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CARACTERIZACION DEL ESTADO DE HAMBRUNA EN LAS
LARVAS DE SARDINA SARDINOPS SAGAX MUSICA (PISCES,
CLUPEIFORMES), MEDIANTE CRITERIOS MORFOMETRICOS E
HISTOLOGICOS

Iker Uriarte* y Fernando Balbontin**

ABSTRACT. Characterization of the starving condition of the sardine Sardineps
sagax musica, larvae (Pisces, Clupeiformes) by morphometric and histological
criteria.

With the purpose of developing morphometric and histological criteria to
discriminate among sardine larvae in a healthy, semihealthy and starved
condition, larvae were reared in the laboratory from planktenic eggs. One
group was deprived of food and other was kept with food as a control. The
more sensitive morphometric variables to the lack of food, considering the
higher values of F in a multivariate analysis of variance and the mean values
of the data and their standard desviations during the experiment, were head
height, body height at the anus, interorbital distance, and pectoral angle.
At the histological level, the gradation designed according to the aspect
and shape of the cells and tissues, showed that starvation is mainly reflected
in the liver, pancreas, foregut, midgut, trunk musculature, and brain. Signs
of emaciation were evident by the increasing degree of dissociation of the
tissue, reduction of the cell wvolume and loss of intercellular substance,
particularly in the musculature.

The morphometric and histological criteria developed in the laboratory,
adequately ponderated, can be utilized to estimate mortality of planktonic
larvae due to starvation.
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larval morphometry.
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INTRODUCCION

Las relaciones entre la abundancia de larvas y el subsecuente
reclutamiento han sido el tema de varios estudios recientes
sobre peces, ya que se supohe que el tamafio de las clases
anuales estd determinado dentro del primer afio de vida (Hjort
1914). Por lo tanto, el conocimiento de los factores que
afectan la sobrevivencia de los estados larvales es muy impor-
tante para predecir las fluctuaciones de la abundancia anual
(Ehrlich et al. 1976, Lasker 1985).

Las causas principales de mortalidad larval serfan la ina-
nicidn y la predacidn (Hunter 1984). 0'Connell (1980), Martin
et al. (1985) y Theilacker (1986) han entregadoc evidencias de
que efectivamente la falta de alimento puede ser una fuente
importante de mortalidad en el ambiente natural. Hewitt et
al. (1985) encontraron que inicialmente, la predacidn era el
factor de mayor incidencia en la mortalidad de las larvas de
jurel, Trachurus symmetricus, aidn con vitelo y que una vez
reabsorbido éste, la hambruna adquirfa mayor significancia.
Posteriormente, la predacidén volvia a tener mayor relevancia,
esta vez en un mencr grado.

Estudios experimentales en el laboratorio de inducecidn de
la hambruna en larvas, seflalan la existencia de una serie de
pardmetros utilizables en la deteccidn del grado de nutricidn
de éstas. Los criterios empleados se han basado en la histo-
logfa (Umeda & Ochiai 1975, O'Connell 1976), morfometria
(Powell & Chester 1985, Yin & Blaxter 1986) o una combinacidn
de ambos métodos (Kostomarova 1962, Ehrlich et al. 1976,
Theilacker 1978, 1981).

La sardina, Sardinops sagax musica (Girard), continda
representando para Chile, por lo menos hasta 1986, la especie
de mayor tonelaje de desembarco, luego de la drdstica cafda de
la pesca de la anchoveta ocurrida en la dltima década (SERNAP
1987). Cushing (1971) analiza el caso de cuatro grandes stocks
de Clupeiformes (arenques y sardinas) que han experimentado
una drdstica declinacidn en periodos de alto esfuerzo de pes-
ca. Las mayores perturbaciones que se pueden relacionar con
el colapso de las grandes pesquerfas mundiales de Clupeiformes
serfan la sobrepesca y la interrupcidn del suministro de ali-
mento en una escala de tiempo de dfas durante la deriva larval
(Walsh 1978). Estos antecedentes ponen de manifiesto la im-
portancia de realizar estudios bioldgicos en la sardina rela-
tivos a la sobrevivencia de las larvas.
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El objetivo del presente trabajo es caracterizar el estado
de nutricidn de las larvas de sardina desarrollande criterios
de clasificacidén morfométricos e histoldgicos bajo condiciones
de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Se recolectaron huevos de sardina a 1 milla de la costa frente
a Montemar, Valparafso (35957'S, 71933'W). Se usd una red de
plancton cilfindrico-c¢dnica, con una malla de 500 um. Los hue-
vos se incubaron hasta producirse la eclosidn de las larvas,
las que se colocaron en recipientes de vidrio de 2500 ml a 16
+ 0,02C. Se aplicaron 18 horas de luz y 6 de oscuridad. En
este punto el trabajo se dividid en dos etapas experimentales:
la etapa experimental I realizada con larvas al final del pro-
ceso de reabsorcidn del vitelo y la etapa experimental II lle-
vada a cabo con larvas alimentadas previamente durante 10
dias.

