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RESUMEN

El crecimiento del lenguado senegalés Solea senegalensis Kaup, 1858 estd influido por diferen-
tes variables, y una de ellas es la salinidad ambiental. En este trabajo, se estudian los efectos osmo-
rreguladores y metabdlicos de la aclimatacion a distintas salinidades (5, 15, 25, 42 y 55) durante
un periodo de 14 dias en juveniles de esta especie. La actividad Na’,K'-ATPasa branquial presen-
t6 una relacion lineal directa respecto a la salinidad ambiental, mientras que la actividad Na",K'-
ATPasa renal no experiment6 variaciéon alguna. Ni la osmolalidad ni los niveles de iones plas-
mdticos analizados mostraron diferencias significativas entre los diferentes grupos. El cortisol y
los niveles de glucosa y lactato plasmdtico aumentaron en los ejemplares adaptados a la mayor
salinidad. Los resultados mostraron una buena capacidad de aclimatacién en el rango de salini-
dades ambientales analizado.

Palabras clave: Solea senegalensis, osmorregulacion, salinidad, actividad Na’,K'-ATPasa.

ABSTRACT

Preliminary study of the adaptation of Senegalese sole Solea senegalensis Kaup, 1858 to different sali-
nities

Osmoregulatory and metabolic effects of adaptation to different water salinities (5, 15, 25, 42 and
55) were assessed during a period of 14 days in juveniles of Senegalese sole Solea senegalensis Kaup,
1858. The resulls showed a good capacity to adapt within the range of water salinities tested. Gill
Na',K"-ATPase activity showed a direct lineal relationship with regard to water salinity, whereas kidney
Na',K*-ATPase activity did not change. Plasma osmolality and ions levels did not present differences
among the groups. Plasma cortisol, glucose and lactate were higher in the group maintained in the hig-
hest water salinity.

Keywords: Solea senegalensis, osmoregulation, salinity, Na',K *-ATPase activity.

INTRODUCCION cie se realiza principalmente en esteros, en los
que la salinidad del agua puede sufrir modifica-

El lenguado senegalés Solea senegalensis Kaup, ciones notables segtuin las condiciones meteoro-
1858 es un teleodsteo de alto valor comercial cuyo  16gicas, de modo que en las épocas de lluvias
cultivo esta extendiéndose en la region suratlan- ~ puede disminuir considerablemente, mientras
tica espanola. En esta zona, el cultivo de la espe-  que se incrementa en épocas de verano. Aunque
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las observaciones de los acuicultores, asi como
los resultados de ciertos estudios de campo, han
puesto de manifiesto la existencia de una capa-
cidad de esta especie para adaptarse a ambientes
de diferente salinidad, no existe ningun trabajo
especifico que aborde esta materia.

El objetivo de este estudio es analizar esta
facultad de adaptacion del lenguado senegalés a
ambientes de diferentes salinidades. Los resulta-
dos permitiran conocer el rango de salinidad al
que puede adaptarse la especie y las modifica-
ciones inducidas en el sistema osmorregulador
por la adaptacion a ambientes hipoosmaéticos e
hiperosméticos. Ademas, los resultados aporta-
dos podran servir para desarrollar disenos expe-
rimentales con vistas a determinar la salinidad
optima de cultivo de esta especie. En un medio
con salinidad 6ptima, la reduccion del coste
metabolico de la regulacion osmoética e idnica, y
gracias a la manipulacion de la salinidad
ambiental, podria traducirse en una mejora del
crecimiento y de la utilizacion del alimento por
parte del animal.

MATERIAL Y METODOS
Protocolo experimental

Los ejemplares inmaduros de lenguado sene-
galés (n = 50; peso medio: 43,42 + 1,85 g) acli-
matados a agua de mar (AM, salinidad 42) fue-
ron proporcionados por la Planta de Cultivos
Marinos —Centro Andaluz Superior de Estudios
Marinos (CASEM), Universidad de Cadiz, Puer-
to Real, Cadiz—. Una vez transferidos a los labo-
ratorios humedos de la Facultad de Ciencias del
Mar y Ambientales (Puerto Real, Cadiz), se man-
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tuvieron en AM durante 14 dias, en dos tanques
de 400 1, en régimen de circuito abierto y con
una renovaciéon de 100 1/hora. Después de este
periodo, fueron sometidos al experimento de
adaptacion a distintas salinidades.

