 730 698 F9 e s
¥ s e 610 453 454 E s .
px T e— 470 279 231 oi: ¢ S
25 e e emeen e 216 215 120 92

El valor de la TLIS fue calculado utilizando la tasa de morticidad y con el reciproco del tiempo
de muerte a un valor de n = 1.8 y 2.7, que es el pardmetro de linealizacién. La TLIS de los

organismos aclimatados a 19 °C a cero tasa de morticidad fue de 22.3 °C y para 21, 23 y 25 °C
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fue de 20.2, 15.2 y 22.8 °C, respectivamente. El coeficiente de determinacién de la regresién de
los modelos fue del 78 % en la TA de 19 °C y mayor al 80 % para la TA de 21, 23 y 25 °C

(Figuras 4 a 7).

Los valores de la TLIS estimados con el modelo de Kilgour et al. (1985) no se aproximan al
valor encontrado experimentalmente (23, 25, 26 y 27 °C), excepto para la TA de 19 °C donde el
observado fue de 23.3 °C y el predicho de 22.3 °C. La diferencia entre la TLIS observada y
calculada en los organismos aclimatadis a 19 °C es de 0.7 °C mientras que en la TA de 21, 23 y
25 °C es de 5.3, 11 y 4.3 °C. Considerando que la TLIS estimada con el modelo debe estar
acorde al valor observado dentro de 0.5 a 1°C como se ha demostrado en varias especies de
peces, para este caso en particular no se cumple, motivo por el cual es pertinente que el estudio
de la temperatura letal para la sardina se fortalezca con las repeticiones necesarias para estimar

la variabilidad de la respuesta dentro de la zona de tolerancia de la especie.

f TA 19 °C

0.1 ] m(T) = 0.0158 - 0.3535

0.09 - TLIS = 22.3 .
0.08 -

0.07
0.06 -
0.05 -
0.04 -
0.03 *

0.02 - s
0.01 -~
0 T T T T [} 1
22 23 24 25 26 27 28

Temperatura experimental (°C)

Tasa de morticidad m (T

Figura 4. Temperatura letal incipiente superior de S. sagax aclimatada a 19 °C
determinada con el modelo de Kilgour et al. (1985) con el valor de linealizacion de 1.8.



TA 21 °C
m(T) = 0.0057 - 0.1156
E 0.05 - TLIS =202 o
g
E 0.04
L
'8 0.03 - .
g 0.02 ~
9
g 0.01 -~
E_‘ O T T T T 1
24 25 26 27 28 29 |
Temperatura experimental (°C)

Figura 5. Temperatura letal incipiente superior de S. sagax aclimatada a 21 °C

determinada con el modelo de Kilgour et al. (1985) con el valor de linealizacién de 1.8.

TA 23 °C
6 0.16 + m(T)=0.01 - 0.1523
E 0.14 - TLIS=15.2
:g ] S * )
g o2
0.1 - B
g 0.08 -
L 0.06 -
g 0.04 -
=~  0.02 -
0 - : ‘ . ] |
25 26 5 28 29 30

Temperatura experimental (°C)

Figura 6. Temperatura letal incipiente superior de S. sagax aclimatada a 23 °C

determinada con el modelo de Kilgour ef al. (1985) con el valor de linealizacién de 2.7.

28
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| TA 25°C
0.09 + m(T)=0.0111-0.254
0.08 - TLIS=228
B 0071
'8 0.06 -
T 0.05 -
% 0.04
4 0.03 ~
g 0.02 ~
5 0.01
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| Temperatura experimental (°C)

Figura 7. Temperatura letal incipiente superior de S. sagax aclimatada a 25 °C
determinada con el modelo de Kilgour ef al. (1985) con el valor de linealizacion de 1.8.

La temperatura letal también se determiné utilizando el programa SPEARMAN-KARBER
(LC50) (Hamilton y Thurston, 1977), el cual se utiliza cuando se trabaja con diferentes
concentraciones de compuestos quimicos. En este caso como los estudios para conocer las
temperaturas letales 50 tomaron como base los criterios establecidos en los experimentos de
dosis letales 50 (DL50), con este programa la temperatura letal para los organismos aclimatados
a 19 °C fue de 22.6 °C y, para las TA de 21, 23 y 25 °C, fue de 24.6, 25.8 y 26.6 °C,

respectivamente (Tabla V).

La diferencia entre los valores de la TLIS obtenida con este método y la observada fue de 0.7,
0.4y 0.5 °C. En los organismos aclimatados a 19 °C, el calculo se hizo con un tiempo de 48
horas y no en las primeras 12 horas como en las TA restantes, debido a que el 50% de
mortalidad en las temperaturas experimentales de 23 y 24 °C se produjo a un tiempo mayor. La

comparacion de la TLIS con el método de SPEARMAN para las sardinas aclimatadas a 19 °C
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fue el tinico valor que se pudo comparar con el modelo de Kilgour et al. (1987) y la diferencia

fue de 0.7 °C.

Tabla V. Valores de temperatura letal obtenidos por el método SPEARMAN-KARBER para
Sardinops sagax aclimatada y expuesta a diferentes temperaturas.

Métodoo SPEARMAN-KARBER
Quimico: Temperatura Especie: Sardinops sagax
TA (°C) Concentracion

19 23.0 24.0 25.0 26.0 27.0

21 24.0 25.0 26.0 27.0 28.0

23 25.0 26.0 - 27.0 28.0 29.0

25 26.0 274 28.0 29.0 30.0
Numero de org. 6 6 6 6 6
Duracién: 12 hr.

TA TLO TLS50 Limite inferior 95% Limite superior 95%

19 23.3 25.6 250 26.2

226 |

21 25.3 24.6 24.3 24.9

23 26.2 25.8 254 26.2

25 27.1 26.6 26.3 26.9

El valor subrayado fue calculado a las 48 horas.

V.4 Histologia de Higado y de Riiién

En las preparaciones histolgicas de cortes transversales de higado de Sardinops sagax, se
observé que el arreglo lobulillar caracteristico de los vertebrados no esta presente. Ademas de
no mostrar este arreglo se encontraron diversas alteraciones las cuales fueron de menor a mayor
grado, de acuerdo a la temperatura a la cual fueron expuestas.

