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RESUMEN

La Totoaba (Totoaba macdonaldi), es un pez endémico del Golfo de California,
México. En la actualidad se encuentra en la lista de especies amenazadas con extincion
(CITES), debido principalmente a dos facores: La sobrepesca a la que fue sujeta durante
los afios 30°s a 60°s. durante su migracion de reproduccion al delta del rio Colorado; y la
modificacion de este ambiente, de estuarino a estuarino negativo, debido a la construccion
de las presas Hoover y Glen Canyon en E.U. (en 1930 y 1950 respectivamente). Por tal
motivo en el presente trabajo se evaluo la respuesta de los juveniles de T. macdonaldi ante
cambios de salinidad. a corto y largo plazo, con miras a su cultivo para el repoblamiento.
Para esto se utilizo la respuesta metabdlica y de osmoregulacién. Se encontré que los
juveniles de T. macdonaldi son capaces de aclimatarse a distintas salinidades y soportar un
amplio rango de cambios inmediatos de salinidad, mostrando un sistema de regulacion
homeostatico eficiente. capaz de regular su concentracién osmética y i6nica en un amplio
rango de salinidades (11 a 40 %o). Asi mismo, se determin6 que energéticamente la mejor
salinidad para los juveniles de 7. macdonaldi de un afio de edad fue la salinidad de 20 %o.
Por lo tanto. la Totoaba es una especie eurihalina, que soporta la liberacién en el medio
natural en un amplio rango de salinidades.
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1. INTRODUCCION

La Totoaba (Totoaba macdonaldi) es el miembro mas grande de la familia
Scianidae, llega a medir 2 metros y pesar mas de 100 kg. (Flanagan y Hendrickson, 1976),
es un pez endémico del Golfo de California, México. Habita desde la desembocadura del
rio Colorado hasta Mulegé, B.C.S en la costa occidental del golfo; y hasta la
desembocadura del rio Fuerte, Sinaloa en la costa oriental del golfo (Ruiz-Dura, 1980). En
la actualidad se encuentra en la lista de especies amenazadas con extincion (Apendice I de
la CITES “Convention on International Trade in Endangered Species”), y desde 1975 el
Gobierno Mexicano prohibi6 su pesca indefinidamente. Se considera que las causas de esta
condicion pueden ser: la sobrepesca a la que fue sujeta durante las décadas 30’s, 40’s, y
60’s, reportando capturas maximas de mas de 2000 toneladas por aiio; y/o a la alteracion de
las caracteristicas hidrograficas del delta del rio Colorado, medio ambiente al que migra
durante la primavera para desovar en verano (Barrera-Guevara, 1990). Se cree que la
Totoaba migra al Norte, a un medio ambiente estuarino en la boca del rio Colorado, por ser
una especie anadroma (True, et al., 1996); Sin embargo ‘no existen trabajos que hayan
evaluado esta condicién estuarinodependiente en la 7. macdonaldi.

El Alto Golfo de California ha sufrido una modificacién significativa en sus
condiciones hidrograficas durante el presente siglo, debido principalmente a la
disminucién del aporte de agua dulce proveniente del rio Colorado. Entre 1910-1920 la
descarga media del rio Colorado era del orden de 21.4x10° m’/afio. Después de 1952, el
flujo de agua dulce hacia el Golfo de California disminuy6 a 0.8x10° m*/afio debido a la
construccién de las presas Hoover en 1934 y Glen Canyon en 1952. Este -ﬂujo representa
s6lo el 4 % de la descarga media entre 1910-1920 (Carbajal, et al., 1997). La disminucion
en el aporte de agua dulce a ocasionado una modificacién radical en la hidrografia del delta
del rio Colorado, cambiando de un sistema estuarino con salinidades de 0 %o en la cabeza a
20 %o en el delta (Carbajal, et al., 1997) a uno estuarino negativo, formador de agua salada,
con salinidades que se incrementan en general de la boca hacia el interior (Barrera-
Guevara, 1990; Carbajal, et al., 1997; Hernandez-Ayon, et al., 1993). Las salinidades en la
region del delta ya no son afectadas por ningin flujo significante de agua dulce del rio
Colorado, ahora el rango de salinidad se encuentra por arriba de 35 - 37 %o, debido a la alta

evaporacion producto del clima seco de la region (Reynolds y Thomson, 1974; Carbajal et
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al., 1997). Presentandose condiciones estuarinas inicamente €n afios con gran precipitacion
pluvial.

Se cree que los juveniles emigran al sur, hacia zonas mas profundas con aguas mas
claras después de permanecer alrededor de 2 afos en el Alto Golfo de California
(Nakashima, 1916), zona que se considera como de maternidad (Flanagan y Hendrickson,
1976: Barrera-Guevara, 1990).

Dadas las condiciones ambientales de la zona de crianza, su caricter de especie
amenazada con extincion y la importancia econdmica que una vez tuvo y puede volver a
tener, la Totoaba macdonaldi es una especie idonea para la investigacion con miras a lograr
su cultivo y repoblamiento. Por tal motivo el presente trabajo pretende evaluar la respuesta
inmediata y la aclimatacion de los juveniles ante cambios de salinidad, para asi determinar
la salinidad 6ptima de cultivo y su resistencia a los cambios de salinidad con miras al

repoblamiento.

1.1 ANTECEDENTES

La salinidad es per se un factor importante de la distribucion, sobrevivencia y
metabolismo de muchos organismos acuaticos (Holliday, 1969) asi como durante su
periodo de incubacion (Hart et al., 1996). Hay peces que no soportan variaciones de
salinidad ambiental (estenohalinos); y peces que se adaptan y toleran amplias variaciones
(eurihalinos). Wu 'y Woo (1983) encontraron que la tolerancia a la salinidad parece estar
relacionada con el hébitat natural de la especie, siendo mas eurihalinas las especies que
viven cerca de la costa, en aguas someras; que las especies de aguas profundas, lejanas a la
costa.

La capacidad para soportar los cambios en la salinidad puede ser a corto y a largo
plazo; es decir, hay peces que soportan cambios diurnos de salinidad, que pueden estar
provocados por las mareas en zonas estuarinas o litorales; y peces que soportan cambios a
largo plazo, lo que involucra migraciones entre el agua “dulce” y el agua de mar o
viceversa, durante su ciclo de vida. Estos peces se denominan diddromos, y se dividen en
anddromos y catddromos respectivamente (Safford, 1957). Los peces diadromos no son
necesariamente eurihalinos, pero son capaces de migrar entre estas aguas debido a cambios
en su actividad hormonal, lo que provoca cambios fisiologicos necesarios para Ssu

sobrevivencia (Safford, 1957). Se puede decir que los peces anadromos son capaces de
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pasar de relativamente estenohalinos de agua dulce, intolerantes al agua de mar; a ser
peces marinos capaces de sobrevivir y crecer bajo condiciones de agua marina (un ejemplo
de este tipo de pez son las especies de salmdnidos) (Jobling, 1995).

Las especies verdaderamente eurihalinas son solo una pequefia fraccion de los
peces teledsteos. Incluso son raros los teledsteos que se pueden reproducir exitosamente
bajo condiciones que no sean dentro de un rango estrecho de salinidad (Nordlie, et al.,
1992). Algunas de las especies eurihalinas realizan cortas migraciones de desove,
usualmente hacia agua dulce o salobre (Safford, 1957).

La forma en que los peces afrontan, se adaptan y sobreviven a cambios de salinidad
es relativamente comun entre todos ellos, claro que la capacidad de soportar los cambios
varia entre las especies. El mecanismo de regulacion osmético y ionico ante estos cambios
de salinidad se encuentra a nivel extracelular e intracelular, y se puede resumir en la
absorcion y excrecion de agua y iones necesarios para mantener el sistema bioquimico
funcionando, lo que soporta la vida del organismo. Smith en 1930 mencion6é que “los
teleosteos marinos toman agua de mar, para absorber los iones monovalentes y la mayoria
del agua en el tracto digestivo, lo que les sirve para balancear la perdida de agua via
urinaria y osmética”, lo anterior es correcto. Sin embargo, ahora se sabe que los iones
divalentes también se absorben aunque en menor cantidad y son eliminados en la orina.
Los iones que no son absorbidos se eliminan en los fluidos rectales (Hickman, 1968;
Shehadeh y Gordon, 1969). También se sabe que la excrecién de los iones monovalentes
absorbidos en el tracto digestivo se realiza principalmente en las branquias (Fletcher,
1978a), donde intervienen células especializadas llamadas células del cloro o células ricas
en mitocondrias (Salman y Eddy, 1987).

Todo esto involucra directamente a la sangre como medio de transporte para los
iones y el agua, lo que se traduce en un aumento o disminucién de los iones y agua en la
sangre. La osmoregulacién implica por lo tanto un gasto de energia. Que se corrobora con
el epitelio especializado de las branquias rico en mitocondrias, en donde se excretan los
iones contra un gradiente de concentraciéon por las llamadas “células del cloro” que
presentan un gran nimero de mitocondrias (Salman y Eddy, 1987). Por lo tanto se puede
ahorrar energia reduciendo el gasto en la osmoregulacion en salinidades mds isotonicas. Es
decir, donde la salinidad del medio externo es similar a la salinidad interna del organismo,
lo que en algunos casos se puede traducir en un crecimiento neto mayor (Nordlie y Leftler,

1975; Tandler et al., 1995). El gasto energético total se puede estimar indirectamente con la
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tasa metabolica representada por el consumo de oxigeno (Job, 1959; Farmer y Beamish,
1969; Rao 1971; Nordlie, 1978). Sin embargo, para determinar el gasto energético de la
osmoregulacion se han planteado distintos modelos, pero el propuesto por Potts (1954) es
el que més se acerca al gasto real, ya que considera el gasto energético de mover los iones a
través de las membranas.

Los huevos de algunos peces teledsteos son liberados a menudo cerca de la costa,
proximos a grandes estuarios donde ocurren fluctuaciones de salinidad (Holliday, 1969).
Esto ha ocasionado mucha investigacién alrededor de los efectos de la salinidad sobre los
huevos y larvas de peces teledsteos (ver las revisiones de Krogh, 1965; Holliday, 1969;
Alderdice, 1988). Con respecto a la tolerancia a la salinidad y su relacién con el
crecimiento de los peces, Conte y Wagner (1965) citados por Nordlie, et al., (1982),
estudiaron la tolerancia a la salinidad con relacién a la edad y tamafio de los peces. Al
realizar comparaciones entre grupos de idéntico tamafio, que podian diferir en cuanto a la
edad cronolégica, encontraron que la tolerancia a la salinidad es la misma para individuos
~ dentro de un mismo tamario. Por lo tanto concluyeron que la edad cronoldgica de los peces
no aumenta el mecanismo adaptativo, a menos que halla una alteracién en el crecimiento.
Esto soporta el éoncepto, de que los factores que regulan el crecimiento deben controlar la
maduracién del sistema de regulacién hipoosmético (Conte, 1969). Sin embargo, en
algunos casos esto se cumple inicamente durante una etapa de la vida del pez, como en el
caso de dos poblaciones de Salvelinus alpinus del Artico, una anadroma y otra aislada en
tierra, en ellas se encontré que los peces pequefios muestran la menor tolerancia al agua
>salada, pero que la hipoosmoregulacion es independiente del tamafio para los peces més
grandes de 60 g (Staurnes, ef al., 1992). En otros casos esta relacion se conserva durante
etapas bien definidas del desarrollo del organismo como en el Red drum Sciaenops
ocellatus L. en ¢l aumenta su tolerancia a la salinidad conforme pasan de larva a juvenil
(Holt y Arnold, 1981; Crocker et al., 1981 citados por Crocker et al., 1983). Este
comportamiento tiene una estrecha relacion con su ciclo de vida, que comienza en la boca
de los estuarios donde desovan los adultos, para seguir con su desarrollo dentro de ellos y
posteriormente salir a mar abierto a crecer y madurar, para después regresar a la zona de
desove (Gunter, 1961; Crocker ef al., 1983). Algo similar se podria esperar en la Totoaba,
de acuerdo con su ciclo de vida y las condiciones estuarinas que prevalecian en el Alto

Golfo de California antes de la construccién de las presas en el rio Colorado.
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En algunas especies ocurre lo contrario, como en el Pejerrey del Golfo de California
(Leuresthes sardina) en él la tolerancia a la salinidad decrece con la edad, presentando un
rango de tolerancia de 4 a 67.5 %o al momento de la eclosion, para después disminuir de 5
a 57.5 %o a los 30 dias de la eclosion. Lo que también se relaciona con su ciclo de vida, ya
que los huevos son colocados en la playa, donde estan sujetos a las variaciones de salinidad
debidas a las lluvias y la evaporacion, mientras que una vez eclosionados los organismos se
alejan de esta zona de gran variacion (Reynolds y Thomson, 1974).