Para la obtencion de las salinidades experi-
mentales, la salinidad se disminuyé mezclando
AM con agua dulce previamente declorada,
mientras que para incrementarla se incorporo al
AM sal marina natural (Salina de La Tapa, El
Puerto de Santa Maria, Cadiz). La osmolalidad y
la composicion i6nica del agua con diferentes
salinidades experimentales se muestran en la
tabla I. Durante el experimento (octubre de
2004) los animales fueron mantenidos en condi-
ciones naturales de fotoperiodo y a una tempe-
ratura del agua constante (19,5 °C).

Diseio experimental

Los peces fueron distribuidos aleatoriamente
en cinco tanques cubicos de fibra de vidrio de
400 1 de capacidad, a razén de 10 animales por
tanque, habiendo sido pesados y medidos antes
de su distribucion en los mismos. En cada tan-
que se empled, en régimen de circuito cerrado,
una salinidad distinta: 5, 15, 25, 42 y 55. El cir-
cuito cerrado de cada tanque disponia de un
filtro exterior (Hydor Prime 30) con un caudal
de 450 1/hora, con sus correspondientes cargas
de filtro fisico (teflén), filtro biolégico (biobo-
las) y filtro quimico (carboén activo), ademas de
un filtro biolégico exterior seco-humedo
(pequenos rodillos ceramicos y piedras artifi-
ciales porosas). La activacion de los filtros bio-
légicos se llevé a cabo mediante el activador
biologico SERA Nitrivec (SERA, Heinsberg,

Tabla I. Osmolalidad y composicién iénica del agua con diferentes salinidades experimentales.

Parametros Salinidad

5 15 25 42 55
Osmolalidad (mOsm/kg) 140 364 637 1090 1 546
Na“ (mM) 63 169 307 570 780
ClI" (mM) 77 194 355 588 957
Ca” (mM) 2,67 5,19 7,88 13 17,72
K" (mM) 1,28 3,48 6,27 11,28 15,36
Mg% (mM) 6,95 19,46 34,31 57,11 88,65
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Alemania) siguiendo la metodologia indicada
por el fabricante.

Cada dia se determinaba la salinidad y era
ajustada en caso de ser necesario. Simultanea-
mente se evaluo la calidad del agua atendiendo
a diversos criterios (nitritos, nitratos y amonio),
sin apreciarse cambios significativos segun los
mismos. Los animales se mantuvieron en los tan-
ques durante un periodo total de 14 dias hasta
ser sacrificados, y fueron alimentados diaria-
mente con una raciéon equivalente al 1% del
peso de los peces (excepto el dia antes del sacri-
ficio, que permanecieron en ayunas). A los 14
dias los ejemplares fueron anestesiados, pesa-
dos, medidos y muestreados para analisis de
plasma, branquias, rinén e higado.

Toma de muestras

Al inicio del experimento los ejemplares fue-
ron anestesiados en agua con 2-fenoxietanol
(Sigma, P-1126) a la concentracién de 0,5 ml/1
para la obtencion de los datos biométricos (lon-
gitud y peso), mientras que la concentracion fue
de 1 ml/1 al final del experimento para la obten-
cion de datos biométricos y toma de muestras
para analisis. Las muestras de sangre, aproxima-
damente 0,5 ml, fueron obtenidas por puncion
de la arteria caudal utilizando jeringas de insuli-
na previamente heparinizadas con heparina
amonica (Sigma H-6279, 25 000 unidades/3 ml
de solucion salina 0,9 % de NaCl). Dichas mues-
tras eran recogidas en tubos Eppendorf de 1,5
ml heparinizados y mantenidas a 4 °C. Posterior-
mente fueron centrifugadas durante 3 min a
10 000 Gy a 4 °C de temperatura. Se obtuvieron
tres alicuotas de plasma que fueron almacenadas
a —80 °C en tubos Eppendorf de 0,5 ml hasta el
posterior analisis de parametros osmorregulado-
res (osmolalidad, sodio, calcio y cloruro), meta-
bolicos (glucosa, lactato y proteinas) y hormo-
nales (cortisol).