En la etapa experimental I, 240 larvas prdximas al término
de la reabsorcidn del vitelo se mantuvieron sin alimento y 160
se dejaron como grupo control con alimento. En los experimen-
tos con larvas sin alimentar se utilizd agua de mar filtrada
con Millipore de 0,45 um. A las larvas utilizadas como con-
troles, se les suministrd una dieta compuesta de una mezcla de
algas unicelulares {Tetraselmis suecica, Isochrysis sp.,
Dunaliella sp. y Monochrysis sp.) junto con rotiferos
(Brachionus plicatilis). La concentracién mantenida para
asegurar la alimentacidn fue de 50.000 algas unicelulares/ml
y 40 rotiferos/ml. Dia por medio se agregd una fraccidn com-
pensatoria debido a que el numero de particulas disminufa a
causa de la ingestidn por las larvas y a la sedimentacidn.
Diariamente se muestrearon 11 larvas de cada condicidn experi-~
mental. El perfodo de muestreo fue de 6 dfas, tiempo mdximo
de resistencia presentado por las larvas a la falta de alimen-
to.

En la etapa experimental II, 210 larvas que habfan sido
alimentadas durante 10 dfas se mantuvieron sin alimento y 130
continuaron alimentdndose, manteniéndose las mismas condicio-
nes del cultivo que en la etapa I. Dfa por medio (0, 2, 4 y
6 dias) se muestrearon 11 larvas de cada condicién experimen-
tal.
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Las larvas se estudiaron morfométrica e histoldgicamente.
Las mediciones se efectuaron con un estereomicroscopio de una
precisién de 0.03 mm. En el momento de medirlas, fueron anes-
tesiadas con metasulfonato de sodio (MS 222). La primera me-
dida tomada fue la longitud estdndar in vivo (desde la punta
del hocico hasta el extremo de la notocorda, y en las de mayor
talla desde la punta del hocico hasta el borde posterior del
complejo hipural). Posteriormente, las larvas se fijaron en
solucidn Bouin. A continuacidn se midieron las nueve varia-
bles restantes: longitud estdndar; didmetro vertical del oJjo;
altura de la cabeza (desde la base de la mandfbula inferior,
pasando por el medio del ojo, hasta el extremo superior de la
cabeza); longitud de la cabeza (desde la punta del hocico has-
ta el cleitro); altura del cuerpo a nivel pectoral; altura del
cuerpo a nivel anal; distancia interorbital (en una vista dor-
sal de la larva); dngulo pectoral (dngulo delineado a nivel de
la cintura pectoral, medido con cdmara clara y transportador);
altura del ojo como porcentaje de la cabeza. Estas variables
fueron elegidas considerando los experimentos realizados por
Ehrlich et al. (1976) y los de Theilacker (1978) en larvas de
otras especies de peces.

Del total de larvas que fueron examinadas morfométricamen-
te, 153 se separaron al azar, utilizando una tabla de ndmeros
aleatorios, para su examen histoldgico.

Las larvas fueron transferidas desde la solucidn Bouin a
alcohol etflico de 709; el tejido se deshidratd haciendo pasar
las larvas por una serie de alcoholes de menor a mayor pureza,
culminando con benzol; luego se embebieron en parafina. Los
bloques de parafina con las larvas incluidas fueron secciona-
dos en planos parasagitales de 5 u y en forma seriada. Las
secciones montadas fueron tedidas con hematoxilina-eosina de
Harris y cubiertas con bdlsamo de Canad4d.

En el examen histoldgico se consideraron seis variables in-
dicadoras del estado alimentario de las larvas, tomando en
cuenta los experimentos de O'Connell (1976) y Theilacker
(1978). Estos tejidos u Jdrganos correspondieron al higado,
péncreas, musculatura, intestino anterior, intestino medio y
cerebro,

Andlisis de los datos

A los datos morfométricos se les aplicd un andlisis de varian-
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za multivariante (MANOVA). Este andlisis permitid, por una
parte, distinguir dos grupos o poblaciones, dado un conjunto
de variables que describfan las caracterfsticas en las cuales
los individuos de cada grupo se esperaba que difirieran; y por
otra parte, permitid seleccionar, del conjunto de variables,
aquellas que reflejaban mds sensiblemente la hambruna (Cooley
& Lonnes 1971),

Por medic de las razones F individuales mds significativas,
los valores promedios de las medidas corporales y sus desvia-
ciones estdndar durante el tiempo que duraron los experimen-
tos, se seleccionaron cuatro variables morfométricas. Si-
guiendo el criterio desarrolladoc por O'Connell (1976) y
Theilacker (1978), los valores de estas variables se llevaron
a una gradacidén que constd de tres niveles de clasificacidn
del estado de nutricidn de las larvas: (3) un estado saluda~
ble; (2) un estado intermedio o semisaludable y (1) un estado
moribundo afectado por la hambruna.