Esto nos ayuda a entender que la capacidad de soportar los cambios de salinidad no
solo se relaciona con las etapas de vida de un organismo sino también con su crecimiento y
el medio ambiente donde se desarrolla, por lo tanto en el caso de la Totoaba que presenta
una migracion durante su periodo reproductivo hacia la zona del delta del rio Colorado,
donde las condiciones ambientales varian a lo largo del afio, se puede esperar que presente

capacidad para soportar los cambios de salinidad.
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2. OBJETIVOS

e General:
Evaluar los cambios inmediatos y la aclimatacion de los juveniles de Totoaba

macdonaldi a diferentes salinidades, a partir del metabolismo y la osmoregulacion.

e Particulares:
1. Determinar el efecto de un cambio inmediato de salinidad en la osmoregulacion y

metabolismo de los juveniles de Totoaba macdonaldi.

2. Evaluar la capacidad de aclimatacion de juveniles de Tofoaba macdonaldi a diferentes

salinidades, en base al metabolismo y la osmoregulacion.
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3. METODOLOGIA

3.1 OBTENCION DE LOS ORGANISMOS.

Los juveniles de la Totoaba macdonaldi se obtuvieron de uh desove inducido de
una poblacion de Totoabas adultas, que se mantienen en la Facultad de Ciencias Marinas
de la Universidad Auténoma de Baja California. Las Totoabas fueron alimentadas con
calamar fresco y maduradas con fotoperiodo e inducidas al desove con hormonas. Los
peces empleados en los experimentos nacieron el 1°° de mayo de 1997 y se utilizaron al

alcanzar el afio de edad, midiendo entre 25y 35 cm de longitud total.

3.2 DISENO EXPERIMENTAL.

Experimento # 1 Experimento # 2
Aclimatacién.por 15 dias Partiendo de 34 %o
all, 20,34 y40 %o \ 4
\ 4 Cambio inmediato de salinidad a
Cambio inmediato de salinidad 5'y 50 %o (30 minutos)
(30 minutos) (Figura 2) v —
. A \ 4 Toma de musculo de 2
Consumo de oxigeno Excrecion de orina organismos a los 15; 30,
3 organismos / sailinidad 1 organismo / salinidad 60, 90, 120, y 180 minutos
I A N A A 4
Extraccion de sangre Secado en horno por 48 horas a
—y— 80 °C para determinar el % de

Medido (cm), Pesado (gr) y humedad

Volumen (ml)

\ A
Diseccion de 2 organismos

v—
Toma de musculo para
determinar el % de

i 4
Toma de liquidos internos
(Estémago, intestino, “vejiga urinaria”™)

A 4

Toma de rifion para
determinar el % de

Figura 1.- Disefio de los experimentos para determinar el efecto de la salinidad sobre los
juveniles de Totoaba macdonaldi.



3.3 EXPERIMENTO 1.

En este experimento (Figura 1) se midié la respuesta de los juveniles de la T.
macdonaldi ante un cambio inmediato de salinidad teniendo como punto de partida agua de
mar natural (34 %o) y distintas salinidades de aclimatacion, asi mismo se determiné el
efecto que la aclimatacion a distintas salinidades ocasioné en el metabolismo y la
osmoregulacion.

Para realizar esto se someti6 a los juveniles a cambios inmediatos de salinidad (en
~30 minutos) teniendo como punto de partida la salinidad de aclimatacion, que fue agua de
mar natural (34 %o) y agua con salinidades de 11, 20 y 40 %o. La aclimatacién a las
salinidades diferentes al agua de mar natural duré 15 dias (Kilambi y Zdinak, 1980;
Stuenkel y Hillyard, 1981; Martin, 1990) y se realizé en estanques de 2000 litros de
capacidad, con aireacion constante y cambios de agua del 100 % diario. Para llegar a la
salinidad de aclimatacién de cada caso se realizaron cambios graduales de salinidad (5 %o
por dia) (Ahokas y Duerr, 1975a, b; Nordlie y Walsh, 1989; Nordlie, et al., 1992). Una vez
aclimatados se sometieron grupos de 4 organismos a los cambios inmediatos de salinidad
(Figura 2). Como puede observarse en el disefio experimental todas las salinidades de
- aclimatacion presentaron un cambio inmediato de salinidad a una salinidad igual a la de
aclimatacién, esto se realizd para determinar el efecto de la aclimatacion sobre el

metabolismo y la osmoregulacion.

Salinidad de Cambio inmediato de salinidad (%o)
Aclimatacién (%) 5 118 S0 51 =407 5150
n X x* X X |
I E ek dosk e S kDo Reo G |

34 T  x x  x X X

A0 e B R X X X+ X

Figura 2.- Disefio del cambio inmediato de salinidad para los juveniles de Totoaba
macdonaldi, partiendo de diferentes salinidades de aclimatacion
(* salinidades para determinar el efecto de la aclimatacion).
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Toda el agua empleada para los cambios inmediatos de salinidad y para la
aclimatacion a 11, 20 y 40 %o, se prepard con sal sintética (“FRITZ Super Salts™ de la
compaiiia Fritz Chemical Company). Unicamente el agua para la aclimatacion de 34 %o se
realizé con agua de mar natural. Para determinar si existia algun efecto provocado por la
sal sintética. se realizo una prueba control para comparar la respuesta metabolica vy de la
osmoconcentracion de la sangre en los organismos sometidos ante agua de mar natural (34
%o) y agua a 34 %o realizada con sal sintética. Sin embargo, no se encontré ningun efecto
debido al origen de las sales.

Los organismos empleados en los experimentos se dejaron de alimentar 4 dias antes
de ser utilizados, para garantizar que el intestino estuviera libre de restos de alimento vy para
evitar la accién dinamica especifica (Prosser, 1973; Jobling y Davies, 1980). La
temperatura del agua permanecié constante durante todo el periodo experimental a 20 °C
(£1 °C). '

De los 4 organismos empleados para cada cambio inmediato de salinidad, 3 se
utilizaron para determinar el metabolismo en base al consumo de oxigeno y 1 para registrar
la razon de excrecion de orina. Una vez realizadas estas mediciones se procedio a extraer
sangre de los organismos para después pesarlos, medirlos y determinar el volumen de agua
desplazado por los organismos; posteriormente se disectaron 2 organismos para extraerles
muestras de tejido muscular, de rifién, y del agua contenida en el estbmago, intestino y

“vejiga urinaria” (Figura 1).

3.3.1 OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

3.3.1a METABOLISMO.

Los organismos provenientes del tanque de aclimatacién se colocaron en las
cdmaras respirométricas 5 horas antes de realizar el cambio de salinidad y registrar el
consumo de oxigeno. Este fue el tiempo necesario para que el metabolismo de los
organismos se estabilizara (determinado experimentalmente), Mann (1965) también
registré altos consumos de oxigeno durante las primeras 5-9 horas posteriores a la
introduccion de los organismos a las camaras respiratorias. Las camaras respirométricas
empleadab se construyeron con recipientes de plastico herméticos, con capacidad de 5.470
y 11.695 litros. la diferencia en la capacidad se debié a la diferencia de tamafio de los

organismos empleados, que fue de 25 a 35 cm de longitud total. Una vez dentro de las
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cdmaras, €stas se sellaban y se abria el flujo de agua, empleando agua con la misma
salinidad a la de aclimatacion, asi se dejaban hasta el momento del cambio inmediato de
salinidad, en todos los casos el cambio no tardé més de 30 minutos. Una vez realizado el
cambio de salinidad se introducia el electrodo polarogréfico de oxigeno (ORION modelo
EA-940), se cerraba el flujo de agua, y se procedia a medir el oxigeno disuelto dentro de la
camara (Figura 3). Estas mediciones se realizaron durante 2 horas con intervalos de
medicion cada 10 minutos, nunca se dejo que el oxigeno disuelto bajara a menos del 70%
del valor de saturacién para cada salinidad, lo que sirvié para evitar un posible estrés
respiratorio (Winberg, 1956). Con los valores de oxigeno disuelto y los tiempos de
medicion se calcul6 la tasa de consumo para cada organismo y con éstas se determin6 el
consumo de oxigeno (QO;= mg Oy/kg/h) (Kita, er al., 1996) mediante la siguiente
ecuacion: '
QO;=(M*60*V)/P
Donde: M = Pendiente del consumo de oxigeno por tiempo (mg/l/min).

60 = min/h. _

V= Volumen de la cdmara menos el volumen del organismo (litros).

P = Peso del organismo (kilogramos).

Con los valores de metabolismo (QO,) se calcul6 el trabajo total (W=calorias/kg/h)

realizado por los juveniles de 7. macdonaldi en base a los valores de conversién propuestos

por Gnaiger (1983), donde:

1 mg O,/h=14.06 J/h, y
1 cal/h =4.1868 J/h.

Para determinar el trabajo (W=calorias/kg/h) realizado por los juveniles de 7.
macdonaldi para la osmoregulacion, se utilizo el modelo propuesto por Potts (1954), que se
basa en el trabajo empleado para mover un mol de iones de sal a través de las membranas

de un organismo, para ello propuso la siguiente ecuacidn:
U
W =RTV UlnM+B—U

Donde : R = Constante universal de los gases, 1.986 cal/mol/°K.
T = Temperatura absoluta (°K).
V'=Volumen de orina producida (litros/kg/h).
U = Concentracion de la orina producida (mol/litro).
M = Concentracion del medio externo (mol/litro).
B = Concentracion de la sangre (mol/litro).



11

Figura 3.- Céamaras respirométricas empleadas para determinar el consumo de oxigeno
de los juveniles de Totoaba macdonaldi sometidos a cambios inmediatos de

salinidad. Camara respirométrica (a), electrodo polarografico de oxigeno (b),
y sistema para el cambio inmediato de salinidad (c).



3.3.1b  RAZON DE EXCRECION DE ORINA.