De cada animal se tom¢6 el primer arco bran-
quial del lado izquierdo, que fue secado con
papel absorbente, del que se obtuvo una biopsia
con tijeras de microdiseccion que fue almacena-
da en tubos Eppendorf de 0,5 ml conteniendo
100 pl de tampén SEI (McCormick, 1993) a
-80 °C hasta el momento de su andlisis. Tam-
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bién se tomaron biopsias renales siguiendo el
mismo procedimiento. Las biopsias branquiales
y renales fueron analizadas para la determina-
cién de la actividad Na*,K*-ATPasa. El higado fue
extraido y pesado para la determinaciéon del
indice hepatosomatico (IHS).

Técnicas de analisis

La actividad Na',K™-ATPasa branquial y renal
fue determinada usando el método para micro-
placa disenado por McCormick (1993) y adapta-
do para el lenguado senegalés. Los tejidos bran-
quial y renal de las biopsias fueron homogenei-
zados en 125 pl de tampén SEI con 0,1 % de
acido deoxicélico (Sigma, D-6750), siendo cen-
trifugado a 2 000 G durante 30 s a 4 °C. El sobre-
nadante fue dispuesto por duplicado en la
microplaca en volimenes de 10 pl. En cada poci-
llo se anadieron 200 pl de reactivo de ensayo con
o sin 0,5 mmol/1 de ouabaina (Sigma, O-3125),
midiéndose la absorbancia a 340 nm durante 12
min, con mezcla intermitente, a 25 °C. La activi-
dad Na',K*-ATPasa sensible a la ouabaina fue
detectada por acoplamiento enzimatico de la
hidrolisis de ATP a través de la accion de la piru-
vato kinasa y la lactato deshidrogenasa a la oxi-
dacion de NADH, fue medida por espectrofoto-
metria como se ha descrito y se expres6 como
pmol de ADP/mg de proteina/h. Las proteinas
solubles fueron medidas usando el método del
acido bicinconinico (Smith ef al, 1985) con el
kit comercial BCA Protein Assay Kit (Pierce,
Prod #23225) adaptado para microplaca.

La osmolalidad plasmatica y del agua fue
medida con un osmémetro de presion de vapor
(Fiske One-Ten Osmometer, Fiske; VI, EE UU)
y expresada como mOsm/kg. Las concentracio-
nes de Na’, K', Ca* y Mg* en el agua fueron
medidas mediante un espectrometro de plasma
Iris Intrepid de Thermo Elemental (Servicio
Central de Ciencia y Tecnologia, Universidad de
Cadiz), y la concentracion de CI" con el kit
comercial de mediciéon de Spinreact (Ref.
1001360). En el plasma, la concentracion de
Na' fue medida por absorcién atémica de llama
usando un espectrometro de absorcioén atémica
Unicam 939, la concentracién de Ca*' con el kit
comercial de Spinreact (Ref. 1001061) adapta-
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do para microplaca y la de CI” con el kit usado
para la medicion de este anién en el agua.

La concentraciéon plasmatica de glucosa y de
lactato se midi6 mediante kits comerciales de
Spinreact (glucosa: ref. 1001200; lactato: ref.
1001330) adaptados para microplaca. La con-
centracion plasmatica de proteinas solubles se
determin6 de igual modo que el descrito. Los
ensayos adaptados a microplaca fueron realiza-
dos en un lector de microplacas automatico (EL
340, Bio-Tek Instrument, Winoosk; VT, EE UU)
controlado por el software DeltaSoft 3 para
Macintosh (BioMetallics, Inc, NJ).