En las preparaciones de los organismos. aclimatados a 19, 21, 23 y 25 °C y que nd fueron
expuestos al estrés térmico ascendente, se observo el arreglo normal de los hepatocitos, asi
como la presencia de células sanguineas y hepatocitos vacios (Figura 8). En algunos casos el
tamafio del micleo aument6 de 6.8 p (19 °C) a 7.5 p (25 °C); en el nucleolo también se observo

un aumento de 2.5 . (19 °C) a 5 p (25 °C).
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En Sardinops sagax se observo la forma tipica del rifién de tele6steos que consta de una parte
cefalica, media y caudal. En las preparaciones histologicas de cortes longitudinales de este
6rgano se logré localizar la porcion cefilica distinguiéndose por el tejido linfoide, mientras que
la porcién media se evidencio por ser la zona con la mayor presencia de glomérulos.

En las preparaciones de los organismos aclimatados a 19, 21, 23 y 25 °C y que no fueron
expuestos al estrés térmico se observaron centros melanomacréfagos, y las estructuras que
conforman a la nefrona como son los timulos renales y el corpusculo renal que esta formado
por el gizinérulo y rodeado por la capsula de Bowman la cual esta formada por una pared de
células planas (Figura 9).

V.4.1 Estrés Térmico Agudo

En los organismos que experimentaron el estrés térmico agudo, microscépicamente, en algunos
higados se observaron hemorragias. Asi mismo, algunos higados tenian la apariencia de estar
macerados. En las preparaciones de estas muestras se encontré: a) modificacién en el tamafio de
los hepatocitos, los més pequefios se observaron en la TA de 19 °C (11.5 u de diametro), asi
como b) hepatocitos vacios y presencia de células sanguineas. En el higado de las sardinas
aclimatadas a 25 °C se observaron infiltraciones de células sanguineas, pérdida de delimitacién
celular en los hepatocitos y zonas de necrosis (Figura 10). Ademds se encontraron nucleolos
grandes (3.5 ) que no se observaron en los hepatocitos de las sardinas de las otras temperaturas
de aclimatacion.

En los cortes del rifion de los organismos expuestos al estrés térmico agudo se observaron
centros melanomacréfagos, el espacio intercapsular fue mayor al observado en los organismos
control (19°C), también se identificaron glomérulos retraidos (21 °C), glomérulos con restos

celulares y glomerulos vacios (23 y 25 °C) (Figura 11).
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V.4.2 Estrés Térmico Cronico
El higado de los organismos expuestos a las temperaturas letales tenfa una apariencia grumosa y
coloraciones desde café palido hasta verdoso. Microscopicamente, las alteraciones encontradas
en las preparaciones de los organismos de cada temperatura de-aclimatacion y expuestos a
diferentes temperaturas experimentales fueron las siguientes:

a) Vacuolizacién (Vac): se conoce también como transformacién hidropica y es una

cavidad celular y se caracteriza por la formacion de vacuolas multiples en el citoplasma.

b) Cambio en el diametro del hepatocito (CDH)

c) Niucleos grandes (NG): aumento en el volumen o tamafio nuclear.

d) Picnosis (Pic): condensacion de la cromatina.

e) Apoptosis (Ap): fragmentacion de la cromatina.

f) Necrosis (Nec): muerte celular o estado final en el dafio celular irreversible.

g) Cariolisis (car): disolucién del nicleo.

h) Presencia de melanomacrofagos (MM)

i) Coagulacion (Coag)

j) Foco de infeccién bacteriana (FIB)
Algunas de estas alteraciones, como apoptosis, picnosis y necrosis se observaron también en los
cortes de higado de los organismos expuestos al estrés térmico agudo, sdlo que en los peces
expuestos a las temperaturas letales, las alteraciones fueron de menor a mayor grado, conforme
aumentaba la temperatura experimental y el tiempo de exposicion.
En los organismos aclimatados a 19 °C y que fueron expuestos a 23°C, sdlo se observéd
vacuolizacion (Figura 12) y, a partir de la temperatura experimental de 24 a 27 °C, ademds de la
vacuolizacion se observaron cambios en el tamafio del hepatocito, modificacién en el tamafio
del ntcleo y nucléblo, asf como picnosis, apoptosis, necrosis, disolucién del niicleo y centros

melanomacrofagos; estos tiltimos no se observaron en el tejido de los peces expuestos a 23 y 27



33

°C. En el tejido hepético de los organismos aclimatados a 21 °C y expuestos a estrés cronico se
observaron las alteraciones antes mencionadas excepto picnosis, disolucién del micleo y centros
melanomacrofagos (Figura 13). En los peces expuestos a estrés cronico y aclimatados a 23 y 25
°C se encontrarca las mismas alteraciones, asi como heterofilia, coagulacién y focos de
infeccion bacteriana (Figura 14) (Tabla VI).
Las alteraciones en el rifién de la sardina expuesta a las diferentes temperaturas experimentales
fueron:

A) Necrosis tubular-{NT)

B) Necrosis glomerular (NG)

C) Centros melanomacréfagos (MM)

D) Picnosis (Pic)

E) Apoptosis (Ap)

F) Focos de infeccién bacteriana (FIB)

G) Coagulacién (Coag)

H) Vacuolizacion (Vac)

I) Degeneracion epitelial de los tibulos (DET)

Algunas de estas alteraciones como necrosis, apoptosis y focos de infeccién bacteriana se
observaron también en cortes de higado y, al igual que en éste organo, en el rifién las
alteraciones resaltan conforme aumentaba la temperatura experimental y el tiempo de
exposicién. La degeneracion tubular y glomerular, la necrosis tubular y glomerular,
picnosis, la coagulacion, la vacuolizacion, los centros melanomacréfagos y la apoptosis, se
observaron en el tejido renal de las sardinas en todas las condiciones de aclimatacion

(Figural5-16). Sin embargo, la presencia de focos de infeccién bacteriana se observé solo
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en el intervalo de aclimatacion de 19 a 23 °C, los vasos sanguineos dilatados sélo se vieron

en los organismos expuestos a 23 y 24 °C que habian sido aclimatados a 19 °C (Tabla VII).

Tabla VI. Alteraciones en el tejido hepatico de S. sagax aclimatada a cuatro iemperaturas y
expuesta a estrés térmico cronico. TA, temperatura de aclimatacién; TE, temperatura
experimental.