En el 4 organismo de prueba (Figura 1) de cada salinidad se determino el
volumen, la osmoconcentracion total (OT,) y la concentracion de los iones sodio, cloro y
potasio (Na*,, Cl'y y K'o) en la orina excretada (caracterizadas por el subindice o). Esto se
realizé introduciendo una canula de polietileno de 0.61 mm de diametro externo y 0.28 mm
de didmetro interno (marca INTRAMEDIC, Clay Adams. De BECTON DICKINSON) en
el ducto urogenital de los juveniles (Eddy y Talbot, 1985), para ello no se utilizo anestesia
(Fletcher, 1978a). Con la cénula se drend la orina producida por el organismo en un
tiempo de 30-60 minutos, después de ser sometidos al cambio inmediato de salinidad. Por
el estrés que provocé la insercion de la canula y la manipulacién a que fueron sometidos
los organismos, se permitié que se relajaran por un periodo no menor a 5 horas (Tiempo
determinado experimentalmente) antes de someterlos al cambio de salinidad y comenzar
las mediciones del volumen de orina excretado, esto también se realizd para asegurar que el
flujo de orina fuera representativo de la condicion experimental, ya que por la
manipulacién durante la colocacién de la canula los organismos se estresaron y liberaron la
orina contenida en la “vejiga urinaria” (diuresis por manejo) (Eddy y Talbot, 1985; Wood y
Patrick, 1994), lo que hizo variar el volumen de orina durante las primeras horas. Una vez
transcurrido éste tiempo se iniciaba el cambio de salinidad, que al igual que en el
metabolismo nunca excedié de 30 minutos. Posteriormente se esperaba alrededor de una
hora para asegurar que la orina producida en la salinidad anterior fuera liberada, esto se
comprobé con los valores de osmoconcentracion, ya que después de una hora los valores se
estabilizaban. La punta de la cdnula antes de ser insertada en el organismo se redondeaba
con calor, se marcaba a una distancia de 7 mm y se llenaba con agua a una
osmoconcentracion similar a la del organismo (~340 mosm/kg) (Wood y Patrick, 1994). Lo
anterior se realizo para evitar dafiar internamente al organismo con la punta de la céanula,
para saber cuanto debia entrar la canula y asegurar su posicién dentro de la “vejiga
urinaria” (deterrninadb experimentalmente), y el liquido isoosmético se utilizd para
eliminar las burbujas de aire que podrian obstruir el flujo de la orina. Una vez dentro del
organismo, la cénula se fijo6 con pegamento instantdneo para piel (comercialmente
conocido como Kola Loka), lo que a su vez sirvié para sellar cualquier fuga que pudiera
haber entre el tejido de la papila urinaria y la canula. La longitud de la cénula fue de 40 cm

en todos los casos, longitud necesaria para sacarla de la cdmara donde se encontraba el pez



y colocarla entre 2 y 8 cm abajo del nivel de la papila urinaria del pez, para evitar que la
succion colapzara la “vejiga urinaria”, y para contrarrestar la friccion dentro de la canula
(Eddy y Talbot, 1985) (Figura 4).

La camara urinaria donde se coloco a los organismos se fabricd con vidrio y
contaba con dos secciones de 11 cm de ancho por 40 ¢cm de largo, separadas por una pared
de vidrio con malla en los extremos para permitir el flujo de agua, este flujo se generd con
una bomba de agua sumergible con capacidad de 500 GPH, lo que permitié mantener al
pez nadando siempre en una direccion, y evito que se volteara y se zafara la canula (Figura
4). Las muestras de orina se colectaron en tubos Ependorff de 1.7 ml y se guardaron en frio
(4 °C) para su posterior analisis. Se tomaron entre 3 y 5 muestras por pez, lo que dependia
del volumen colectado y del tiempo de colecta, que por lo general fue de 30 a 60 minutos
por muestra.

La razon de excrecién de orina (EO=ml/kg/h) se calculé mediante la ecuacion:

4
EO=|_*60| P
(T j

Donde: V= Volumen de orina colectado (ml).
I'=Tiempo para colectar el volumen (min).
60 = min/h.

P = Peso del organismo (kg).
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Figura 4.- Fijacion de la canula para determinar la excrecion de orina en los juveniles
de Totoaba macdonaldi sometidos a cambios inmediatos de salinidad.
Céamara urinaria (a), bomba de agua (b), pared de separacién con malla en
los extremos (c), ictiometro de fijacién con la Totoaba (d), pegado de la
cénula (e), y tubo Ependorff para colectar la orina excretada (f).



3.3.1c MUESTRAS DE SANGRE.

La sangre de los organismos (caracterizada por el subindice s) se extrajo de la
arteria caudal inferior con una jeringa hipodérmica de 1 ml (Figura 5), sin el uso de
anestesia, ya que se pueden ocasionar sobreestimaciones (Houston, et al.. 1971 a. b).
Después de extraerla se coloco en capilares recubiertos con eparina de amonio para evitar
su coagulacion. De cada organismo se tomo sangre suficiente para llenar 7 capilares (~0.7
ml), de éstos 1 se utilizo para contar los glébulos rojos y 6 para determinar el hematocrito
(Hct), la concentracion de glucosa (Cg), la osmoconcentracion total (OT;) y la
concentracion de los iones sodio, cloro y potasio (Na's, Clsy K'). Para determinar el Het,
la Cg, la OT; y la concentracion de Na's, Cl's y K, se centrifugaron los capilares a 10,000
rpm durante 10 minutos (Nordlie, e al., 1982), una vez centrifugados se procedié a medir
las proporciones de suero y precipitado celular, para determinar el hematocrito, que es una
razén entre el precipitado celular y el precipitado celular més el suero, expresado en
porcentaje (Houston, 1990), posteriormente se colecté el suero y se desecho el precipitado
celular; del suero se tomd una rﬁuestra que se congel6 en nitrégeno liquido para determinar
posteriormente la Cg mediante el método de hexoquinasa (SIGMA Kit 16-1000); y otra
muestra se empled para determinar la OT; y las concentraciones de Na'y, Cl y K. El Het
sirve para determinar si un organismo estd ganando o perdiendo agua, pues las
proporciones de suero y precipitado celular asi lo indican; la Cg se midié para determinar
su funcién ya sea como componente osmoético o como respuesta al estrés (Woo y Wu,
1982), la OT, y la concentracién del Na's, Cl'yy K', sirven para determinar el flujo de agua
y sales hacia o desde la sangre.

El conteo de glébulos rojos se realizd diluyendo la sangre 1:200 en una pipeta de
Thoma, con un liquido de dilucién (liquido de Dacie) preparado con formaldehido al 40 %
y citrato trisédico al 3 % p/v. Una vez diluida la sangre, se cargd una camara de Neubauer
modificada, y se dejo reposar por al menos 3 minutos para permitir que las células se
sedimentaran; el conteo se realizé en el microscopio compuesto (Houston, 1990). Esto se
realiz6 para determinar si la aclimatacién a diferentes salinidades influyo sobre el numero
de eritrocitos de la sangre, esto basado en el principio de que a mayor salinidad menor

cantidad de gases disueltos en el agua.



Figura 5.- Toma de muestras de sangre de los juveniles de Totoaba macdonaldi
sometidos a cambios inmediatos de salinidad. Lugar de muestreo para
extraer la sangre de la arteria caudal inferior (a) y colocacion de la sangre

en los capilares con heparina (b).
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3.3.1d MUESTRAS DE TEJIDO.

Los dos organismos seleccionados para la diseccién en cada salinidad de cambio
inmediato (Figura 1), se sacrificaron mediante un corte en la espina dorsal en la seccion
posterior de la cabeza, después se levanté la piel de la parte abdominal para tomar las
muestras del tejido muscular. La cavidad visceral también se disectd para tomar las
muestras del rifion (Figura 6). El musculo blanco se utilizé ya que es por mucho el tejido
mas grande del organismo, y parece ser la mayor fuente de transferencia de agua hacia la
sangre, sirviendo como reserva de agua para proteger a los 6rganos vitales de un estrés
osmotico (Talbot. er al., 1992). También s¢ tomaron muestras del rifion ya que es el 6rgano
Junto con las branquias encargado de extraer sales y agua de la sangre, por lo tanto puede
estar sujeto a variaciones osméticas producidas por la sangre, lo que podria ocasionar
variaciones en su contenido de agua. La cantidad de agua en ambos tejidos se determiné

colocando las muestras de tejido (~2 g) en un horno a 80 °C durante 48 horas.

3.3.1e DISECCION Y TOMA DE MUESTRAS DE AGUA Y ORINA DE
LA “VEJIGA URINARIA”,

En los organismos disectados se tomaron muestras del agua contenida en el
estomago y en el intestino, dividiendo éste wltimo en 3 secciones (anterior, medio y
posterior), asi como de la orina contenida en la “vejiga urinaria” (denominadas con el
subindice i). En todas estas muestras se determiné la OT; y la concentracién del Na®j, CI; y
K. Las muestras se tomaron con Jeringas hipodérmicas de 1 ml. Primero se tomaron las
muestras de la orina contenida en la “vejiga urinaria®, después se extrajé el liquido
contenido en el estémago y posteriormente se dividia y ligaba el intestino en 3 secciones
(anterior, medio y posterior), ligando también en donde el intestino se une con el estbmago
y con el ano (Figura 7), para después extraer el liquido intestinal correspondiente a cada
seccion. Todas las muestras se colocaron por separado en tubos Ependorff de 1.7 ml y se
conservaron en frio (4 °C) para su posterior analisis.

Estas muestras junto con las de la orina excretada, se diluyeron 1:10 con diluyente
especial para orina, para poder ser analizadas en el analizador de iones (CIBA-CORNING
644 Na'/K"/CI" Analizer).
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Figura 6.- Toma de muestras del tejido muscular blanco (a) y del rifion (b) de los

juveniles de Totoaba m
salinidad.

acdonaldi sometidos a cambios inmediatos de
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Figura 7.- Toma de muestras de los liquidos internos de los juveniles de 7otoaba
macdonaldi sometidos a cambios inmediatos de salinidad. Estémago (a),
intestino anterior (b), intestino medio (c), intestino posterior (d), y “vejiga
urinaria” ().
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3.3.1f ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE LIQUIDO.

Todas las muestras de liquido (agua, sangre, liquidos internos y orina excretada) se
analizaron con un microosmémetro (Precision Sistems 5004 posmete) y un analizador de
iones (CIBA-CORNING 644 Na'/K*/CI° Analizer) para determinar la osmoconcentracion
total (OT) y la concentracién de los iones Na",Cl'y K* respectivamente.

En todos los casos también se resté la suma de las concentraciones del Na®¥, CI’ y K’
a la OT, para determinar la cantidad con que otras substancias contribuyeron a la presion

osmotica y estos valores se denominaron OTROS.

OTROS = OT - (Na* +CI~ + K+

3.4 EXPERIMENTO 2.
3.4.1 PORCENTAJE DE HUMEDAD EN EL TIEMPO.

En este experimento se determiné el cambio del contenido de agua muscular, en el
corto plazo (3 horas), para esto se midi el contenido de humedad en el musculo a
intervalos de tiempo de 15, 30, 60, 90, 120 y 180 minutos, después de cambiar a los
organismos a las salinidades de prueba (5 y 50 %o). Estos organismos se aclimataron a una
salinidad de 34 %o (agua de mar natural) salinidad a la que también se tomaron muestras
(tiempo 0) de tejido muscular para comparar las variaciones del contenido de agua.