La concentracion plasmatica de cortisol se
midi6 mediante radioinmunoensayo (RIA) en
plasma usando anticuerpos comerciales (Cam-
pro Scientific; Veenedaal, Paises Bajos). Frac-
ciones de 10 pl de muestra de plasma diluido
1:5 (v/v) con solucién salina 0,9 % de NaCl
fueron incubadas durante una noche a 4 °C
con 100 pl del primer anticuerpo (IgG-F-1;
1:800), 2 000 cpm '?*I-cortisol (Amersham; Buc-
kinghamshire, Reino Unido) y 100 ul del
segundo anticuerpo (GARGG; 1:320). Todos
los constituyentes fueron disueltos en tampon
RIA para cortisol [0,063 M Na,HPO,, 0,013 M
Na,EDTA, 0,02 % (p/v) NaNs, 0,1 % (p/v) de
acido 8-anilino-1-naftalenosulfénico (ANS;
Sigma, A-1028) y 0,1 % (p/v) de y-globulina
bovina (Sigma, G4904) ]. Los inmunocomplejos
precipitaron por la adicién de 1 ml de polieti-
lenglicol 5 % (p/v) y BSA (Bovine serum albu-
min; Fluka, 05475) 2 % (p/v) enfriados con
hielo con la subsiguiente centrifugacion (20
min, 2 000 G, 4 °C). El computo de los pellets se
realiz6 con un contador de radiacién gamma
(1272 Clinigamma, LKB Wallac; Turku, Fin-
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land) determinandose la concentracién de cor-
tisol en plasma.

Estadistica

Las diferencias significativas entre grupos fue-
ron analizadas a través de un analisis de la
varianza de un factor (salinidad). Cuando se
obtuvieron diferencias significativas, se utilizo el
test de Tukey para la comparacion de grupos.
Los grupos fueron considerados significativa-
mente diferentes para P < 0,05. Previamente a la
ejecucion del analisis de la varianza de un factor,
se practicaron tests de normalidad y de homoce-
dasticidad. Si alguno de estos tests resultaba no
valido, se procedia a una transformacion logarit-
mica de los datos para cumplir las condiciones
del analisis.

RESULTADOS

No se apreci6 mortalidad durante el desarro-
llo del experimento, lo que indica la buena
adaptabilidad del lenguado senegalés al amplio
rango de salinidades ambientales a que fue
sometido (b a bb).

Los resultados de osmolalidad y concentra-
cion plasmatica de iones en los ejemplares des-
pués de 14 de dias de aclimatacion a las distintas
salinidades se muestran en la tabla II. La osmo-
lalidad plasmatica no mostré una tendencia al
incremento con la salinidad ambiental y no se
observaron diferencias significativas entre gru-
pos. Tampoco se apreciaron incrementos de las
concentraciones plasmaticas de Na*, CI" y Ca**

Tabla II. Osmolalidad y concentracién plasmatica de diferentes iones en ejemplares de S. senegalensis aclimatados a

diferentes salinidades ambientales por un periodo de dos semanas. Los datos son expresados como media + error

estandar de la media (e.e.m.) (n = 9-10). Diferentes letras indican diferencias significativas entre grupos (anova, un
factor; P < 0,05).

Parametros Salinidad
5 15 25 42 55
Osmolalidad (mOsm/kg) 362+ 7a 355 +5a 373+ 10a 379+9a 357+5a
Na' (mM) 161 +9a 163 +4a 171 +4a 156 +4a 166 + 6 a
ClI" (mM) 233+1la 193+9a 211+ 12a 200+ 16 a 221 +12a
Ca® (mM) 4,15+0,19a 4,14+0,43 a 3,85+ 0,22 a 4,19+0,12a 5,01 £0,43 a
140 Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 21 (1-4). 2005: 137-146
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con la salinidad, ni diferencias significativas
entre los grupos analizados para cada ion.

La actividad Na’,K-ATPasa branquial presenté
una relacion lineal directa respecto a la salinidad
ambiental (figura 1). Se apreciaron diferencias
significativas entre todos los grupos para cada
una de las salinidades, excepto entre los grupos
aclimatados a salinidades de 25y 15. La actividad
Na',K"-ATPasa branquial aumenté en un 33,71 %
en los animales aclimatados a salinidad 55 res-
pecto al grupo mantenido en AM (salinidad 42),
mientras que disminuyé en un 77,13 % en los
ejemplares adaptados a salinidad 5.

Por otra parte, la actividad Na',K-ATPasa
renal no present6 ningun patréon de cambio res-
pecto a la salinidad ambiental, no observandose
diferencias significativas entre los grupos para
cada una de las salinidades (figura 2).