Alteraciones

Vac. MTH MTN MTn Pic Ap Nec. DPN Het. MM Coag. FIB

TA. TE (@ (o) () (d () () (g9 () (i) @ ( (1)
19 ¢ % . f - . - - - - - ; -
23 * - - - * ¥ * ¥ - _ - M
24 * * L # * * * * - * u %
25 * * * * * * * * & * = =
26 * * * * W * * * _ * = .
27 * * * * ¥ * * * - _ - _
21 c - - - - - - - - - - - -
25 * * * * 2 * * B _ _ _ -
26 * * * * - * * - - - "
27 * #* * * B * * _ - - . *
28 * * * * _ * * » o - = -
23 c - - - - - - - - - - - -
26 * * * * * * * i * * * *
27 * * * * * * * - * * * *
28 #* * * * * * * _ * * * *
29 * * * * * * * _ * * * *
25 c ® - # * = 5 - -
27 * _ * * * * * * * * * W
28 * = * * * * * * " * * *
29 * - * * * * * * * * * *
30 £ - * * * * * * * * * *

C, organismo control; *, presencia; - ausencia
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Tabla VII. Alteraciones en el tejido renal de S. sagax aclimatada a cuatro temperaturas y
expuesta a estrés térmico cronmico. TA, temperatura de aclimatacion; TE, temperatura

experimental.

Alteraciones

NT NG MM Pic Ap- FIB Coag Vac DET

T.A. TE (@) (b) (d) (e) (9) (h) () @ (k
19 ¢ - . * % - . . - -
23 * = = * * * * * *
24 * > * * * - * * *
25 * * * * * * * * *
26 * * * * * - * * *
27 * * * * * - * # *
21 c . 8 . . i . * z
25 * * * * * * * * *
26 * * * * * - * * *
27 * * * * * - * * *
28 * * * * * - " * *
23 ¢ - a 5 a 5 . % 2 %
26 * * * * * - * - *
27 * * * * * - * - *
28 * * * * * * * - *
29 * * * * ¥ * * - *
25 ¢ 2 . . . a . - % .
27 * * _ * * * * . *
28 * * - * * * #* - *
29 * * - #* * #* * - *
30 * * . * * * * - *

C, organismo control; *, presencia; -, ausencia
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Organismos Aclimatados

Figura 8. Corte transversal de higado de S. sagax aclimatada a diferentes temperaturas. A) se
observan la formacion de cordones hepéticos (H), sinusoides (S), 500X; B) hepatocitos (H) y
células sanguineas (CS), 500X y C) hepatocitos vacios (HV), 1250X H-E.
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Organismos Aclimatados

| : I ! K
Figura 9. Corte longltudmal de rifién dc S sagax aclimatada a diferentes temperaturas. A) se
observa el tejido hematopoyético (TH), timulos renales (T) y centros melanomacréfagos (CM),
B) vacuolas en los tibulos renales (VT), centros melanomacrofagos (CM) y C) tabulos renales
(T), glomérulos (G) y tejido hematopoyético (TH), 500X H-E.
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Histologia de Sardinops sagax (estrés térmico agudo)

Rl i) DR S EA YN B

Figura 10. Corte transversal de higado de S. sagax expuesta a estrés térmico agudo. A) se
observan hepatocitos vacios (HV), células sanguineas (CS), B) desarreglo de hepatocitos (DH),
C), hepatocitos vacios (HV), células sanguineas (CS), 500X y D) necrosis en todo el tejido

(NT), infiltracién de células sanguineas (IC), asi como pérdida de delimitacién celular (PDC),
1250X H-E.
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Histologia de Sardinops sagax (estrés térmico agudo)

e
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Figura 11. Corte longitudinal de rifién de S. sagax expuesta a estrés térmico agudo. A) se
observan centros melanomacrofagos (CM), la luz en thbulos renales (LT), el espacio
intercapsular de Bowman (EB) en el glomérulo aumenta B), glomérulo retraido (GR), niicleos
picnoticos (NP) y restos celulares, C) glomérulo retraido, con restos celulares (RC) y vacio
(GV) y D) nucleos picnoticos, glomérulo retraido y centro melanomacréfago, S00X H-E.
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Histologfa de Sardinops sagax (estrés térmico cronico)

Figura 12. Corte transversal de higado de S. sagax aclimatada a 19 °C y expuestas 23.3 °C. A)
se observa hepatocito con nicleos apoptoticos (A), vacuolas (V); B) foco de infeccion
bacteriana (FIB) y C) hepatocito con nicleo picnotico (NP),1250X H-E.



41

Histologia de Sardinops sagax (estrés térmico cronico)

Figura 13. Corte transversal de rifion de S. sagax aclimatada a 21 °C y expuesta 25.3 °C. A) se
observan foco de infeccion bacteriana (FIB), desorganizacion celular (DC); B) ntcleos
apoptoticos (A) y nucleos picnoticos (P) y C) necrosis (N) y nucleos apoptoticos, 1250X H-E.



Histologia de Sardinops sagax (estrés térmico crénico)

Figura 14. Corte transversal de higado de S. sagax aclimatada a 23 y 25 °C y expuestaa 26.2 y
27.1 °C. A) se observa desorganizacion celular (DC), niicleos grandes (NG); B) foco de

infeccién bacteriana (FIB); C) apoptosis (A) y D) apoptosis, necrosis (N) y vacuolas (V),
1250X H-E.

42
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Histologia de Sardinops sagax (estrés térmico cronico)

Figura 15. Corte longitudinal de rifién de S. sagax aclimatada a 19 y 21 °C y expuesta a 23.3 y
25.3 °C, respectivamente. A) se observa centro melanomacrofago (CM), restos celulares (RC) y
foco de infeccion bacteriana (FIB); B) centros melanomacrofagos y restos celulares; C)
glomérulos retraidos (GR), niicleos picnoticos (NP) y D), necrosis de todo el tejido (NT),
1250X H-E.
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Histologia de Sardinops sagax (estrés térmico croénico)

Figura 16. Corte longitudinal de rifion de S. sagax aclimatada a 23 y 25°C y expuesta a 26.2 y
27.1 °C, respectivamente. A) se observa nucleos apoptoticos (A), restos celulares (RC); B)
perdida de tejido hematopoyético PTH, corpusculo renal vacio (GV) y centros
melanomacréfagos (CM); C) nicleos picnoticos, centros melanomacrofagos y D) dareas
necroticas de todo el tejido (NT), 1250X H-E.
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VI DISCUSION

Las fluctuaciones en el régimen de temperatura de muchos ecosistemas terrestres y marinos han
sido asociadas a las oscilaciones en el clima. Las consecuencias de dichas oscilaciones en
muchos de los ecosistemas marinos, incluyen cambios en el tiempo de reproduccion de los
organismos, asi como en los sucesos de reclutamiento, crecimiento, mortalidad y, finalmente
cambios en la distribucion geogréfica de las especies (Portner, 2002).