Para este experimento se sometieron grupos de 2 organismos a cada tiempo de
medicion, y se realizd introduciendo a los organismos en recipientes de 20 litros de
capacidad con la salinidad de prueba (5 y 50 %o) y aireacién constante, una vez transcurrido
el tiempo de cada medicién (Figura 1) se sacé a los 0rganismos y se tomaron las muestras

de tejido muscular de acuerdo a lo descrito en la seccién 3.3.1d.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO.

Para verificar la normalidad de todas las series de datos se aplicd la prueba
estadistica “Kolmogorov-Smirnov”. Para los datos donde se realizo andlisis de varianza de
una via (ANdeVA) se verifico la homogeneidad de varianzas de “Barlett”, y en los casos
donde se encontraron diferencias significativas en el ANdeVA (P<0.05) se procedié a un

andlisis a posteriori mediante la prueba de “Honestidad de Tukey” con la que se
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encontraron las diferencias especificas (Steel y Torrie, 1989). Las pruebas estadisticas se
realizaron comparando primero los valores de las salinidades de cambio inmediato para
cada salinidad de aclimatacion, y después los valores de las distintas salinidades de
aclimatacion a una sola salinidad de cambio inmediato.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron en computadora con el programa
STATISTICA 4.5 (STAT Soft).
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4. RESULTADOS

4.1. METABOLISMO

El consumo de oxigeno de los organismos, expresado como la tasa metabolica QO,
(mg Oy/kg/h) se muestra en la Figura 8, en ella se puede observar como vario la QO; con la
salinidad, aumentando en todas las salinidades de aclimatacion al llegar a la salinidad de
cambio inmediato de 11 y 5 %o. Es importante resaltar que Unicamente en estas salinidades
de cambio inmediato se encontraron diferencias significativas (P<0.05) con respecto a las
demas salinidades de cambio inmediato. También se encontré que en las salinidades de
cambio inmediato de 20 a 50 %o no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) ni en
las diferentes salinidades de aclimataciéon, ni entre las diferentes salinidades de
aclimatacion.

' Al calcular el trabajo total (W=calorias/kg/h) que las Totoabas realizaron durante
los cambios de salinidad inmediatos (Figura 9), se observé que se presenté el mismo
comportamiento que describié la QO», lo que correspondié con lo esperado, debido a qﬁe
{inicamente se realizaron transformaciones de unidades. Sin embargo, al calcular el trabajo
osmético (W=calorias/kg,h) en base al modelo propuesto por Potts (1954) (Figura 9), se
encontré que el trabajo osmético se incrementd linealmente conforme aumento la salinidad
de cambio inmediato, llegando a sus valores maximos en 50 %o, mismo que represento el
mayor porcentaje de energia ( >3% ) que las Totoabas destinaron para la osmoregulacion.
Es importante resaltar que los valores de trabajo osmético no variaron entre las diferentes
salinidades de aclimatacion. También se observd que en las salinidades de cambio
inmediato de 11 y 5 %o donde el trabajo total aumentd, el trabajo osmotico presento sus

valores mas bajos, representando estos menos del 1 % del trabajo total.
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Figura 8.- Tasa metabolica promedio (QO,=mgOy/kg/h) de los juveniles de Totoaba
macdonaldi sometidos a cambios inmediatos de salinidad (I error estandar).
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Figura 9.- Trabajo total (arriba) y trabajo osmotico (modelo de Potts, 1954) (abajo) (Calorias/kg/h) de los
juveniles de Tofoaba macdonaldi sometidos a cambios inmediatos de salinidad.
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4.2. EXCRECION DE ORINA

El comportamiento de la excrecién de orina (EO) de T. macdonaldi se muestra en la
Figura 10, en ella sélo se pueden describir las tendencias, debido a que Gnicamente se
contd con un organismo para cada condicién experimental. Se observa en la figura que la
excrecion de orina presenté en todas las salinidades de aclimatacion sus valores mas bajos
en la salinidad de cambio inmediato de 11 %, (isoosmética). Menos en la curva que
representa los organismos aclimatados a 40 %o, ya que en esta salinidad de aclimatacién no
se realizd cambio inmediato a 11 %o. Sin embargo, la tendencia de la curva indica una
disminucién en sus valores conforme se aproximé a valores de salinidad isoosmotica.
También se observd que se presentaron aumentos de la EO a partir de la salinidad de
cambio inmediato de 11 %o, aumentando hacia ambos extremos de la salinidad de cambio
inmediato: salinidades hipoosméticas (5 %o) y salinidades hiperosméticas (20, 34,40y 50
%o). Otro factor importante que se observd en la Figura 10 es que la EO disminuyé
conforme la salinidad de aclimatacién fue mayor, presentando los valores mas altos en las
salinidades de aclimatacién de 11 ¥ 20 %o y los menores en las de 34 y 40 %eo.

La osmoconcentracién total de la orina excretada (OT,) se muestra en la Figura 11,
en ella se puede observar que el comportamiento mostré la misma tendencia que la EO
(Figura 10), es decir, presenté los valores minimos en cada salinidad de aclimatacién entre
las salinidades de cambio inmediato de 11 y 20 %o, aumentando también hacia ambos lados
de las salinidades de cambio inmediato (hipoosmotico e hiperosmético). La diferencia
principal de la OT, con los valores de la EO es que la OT, presenté sus valores mayores en
las salinidades de aclimatacién de 34 y 40 %o, y los menores en las salinidades de
aclimatacion de 11y 20 %o, al inverso de lo ocurrido en la EO.

En la Figura 12 se muestran las concentraciones de los iones Na*,, CI, K y de los
demas componentes osméticos OTROS, de la orina excretada. En el caso del Na*, se
observé que los valores menores en todas las salinidades de aclimatacién correspondieron a
las salinidades de cambio inmediato de 11 y 20 %o. Asi mismo se observé que las curvas de
las salinidades de aclimatacién de 11 y 20 %o presentaron los valores mayores.
comportamiento similar al mostrado en la Figura 10 con la EO. En el caso del Cl', se
encontr6 una tendencia similar a la del Na®, en todas las salinidades de aclimatacion, en
cuanto a la salinidad de cambio inmediato a la que se presentaron los valores minimos (11

%0). Sin embargo, no hubo una tendencia clara en las diferentes salinidades de



aclimatacion. El K', en la orina excretada aporto las concentraciones mas bajas y no
manifesto una tendencia clara en las salinidades de cambio inmediato, inicamente entre las
salinidades de aclimatacion se puede describir una tendencia, a presentar los valores mas
altos en las salinidades de aclimatacion mds bajas (11'y 20 %o) y visceversa en las altas (34
y 40 %o). En los componentes osmoticos restantes (OTROS,) de la orina excretada, se
encontrd un comportamiento inverso al descrito en el Na'y y Cl. Es decir, los valores
mayores en cada salinidad de aclimatacion se presentaron en la salinidad de cambio
inmediato de 11 %o, disminuyendo hacia ambos lados de las salinidades de cambio
inmediato (hipoosotico € hiperosmético). También se observd que los valores se
incrementaron en cada salinidad de cambio inmediato conforme aument6 la salinidad de

aclimatacion. como ocurri6 con la OT, (Figura 11).



2.0

27

1.8 !
1.6 /

1.4 -

Excrecion de orina (ml/kg/h)

8.2 -

0.0

1.2

1.0 =

0.8 -

0.6 -

0.4 -

Aclimatacion
—8— 40 ppm
—ll— 34 ppm
—A— 20 ppm
—¥— 11 ppm

5 M1 20 34 40
Salinidad (ppm)

50

Figura 10.- Razén de excrecion de orina (ml/kg/h) de los juveniles de Totoaba macdonaldi sometidos a

cambios inmediatos de salinidad.



Osmoconcentracién (mOsm/kg)

Figura 11.- Osmoconcentracion (mOsm/kg) de la orina excretada por los juveniles de

28

440 — | Aclimatacion

—®— 40 ppm [

—®— 34 ppm /
420 - | —*— 20 ppm

—%= 11 ppm /

4
400 - /
A J
380 - /"
/
360 \ //
\ //
/
340 — L
/ //
/) -
/

320 -{ A P

'E§\ S/ /{
300 I T I I I T

5 1 20 34 40 50

Salinidad (ppm)

Totoaba macdonaldi sometidos a cambios inmediatos de salinidad.



S

Aclimatacion :
—®— 40ppm —®— 34ppm 4 20ppm —w— 11 ppm
160
e 140 ] e g__;_.,—..!
~ — T i
0] x A s
© N g e
Z 80 = \ v //' >
E -
£ 20 -
0 T I I T I |
5 11 20 34 40 50
240
—_ 220 W
o 200 o o -
—= 160 B
[s) g
£ 140- -7 f/~//‘
E 120 - Sy
100 T ] l l ] I
5 11 20 34 40 50
16
14 -
- 4D
8 ksl s A
¥ 6 X\\\ -
o) 4 \ ~ / _ .{;"\ /
E 2 - T t‘r“/ 0’%‘
0 T l | I l 1
5 1 20 34 40 50
200
~ 1881
y _
w0 140 - AT~ e
O 120 T oA g O
€ 100 | o % ~— b
= 804 &7 N .
= 44 @00 T v
Q 20
&
£ 0 I ] | I I ]
5 14 20 34 40 50

Salinidad (ppm)

29

Figura 12.- Componentes de la concentracion osmética de la orina excretada por los
juveniles de 7ofoaba macdonaldi sometidos a cambios inmediatos de

salinidad.



RS 30

4.3. SANGRE

La osmoconcentracion total de la sangre (OT;) se muestra en la Figura 13, en ella se
observé una tendencia general a disminuir los valores conforme bajé la salinidad de
cambio inmediato. Sin embargo, en las salinidades de cambio inmediato de 11 a 40 %o se
presentd una disminucion menor, con respecto a la que ocurrid en las salinidades de
cambio inmediato de 5 y 50 %o, donde los cambios en la osmoconcentracién fueron
mayores. Es importante resaltar que en todas las salinidades de aclimatacién se encontraron
diferencias significativas (P<0.05). Sin embargo, las diferencias mas importantes se
presentaron en los extremos de las salinidades de cambio inmediato (5 y 50 %o), donde la
variacion fue similar en valor a la que se presentd en el rango de las salinidades de cambio
inmediato de 11 a 40 %o.

En la Figura 14 se observan los componentes que constituyeron la OTs, en ella se
encontr6 que el Na' y el Cly son los elementos que mayor aporte dan a la OT; (més de 90
%), y son también los elementos que generaron su comportamiento general. Asi mismo,
presentaron diferlencias significativas (P<0.05) en todas las salinidades de aclimatacion;
resaltando, al igual que en la OT;, las diferencias presentes en las salinidades de cambio
inmediato de 5 y 50 %o. En el caso del K5 y de los OTROS; no se encontraron diferencias
significativas (P>0.05) debidas a ningtin factor de comparacién, por lo tanto su aporte al
comportamiento general de la OT; se considerd poco significativo. Presentando un aporte a
la osmoconcentracion total minimo (< 10%), siendo el K5 el que menor aporte presentd.

En la glucosa de la sangre no se encontraron diferencias significativas (P>0.05)
entre los diferentes tratamientos, por lo que la concentracion promedio general fue de 1.857
mmol/l (£0.632 mmol/l). Sin embargo, en todas las salinidades de cambio inmediato los
valores mayores de glucosa se presentaron en los organismos que fueron sometidos a la
excrecion de orina (Anexo 1).