Este criterio se construyd comparando en primer lugar las
medidas corporales de las larvas mantenidas sin alimento por
un perfodo prolongado de tiempo (tiempo mdximo de resistencia
de las larvas a esta condicidén antes de morir) con las larvas
mantenidas con alimento (control) por el mismo perfodo. De
esta comparacidn se obtuvieron los niveles extremos de la gra-
dacidn (3) y (1). Luego se establecid un nivel intermedio que
se otorgd a las larvas cuyas medidas corporales denotaron un
cambio inicial decreciente y que se considerd como un estado
semisaludable (2).

Se otorgaron puntajes para clasificar las larvas en forma
individual. Se asignaron 3 puntos a la variable que presenta-
ra un estado de nutricidn saludable, 2 al intermedio y 1 al
estado moribundo. Se fijaron rangos para clasificar los pro-
medios obtenidos de los valores de las cuatro variables para
cada larva. Se catalogaron en grado 3 a los puntajes prome-
dios entre 3,00 y 2,34; grado 2 entre 2,33 y 1,67; y grado 1
entre 1,66 y 1,00,

La gradacidén morfométrica se contrastd con una clasifica-
cidn obtenida a través de la aplicacidn de una funcidn discri-
minante D (Anderson 1958). Esta funcidn discriminante, a di-
ferencia del método de gradacidn, clasificd a las larvas en
dos niveles, indicando un estado de nutrieidn saludable o un
estado de inanicién por falta de alimento.

Aplicando un criterio semejante al utilizado con los datos
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morfométricos, se disefid una escala de gradacidén para los da-
tos obtenidos del estudio histoldgico de las larvas. Igual-
mente, esta escala consté de tres niveles de catalogacidn.

RESULTADOS

Anglisis de los datos morfométricos

Las diferencias en las medidas corporales entre las larvas
mantenidas con y sin alimento desde 1la reabsorcidn del vitelo
se comenzaron a observar a partir del segundo o tercer dia de
tratamiento, ésto es cuando las desviaciones estdndar no se
superponen (Fig. 1 A-E). En aguellas larvas alimentadas ini-
cialmente durante 10 dfas y a continuacién mantenidas con y
sin alimento, se produjo la misma variacidn pero a partir del
segundo a cuarto dfa (Fig. 2 A-E). En las figuras sdlo se
muestran las relaciones morfométricas que mejor evidenciaron
los efectos de la falta de alimento. En el caso del didmetro
vertical del ojo como porcentaje de la altura de la cabeza, a
pesar de presentar una diferencia significativa a nivel del 1%
entre tratamientos, muestra gran sobreposicidn de las desvia-
ciones estdndar de ambas curvas.

Tanto la altura del cuerpo a nivel pectoral como el dngulc
pectoral en relacidén con la longitud estdndar de las larvas
alecanzaron valores menores en las larvas sin alimento que en
las alimentadas, para una misma longitud larval. Esta tenden-
cia se acentud a medida que transcurrieron los dias de experi-
mentacidn (Figs. 1F y 2 F).

E1l MANOVA aplicade a los datos morfométricos indicd que las
variables escogidas son significativamente diferentes entre
larvas con y sin alimento, ya sea en el experimento realizado
inmediatamente después de la reabsorcidn de vitelo, con un
F (10,121) = 21,48, p < 0,01; o bien en el experimento reali-
zado después de 10 dfas de alimentacidn inicial, con un F
(10,63) = 14,56, p < 0,01.

Las variaciones de las medias totales de las variables mor-
fométricas de las larvas mantenidas con y sin alimento y la
importancia de cada una de las variables respecto del total de
ellas segin el test F se muestra en la tabla 1.
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TABLA 1. Medias totales de las variables morfometricas de las larvas de sar-
dina (Sardinops sagax musica) mantenidas cen y sin alimento en el
laboratoric e importancia de cada variable a través del test F con
un nivel de significacion del 1%. -

LARVAS DESPUES REABSORCION  LARVAS ALIMENTADAS INICIAL-

VITELD MENTE DURANTE 10 DIAS
Con Sin Can Sin
alimento  alimento alimento  alimento
VARTABLES X, X, F T T, F
Longitud estandar
in vive {mm) 6,63 5,91 91,73 9,26 7,90 46,73
Longitud estandar
fijado (m) 6,03 5,11 17,73 8,01 6,79 41,82
Digmetro vertical
del ojo (mm) 0,26 0,23 116,49 0,34 0,30 25,47
Altura de 1a
cabeza (mm) 0,50 0,43 133,69 0,57 0,47 82,45
Longitud de la
cabeza (mm) 0,74 0,62 84,9 1,05 0,91 3,7
Altura del cuerpo '
nivel pectoral (mm) 0,29 0,25 79,28 0,44 0,3 86,81
Altura del cuerpo
nivel anal (mm) 0,27 0,17 M9,29 0,29 0,23 38,05
Distancia interor-
bital (mnm) 0,29 0,23 M2,87 0,39 0,28 96,26
Angulo pectoral
(grados) 139 3 64,73 b 15 70,67
Razén didm, vertical
ojofalt. cabeza (%) 51,65 53,01 3,92 58, kb 64,81 24,22