La temperatura ejerce un fuerte control en el metabolismo de los organismos acuaticos debido a
que, en la mayorfa de ellc: la temperatura del medio circundante, es similar a la interna, por lo
que su actividad es afectada forzandolos a que se adapten al ambiente que los rodea mediante
ajustes en sus mecanismos bioquimicos, fisiologicos y de comportamiento (Hill, 1980; Pinet,
1998).

En el presente estudio se evaluaron las respuestas de Sardinops sagax aclimatada a diferentes
temperaturas y expuesta a un incremento paulatino de temperatura, observando dos respuestas
més de las descritas por Paladido et al. (1980); la respuesta de nado de lado seguido por el
aumento de actividad, los espasmos musculares, el nado vertical y la pérdida del equilibrio.
Paladino et al. (1980), Prosser y Nelson (1981), Herndndez (1998) y Del Rio (2004),
observaron las respuestas de aumento de actividad, los espasmos musculares y la pérdida del
equilibrio en Carassius auratus, Poecilia sphenops y Oreochromis mossambicus. De acuerdo
con Proser y Nelson (1981), estas respuestas son inducidas por el enfriamiento o calentamiento
del cerebro, particularmente cuando se trata del aumento de actividad y la pérdida del
equilibrio. Ademds, mencionan que comportamientos similares han sido observados en
insectos, cangrejos y mamiferos. En los peces de agua dulce como Salvelinus alpinus y Salmo
trutta las respuestas observadas han sido el aumento de actividad, la pérdida de equilibrio y los
movimientos operculares (E'Hiott y Elliott, 1995; Lowe y Vance, 1955), mientras que en

Nirosaurus ornatus se observé la desorganizacién o la pérdida de la habilidad para escapar de
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esta condicién. Luttersmidt y Hutchinson (1997), realizaron una prueba de ¢ con datos de 34
especies para determinar la diferencia significativa de la media, la varianza y la desviacién
estdndar, asociadas con las respuestas de los espasmos musculares y la pérdida del equilibrio,
Los resultados mostraron mayor significancia para la respuesta de espasmos musculares que
para la pérdida del equilibrio, por lo cual, sugieren que los espasmos musculares son mas
significativos que la pérdida del equilibrio porque tienen mayor precisién y relevancia
fisiolégica, sin embargo, sugieren que ambas respuestas deben ser medidas.

En Sardinops sagax se observaron cinco respuestas, sin embargo, se consideraron el aumento
de actividad, los espasmos musculares y la pérdida del equilibrio debido a que fueron los
comportamientos que se observaron en todos los organismos; la conducta de nado de lado se
vio en un 14.5 % y el nado vertical en un 22.9%. Tomando en cuenta el anélisis realizado por
Luttersmidt y Hutchinson (1997), se¢ pueden tomar otras respuestas solo si éstas son
visiblemente identificadas; en este estudio el nado de lado y el nado vertical fueron
evidentemente caracterizadas, sin embargo, en la muestra analizada no todos los organismos las
presentaron por lo que la respuesta que ejemplifica a la TCMax de la sardina es la pérdida del
equilibrio (PE).

El estrés térmico ascendente desencadena una serie de comportamientos en la sardina, con los
cuales se observo un incrementé en su resistencia térmica en funcién del aumento en la
temperatura de aclimatacion. Esta relacion fue mas evidente en la respuesta de la PE que
caracteriza al TCMax y que se observé en el intervalo de 30.7 a 32.2 °C.

Tsuchida (1995), reporté para Sardinops melanostictus una TCMax de 30.9 y 33.6 °C con
temperaturas de aclimatacién de 20 y 26 °C, respectivamente. Al ignal que en este trabajo, la
pérdida del equilibrio se utilizé para caracterizar a la TCMax. La diferencia de 0.8 °C en la
TCMax de la sardina S. melanostictus se puede deber a que el incremento de la temperatura fue

a una tasa de 5 °C por hora, lo que permite a los organismos resistir temperaturas mas altas.
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Aunque el intervalo de temperatura de aclimatacién es similar al utilizado en el presente
trabajo, los valores de TCMax de S. melanosticus y S. sagax son diferentes, lo cual no sélo se
puede atribuir a la temperatura de aclimatacién o a la tasa de calentamiento, sino a la
temperatura estacional y a su distribucion geografica, reflejando asi. la amplitud de las
fluctuaciones de temperatura en el hébitat de la especie (Portner, 2002). Sin embargo, es
importante mencionar que la resistencia térmica de los organismos no sélo se modifica por la
temperatura de aclimatacion, sino también por otros factores como el fotoperiodo, los ciclos
estacionales, el pH, la salinidad, la dieta y el estatus reproductivo (Lutterschmici y Hutchinson,
1997), en el caso particular de la sardina la resistencia térmica observada se atribuye al efecto
de la temperatura de aclimatacion.

La relacion entre la temperatura de aclimatacion y la resistencia observada en la sardina,
también se ha reportado en otras especies como Girella nigricans (Doudoroff, 1942),
Nirosaurus ornatus (Lowe y Vance, 1955), Ictalurus punctatus (Cheetham et al. 1976), peces
estenotérmicos (Beker y Genoway, 1979), Micropterus salmoides (Fields et al., 1987), Poecilia
sphenops (Hernandez, 1998) y Orechromis mossambicus (Del Rio, 2004). Las diferencias en la
resistencia ejemplifican la capacidad de los peces para ajustarse a los cambios en la temperatura
ambiental, es por ello que la prueba de TCMax se considera un buen indicador de adaptacion y
estrés en peces. Benfey et al. (1997), mencionan que Salvelinus fontinalis expuesta a
incrementos de 2 °C por hora incrementa su resistencia al TCMax. Carline y Machung (2001),
observaron en organismos silvestres de Salmo trutta, Onchorhynchus mykiss y Salvelinus
Jontinalis que la TCMax es mayor en las especies silvestres que en las domesticadas, lo que
puede atribuirse a la mayor variabilidad genética en las especies silvestres.