Los valores del hematocrito (Hcto), se muestran en la Figura 15. En ella se puede
observar que en todas las salinidades de aclimatacion los valores mayores de Hcto
correspondieron a las salinidades de cambio inmediato iguales a la salinidad de
aclimatacion. Este mismo comportamiento se presentd al realizar el analisis estadistico,
donde se encontr6 que en todas las salinidades de aclimatacion la Unica diferencia
significativa (P<0.05) se presentd en la salinidad de cambio inmediato igual a la de

aclimatacion. Al comparar los valores de éstas salinidades entre las diferentes salinidades
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de aclimatacion, se encontr6 que la aclimatacion a 34 %o presento los mayorcs valores de
Hcto. diferentes significativamente (P<0.05) a los de las aclimatadas a 11y 40 %o.

En el conteo de eritrocitos (Tabla 1) se encontré que Gnicamente en la salinidad de
aclimatacion de 40 %o se presentaron diferencias significativas (P<0.05), siendo el namero

de eritrocitos mayor a esta salinidad.

Tabla 1 .- Conteo de globulos rojos (eritrocitos) de los juveniles de Totoaba macdonaldi,
aclimatados a diferentes salinidades.

Conteo de Salinidad de aclimatacién (ppm)
eritrocitos 11 20 34 40
Millones/mm’ 2.986+0.150 2.633+0.047 2.865+0.137 3.625+0.364 *

* = diferencia significativa (P<0.05)
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4.4, PORCENTAJE DE HUMEDAD (Experimento 1).

En la Figura 16, se muestran los porcentajes de humedad en el musculo y en el
rifion. En el musculo se observd una tendencia a disminuir el porcentaje de humedad
conforme la salinidad de cambio inmediato se incrementd. Sin embargo, unicamente en la
salinidad de aclimatacion de 34 %o se presentaron diferencias significativas (P<0.05),
siendo éstas en las salinidades de cambio inmediato de 5 y 50 %o. Al comparar las
diferentes salinidades de aclimatacion se encontré que no existid efecto significativo
(P>0.05) debido a la aclimatacion.

En el caso del porcentaje de humedad en el rifién no se encontraron diferencias
significativas (P>0.05) entre ningin punto de comparacidn, por lo que se considerd
homogéneo el porcentaje de humedad a pesar de la gran variacién que se presentd en

comparacion con las variaciones del musculo, que fueron de menos de 3 %.
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4.5. FLUIDOS INTERNOS

El comportamiento de la osmoconcentracion total (OT;) en los liquidos internos
muestreados se presenta en la Figura 17, en ella se observé que la OT del medio exterior -
(agua) en todas las salinidades de cambio inmediato present6 un comportamiento similar al
llegar al estomago. Es decir, disminuy6 a valores isotonicos (~11%o) en las salinidades de
cambio inmediato hiperosméticas (20, 34, 40 y 50 %o) y aumentd a valores isotonicos en
las salinidades de cambio inmediato hipoosmoticas (5 y 11 %o), y esto s¢ present en todas
las salinidades de aclimatacion. Después de presentar esta variacién inicial, los valores de
la OT,; permanecieron constantes a lo largo del intestino y de la “yejiga urinaria”. Al
realizar el analisis estadistico no se encontraron diferencias significativas (P>0.05)
importantes, Unicamente algunos puntos presentaron diferencias. Sin embargo, no
representaron ningiina tendencia. _

En los casos del Na'; y ClI; Figuras 18y 19 respectivamente, se presento un
comportamiento similar al descrito anteriormente, unicamente que en €stos €asos los
valores de concentraciéon minima se presentaron €n el intestino anterior y no en el estomago
como en el caso de la OT;, y al igual que en la OT; no se encontraron diferencias
significativas (P>0.05) al comparar las diferentes salinidades de cambio inmediato, ni al
comparar las salinidades de aclimatacién en un mismo punto de muestreo. Sin embargo, al
comparar los valores entre los diferentes puntos de muestreo interno, se encontrd que en
ambos casos se presentaron diferencias significativas (P<0.05) entre el estdbmago y las tres
secciones del intestino, y entre la “vejiga urinaria” y las secciones del intestino. Es
importante resaltar que la concentracion de estos iones tendié a incrementarse en la orina
contenida en la “vejiga urinaria”, llegando a valores similares a los del estomago, motivo
por el cual no se presentaron diferencias significativas (P<0.05) entre ambos puntos de
muestreo.

En la Figura 20 se muestran los valores del K*;, en ella se pudo observar una gran
variacion a lo largo de los diferentes puntos muestreados, por lo que no se encontraron
diferencias significativas (P>0.05). Sin embargo, se presentd una tendencia general que
manifesté un comportamiento similar al de la OT; en el caso del estomago. Es decir, los
valores del K'; disminuyeron con respecto a la concentracion presente en el medio externo
“Agua” en los casos de las salinidades de’ cambio inmediato hiperosméticos y aumentaron

en los casos de las salinidades de cambio inmediato hipoosméticos. Sin embargo, a partir
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del estomago las concentraciones aumentaron su variacién hasta llegar a la “vejiga
urinaria”, lugar donde la variacion disminuyo.

En el caso de los componentes osmoticos restantes (OTROS;) de los liquidos
internos muestreados (Figura 21) se observé un comportamiento inverso al descrito en los
casos anteriores. En éste se presentaron incrementos en los valores a partir del estomago,
llegando a sus valores maximos en el intestino anterior, para después disminuir en la
“vejiga urinaria”, llegando a valores similares a los del estomago. En el analisis estadistico
se encontré que en todas las salinidades de aclimatacion se presentd6 el mismo
comportamiento, tanto el estomago como la “vejiga urinaria” fueron diferentes
significativamente (P<0.05) a las tres secciones del intestino. Unicamente en el caso de la
salinidad de aclimatacién de 40 %o no se cumpli6 este comportamiento, en este caso la
diferencia significativa (P<0.05) fue inicamente con el intestino anterior, y €so en parte se

pudo atribuir a lo incompleto de los datos en este caso.
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Figura 20.- Concentracion promedio de potasio (K';) (mmol/l) del medio externo

(13 A gua
macdonaldi aclimatados a diferentes s
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» y de los liquidos internos de los juveniles de Tofoaba
alinidades (40, 34, 20 y 11 ppm)
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46. CONTENIDO DE HUMEDAD DEL MUSCULO EN EL TIEMPO
(EXPERIMENTO 2).

El cambio en el porcentaje de humedad en el misculo a lo largo del tiempo después
del cambio inmediato de salinidad se muestra en la Figura 22. En ella se observo que en
ambas salinidades (5 y 50 %o) se presentd una variacion significativa (P<0.05) en el
porcentaje de humedad a partir de los 90 minutos posteriores al cambio de salinidad.
Ocasionando un aumento de humedad en la salinidad de 5 %o y una disminucion en la
salinidad de 50 %o. Sin embargo, antes de este tiempo se registré una pérdida de humedad
significativa (P<0.05) en la salinidad de 5 %o, a los 30 minutos de permanecer en esta

salinidad.
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5. DISCUSIONES

51 COSTO ENERGETICO DE LA OSMOREGULACION

La tasa metabolica QO,, representada por el consumo de oxigeno es una valoracion
conveniente del estado metabdlico general de un organismo (Fry, 1957). El gasto
metabblico incluye la energia disipada en: locomocion, regulacion osmética, alimentacion,
y la energia destinada a otras actividades necesarias para el buen desempefio del animal
(Farmer y Beamish, 1969). Sin embargo, al analizar la tasa metabolica de diferentes
especies sometidas a variaciones de salinidad se presentan grandes diferencias en el
comportamiento; por lo que no se puede generalizar la respuesta metabdlica entre las
diferentes especies de peces. Por ejemplo, en algunas especies se presentan Consumos de
oxigeno minimos en salinidades isoosméticas, como en la Tilapia nilotica (Farmer y
Beamish, 1969), en Salmo gairdﬁeri (Rao, 1971), y en Ctenopharyngodon idella (Maceina,
et al. 1980), lo que se puede atribuir a un requerimiento energético menor en salinidades
isoosméticas; mismo que podria beneficiar al organismo al utilizar esa energia ahorrada
para destinarla a otras funciones, como el crecimiento o la maduracion. En otras especies se
presenta lo contrario, los mayores valores de consumo de oxigeno se presentan en
salinidades isoosmoticas, como en Plotossus anguilaris (Job, 1959), Tilapia mossambica
(Job, 1969) y Ophiocephalus maculatus (Woo y Tong, 1982) en donde se podria esperar lo
inverso a lo descrito anteriormente. Finalmente, también se han reportado otras especies en
donde no se encontré ningun efecto en el metabolismo debido a la salinidad, como en
Kuhlia sandvicensis (Muir y Niimi, 1972) y Chrysophrys major (Woo y Fung, 1981). En el
caso de los juveniles de Totoaba macdonaldi (Figura 8) se presenté un comportamiento
general entre las diferentes salinidades de aclimatacion, siendo igual estadisticamente la
tasa metabolica en las salinidades de cambio inmediato (hiperosmoticas) de 20, 34, 40 y 50
%,. Presentando aumentos significativos (P<0.05) unicamente en las salinidades de cambio
inmediato de 11 y 5 %o (isoosmética e hipoosmotica respectivamente). Esto manifesté una
capacidad eurihalina de los juveniles de 7. macdonaldi, ya que fueron capaces de soportar
de igual manera los cambios inmediatos de salinidad a pesar de provenir de diferentes
salinidades de aclimatacion, lo que indic6 una rapida adaptaciéon a los cambios de
salinidad. Esto se podria relacionar con el medio ambiente donde vive la 7. macdonaldi

durante su etapa juvenil, ya que en esta zona (Alto Golfo de California) se presentan
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importantes variaciones de salinidad a lo largo del afio (Carbajal, et al., 1997). Algo similar
encontré Hettler (1976), en Brevoortia tyrannus, él reportd valores similares de consumo
de oxigeno entre los organismos cambiados inmediatamente de salinidad y los organismos
aclimatados por varias semanas, lo que también atribuyé a una rdpida adaptacion a los
cambios de salinidad. Al respecto, Wu y Woo (1983) mencionaron que las especies que
viven cerca de la costa presentan una mayor capacidad para resistir los cambios de
salinidad que las especies que viven alejadas de la zona costera (mar abierto).

El incremento metabélico de T. macdonaldi en las salinidades iso e hipoosmoticas se
pudo deber a que en estas salinidades los organismos no pudieron controlar tan eficazmente
la ganancia de agua como lo hicieron con la pérdida de agua en las salinidades
hiperosmoticas, por lo tanto gastaron mas energia para mantener su homeostasis. Al
respecto Hettler (1976), reportd que el aumento en el costo metabdlico en las salinidades
bajas y altas en Brevoortia tyrannus se pudo deber al mantenimiento de agua y al
intercambio i6nico. Lo mismo que podria estar sucediendo con la Totoaba en las
* salinidades iso e hipoosméticas. Por su parte Farmer y Beamish (1969) y Nordlie y Leffler
(1975) mencionaron que cualquiera que sea la situacién el organismo debe gastar energia
para mantener su homeostasis (regulacion osmotica). En los juveniles de 7. macdonaldi
este aumento en el gasto de energia se manifesto tanto en el trabajo total como en el
consumo de oxigeno. Esta energia se utiliza en los peces expuestos al agua dulce en la
regulacion idnica y osmotica, que consisten de dos mecanismos activos: 1) la excrecion del
exceso de agua en forma de orina hipoosmética y 2) la toma de iones, especialmente Na'y
CI en las branquias (Virtanen et al, 1988).