Las variables morfométricas seleccionadas, considerando por
una parte la media de los datos y sus desviaciones estdndar en
el tiempo que durd el experimento y por otra, las mdximas pon-
deraciones entregadas por el MANOVA a través del test F ya
mencionado, fueron cuatro de un total de diez: altura de la
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cabeza, altura del cuerpo a nivel anal, distancia interorbital
y dngulc pectoral, Estas cuatro variables seleccionadas se
aplicaron indistintamente en el diagndstico tanto para las
larvas tratadas inmediatamente después de la reabsorcidn del
vitelo como en el de las larvas tratadas después de 10 dfas de
alimentacidn inicial. En las figuras 3A y 3B se pueden com-
parar estos pardmetros en una larva alimentada y en otra pri-
vada de alimento.

La aplicacidén de la escala de gradacidn morfométrica permi-
ti8 definir los rangos para los valores de cada una de las
cuatro variables seleccionadas, correspondientes a una condi-
cidén saludable, semisaludable o moribunda (Tabla 2). La cla-
sificacidn morfométrica de las larvas establecida a través de
la asignacidén de grados se muestra resumida en 1las tablas
3y 4.

TABLA 2. Rango de las medidas corporales utilizables como criterios para
clasificar el estado de nutricion de las larvas de sardina,
Sardinops sagax musica. los valores se obtuvieron de ejempla-
res mantenidos con y sin alimento en ¢l laboratoriec., $ = sa-
ludable; Ss = semisaludable; M = moribunda.

Longitud estandar tongitud est3ndar
VARTABLES
MORF OMETRICAS 4,00-7,25 am 7,26-10,00 mm
N Ss M N Ss M

Altura de la
cabeza (mm) > 0,472 0,458-0,471 <0,457  >0,493 0,460-0,492 < 0,459

Altura cuerpo

nivel anal (mm) > 0,180 0,175-0,179 <0,17%  >0,251 0,235-0,250 <0,2%
Distancia inter-

orbital (mm) > 0,274 0,247-0,273 <0,24%  >0,291 0,286-0,290 <0,285

Angulo pecto-
ral (grados) > 129,2 118,5-129,1 <118,4  >128,3 118,6-128,2 <118,5
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TABLA 3. Gradacion morfométrica de las larvas de sardina (Sardinops sagax
musica) mantenidas con y sin alimento en el laboratorio in-
mediatamente después de la reabsorcion del vitelo.

CONDICIONES
EXPERIMENTALES GRADACION MORFOMETRICA
Con alimento Dias n Saludables Semisaludables Moribundas
1 11 11
2 m 7
3 1 1
4 1 11
5 1 11
6 i 1
TOTAL 56 66
Sin alimento 1 11 9 Iy
2 1 8 3
3 1 8 3
4 M 1 10
5 " b
6 m "
TOTAL 66 17 " 55

TABLA 4. Gradacibn morfométrica de las larves de sardina (Sardinops sagax
musica) de 10 dlas de edad mantenidas a continuacién con y sin
alimento en el laboratorio.,

CONDICIONES
Al [
EXPERTMENTALES GRADAC ION MORFOMETRICA
Con alimento Dias n Saludables Semisaludables Moribundas
0 " 1
4 11 11
b " 1
6 1 11
TOTAL by Yy
Sin alimento 0 11 M
2 1 L 4 3
b 1 8 3
6 8 1 1 [

TOTAL 41 16 13 12
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De acuerdo a la gradacidén morfométrica, el 100% de las lar-
vas mantenidas con alimento presentaron una condicidén saluda-
ble. \En cambio, en el grupo de larvas privadas de alimento
inmediatamente después de la reabsorcidén del vitelo, se obser-
v$ un deterioro f{sico notorio desde el tercer dfa, con un 73%
de ejemplares en estado semisaludable y otro 27% en condicidn
moribunda. A partir del cuarto dfa, prdcticamente la totali-
dad de las larvas estaban moribundas. En larvas del grupo sin
alimento desde los 10 dfas de edad, se presentaron signos de
deterioro a contar del segundo dfa de experimentacidén. Al
cuarto dfa el 73% de las larvas fue clasificado como semisalu-
dable y al sexto, el 75% estaba moribundo.