La temperatura critica mixima se ha estudiado en varias especies de peces, aclimatados a
temperaturas de 10 °C hasta 35°C y posteriormente expuestos al estrés térmico agudo. En estos

casos, el valor de la TCMax tiene valores desde 25 °C hasta 43 °C. En Ictalurus punctatus,
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aclimatado en un intervalo de 12 a 32 °C, la temperatura donde se observa la respuesta que
caracteriza a la TCMax se incremento 7.5 °C (Anexo I). En estas especies existe la tendencia a
incrementar su resistencia térmica conforme aumenta la temperatura de aclimatacion.

Los estudios de estrés térmico crénico, como es el caso de la temperatura letal incipiente
superior, se han utilizados como herramienta para conocer la tolerancia térmica de los
organismos y cémo se modifica por diversos factores. Es importante conocer la tolerancia de
los organismos poiquilotermos ya que es un indice ecolégico inmediato que provee informacién
que permite explicar su distribucién geografics, sus patrones de migracion y la capacidad de

adaptacion a diferentes condiciones térmicas (Rose, 1967; Brett, 1956).

En Sardinops sagax los valores de la temperatura letal incipiente superior fueron influenciados
por la temperatura de aclimatacion, ya que aumenta su resistencia conforme se incrementa la
TA. En los peces aclimatados a 19°C, la TLIS observada fue de 23.3 °C y la calculada con el
método de Spearman-Karber fue 22.6 °C. En los organismos que permanecieron en 21, 23 y 25
°C, la TLIS calculada fue de 24.6, 25.8 y 26.6 °C y la observada fue de 25.3, 26.2 y 27.1 °C,
respectivamente. De acuerdo con los resultados obtenidos mediante el modelo de Kilgour et al.
(1985), el cual ha sido utilizado en diferentes especies de peces, para el caso de la sardina éste
no aplica, debido a que los valores obtenidos a cero tasa de morticidad se encuentran dentro del
intervalo de distribucién de la especie y por lo tanto no pueden considerarse como temperaturas
letales.

Para validar el método de Spearman-Karber en ¢l calculo del valor de la temperatura letal, se
considero la aseveracién de Kilgour et al. (1985), quien menciona que la TLIS calculada puede
diferir de la observada en un intervalo de 0.5 a 1 °C; de acuerdo con los resultados obtenidos,

esto se cumple en todas las temperaturas de aclimatacion, donde la diferencia térmica fue
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menor a 1 °C. Con lo anterior podemos decir que el método de Spearman-Karber puede ser
utilizado para calcular la TLIS de la sardina.

En la sardina los valores de la TLIS para las dos ultimas temperaturas de aclimatacion (23 y 25
°C) difieren 0.8 y 0.9 °C, en otros-estudios con diferentes especies se ha visto que en las ultimas
temperaturas de aclimatacion los valores de TLIS son muy similares por lo que se podria decir
que a partir de una temperatura de aclimatacion, la TLIS se vuelve constante e independiente de
la temperatura de aclimatacién, tal como lo reporta Cherry et al. (1977) para Notropis
telescopus aclimatada a 12, 15, 18, 21 y 24 °C. En esta especie mantenida a 21 y 24 °C, la TLIS
fue de 27 °C; en Micropterus dolomieui aclimatada a 18, 21, 24, 27 y 30 °C, la TLIS fue de 33
°C a partir de los 24 °C. En Hypentilium nigricans bajo las mismas condiciones de
aclimatacién, la TLIS es igual a la de M. dolomieui (33 °C) a partir de los 21 °C. Hernandez
(1998), reporta que para Poecilia sphenops aclimatada a 20, 23, 26, 29, 32 y 35 °C el valor de la
TLIS es de 37.9 a 38.9 °C y se vuelve constante a partir de la temperatura de aclimatacién de 29
°C. Sin embargo, en el caso de la sardina, esta tendria que exponerse a temperaturas de
aclimatacién mayores a 25°C para comprobar lo anterior.

El valor térmico de la TLIS depende de la temperatura de aclimatacién, asi como de la historia
térmica del organismo y, generalmente, el limite es consistente en organismos de la misma
especie (Fry, 1947; Brett, 1956). Con base en esta aseveracion, se podria suponer que en los
organismos del mismo género y aclimatados en un intervalo de temperaturas similares, los
valores de la TLIS estarian dentro de un mismo intervalo. Sin embargo, Tsuchida (1995),
reportd para Sardinops melanostictus aclimatada a 20 y 26 °C una TLIS de 31.1 y 33.8 °C
respectivamente; este valor difiere en 8.1 y 6.8 °C de los valores encontrados en este trabajo
para las sardinas aclimatadas a 19 y 25 °C. En esta especie, las diferencias en los valores de la
TLIS se pueden atribuir a que las condiciones de experimentacion no fueron las mismas pues en

este trabajo los organismos experimentaron un shock térmico al ser introducidos a la
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temperatura de experimentacién; en cambio, en S. melanostictus se interpreta que el incremento
de temperatura gradual (5 °C/h), permiti6 al organismo una mayor tolerancia, y por lo tanto,
permanecer meisr tiempo en esas condiciones hasta que se produjo la muerte.

Diversos autores han calculado los valores de la temperatura letal incipiente superior en varias
especies aclimatadas en temperaturas de 12 hasta 35°C y expuestas al estrés térmico cronico.
En N. spilopterus, M. dolomieui y A. rupestris se reportan valores de la TLIS de 27°C cuando
son aclimatadas a 12 °C y en Poecilia sphenops aclimatada en un intervalo de 20 a 35°C, se

observé que el valor de la TLIS incremento 1 °C (Anexo II).