En el trabajo osmoético realizado por los juveniles de T. macdonaldi (Figura 9) se
observé que el menor trabajo se presento en las salinidades iso e hipoosmoéticas (11 'y 5 %o
respectivamente), aunque en estas mismas salinidades se presenté el mayor trabajo total
(Figura 9). Al respecto Prosser (1973) y Wu y Woo (1983), reportaron que generalmente
hablando, el metabolismo se incrementa a salinidades reducidas en las especies eurihalinas.
Por lo tanto esta contradiccion entre el trabajo total y el trabajo osmoético se puede deber a
que el modelo propuesto por Potts (1954) Ginicamente considera el trabajo involucrado en
el transporte de iones; pero no considera el trabajo que involucra la eliminacion del agua a
través del rifion. Y como esta agua aumenta en los organismos expuestos a salinidades iso e
hipoosméticas (Virtanen, ef al., 1988), como se establecié anteriormente, se podria esperar

que en el caso de la Totoaba el aumento de trabajo total se deba en parte a la eliminacién
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de esta agua. Por lo tanto, se puede considerar que la mejor salinidad para los juveniles de
| afio de edad de T. macdonaldi es la salinidad de 20 %o, ya que presenta el menor trabajo
osmético en relacion al trabajo total. Esto se basa en lo establecido por Paloheimo y Dickie
(1966), ellos mencionaron que el incremento en la tasa metabdlica se presenta para
mantener el equilibrio osmético, lo que toma lugar posiblemente a expensas de la energia
para crecimiento. Asi mismo Kinne (1960) encontr6 una reduccion en el crecimiento y en
la eficiencia de conversion de alimento en salinidades hipotonicas en el pez eurihalino
Cyprinodonte sp. El gasto energético de los juveniles de T. macdonaldi para la regulacion
osmotica fue en el mayor de los casos cercano a 3 % del gasto energético total, este valor
es cercano a lo reportado por otros autores para la regulacion osmotica. Por ejemplo
Jobling (1994), report6 para peces, valores de trabajo osmotico equivalentes a 1-2% del

metabolismo total.

59 REGULACION IONICA Y OSMOTICA

A pesar de que en las muestras de orina excretada no se pudo contar con replicas
debido al namero reducido de juveniles de T. macdonaldi disponibles para los
experimentos, las tendencias entre las diferentes salinidades de aclimatacién permiten
hacer una descripcién del proceso. La excrecion de orina (EO) (Figura 10) presentd los
valores minimos en la salinidad de cambio inmediato isoosmoética (11 %o) y aumento en las
salinidades hipoosmotica (5 %o) € hiperosmoticas (20, 34, 40 y 50 %o). La disminucién de
la EO en la salinidad isoosmética concuerda con lo establecido por Conte (1969), €l
mencion6 que la igualdad osmoética entre el organismo y el medio ambiente reduce los
flujos de agua en ambos sentidos, lo que ocasiona una disminucién de la excreciéon de
orina. Asi mismo, el aumento en la EO en salinidades hipoosmoticas también se ha
presentado en otras especies. Lo que se puede deber a la tendencia del agua dulce a entrar
al organismo por difusién pasiva (osmosis) a través de las membranas permeables de la
boca, branquias e intestino, lo que ocasiona una produccién copiosa de orina hipotdnica
(Lagler, et al., 1962; Oikari y Virtanen, 1984). En las salinidades de cambio inmediato
hiperosmético también aumento la EO de los juveniles de T. macdonaldi. Lo que se pudo
deber, a que los organismos deben tragar mds agua para recuperar el agua perdida por
osmosis (Jobling, 1995). Para lograr esto, deben absorber en el intestino los iones del agua

ingerida, para que ésta entre al organismo por osmosis (Krogh, 1965). Por lo tanto
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aumentan los iones que el organismo debe eliminar, lo que los obliga a producir mas orina,
hipoténica con respecto al medio exterior (Smith, 1930; Conte, 1969). Asi mismo la EO de
T macdonaldi disminuyé conforme aument9 la salinidad de aclimatacion. Lo que se pudo
deber a que en las salinidades mayores el organismo procurd perder la menor cantidad de
agua a través de la orina (Lagler, et al., 1962). Para lograr esto, aumentaron la
osmoconcentracion de la orina (OT,) (Figura 11), lo que ocasion6 que el organismo
produjera menos orina pero mas concentrada conforme aumenté la salinidad de
aclimatacion, lo cual representd una menor pérdida de agua. En las salinidades
hipoosméticas ocurrié lo contrario, se excretd la mayor cantidad de agua posible con la
menor carga de iones posible, lo que ayudé a disminuir la pérdida de iones. Este proceso
también se ha reportado por otros autores (Lagler, et al., 1962; Conte, 1969).

En los componentes osmoticos de la orina excretada. (Figura 12) se observé que los
iones Na*, y Cl, fueron quienes conformaron en su mayoria el comportamiento de la
osmoconcentracion total (Figura 11). Al respecto, Fletcher (1978a) reportd en Gadus
callarias perdidés de Na" y CI por via urinaria y rectal de tan solo 3.2 % y 7.7 %
respectivamente, del total de iones ingerido con el agua, por lo que atribuy6 su excrecion a
otro sitio, presumiblemente las branquias. Esto nos puede indicar que los valores
encontrados en la orina excretada de la Totoaba no representaron el 100 % de la cantidad
de estos iones ingeridos con el agua. El K, no presentd una tendencia clara y su aporte a la
OT, fue insignificante. En el caso de los OTROS, se pudo observar que su magnitud fue
comparable a la del Cl’,, aunque su comportamiento fue inverso, es decir, los valores
maximos se presentaron en la salinidad de cambio inmediato isoosmdtica (11 %o). Esta
fracciéon de acuerdo con algunos autores se encuentra conformada por compuestos tales
como fosfato, bicarbonatos, desechos nitrogenados (Potts, 1954; Fletcher, 1978a), creatina,
creatinina y oxido de trimetilamida (Lagler, ef al., 1962), aunque también hay un aporte
significativo de Mg2+ y SO,* absorbidos en el tracto digestivo, que posteriormente son
excretados en la orina (Fletcher, 1978a; Virtanen, ef al., 1988).

En la osmoconcentracion total (Figura 13) de la sangre (OT;) se observé que existe un
mayor control osmoético en las salinidades de cambio inmediato de 11 a 40 %o, lo que
concuerda con el comportamiento metabolico (Figura 8) a estas salinidades. Sin embargo
en los extremos (5 y 50 %o) la OTs presenté una mayor variacién, lo que manifesté un
descontrol osmético. Al respecto Nordlie, er al., (1992), mencionaron que en Poecilia

latipinna la osmoconcentracion del plasma aument6é mas rapidamente cuando se aproximo
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al limite superior de tolerancia salina. Lo que talvez puede indicar que para los juveniles de
T macdonaldi el limite de tolerancia salino puede estar cercano a las 50 %o. El
comportamiento general de la OTs indicé una rapida adaptacion de la Totoaba a los
cambios de salinidad. ya que al modificar su OT; ocasiond una disminucion en el gradiente
osmoético entre el organismo y el medio ambiente. Lo que pudo representar una ventaja
energética, debido a que disminuyo el trabajo osmoético (Potts, 1954). Esto también se ha
reportado como una caracteristica de especies eurihalinas, como Ambasssis spp (Martin,
1990) y Mugil cephalus (Nordlie, ef al., 1982). Por lo tanto se podria esperar que en el
medio natural la Totoaba utilice esta energia ahorrada para otras actividades, tales como
crecer, alimentarse o huir de los depredadores. Esta misma ventaja se ha descrito en
Ambassis spp. (Martin, 1990), y en Adinia xenica lo que Nordlie (1987), atribuy6 a las
variaciones de salinidad de la zona donde habita esta especie. Asi mismo, el cambio en los
valores de la OT; de T. macdonaldi en el rango de salinidades probadas fue similar a los
valores reportados por otros autores. Lo que Crocker, et al., (1983), establecieron como una
adaptacion a los cambios de salinidad para Sciaenops ocellatus (Tambor rojo), especie que
vive en zonas estuarinas. Lo cual confirma lo mencionado anteriormente para la Totoaba.
Los componentes osmoticos de la sangre (Figura 14) se pueden dividir en dos grupos:
1) los que representaron el mayor aporte a la osmoconcentracién total (Na's y CI's) con mds
del 90 %, como también se present6 en Eugerres plumieri (Plaza-Yglesias, et al., 1988); y
2) los que aportaron la menor cantidad (K's y OTROS;) con menos del 10 %. Es importante
‘mencionar que a diferencia de la orina, la concentracién de los OTROS; en la sangre esta
dada principalmente por iones divalentes como el Ca*" yel Mg** (Woo y Tong, 1982), y
por aminoécidos, que pueden aportar entre 68 y 71 mmol/l en la sangre del salmon Salmo
salar (Cowey, et al., 1962). El Na' y el Cl' en la sangre de la Totoaba son los que rigen el
comportamiento general de la OT, mientras que el K's y los OTROS; permanecen sin
cambio. Lo mismo se presentd en Mugil cephalus (Nordlie y Leffler, 1975), Cyprinodon
salinus (Stuenkel y Hillyard 1981), Ophiocephalus maculatus (Woo 'y Tong, 1982), y
Eugerres plumieri (Plaza-Yglesias, et al., 1988). El aumento en las concentraciones de
Na's y Cl's (Figura 14) conforme se incremento la salinidad de cambio inmediato, se pudo
deber a la absorcién de iones monovalentes en el tracto digestivo (Figuras 18 y 19), como
se menciond anteriormente. Sin embargo, estos iones no solo provienen de esta via,
también se ha encontrado que se presenta un influjo a través de las branquias (Fletcher,

1978b). La disminucion en los valores del Na', y ClIs (Figura 14) en las salinidades de
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cambio inmediato isoosmético (11 %o) € hipoosmoético (5 %o) se puede atribuir a una
regulacion iénica insuficiente. Lo que también se reporto en Myoxocephalus scorpius'y M.
quadricornis (dos especies de teleosteos del Mar Baltico) al exponerlos al agua dulce
(Oikari, 1978). Como se observo en la Figura 14 el comportamiento de los iones Na's y Cl;
es similar, aunque sus concentraciones no lo son, lo cual confirma el hecho de que su
regulacion es independiente y que mas que una regulacion ion a ion, se da una regulacion
por fracciones equivalentes (Lutz, 1972; Nordlie y Leffler, 1975).

El K’ y los OTROS; permanecieron constantes en todas las salinidades de cambio
inmediato (Figura 14), comportamiento similar al reportado por Woo y Wu (1982), para
Mylio macrocephalus. La concentracion de los OTROS; no varid, debido talvez a que parte
de sus componentes (iones divalentes) no se absorben en el tracto digestivo (Shehadeh y
Gordon, 1969; Kirsch y Meister, 1982).

La dishlinucién en la OT (Figura 13) y la disminucion de los iones Na® y CI' (Figura
14) al disminuir la salinidad de cambio inmediato (Figura 13) se debi6é a que en las
salinidades hipoosméticas el flujo pasivo de iones hacia el exterior se facilita por el
gradiente de concentraciones. Por lo tanto, se necesita un mecanismo de reabsorcion de
iones efectivo para mantener el balance iénico dentro del organismo (Virtanen, et al.,
1988).