Para contrastar los resultados de la aplicacién de la gra-
dacidén morfométrica se utilizdé la funcidn discriminante D em-
pleando 3 como también las U variables previamente selecciona-
das. Primero se calculd la funcidn con la altura de la cabeza
(AC), altura del cuerpo a nivel anal (ACNA) y distancia inte-
rorbital (DI). Posteriormente se incluyd el dngulo pectoral
(AP). Sustituyendo los datos morfométricos en la funcidn se-
fnalada, se obtuvo en el primer caso:

28,63
D =X - 3,62 - 16,02
10,19
D = 28,63 AC -3,62 ACNA + 10,19 DI - 16,02

En el segundc caso:

18,56
_ ot 6,77

D = XO 3:60 - 18,60
0,06

D = 18,56 AC + 6,77 ACNA + 3,60 DI + 0,06 AP - 18,60
Donde D = funcidn discriminante y Xt = AC, ACNA, DI, AP (va-~
riables seleccionadas)
Lo cual se compara con O:
Si D>»0 Xg se clasifica en la poblacidn con alimento.

R t ‘s s e s X
En caso contrario XO se clasifica en la poblacidén sin alimento.

Al considerar en la funcidn discriminante cuatro variables
en vez de tres, hay un ligero aumento en el porcentaje de bue-
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na clasificacidn de las larvas alimentadas (de 91 a 96), no
asf en las larvas sin alimentar en que el porcentaje bajd de
81 a 76 (Tabla 5).

TABLA 5. Porcentaje de buena clasificacion de las larvas de sardina, Sardinops
sagax musica, de acuerdo al estado de nutricion a1 aplicar la fun-
cidn discriminante D utilizando las variables morfométricas. Etapa
1, larvas inmediatamente después de reabsorbido el vitelo. Etapa
I, larvas de 10 dias de edad mantenidas a continvacion con y sin

alimento,
CONDICION
EXPERIMENTAL FUNCION DISCRIMINANTE
Utilizacion de 3 variables Utilizacion de 4 variables
(AC, ACNA y DI) (AC, ACNA, DI y AP)
n % n %
Etapa 1
Alimentadas 66 85 66 94
Sin alimentar 66 88 66 80
Etapa II
Alimentadas b 100 bl 100
Sin alimentar 30 67 30 67
Total Etapas
Alimentadas 110 91 110 96
Sin alimentar 96 81 96 76

Andlisis de los datos histolégicos

Al describir la condicidn de las larvas a nivel histoldgico
considerando los seis caracteres sensibles a la inanicidn, se
indican los aspectos mds destacados que se utilizaron para
aplicar las escalas de gradacidn.,

Higado

El tejido hepdtico estd compuesto de células piramidales dis-
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puestas en cordones tubulares. Los micleos de las células
hepiticas de las larvas mantenidas con alimento 6 dfas en el
laboratorio presentaron formas regulares, eran prominentes y
posefan cromatina dispersa, Por el contrario, los nidcleos de
las células de las larvas mantenidas sin alimento por el mismo
perfodo presentaron formas irregulares, eran de reducido tama-
fio y se observaron muy tefiidas. E1 citoplasma de las células
del grupo de larvas alimentadas se mostrd considerablemente
voluminoso con espacios o vacuolizacidn intracelular. Por el
contrario, en las células hepdticas de larvas sin alimento, el
citoplasma se redujo considerablemente, condensdndose y tifién-
dose oscuro; desapareciercon los espacios intracelulares. El
tejido hepdtico de una larva alimentada se aprecid compacto e
fntegro en su estructura (Fig. 3C) mientras que el de una lar-
va mantenida sin alimento se observd fraccionado y con espa-
cios intercelulares (Fig. 3D).

Para la determinacidn del estado de nutricidn de las lar-
vas, se considerd en el higado el aspecto del tejido, cito-
plasma y micleo, de acuerdo a la siguiente gradacidn:

Tejido: grado 1 (moribundo), notoriamente fragmentado: grado 2
(intermedio), escasamente fragmentado; grado 3 (saludable);
compacto e fntegro en su estructura.

Citoplasma: grado 1, sin textura citeplasmdtica y/o muy tefii-
do; grado 2, granuloso; grado 3, desde escasamente granular a
granular con vacuolizacidn intracelular.

Ndcleo: grado 1, intensamente tefiido, de pequefio tamafic y de
forma angulosa y nucléole no distinguible; grado 2, variable-
mente tefiido y esférico; grado 3, prominente con nucléolo dis-
tinguible.

Pancreas

Las células del pdncreas exocrino estdn dispuestas en series
circulares conformando unidades secretoras denominadas aclnos.
Los ndcleos de células pancredticas de larvas mantenidas con
alimento presentaron formas esféricas, eran prominentes y en
ellos se distingufa el nucléolo (Fig. 3C). Por el contrario,
los ntcleos de las células pancredticas de las larvas manteni-
das sin alimento presentaron formas angulosas e irregulares,
notdndose muy tefiidas (Fig. 3D). El tejido pancredtico de las
larvas alimentadas se observd compacto e integro en su estruc-
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tura, mientras que el de las larvas en inanicién se mostrd
considerablemente alterado y disociado; los acinos se vieron
conformando una estructura muy tefiida sin simetria y se dis-
tinguieron zonas de separacidn del tejido. El productoe de
secrecidn del pdncreas se descartd como cardcter indicador del
estade de nutricién de la larva, ya que éste experimentaba va-
riaciones que no siempre correspondfan con la condicidn de
inanicidn.