La adaptacion fisiolégica a los cambios en la temperatura pueden ser a nivel de
comportamiento, de la tasa metabdlica, de la funcién neuromuscular y/o en las propiedades
fisicas de la membrana; en este ultimo caso, la temperatura modifica la conformacion de las
cadenas acyl-fosfolipidos, lo que provoca cambios en la estructura y funcion de la membrana y
por ende en las funciones de mantenimiento e integridad del cuerpo, al modificar las
actividades las actividades esenciales de la célula. Los mecanismos de adaptacion y
aclimatacion a la temperatura incluyen: 1) el refinamiento en la estructura primaria de las
proteinas, las cuales aseguran la sintesis catalitica para que las caracteristicas se conserven a
través del intervalo biolégico de temperaturas; 2) la modulacién de la expresion genética,
reflejada en modificaciones de la misma proteina o en la expresion preferencial de isoenzimas o
aloenzimas adaptadas a diferentes temperaturas; 3) la regulacién de la composicién quimica y
de las propiedades fisicas de la membrana, como son la funcién y fluidez que se adecuan
apropiadamente para el ambiente térmico que prevalece en ese momento; 4) un reconocimiento
de la morfologia del tejido y la célula; 5) los ajustes para la composicién del ambiente
intracelular y 6) los ajustes integrativos que aseguran la funcién fisiologica en temperaturas

extremas (Evans, 1993). Podriamos suponer que en la sardina se dieron los ajustes antes
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mencionados para satisfacer sus necesidades durante el proceso de aclimatacién, pero cuando
hablamos de su exposicion a estrés cronico, en donde se encuentra fuera de su zona biocinética,
la sardina no fue capaz de compensar esta situacién.

Los estudios del efecto de la temperatura, tarbién se han evaluado sobre el cultivo celular, sin
embargo, se desconoce el dafio producido en diferentes tejidos cuando este factor ocasiona
estrés en el organismo. En los cortes de higado de los peces aclimatados, no se observaron
dafios aparentes, sin embargo, en las sardinas de la temperatura de aclimatacion de 25 °C
observaron centros melanomacréfagos, asi como modificacién en el tamafio de nucleo. Heat
(1990), menciona que cuando el pez estd bajo estrés ambiental, este puede experimentar
cambios internos que son perjudiciales o adaptativos, si estas alteraciones no son corregidas o
compensadas, debilitan al organismo y pierde la capacidad para hacer frente a otros estresores.
Razén por la cual suponemos que Sardinops sagax, durante el proceso de aclimatacion, tuvo la
capacidad de experimentar, enfrentar y compensar el cambio térmico al que fue aclimatada
donde la sobrevivencia de 88.9 % se tuvo en la temperatura de 25°C, mientras que en el resto de
las temperaturas, la sobrevivencia fue mayor al 95 %. La sobrevivencia no solo se puede
atribuir a una compensacion, sino a que las condiciones térmicas a la que se expusieron se
encuentran en su intervalo de distribucion.

En el rifién de los peces aclimatados, se observaron las estructuras que lo conforman sin
alteracién aparente, en cambio en las sardinas aclimatadas en el intervalo de 19 a 25 °C y
expuestas al estrés agudo, se encontraron centros melanomacrofagos, modificaciones en el
glomérulo y en los tabulos, asi como picnosis. Ortiz ef al. (2003), también observaron un tipo
de muerte celular (necrosis) en tejido renal de Mugil sp., Cyprinus carpio y Barbas sp., pero
debido a las descargas de lindano; a diferencia de Paralabrax maculatofasciatus que fue

expuesta a estrés por cultivo a altas densidades y descenso en el nivel del agua, no se observo
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necrosis y ninguna alteracion histolégica,-sélo se describieron cambios en la coloracién del
rifién (Zacarias, 1997).

En los cortes de rifién, al igual que en las de higado de las sardinas expuestas al estrés térmico
cronico, las alteraciones observadas se hicieron mas evidentes conforme aumentd la
temperatura experimental. Ademas de identificar los dafios observados en los organismos que
fueron expuestos al estrés agudo (degeneracion en timulos renales, necrosis, apoptosis y
pérdida de tejido hematopoyético), también se encontraron casos de picnosis, vacuolizacién y
modificacién en tamafio del nicleo. Estas alteraciones se han reportado en la anguila (Olivereau
y Olivereau, 1977), Oncorhynchus tshawytscha (Kiryu y Moffitt ez al., 2001), Chana punctatus
(Salam et al., 2001) y Mugil sp., Cyprinus carpio y Barbas sp. (Ortiz et al., 2003) como
resultado de cambios en la salinidad, insecticidas agricolas y descargas de lindano. Hinton y
Laurén (1990), mencionan que las lesiones en la parte anterior del rifién se consideran buenos
indicadores de contaminacion debido a que en esta regién se sintetizan las catecolaminas
adrenalina y noradrenalina que se liberan cuando el animal experimenta diversos tipos de estrés.
En el presente trabajo las lesiones encontradas en la parte media del rifién de Sardinops sagax,
también podrian utilizarse como un buen indicador de fluctuaciones o cambios de temperatura,
ya que como se observo es una especie poco tolerante.

Anderson (1990), mencicna que el estrés en un animal puede comprometer los mecanismos de
defensa afectando asi los procesos fisiolégicos que conforman la respuesta inmune especifica y
no especifica, incrementando la vulnerabilidad de los organismos. Sin embargo, los peces se
protegen mediante barreras especificas y no especificas; dentro de las no especificas se
encuentran los componentes del mucus.

Las respuestas externas observadas en los peces expuestos al estrés térmico agudo y crénico
fueron la descamacién y la produccién de mucus (que de acuerdo a lo antes mencionado, se

considera una barrera no especifica). A nivel histolégico se encontraron centros
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melanomacréfagos, asi como casos de necrosis y apoptosis. Los agregados de macréfagos se
han sugerido como indicadores del estado de salud en los peces silvestres y pueden contener no
sélo melanina sino también hemosiderina y lipofuscina (Hinton y Laurén, 1990). Dichos
autores mencionan que estas agregaciones varian en nimero y tamafio conforme se incrementa
el tiempo sin alimentarse, la toxicidad, la enfermedad y la edad, entre otros. En este trabajo se
observd que en funcion de la temperatura de exposicion las agregaciones de melanomacréfagos
se hacian mads evidentes, y de acuerdo con Hinton y Laurén (1990); se pudiera atribuir al tiempo
que se tuvo al organismo sin alimentarse antes y durante los experimentos.