La glucosa es un compuesto vital para el organismo, ya que se utiliza como fuente de
energia (Woo y Wu, 1982), por lo tanto se han realizado varios estudios para determinar su
funcién como componente osmético o como factor de respuesta al estrés (Woo y Tong,
1982; Woo y Wu, 1982). En el caso de los juveniles de T. macdonaldi no se encontraron
diferencias en las concentraciones de glucosa sanguinea, lo que indicé que no tiene funcion
como componente osmotico en ésta especie. Sin embargo, los mayores valores de glucosa
sanguinea se presentaron en los organismos sometidos a la excrecién de orina (Anexo I), lo
que pudo indicar que su funcién es més como fuente de energia ante situaciones de estrés
que como componente osmético (Ahokas y Duerr, 1975b; Woo y Tong, 1982; Woo y Wu,
1982; Sharpe, et al., 1998).

Los valores del hematocrito (Figura 15) se pueden utilizar para determinar si el
organismo se encuentra ganando o perdiendo agua, lo que ayuda a realizar el balance de
agua de un organismo (Fletcher, 1978a). En el caso de los juveniles de 7. macdonaldi se
encontré que la menor cantidad de agua se presentd en las salinidades de cambio

inmediato iguales a las de aclimatacién, esto pudo indicar que durante la aclimatacion los
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organismos alcanzaron un equilibrio osmoético. Pero al someterlos a un cambio inmediato
de salinidad, ya sea hacia una salinidad mayor o hacia una salinidad menor a la de
aclimatacion, sufrieron un desequilibrio osmético que ocasion6 un aumento en el contenido
de agua de la sangre. El aumento de agua en la sangre de 7. macdonaldi en los casos donde
se presentd un cambio de salinidad inmediato hacia salinidades menores a la de
aclimatacion, se pudo deber a una deficiente regulacion hiperosmética. Como también
reportaron Woo y Fung, (1981) para Chrysophrys major. Esta deficiencia facilito la entrada
de agua al organismo, como también se manifesto en el porcentaje de humedad en el
musculo (Figura 16) en la salinidad de cambio inmediato de 5 %o. El aumento de agua en la
sangre de 7. macdonaldi en los cambios de salinidad inmediatos hacia salinidades mayores
a la de aclimatacion, se pudo deber a que ésta provino del musculo; lo que se confirmo6 con
la pérdida en el porcentaje de humedad del musculo (Figura 16), en la salinidad de cambio
inmediato de 50 %o. Al respecto Houston (1959) y Leray, ef al., (1981) encontraron un
incremento en el agua de la sangre de la Trucha arcoiris (Salmo gairdneri) al exponerla al
agua de mar, y lo atribuyeron al aporte de agua por parte del tejido muscular.

Al realizar el conteo de glébulos rojos (eritrocitos) no se observo la presencia de
globulos rotos o lisados, por lo cual se consider6 que las variaciones en el conteo fueron
producto de los procesos internos del organismo (Martin, 1990). El aumento de glébulos
rojos en la salinidad de aclimatacion de 40 %o (Tabla 1), se pudo deber a que en esta
~salinidad la cantidad de oxigeno disuelto fue menor al de las demas salinidades de
aclimatacién. Lo que oblig6 a los organismos a producir un mayor numero de eritrocitos
capaces de transportar el oxigeno necesario para el buen funcionamiento del organismo. En
Crysophrys major también se presentd un aumento en el nimero de eritrocitos y del
contenido de hemoglobina en la sangre, lo que se atribuy6 a una compensacion de la baja
capacidad de transporte de oxigeno por parte de la molécula de hemoglobina (Woo y Fung,
1981). La capacidad de transporte de oxigeno de los eritrocitos no solo se afecta por la
disponibilidad de éste en el medio natural, sino también por la composicién i6nica del
plasma. Guernsey y Poluhowich (1975), y Oikari (1978), postularon que la composicion
ionica del plasma parece alterar el tamaiio de los eritrocitos, lo que a su vez afecta sus
propiedades de transporte de oxigeno, asi como los valores del hematocrito, por su
modificacién de volumen. En Salmo gairdneri (Zeitoun, et al., 1974) también se' encontrd
un aumento en el porcentaje de precipitado celular del hematocrito en peces aclimatados a

20 %o sobre los aclimatados a 10 %o, lo que se pudo deber a un intento para incrementar la
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capacidad de transporte de oxigeno de la sangre para soportar las demandas metabolicas
asociadas a los ambientes hipertonicos. El incremento de globulos rojos en las salinidades
hiperténicas no solo se da por la disminucién de oxigeno en el medio ambiente. Algunos
autores también sugieren que la hipoxia es causada por la pérdida osmética de agua y por la
contraccion del epitelio branquial. Lo que ocasiona un decremento en la eficiencia de
transferencia de oxigeno a través de la superficie branquial y un incremento de la distancia
de difusion de oxigeno (Bath y Eddy, 1979; Stagg, et al., 1989).

Con el niimero de eritrocitos encontrado en los juveniles de 7. macdonaldi (Tabla I), se
pudo colocar a la Totoaba dentro de los organismos pelagicos, esto de acuerdo al criterio de
clasificacién establecido por Tochilina (1992), en el que establece que el numero de
eritrocitos es funcién del requerimiento energético del organismo, lo que a su vez depende
del medio ambiente donde se desarrolla. Esto nos ayuda a entender la posicion de los
juveniles de 7. macdonaldi en el medio ambiente y su relacién con €ste.

En el porcentaje de humedad del musculo y rifién de los juveniles de T. macdonaldi
(Figura 16) sometidos a cambios de salinidad inmediatos, se encontrd que el misculo fue el
{inico que presentd variaciones significativas. Pero estas fueron unicamente en los extremos
del cambio inmediato de salinidad (5 y 50 %o) de la salinidad de aclimatacion de 34 %o, lo
que se pudo deber a que sélo en esta salinidad se abarcé todo el rango de salinidades de
cambio inmediato. Por lo tanto fueron estas las salinidades que se utilizaron para
determinar el cambio en el porcentaje de humedad a lo largo del tiempo (Figura 22). El no
haber encontrado més diferencias significativas en el porcentaje de humedad en las
diferentes salinidades de aclimatacién y de cambio inmediato, nos indico también que los
juveniles de 7. macdonaldi cuentan con un sistema de regulacion osmotico eficiente, que
de acuerdo con Woo y Wu (1982), les permiti6 resistir los cambios de salinidad externa sin
sufrir alteraciones significativas en su contenido de humedad. Lo que manifesté también la
capacidad eurihalina de la Totoaba. Sin embargo, las diferencias significativas (P<0.05),
encontradas indicaron que en estas salinidades no se pudo eliminar ni recuperar el agua
ganada o perdida por osmosis (Love, 1970). Lo que manifest6 una deficiencia osmotica a
estas salinidades. En el cambio inmediato a 5 %o se pudo comprobar esta deficiencia en la
hiperosmoregulacién, con la tasa metabolica (Figura 8), el trabajo energético total (Figura
9), y la OT (Figura 13). Ya que en éstas s¢ presentaron las diferencias significativas mas
importantes en la salinidad de cambio inmediato de 5 %o. La ganancia de humedad en el

musculo en salinidades hipoosmoticas también se ha presentado en otras especies, como en
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Crhysophrys major, lo que resultd en la muerte de los organismos, e indicé una baja
hiperosmoregulacion de la especie (Woo y Fung, 1981). En el cambio inmediato de
salinidad a 50 %o, el aumento en el porcentaje de humedad del musculo se pudo relacionar
con el aumento en la OTs (Figura 13). Que en este caso también presentd aumentos
significativos (P<0.05) importantes. Lo que manifiestd una perdida de agua en el
organismo. Asi mismo, esta pérdida de agua muscular se puede relacionar con el
hematocrito (Figura 15), ya que sus valores no variaron con respecto a las salinidades
menores, lo que se pudo deber a que el agua de la sangre provino del musculo, como se
mencion6 anteriormente (Houston, 1959; Leray, ef al., 1981).

El porcentaje de humedad en el rifién de los juveniles de T. macdonaldi no mostrd
diferencias significativas (P>0.05) en las diferentes salinidades de cambio inmediato, esto
se pudo deber a dos factores. El primero es que el organismo mantuvo el porcentaje de
humedad constante en sus 6rganos vitales para asegurar su buen funcionamiento, para lo
cual utilizé el agua contenida en el musculo (Talbot, et al., 1992); y el segundo se pudo
deber a la gran variacion de los datos, lo que pudo originarse por variaciones en la cantidad
de sangre que perdio el rifién al momento de la diseccion.

La pérdida de agua por las paredes corporales del organismo en medios ambientes
hiperosmoticos se debe recuperar por algn mecanismo que permita mantener la
homeostasis interna del organismo. Al respecto Virtanen, ef al., (1988) mencionaron que en
agua de mar se requiere del siguiente mecanismo para balancear la perdida pasiva de agua
(osmosis) y el influjo de iones: 1) beber agua de mar, 2) excretar el exceso de Na" y CI por
las branquias, y 3) excretar el exceso de Mg™y SO4* por la orina. Es decir, la recuperacion
de agua en los teleosteos marinos se lleva a cabo en el tracto digestivo, y se genera
absorbiendo los iones monovalentes del agua ingerida (Nordlie y Leffler, 1975; Talbot, et
al., 1992) hasta bajar su osmoconcentracion a niveles isoosmoéticos, para entonces poder
absorber el agua por difusion pasiva (osmosis) (Kirsch, et al., 1985; Jobling, 1995). En la
Figura 17 se observo este proceso de absorcion de agua y iones en el tracto digestivo de los
juveniles de 7. macdonaldi. En ella se pudo observar como la osmoconcentracion del agua
ingerida del medio exterior bajo su osmoconcentraciéon en el estdmago de los organismos
cambiados a salinidades hiperosmaticas, lo que se debi6 al proceso descrito anteriormente.
¥ aumenté su osmoconcentracién en los cambiados a salinidades iso e hipoosmoticas, lo
que se debio a que el agua ingerida se absorbié en el tracto digestivo por osmosis,

ocasionando la concentracion de los iones que la componian. Después de esta absorcion de
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agua y iones en la primer parte del tracto digestivo (es6fago-estomago), la
osmoconcentracion no varié significativamente (P>0.05) a lo largo del intestino. Lo que se
pudo deber a que el esofago-estomago cumplen con la funcion de desalar el agua ingerida,
al mismo tiempo de ser permeables al agua como se manifestd en las salinidades iso e
hipoosmoticas. Similar a lo reportado para el salmon Salmo salar (Talbot, et al., 1992),y la
Tilapia Sarotherodon mossambicus (Mainoya, 1982). En la “vejiga urinaria” los valores de
OT; disminuyeron significativamente (P<0.05) con respecto a los valores del estomago en
las salinidades de aclimatacién de 34 y 40 %o. Lo que se pudo deber a que la orina tendid a
presentar valores similares de osmoconcentracion a los de la sangre (Smith, 1930). Como
se menciond anteriormente esta absorcion de iones en el tracto digestivo (Figura 17), que
sirvié para recuperar el agua perdida en salinidades hiperosmoticas, aumentd la carga de
iones que debi6 ser eliminada, ya sea por medio de la orina o por las branquias (Krogh,
1965; Nordlie y Leffler, 1975; Jobling, 1995), por lo tanto el trabajo osmoético se
incrementd, como se observo en la Figura 9, llegando a su maximo valor en la salinidad de
cambio inmediato de 50 %eo. |

Los comportamientos del Na'; y CI; (Figuras 18 y 19) muestran en el estomago el
mismo comportamiento descrito anteriormente, en ellas se observé que la concentracion de
estos iones en el medio externo disminuy6 en las salinidades de cambio inmediato
hiperosméticas, y aument6 en las salinidades de cambio iso e hipoosmoticas, al llegar al
estomago, lo cual manifest6 la absorcién de iones y agua respectivamente. Sin embargo,
los valores disminuyeron significativamente en todos los casos al llegar al intestino
anterior, a partir del cual permanecieron sin cambios. Igual a lo reportado para Salmo salar,
en ¢él, los valores del Na" y CI” disminuyeron en el estomago a 86 % y 83 % y en el
intestino a 22 % y 18 % respectivamente de los valores presentes en el medio externo. Lo
que indicé una toma activa de iones en el tracto digestivo (Talbot, et al., 1992). En la
“yejiga urinaria” las concentraciones se incrementaron significativamente (P<0.05), lo que
indicé que estos iones también se excretaron a través de la orina y no solo por las branquias
como mencionaron Lagler, et al., (1962) y Conte (1969). Los valores de la “vejiga
urinaria” en la Totoaba fueron similares a los encontrados en la sangre, por lo que su
excrecion via urinaria se atribuyé a un proceso de intercambio por difusion (Fletcher,
1978b).