La gradacidn histoldgica del pdncreas se basd en el aspecto
del tejido y de las células:

Tejido: grado 1 (moribundo), notoriamente fragmentado y sin
eosinofilia; grado 2 (intermedio), escasamente fragmentado con
eosinofilia en ciertas dreas; grado 3 (saludable), compactc e
integro en su estructura con eosinofilia en extensas dreas.

Células: grado 1, generalmente pequefias, muy tefiidas y diso-
cladas; grado 2, nicleo picndtico y espacios intercelulares en
algunas dreas; grado 3, voluminosas y asociadas, con nicleo
prominente y nucléolo distinguible.

Intestino anterior

La mucosa intestinal en larvas mantenidas con alimento presen-
té una conformacidn continua e fntegra. Las células se obser-
varon asociadas y el lumen intestinal se detectd amplio., La
mucosa intestinal en larvas privadas de alimento se visualizd
poco compacta y discontinua. Las células aparecieron separa-
das y con formas irregulares. El lumen se presentd sinuoso y
reducido.

La gradacidn histoldgica del intestino anterior se basd en
las caracterfisticas de la mucosa: grado 1 (moribundo), discon-
tinua con espacios intercelulares marcados y lumen intestinal
reducido; grade 2 (intermedio), escasamente discontinua; grado
3 (saludable), continua e {ntegra en su estructura y lumen in-
testinal amplio.

Intestino medio

Las células epiteliales columnares del intestino en larvas
mantenidas con alimento se observaron bien asociadas (Fig. 3E).
En larvas privadas de alimento, las células aparecieron diso-
ciadas y hubo desprendimiento de mucosa en el lumen intesti-
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fig. 3. Comparacion histoldgica de las larvas de sardina Sardineps sagax
mysica, bien alimentadas o en hambruna. A, larvas en que se observan dife-
rencias en las dimensiones corporales, principalmente en la mayor altura del
intestino en la larva bien alimentada (arriba) que en larva sin alimento
(abajo). B, con mayor aumento se nota que el angulo pectoral de la larva
privada de alimento es mas agudo que en la larvs alimentada. C, tejide hep-
tico y pancredtico compacto en larvas alimentadas; hepatocitos voluminosos
con vacuolizacion intracelular; nicleos prominentes y nucléolo distinguible,
400 X. D, fraccionamiento y diseciacion celular del tejido hepatico y pan-
creatico de larvas en hambruna; clulas pequeiias con espacios intercelulares
y nicleos con formas irrequlares, 400 X. E, intestino medioc denota buena in-
tegridad en larvas alimentadas; las c@lulas de la mucosa se ven altas y aso-
ciadas; lumen considerablemente amplio, 400 X. F, intestino de wuna larva en
hambruna; la mucosa se observa fraccionada, con espacios intercelulares y
desprendimiento de mucosa en el lumen, 400 X.

Simbologia: H, higado; M, musculatura; P, pancras; Z, cimdgeno.
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nal. El lumen intestinal se observd reducido en comparacidn
con el de las larvas alimentadas (Fig. 3F). Para la gradacidn
histoldgica del intestino medio se aplicd el mismo criterio
que para el intestino anterior.

Musculatura

El tronco muscular de las larvas mantenidas con alimento se
observd compacto. Las fibras musculares se notaron paralelas
y asocliadas. Los micleos aparecieron claros con nucléolo dis-
tinguible. En las larvas mantenidas sin alimento, las fibras
musculares se observaron separadas dejando espacios, viéndose
reducida la matriz del tejido muscular y perdiendo su disposi-
cidn paralela.

La gradacidn histoldgica de la musculatura se basd en las
caracter{sticas de las fibras musculares: grado 1 (moribundo),
ampliamente separadas con espacios interfibrilares y mnicleos
muy tefiidos (Fig. 4B); grado 2 (intermedio), escasamente sepa-
radas; grado 3 (saludable), paralelas y asociadas con ndcleos
prominentes y nucléoclo distinguible (Fig. U4A).

Cerebro

El tejido cerebral en las larvas alimentadas se observd com-
pacto e Integro. Los cuerpos de las células cerebrales se
presentaron asociados. Por el contrario, en larvas mantenidas
sin alimento el tejido aparecid fraccionado con espacios in-
tercelulares.

La gradacidén histoldgica del cerebro se basé en las carac—
teristicas de los cuerpos de las células: grado 1 (moribundo),
disociados con espacios intercelulares (Figs. 4D y 4F); grado
2 (intermedic), escasamente disociados; grado 3 (saludable),
asociados en extensas dreas (Figs. 4C y UE).