Muchos estudios han mostrado que los macréfagos de los peces son potentes células efectoras,
capaces de matar bacterias y helmintos patogenos, también pueden secretar importantes
mediadores solubles, incluyendo citoquinas y eicosanoides durante los procesos inflamatorios.
Su actividad tanto efectora como accesoria, puede ser potencialmente modulada en los peces,
con la capacidad de producir respuestas de proteccion contra enfermedades (Secombes, 1994),
Los casos de muerte celular encontrados en los tejidos de los organismos expuestos al estrés
térmico agudo y crénico no se pueden considerar como una respuesta para eliminar las células
que han sido dafiadas, ya que a nivel celular la muerte es un prerrequisito para la vida. Es
importante, primeramente, para eliminar células no deseadas o no requeridas, lo que constituye
ademds un buen mecanismo para precisar el nimero de células requeridas en una funcién en
particular. Para las células que pierden la capacidad de experimentar apoptosis en respuesta a
un estimulo fisiologico, la consecuencia puede ser perjudicial (Jacobson y Carthy, 2002),
debido a que el mecanismo apoptético es fundamental para el desarrollo normal de los tejidos
de un organismo (Studzinski, 1999).

La necrosis producida en los tejidos de los organismos, es el estado en el cual las células
disminuyen su actividad y eventualmente mueren. El niicleo sufre hipercromatosis, picnosis,

cariolisis y cariorrexis, y el citoplasma se vuelve homogéneo y se tifie igual a eosina
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(Takashima y Takashi, 1995). En este estado, el contenido celular es liberado dentro del fluido
extracelular, v tiene un efecto irritante en las células cercanas, causando inflamacién
(Studzinski, 1999).

Otra de las repuestas encontradas en los tejidos hepético y renal de Sardinops sagax fue la
presencia de fibroblastos que, de acuerdo con Takashima y Takashi (1995), es una caracteristica
de la respuesta inflamatoria, que se da como una reaccién protectora a estimulos fisicos,
quimicos y a pardsitos que afectan fuertemente el tejido. Los autores también mencionan que
durante la reaccion protectora, los macréfagos, los histiocitos y los monocitos se incrementan
en ntimero en el sitio de la inflamacién y se da la hiperplasia de fibroblastos.

La importancia de investigar la tolerancia térmica de una especie, no solo radica en conocer
cual es la temperatura en la que mejor crece o se puede desarrollar, sino también en evaluar su
capacidad adaptativa a los cambios térmicos, asi como el efecto sobre sus funciones
fisiolégicas. Con los resultados obtenidos se destaca que la sardina es capaz de aclimatarse a
una nueva condicién térmica, siempre y cuando el cambio sea gradual. La respuesta mas clara
de una adaptacion fisiolégica se aprecid en el proceso de aclimatacién; sin embargo, cuando fue
expuesta al estrés crénico, la especie no toleré un cambio mayor a 4 °C. Con el analisis de los
cambios histol6gicos producidos en los tejidos hepatico y renal de la sardina expuesta al estrés
térmico agudo y cronico, y con base en el criterio de diversos autores en utilizar los dafios en
los tejidos como indicadores de contaminacion, en la presente investigacién se propone el uso

de la histopatologia como indicador para evaluar el efecto del estrés térmico.

VII. CONCLUSIONES
* Las respuestas de estrés térmico de Sardinops sagax aclimatada a 19, 21, 23, y 25 °C fueron el
nado de lado, el aumento de actividad, los espasmos musculares, el nado vertical y la perdida

del equilibrio.
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» La respuesta que caracteriza a la temperatura critica méxima de la sardina fue la pérdida de
equilibrio y se observo en el intervalo térmico de 30.7 a 32.2 °C, el cual mostré un incremento
en la resistencia del organismo conforme aumento la temperatura de aclimatacién.

« La temperatura letal incipiente superior observada en la sardina fue de 23.3 °C en los
organismos aclimatados a 19 °C, mientras que en los peces aclimatados a 21, 23 y 25 °C el valor
de la TLIS fue de 25.3, 26.2 y 27.1 °C respectivamente.

» La temperatura letal incipiente superior calculada con el método de Spearman-Karber fue de
22.6 °C en los organismas aclimatados a 19 °C mientras que para los peces aclimatados a 21, 23
y 25 °C el valor de la TLIS fue de 24.6, 25.8 y 26.6 °C respectivamente.

» En las sardinas aclimatadas a 19, 21 y 23 °C y no expuestas al estrés térmico agudo y croénico,
se identificaron en el tejido hepatico y renal las estructuras que conforman a cada uno de estos
6rganos y no se observaron alteraciones. En los peces aclimatados a 25 °C se observaron
alteraciones en los tejidos hepético y renal debidas a la temperatura.

» El efecto del estrés térmico agudo en el tejido hepético de i)eces aclimatados a Hiferentes
temperaturas ocasiono cambios en el tamafio del hepatocito y modificacién en el tamafio de
nucleolos; asi como infiltracién de células sanguineas, pérdida del limite celular y necrosis.

* El efecto del estrés térmico agudo en el tejido renal ocasiono un incremento de centros
melanomacrofagos, modificacién en glomérulos y tiibulos renales.

s El efecto del estrés térmico crénico en tejido hepatico y renal fue similar al observado en
organismos expuestos a TCMax, solo que en este caso el grado de alteracién fue mayor en
funcién del incremento de la temperatura experimental y del tiempo de exposicién.

* Las alteraciones encontradas en tejido hepatico por estrés térmico crémico fueron:
vacuolizacién, modificacién en tamafio de nticleo, picnosis, apoptosis, necrosis y focos de

infeccion bacteriana. En el caso del tejido renal se observo necrosis tubular y glomerular,
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picnosis, apoptosis, vacuolizacion, degeneracion epitelial del tabulo y focos de infeccidn
bacteriana.

» Con los resultados obtenidos y habiendo utilizado la histologia como herramienta para evaluar
el efecto de la temperatura en la sardina, se plantea el uso de la histopatolegia como un

indicador del efecto del estrés térmico agudo y crénico.