En el caso del K'; (Figura 20) no se encontraron diferencias significativas (P>0.05).

Sin embargo, la tendencia general manifiesto la absorcion de este ion en la primer parte del
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tracto digestivo (esofago-estomago) en las salinidades hiperosmoticas y la absorcion de
agua en las salinidades iso e hipoosméticas, como sucedid en los casos.anteriores. Sin
embargo, en el intestino la tendencia se perdio, debido a la gran variacion de los datos,
misma que disminuy6 en la “vejiga urinaria”, lo que manifiestd un posible control interno
de este ion.

Los componentes osmoticos restantes (OTROS;) (Figura 21) presentaron un
comportamiento inverso al descrito por los demas componentes osméticos (Na*, CI"y K").
Es decir, sus concentraciones se incrementaron en el estdbmago en todos los casos, llegando
a sus valores mdximos en el intestino anterior, permaneciendo sin cambio a lo largo del
intestino. Esto indicé una absorcién de agua en el es6fago-estomago y en el intestino
anterior. Al respecto Masaaki (1980), encontré que el transporte de agua en el intestino de
la anguila (Anguilla japonica)' esta ligado al transporte acoplado de Na" y CI'. En los
juveniles de 7. macdonaldi se presento este proceso en las F iguras' 18,19 y 21. En ellas se
pudo observar que la disminucién de las concentraciones del Na'; y CI en el estomago e
intestino anterior correspondié con la toma de agua manifestada por los OTROS;. La
absorcion de agua que manifesté el comportamiento de los OTROS; comprueba lo
mencionado por otros autores para algunos componentes osmoéticos. Lagler, et al., (1962),
Shehadeh y Gordon (1969); Fletcher, (1978a): y Kirsch y Meister (1982), mencionaron que
componentes osmoéticos como los iones divalentes (Ca2+, Mg2+, SO42' y HPO42') se
concentran en el tracto digestivo para ser expulsados en los fluidos rectales. Sin embargo,
no en todos los organismos se presenta lo mismo con estos componentes osmoticos,
Virtanen, et al., (1988), mencionaron que el alto contenido de Mg*" en el musculo del
Salmén (Salmo salar) se pudo deber a su absorcion en el tracto digestivo. En la “vejiga
urinaria” de los juveniles de T. macdonaldi la presencia de los OTROS; se pudo deber en
parte a la presencia de iones organicos (Potts, 1954) y en parte a iones divalentes que son
absorbidos en el tracto digestivo, como el Mg2+ y SO4> (Jobling, 1995). Al respecto
Jobling (1995), mencion6 que aproximadamente el 80 % de los iones divalentes ingeridos
con el agua se expulsan en las heces y que solo un 20 % se absorbe en el tracto digestivo y
se transportan por la sangre para ser excretados por la orina.

El porcentaje de humedad en el musculo a lo largo del tiempo se muestra en la Figura
22, en ella se observé que en ambas salinidades de cambio inmediato (5 y 50 %o) el
porcentaje de humedad en el musculo presenté variaciones significativas (P<0.05) a partir

de los 90 minutos. Esto nos indicé que el organismo fue capaz de soportar el cambio
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inmediato de salinidad sin presentar variaciones en su porcentaje de humedad durante los
primeros 90 minutos. Sin embargo, a partir de este tiempo (90 minutos) el organismo fue
incapaz de mantener una humedad interna constante, lo que representé una pérdida del
control osmotico (Woo y Fung, 1981). Lo cual indico que los juveniles de T. macdonaldi
pueden soportar breves incursiones a estas salinidades en el medio natural. El descontrol
osmético en la salinidad de cambio inmediato de 5 %o se manifesté como una ganancia de
agua proveniente del medio externo. Y en la salinidad de cambio inmediato de 50 %o el
descontrol se manifesto con el decremento en el porcentaje de humedad. Lo que se atribuyo
a un aporte de agua hacia la sangre por parte del musculo (Houston, 1939; Leray, et al.,
1981). En los organismos sometidos al cambio inmediato de 5 %o se presentd una perdida
de humedad significativa (P<0.05) en los primeros 30 minutos de permanencia en esta
salinidad. Lo que se pudo deber a que el mecanismo de regulacion osmotica elimin6 mas
agua de la requerida, ocasionando que el musculo cediera agua para compensar esta

pérdida.

5.3 IMPLICACIONES Y APLICACIONES DE LA OSMOREGULACION

El hecho de no haber encontrado diferencias significativas (P>0.05) en la tasa
metaboélica (Figura 8), y en el porcentaje de humedad del musculo (Figura 16), en un
amplio rango de salinidades de cambio inmediato y de aclimatacién; y el haber encontrado
muy pocas diferencias en la osmoconcentracion de la sangre (Figura 13) y del hematocrito
(Figura 15) entre las diferentes salinidades de aclimatacién, nos pudo indicar que los
juveniles de 7. macdonaldi lograron aclimatarse a las diferentes salinidades en el tiempo
considerado para este experimento (15 dias), y que los cambios inmediatos de salinidad no
ocasionaron un efecto adverso en la osmoregulacién y metabolismo en la mayoria de los
casos, asi como también manifesto el grado de desarrollo del mecanismo homeostatico y
por lo tanto de euryhalinidad de la especie (Woo y Wu, 1982).

El hecho de qué la Totoaba se haya reproducido en cautiverio en 34 %o y presentara
una respuesta adversa ante salinidades iso e hipoosmoticas, elimina la posibilidad de ser
una especie anadroma y por lo tanto que la salinidad sea el factor responsable directo de su
condicién de especie amenazada con extincion. Es posible sin embargo. que el efecto del
cambio de las condiciones ambientales de la zona de maternidad (Alto Golfo de California)

(Carbajal, et al., 1997) haya tenido un efecto indirecto sobre la Totoaba. Es decir, es
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probable que la Totoaba se haya visto afectada por la disminucion o extincion de su fuente
de alimento durante sus primeras etapas de desarrollo. Al respecto Hart, ef al., (1991),
demostraron que los invertebrados que forman la dieta de especies como Ptychocheilus
lucius, un pez del rio Colorado, son generalmente mas sensitivos a los cambios de salinidad
que los vertebrados, a lo que Nelson y Flickinger (1992) mencionaron, que para predecir el
efecto real en Ptychocheilus lucius del incremento de salinidad en las aguas del rio
Colorado se deben estudiar también los niveles tréficos inferiores. Por lo tanto se puede
decir que se necesitan realizar estudios sobre los niveles troficos inferiores a la Totoaba
macdonaldi, asi como estudios sobre sus habitos alimenticios durante su etapa larvaria y
juvenil para poder ayudar a determinar la verdadera causa de la disminucion en la
poblacion.

As{ mismo se necesitan hacer mas estudios sobre el efecto de la salinidad en las
etapas de desarrollo temprano (larval y juvenil), para poder determinar las salinidades mas
adecuadas para cada etapa de desarrollo, ya sea para su cultivo o repoblamiento. Asi como
realizar estudios de crecimiento en las diferentes salinidades empleadas en este

experimento, para poder comprobar lo planteado en este trabajo.
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6. CONCLUSIONES

e Se determiné que los juveniles de Totoaba macdonaldi son capaces de aclimatarse
adecuadamente a 11, 20, 34 y 40 %o en un periodo de 15 dias. Sin embargo se considera
que la salinidad de 20 %o es la més adecuada para €sta edad (1 afio) ya que representa el

menor gasto energético para la osmoregulacion.

e Al someter a los juveniles de 7. macdonaldi a cambios inmediatos de salinidad, se
encontré que en todas las salinidades probadas (5, 11, 20, 34, 40 y 50 %o) los
organismos fueron capaces de sobrevivir en el corto plazo. Sin embargo, se considera
que las salinidades de cambio inmediato de 5 y 50 %o son las que presentan un mayor
estrés osmotico para el organismo, por lo que no se recomienda su liberacion en estas

condiciones de salinidad.

o Los juveniles de 7. macdonaldi mostraron capacidad eurihalina, ya que soportaron los
cambios de salinidad inmediatos y la aclimatacién, sin presentar diferencias
significativas importantes en un amplio rango de salinidades; en indicadores
fisiolégicos como el metabolismo, la osmoconcentracion de la sangre, y el porcentaje

de humedad en el musculo.

e T macdonaldi no es una especie aniddroma, mas bien es una especie eurihalina que se

desempefia mejor fisiologicamente en las salinidades superiores a la isoosmética al afio

de edad.
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Anexo |

Concentracion de glucosa en el plasma (mmol/l) de los juveniles de Totoaba
macdonaldi, aclimatados a diferentes salinidades (11, 20, 34 y 40 %o), y sometidos a
cambios inmediatos de salinidad (5, 11, 20, 34, 40 y 50 %o). Determinada mediante el
métodode de hexoquinasa (SIGMA Kit 16-1000).

Salinidad de Salinidad de * Organismos para consumo de oxygeno Organismos para
Aclimatacién Cambio inmediato excrecion de orina
(ppm) ‘ (ppm) | 1 2 - 3 ‘ 4
40 50 465 155 2.02 6.08
40 A0 T R0 e b el P Ry,
0 34 . 211 176 2.9 3.16
40 D0 B 97 1 B HPETR0 2.10
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B T S 1.49 [38EW 2.79
34 34 2.11 2.29 2.43 2.56
34 20 2.78 274" 2.94
34 11 1.65 175 5.26
FE S AT ST 2.81
20 34 1.52 2.09 1.32 2.58
SRR S0 T FETal
20 11 08 1.0 200
OS] SRS e e D (S A R0 0 T
1 167 211 152 413
11 20353 1.73 1.30 3.78
1o 1 1.07 1.46 2.06

] 1 v 5 ] 950,73 ! 0.53 : 2:35 ' 3.46