La clasificacidn histoldgica de las larvas establecida me-
diante la asignacidén de grados se resume en las tablas 6 y 7.
Se observd que las larvas mantenidas con alimento presentaron
a igual edad una mejor condicién histoldgica que las manteni-
das sin alimento. Sobre la base de esta gradacidn, el 78% de
las larvas alimentadas presentaron una condicidn saludable a
lo largo de todo el experimento. En tantc que en larvas pri-
vadas de alimentc desde la reabsorcidn del vitelo o desde los



96 Revista de Biologia Marina Vol. 23, N1, 1987

fig. 4 Comparacidn histolfgica de larvas de Sardinops sagax musica bien
alimentadas (A, C, E) o.en hambruna (8, D, F). A, tejido muscular compacto;
las fibras musculares se ven paralelas y asociadas, 400 X. B, fibras muscu-
lares ampliamente separadas y con pérdida de la matrlz del tejido intermuscu-
lar, 400 X. C, los cuerpos de las células cerebrales en 1a sustancia gris se
ven aseciados, 100 X. D, el tejido cerebral se nota poco compacto, 100 X.
£, las celulas cerebrales se distribuyen en forma homogénea en el tejido,
250 X. F, las celulas cerebrales se distribuyen irreqularmente, evidenciin-
dose areas claras, 300 X.

Simbologia: C, cerebro; Cc, células cerebrales; M, musculatura; P, pancreas;
03, ojo.
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diez dfas de edad se observaron signos de deterioro desde el
segundo dfa, en que el 100% de los ejemplares muestreados es-
taban en condicidn semisaludable o moribunda. Ya al quinto y
sexto dfa de experimentacidn, la totalidad de las larvas fue-
ron clasificadas como moribundas.

TABLA 6. Gradacion histoldgica de las larvas de sardina Sardinops sagax
musica martenidas con y sin alimente en el laboratorio, inme-
diatamente despuds de la reabsorcidn del vitelo.

CONDICIONES GRADAC ION HISTOLOGICA
EXPERIMENTALES  Dias n Saludables Semisaludables Moribundas
Con alimento 1 9 7 ?
2 8 4 i
3 7 7
& 8 5 3
5 n 9 "
6 9 9
TOTAL 52 41 7 b
Sin alimento 1 8 7 1
.2 8 4 b
3 5 5
4 10 1 9
9 8 8
6 M 1

TOTAL

3
-
Y
S
o
N
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TABLA 7. Gradacion histoldgica de las larvas de sardira (Sardinops sagax
musica) de 10 dlas de edad mantenidas a continuacitn con y sin
alimento en el laboratorio.

CONDICIONES GRADACION HISTOLOGICA
EXPERIMENTALES  Dias n Saludables Semisaludables Moribundas
0
Con alimento 0 7 4 2 1
2 7 6 1
4 7 5 2
6 b b
TOTAL 25 19 5 1
Sin alimento 0 8 4 i
2 7 b 3
b 6 1 5
6 5 5
TOTAL 26 b 9 13

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En larvas de peces la falta de alimento se ha visto reflejada
en una serie de estructuras tanto externas como internas que
muestran una mayor sensibilidad a esta condicidn. Ehrlich et
al. (1976) encontraron que las larvas de arenque (Clupea
harengus) en inanicidn mostraban una disminucidn del 4ngulo
pectoral y colapsamiento del cuerpo en general, y a nivel de
érganos internos en un andlisis histoldgico, una reduccidn en
la altura de las células epiteliales del intestino. En larvas
de lenguado (Pleuronectes platessa) en inanicidn, estos
mismos autores hallaron una marcada disminucién en el volumen
del higado visto en seccidn transversal. 0'Connell (1976,
1980) encontré que las larvas de anchoveta de California
(Engraulis mordax) evidenciaban una amplia separacidn de
las fibras musculares y anomalias a nivel del higado, pdncreas
y tracto digestivo. Theilacker (1978, 1981), utilizando and-
lisis discriminante por etapas para determinar inanicidn en
larvas de jurel (Trachurus symmetricus), ehcontrd a nivel
morfométrico disminucidén de la longitud estdndar, de la altura
corporal, de la longitud de la cabeza y del didmetro del ojo;
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a nivel histoldgico, deterioro del tejido intestinal, pancred-
tico, hepdtico, muscular y de las células cerebrales; ademds,
observé dilatacidn de la vesfcula biliar. Kostomarova (1962)
observd una disminucidn de mds del 50% en la altura de las cé-
lulas epiteliales del intestino y pérdida del tejido conectivo
en larvas de carpa (Cyprinus ecarpio) y lucio (Esox 1lucio)
en hambruna. Umeda & Ochiai (1975) encontraron que la falta
de alimento en larvas de Serivla quinqueradiata producfa
degeneracidn nuclear y celular en el hfgado y pdncreas. Pos-
teriormente, Umeda et al. (1986) al realizar estudios simila-
res en larvas de Trachurus japonicus, encontraron que ade-
mds de alterarse el higado y el pdncreas en el epitelio del
intestino anterior y posterior desaparecfan los pliegues y se
producia degeneracidén nuclear. Asimismo, Kashuba & Matthews
(1984) encontraron que en las larvas de Dorosoma spp, el hi-
gado, pdncreas y especialmente el intestino medio eran afecta-
dos por la hambruna. Igualmente Watanabe (1985) detectd en
larvas de Chaenogobius annularis privadas de alimento por
48 horas, la desaparicidn del glicdgeno almacenado en los he-
patocitos y de las gotas de lipidos y grdnulos de protefna de
las células del epitelio intestinal; en el epitelio rectal ob-
servé cambios degenerativos. Powell & Chester (1985) determi-
naron morfométricamente que en las larvas de Leiostomus
xanthurus, la falta de alimento se reflejaba con mayor niti-
dez en la disminucidn de la altura del cuerpo a nivel del
cleitro y a nivel de la base de la aleta pectoral. También
por morfometria, Yin & Blaxter (1986) encontraron que valores
bajos para la relacidn altura del intestino: altura de los
miotomos era uno de los caracteres mds dtiles para detectar un
estado de nutricidén pobre en las larvas de Gadus morhua y
Platichthys flesus. En todo caso, experimentos de larga
duracidn deben analizarse con cautela, ya que al comparar lar-
vas criadas en el laboratorioc con larvas capturadas en el mar
se han detectado diferencias significativas en algunas medidas
corporales y en la composicién quimica (Balbontfn et al. 1973).