VIII. RECOMENDACIONES

* Se sugiere evaluar el efecto de las temperaturas de aclimatacion de 26 y 27 °C, para confirmar
que estas condiciones constituyen la temperatura subletal y letal de la sardina.

» Con respecto a los experimentos de temperatura letal superior, se sugiere realizar las
repeticiones que sean necesarias, para estimar la variabilidad de la respuesta bajo las mismas
condiciones experimentales.

* En la parte histolégica se sugiere cuantificar los dafios tisulares, para validar los dafios
morfolégicos observados en tejido hepatico y renal.

» Se sugiere continuar con el analisis histologico de varios érganos con la finalidad del describir

"+los dafios producidos por el estrés térmico en la sardina.
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Anexo L. Temperatura critica méxima de diferentes especies de peces aclimatados a distintas

temperaturas.
Especie Temperatura de TCMax Autor
Aclimatacién ( °C) ()
Ictalurus Punctatus 12.0 34.5
16.0 34.3
20.0 35.8 Cheetham et al.
(1976)
24.0 37.8
28.0 39.2
32.0 41.0
Salomo trutta 15 29.6
20 29.5 Elliott y Elliott
(1995)
30 41.6
Salmo salar 15 326 Elliott y Elliott
(1995)
20 32.6
Sebastes schlegeli 15 312
20 32.6 Tsuchida, (1995)
25 34.0
28 34.6
Clupea pallasi 10 25,7
14 26.6 Tsuchida, (1995)
17 27.7
20 29.0
Trachurus japonicus 17 32.0 Tsuchida, (1995)
20 33.8
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Sardinops 12 28.9 Tsuchida (1995)
melanostictus
15 29.0
20 30.9
26 33.6
28 33.7
Engraulis japonica 15 3.7 Tsuchida (1995)
20 32.6
23 33.9
28 34.7
Oncorhynchus keta 10 27.1 Tsuchida (1995)
15 282
18 29.1
20 29.6
Pseudocaranx 15 30.8 Tsuchida (1995)
dentex
20 32.6
23 33.9
26 358.2
29 36.1
Seriola 15 32.0 Tsuchida (1995)
quingueradiata
20 33.6
23 34.6
25 35.8
28 36.6
15 32.1 Tsuchida (1995)
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Lateolabrax

Jjaponicus

Parapristipoma

trilineatum

Acantopagnus

schlegeli

Pagrus major

Oplegnathus

Jfasciatus

20

23
26
29

15

20
23
26
29

15

20
23
26
29

14
20
23
25
28

15

20
25

35.6

36.7
38
39.1

30.3

32.7
33.5
35.5
37.2

33.9

34.7
36.1
38.2
39.3

28.5
31.0
33.2
34.2
35.7

B3

34.9
37.1

Tsuchida (1995)

Tsuchida (1995)

Tsuchida (1995)

Tsuchida (1995)
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28 38.1
Sigallo japonica 15 31.4 Tsuchida (1995)
20 34.4
25 36.5
28 37.4
Salvelinus fontinalis # 288 ¢ Benfey et al. (1997)
28348
Poecilia sphenops 20 38.8 Hernéndez (1998)
23 39.8
26 41.2
29 42.0
32 43.0
35 43.0
Lota lota 19.6 2571 Hofmann y Fischer
(2002)
Oreochromis 24 41.6
mossambicus bel Rigates)
28 42.0
32 43.3
Sardinops sagax 19 30.8 En este trabajo
21 31.6
23 31.8
25 32.8

*Organismos silvestres.
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Anexo II. Temperatura letal de diferentes especies de peces aclimatados a distintas

temperaturas.
Especie Temperatura de Temperatura Autor
Aclimatacién (C) Letal
Salmo salar 27.5 27.8 Garside (1973)
Lepomis 21.3 355 Hickman y Dewey
macrochirus (1973)
Netropis pilsbryi 21.5 32.2 Hickman y Dewey
(1973)
C. anomalum 12 21 Cherry et al. (1977)
15 24
18 24
21 27
24 30
27 33
P. promelas 12 9 Cherry et al. (1977)
15 12
18 15
21 18
24 21
27 21
30 21
P. nonatus 12 21 Cherry et al. (1977)
15 24
18 27
21 27
24 27
27 30
N. rubellus 12 21 Cherry et al. (1977)
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2

N. spilopterus

N. telescopus

L. macrochirus

15
18
21
24
27
30

12
15
18
21
24
0]
30
33

12

15
18
21
24

12
15
18
21
24
27
30
33

24
21
24
27
33
33

27
24
27
27
30
38
36
36

18

21
24
27
27

24
27
30
30
33
36
36
39

Cherry et al. (1977)

Cherry et al.
(1977)

Cherry et al. (1977)
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M. dolomieui

M. punctalatus

A. rupestris

H. nigricans

P. flavescens

12
15
18
21
24

12
15
18
21
24
27

12
15
18
21
24
27

12
15
18
21
24

12
15
18

27
30
33
33
33

33
30
33
33
36
39

27
27
30
33
33
36

27
30
33
33
33

21
27
27

Cherry et al. (1977)

Cherry et al. (1977)

Cherry et al. (1977)

Cherry et al. (1977)

Cherry et al. (1977)
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S. gairdneri

S.truta

Salvelinus

Jontinalis

Rhinchthys

atratulus

Semotilus

atromaculatus

Notropis

atherionoides

12
15
18
21

12
15
18
21

12

15

18

21

11

14

24

20
20

25

25

18
21
21
27

15
18
21
24

15

18

21

24

244

24.2

233

252
29.7

30.5

314

Cherry et al. (1977)

Cherry et al. (1977)

Sholdice (en
Kilgour et al. 1985)
Kilgour et al.
(1985)

Fry et al. (1946)

Hart (1952)

Hart (1952) |

Hart (1952)
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Hybognathus

notatus

Perca flavescens

Poecilia sphenops

Salvelinus

confluentus

Oreochromis

maossambicus

Sardinops sagax

20

24

28
32

19
21
23
25

32.3

30.1

379
382
389
383
38.3
38.9
20.9

37.0

37.8
38.8

22.6
24.6
25.8
25.6

Hart (1952)

Hart (1952)

Hernéndez (1998)

Selong et al. (2001)

Del Rio (2004)

En este trabajo
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