La concentracion de cortisol plasmatico
aument6 en los ejemplares aclimatados a la
mayor salinidad (55) respecto a los ejemplares
mantenidos en AM (42). En los grupos aclima-
tados a salinidades 25 y 15, esta concentracion
aumento6 gradualmente a medida que disminuia
la salinidad, aunque disminuy6 en el grupo acli-
matado a salinidad 5 (figura 3). Sin embargo, las
diferencias entre grupos no fueron estadistica-
mente significativas (P > 0,05), si bien la proba-
bilidad obtenida en el analisis de la varianza de
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un factor fue P = 0,074, muy cercana al nivel de
significacion.

El indice hepatosomatico (IHS) y la concen-
tracion plasmatica de metabolitos en los ejempla-
res adaptados a diferentes salinidades ambienta-
les se ofrecen en la tabla III. E1 IHS no fue esta-
disticamente significativo en ninguno de los gru-
pos analizados, aunque se pudo observar una ten-
dencia a incrementar su valor en las salinidades
distintas a la de AM. La concentracion plasmatica
de glucosa aumento6 en los ejemplares adaptados
a salinidad 55 con respecto a los animales en
agua de mar (salinidad 42), aumento estadistica-
mente significativo. Entre los grupos aclimatados
a salinidades 5, 15, 25 y 42 no hubo diferencias
significativas, observandose en ellos aproximada-
mente las mismas concentraciones de glucosa. La
concentracion plasmatica de lactato también
aumento en los animales adaptados a agua hiper-
salina (55) respecto al AM (42), pero este
aumento no fue estadisticamente significativo.
Por otra parte, las concentraciones de lactato en
los otros grupos experimentales se mantuvieron
aproximadamente iguales. La concentracién de
proteinas solubles en plasma presento valores
mas elevados en los grupos adaptados a salinida-
des 25, 42 y 55 que en los de los grupos adapta-
dos a salinidades 5 y 15, pero no se detectaron
diferencias significativas entre grupos.

g g\ 60
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Figura 1. Efecto de la adap- § b I
tacion de S. senegalensis a dis- = 20 T —
tintas salinidades ambienta- g
les durante dos semanas 10 a |
sobre la actividad Na'K'- T
ATPasa branquial. Los datos
son expresados como media 0
+ e.e.m. (n = 9-10). Diferen- 5 15 25 42 55
tes letras indican diferencias o
significativas entre grupos Salinidad
(anova, un factor; P < 0,05).

Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 21 (1-4). 2005: 137-146

141



E J. Arjona et al.

Adaptacion de Solea senegalensis a distintas salinidades ambientales

Figura 2. Efecto de la adap-
tacion de S. senegalensis a dis-

Té —fE\ tintas salinidades ambienta-
g e 12 les durante dos semanas
% :E 10 3 % a -?— sobre la actividad Na®,K'-
& A 8 T T T L ATPasa renal. Los datos son
< ‘é" L a + expresados como media +
Y 6 = e.e.m. (n = 9-10). Diferentes
) % 4 letras indican diferencias
_E 3 2 significativas entre grupos
§ g_/ 0 (anova, un factor; P < 0,05).
g 5 15 25 42 55
Salinidad
DISCUSION podria ser el limite inferior de salinidad al que

El presente estudio muestra la buena eurihali-
nidad y la capacidad del lenguado senegalés
para sobrevivir y adaptar sus mecanismos osmo-
rreguladores a un amplio rango de salinidades
ambientales (desde 5 hasta 55). Sin embargo,
estudios preliminares mostraron que ejemplares
transferidos a agua dulce declorada después de
14 dias de adaptacion a salinidad 5 sufrian una
mortalidad del 100 % (resultados no mostra-
dos), indicando la incapacidad de esta especie
para adaptarse a agua dulce. Ademas, la transfe-
rencia desde AM (salinidad 42) a agua de salini-
dad 2 no produjo mortalidad en el lenguado
senegalés transcurridos 7 dias de aclimatacion
(resultados no mostrados), sugiriendo que éste

se puede adaptar esta especie.