En este trabajc se obtuvieron resultados comparables a los
obtenidos en larvas de otras especies de peces. Aplicando
criterios morfométricos y a través del uso de andlisis de va-
rianza multivariante, se identificaron los caracteres mds sen-
sibles a la hambruna en las larvas de sardina espafiola. Estos
caracteres fueron altura de la cabeza, altura del cuerpo a
nivel anal, distancia interorbital y dngulo pectoral. Por
otra parte, al utilizar criterios histoldgicos se pudo deter-
minar que en las larvas de sardina, al igual que en otras espe-



102 Revista de Biologia Marina Vol. 23, N21, 1987

cies de peces, los drganos y tejidos mds susceptibles a la
falta de alimento fueron el higado, pdncreas, intestino ante-
rior, intestino medio, musculatura y cerebro. Los signos de
alteracidn se hicieron evidentes en la acentuacién del grado
de fraccionamiento del tejido, reduccidn del volumen celular y
separacidn y pérdida de sustancia intercelular, particularmen-
te a nivel de la musculatura. De los tejides analizados y to-
mando en cuenta el bajo grado de dificultad para realizar el
diagndstico, resultaron extremadamente \tiles el higado y la
musculatura.

La funcidén discriminante D construida con los datos morfo-
métricos de larvas mantenidas con y sin alimento confirmd los
resultados obtenidos al aplicar los gradientes morfométricos e
histoldégicos.

Los criterios morfométricos e histoldgicos desarrollados en
el laboratorio, al ser aplicados en larvas recolectadas en su
ambiente natural para detectar estados de hambruna, han resul-
tado exitosos (O'Connell 1980, Kashuba & Matthews 1984, Hewitt
et al. 1985, Martin et al. 1985, Theilacker 1986). Estudios
sobre las Jarvas de anchoveta de California Engraulis mordax,
realizados en el laboratorio y en el mar mostraron que tanto
la concentracidn como el tamafic de alimento eran importantes
durante la primera alimentacidn larval (Lasker 1975, 1978).
En esta especie, la inanicidén en el mar se ha detectado no
sdlo en larvas inmediatamente después de reabsorbido el vitelo
sino que también en larvas que habfan iniciado su alimentacidn
exdgena (O'Connell 1980). Un andlisis preliminar de larvas
planctdénicas de sardina de las costas de Valparaiso y Quintero
indicé que, de acuerdo a los criterios de clasificacidn sefia-
lados en el presente trabajo, entre un 13% de larvas (segin la
gradacidén morfométrica) a un 15% (segin la gradacidn histold-
gica) presentaban sintomas de inanicidn (datos sin publicar).

En larvas de Jjurel de las costas de California, el mayor
porcentaje de inanicidn coincidid con el tamafic del inicio de
la alimentacidn exdgena (Hewitt et al. 1985). Estos resulta-
dos reafirman la hipdtesis de Hjort (1914) respecto a la im-
peortancia para las larvas de disponer en el ambiente del ali-
mento adecuado una vez alcanzado el periodo critico. En este
sentido, la presente metodologia desarrollada para evaluar el
estado de nutricidén de las larvas de sardina en el laborato-
rio, podrd utilizarse como un criterio que deberd ser pondera-
do para cuantificar la mortalidad por hambruna de las larvas
de sardina en el mar.
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