Parametros plasmaticos osmorreguladores

En teleosteos eurihalinos la transferencia a
ambientes con salinidades distintas activa el siste-
ma osmorregulador, distinguiéndose dos fases
después de la transferencia: i) un periodo de
adaptacion, que implica diversos cambios en los
parametros osmorreguladores y metabolicos, y ii)
un periodo créonico de regulacion osmotica e
i6nica, en el que estos parametros alcanzan un
nuevo estadio homeostatico similar al inicial, tras
el cual el animal ya estd perfectamente adaptado
al nuevo ambiente (Holmes y Donaldson, 1969).

~ 16
E a
2 u a .
S _
é 12 a .
] a Figura 3. Efecto de la adap-
© 10 L — . o
i tacion de S. senegalensis a dis-
8 a — tintas salinidades ambienta-
6 T ) L les durante dos semanas
= sobre la concentraciéon de
4 ] . -
cortisol plasmatico. Los
2 — datos son expresados como
0 media + e.em. (n = 9-10).
5 15 25 0 55 D.1ferent.es letr.as .mdl'can
Salinidad diferencias  significativas
almda entre grupos (anova, un fac-
tor; P < 0,05).
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Tabla III. Concentracién plasmatica de glucosa, lactato y proteinas en ejemplares de S. senegalensis aclimatados a dife-
rentes salinidades ambientales por un periodo de dos semanas. Los datos son expresados como media + e.e.m.
(n = 9-10). Diferentes letras indican diferencias significativas entre grupos (anova, un factor; P < 0,05).

Concentraciones Salinidad

5 15 25 42 55
Glucosa (mM) 2,61 +0,12a 2,58 +0,31 a 2,56 +0,13a 3,01 £0,25a 4,49 +0,30 b
Lactato (mM) 0,44+ 0,04 a 0,54+0,10 a 0,42+ 0,03 a 0,52 +0,07 a 0,77+ 0,16 a
Proteinas (mg/ml) 39,01 +1,25a 39,44+ 1,48 a 43,89+ 1,79 a 43,43 + 1,19 a 43,50 + 1,64 a
IHS 1,42 + 0,09 a 1,5+ 0,18 a 1,8 £ 0,11 a 1,08 0,05 a 1,54+ 0,05 a

En este experimento, después de dos semanas
de aclimatacion, el animal se encuentra en el
periodo crénico de regulacion, como lo indica
el que no se observaran diferencias significativas
en la osmolalidad y las concentraciones plasma-
ticas de Na*, Cl"y Ca** en los ejemplares de cada
uno de los grupos aclimatados a las distintas sali-
nidades ambientales. De acuerdo con Franklin,
Forster y Davison (1992), en teledsteos, un dese-
quilibrio osmético es considerado como un sin-
toma de inadaptacion al medio ambiente que le
rodea. Nuestros resultados indican que en el len-
guado senegalés no se da esta circunstancia en
un rango de salinidad desde 5 hasta 55, al menos
durante el periodo de tiempo estudiado (14
dias). Estos resultados estan de acuerdo con los
encontrados para Paralichthys orbignyanus (Valen-
ciennes, 1842), especie cuya adaptaciéon a un
rango de salinidad desde 0 a 40 apenas produjo
cambios en la osmolalidad y en la concentracion
i6nica plasmatica después de 15 dias de adapta-
cién (Sampaio y Bianchini, 2002).

Actividad Na*, K'-ATPasa branquial

La actividad Na*,K*-ATPasa branquial esta
relacionada con el flujo de Na" y CI” hacia el
exterior del animal en medios hiperionicos
(Marshall, 2002). En casi todos los teledsteos, un
incremento de la salinidad ambiental produce
un aumento de la actividad Na",K*-ATPasa bran-
quial (McCormick, 1995). El lenguado senegalés
presenta una clara relacion lineal directa entre
la actividad Na',K'-ATPasa branquial y la salini-
dad ambiental, alcanzandose las mayores activi-
dades en agua hipersalina (55) y las menores en
agua de baja salinidad (5).
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Sin embargo, existen especies con diferentes
patrones de respuesta de la actividad Na',K'-
ATPasa branquial respecto a la salinidad
ambiental. En Platichthys flesus (L., 1758) (Stagg
y Shuttleworth, 1982) y Morone saxatilis (Wal-
baum, 1792) (Madsen et al., 1994) no se obser-
varon diferencias en la actividad Na",K-ATPasa
branquial entre ejemplares adaptados a agua
dulce y agua de mar. En otras especies eurihali-
nas, esta actividad Na*,K*-ATPasa branquial pre-
senta una curva con forma de U respecto a la
salinidad ambiental —Jensen, Madsen y Kristian-
sen (1998) para Dicentrarchus labrax (L., 1758);
Laiz-Carrion et al. (2005) para Sparus aurata (L.,
1758)—. Los peces eurihalinos de origen marino
presentan una alta permeabilidad branquial y
tasas de flujos i6nicos mucho mayores que las
especies eurihalinas de origen dulceacuicola.
Asi, los peces eurihalinos de origen marino
necesitarian una mayor actividad Na',K"-ATPasa
branquial para compensar la pérdida i6nica y
(o) la ganancia de agua a través del epitelio
branquial en ambientes de baja salinidad
(McCormick, 1995).

La enzima Na',K"-ATPasa se encuentra locali-
zada, en las branquias, en las células de cloruro.
Pisam y Rambourg (1991) describieron dos tipos
morfologicos perfectamente diferenciados de
células de cloruro: ay B. Las células de cloruro
o aparecen en ambientes de agua salada, mien-
tras que las células de cloruro  constituyen un
subtipo que solamente se ha descrito en agua
dulce (Hirose et al., 2003). En las células de clo-
ruro o, €l mayor componente es la enzima
Na',K"-ATPasa, cuya actividad estd relacionada
con la capacidad osmorreguladora de este 6rga-
no para expulsar iones en un medio hiperosmo-
tico (McCormick, 2001; Marshall, 2002). De esta
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forma, el aumento observado en el presente
estudio en la actividad Na',K-ATPasa branquial
en paralelo con el incremento de la salinidad
ambiental esta de acuerdo con el papel fisiologi-
co de esta bomba, como ya se ha comentado.

Por el contrario, en medios hipoosmoticos
aparecerian las células de cloruro B, cuyo princi-
pal componente es la enzima H-ATPasa, princi-
pal enzima implicada en la captacién de Na’ en
un medio hipoosmético (Lin y Randall, 1993;
Marshall, 2002). Con ello, a medida que dismi-
nuye la salinidad, la bomba Na',K-ATPasa entra
a desempenar un papel secundario, siendo la
bomba H™-ATPasa la principal enzima implicada
en la toma de iones del medio externo (al
menos, en lo que se refiere al Na*). Esto estaria
de acuerdo con los resultados obtenidos en este
estudio, donde la actividad Na',K'-ATPasa bran-
quial del lenguado senegalés disminuye a medi-
da que decrece la salinidad. Asi mismo, y de
acuerdo con McCormick (1995), la baja activi-
dad Na',K-ATPasa branquial en salinidad 5
podria reflejar la capacidad del lenguado para
reducir en este ambiente la permeabilidad del
epitelio branquial y asi disminuir los procesos de
difusion de agua e iones. Esto reflejaria la buena
capacidad de adaptaciéon de esta especie a
ambientes de baja salinidad.

Actividad Na',K"-ATPasa renal

El rin6n de los tele6steos eurihalinos experi-
menta cambios en la morfologia, la excrecion
de iones divalentes, la tasa de filtracion glome-
rular y la produccion de orina durante la acli-
matacion a ambientes de distinta salinidad
(Beyenbach, 1995). De forma analoga, la activi-
dad Na’,K"-ATPasa renal también presenta cam-
bios en respuesta a la variacion de la salinidad
ambiental (Venturini ef al., 1992). En S. aurata
la aclimatacion a ambientes de elevada salini-
dad produce un aumento de la actividad Na',K'-
ATPasa renal (Sangiao-Alvarellos et al., 2003).
Este aumento de la actividad puede ser atribui-
do a un aumento en la produccién de orinay a
un incremento del transporte i6nico en los
ejemplares adaptados a medios hiperosmoticos.
Sin embargo, en el lenguado senegalés no se
observaron cambios en la actividad Na' K'-
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ATPasa renal debidos a la adaptacion a las dis-
tintas salinidades ambientales.

La nefrona posee distintas regiones con activi-
dad Na',K-ATPasa que ejercen diferentes funcio-
nes en los procesos de absorcién y secrecion de
agua e iones, tanto en ambientes hipoosmoticos
como hiperosméticos (Jobling, 1995; Beyenbach,
1995). En el analisis de la actividad Na',K*-ATPa-
sa renal se trabajé con homogeneizados de biop-
sias de rinén, por lo que no se discriminé entre
distintas regiones de la nefrona, pudiendo existir
diferentes modificaciones (aumentos/descensos)
de dicha actividad en estas regiones que se con-
trarrestarian entre si. En caso de ser cierta esta
hipétesis, no deberian obtenerse modificaciones
significativas en la actividad Na',K*-ATPasa renal
ante cambios en la salinidad ambiental.

Cortisol

El cortisol desempena un papel muy impor-
tante en la adaptacion de telesteos a ambientes
hiperosmoéticos, induciendo respuestas fisiologi-
cas tales como un aumento del numero y el
tamano de las células de cloruro y un incremen-
to de la actividad Na",K-ATPasa branquial
(McCormick, 1995). En los ejemplares de len-
guado senegalés se aprecié un aumento de los
niveles plasmaticos de cortisol en la salinidad 55
respecto al grupo control de AM (salinidad 42).
Esto concordaria con la consideracion del corti-
sol como una hormona que facilita la adapta-
cién a ambientes de alta salinidad y cuyos niveles
deberian aumentar en dichos ambientes. Asi, en
el caso del lenguado senegalés, y tras 14 dias de
aclimatacién, el aumento de la actividad Na",K'-
ATPasa branquial en el grupo aclimatado a sali-
nidad 55 podria ser producido por el cortisol.
Ademas, el cortisol también presenta otras accio-
nes metabolicas que necesitan ser tenidas en
cuenta (ver el contenido del epigrafe siguiente).

Algunos estudios también han demostrado
una implicacion del cortisol en la toma de iones
del medio, lo que sugiere una funcién del corti-
sol en la adaptacién a ambientes hipoosmoéticos
(McCormick, 2001). Asi mismo, el cortisol, en
peces teledsteos, también desempena una fun-
cion de glucocorticoide al aumentar la disponi-
bilidad de glucosa plasmatica, gracias a una esti-
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mulacion de la gluconeogénesis en el higado, asi
como incrementar los niveles de lactato plasma-
tico (Van der Boon et al, 1991; Wendelaar
Bonga, 1997). Los mayores niveles de cortisol
plasmatico en los ejemplares aclimatados a alta
salinidad podria ser la razén del aumento de la
concentracion plasmatica de glucosa y lactato.
Por debajo de la salinidad 42, los ejemplares
aclimatados a salinidad 15 también presentan
niveles elevados de cortisol; sin embargo, los
parametros plasmaticos osmorreguladores y
metabolicos no indican una situaciéon de estrés
en esta salinidad. La razén de este incremento
en los niveles de cortisol en una salinidad
ambiental cercana al punto isoosmético del len-
guado merece ser analizada en mayor profundi-

dad.

Parametros plasmaticos metabélicos

En los peces teleosteos, la glucosa y el lactato
son considerados, al igual que el cortisol, indica-
dores de estrés (Wendelaar Bonga, 1997). Los
mayores valores plasmaticos de estas sustancias
se obtuvieron en los individuos del grupo adap-
tado a la mayor salinidad (55), lo que podria
revelar la existencia de una situacion de estrés
para los ejemplares de lenguado senegalés man-
tenidos en esta salinidad.

La branquia presenta una alta actividad meta-
bélica (Mommsen, 1984). Este 6rgano usa la glu-
cosa y el lactato como sustratos para mantener
su alta actividad metabdlica. En un ambiente
hipersalino (55) el lenguado senegalés presenta
un incremento de la actividad Na", K-ATPasa en
las branquias, de forma que los elevados niveles
plasmaticos de glucosa y lactato podrian ser usa-
dos por este 6rgano para satisfacer la demanda
energética que supone la adaptacion a un
ambiente hipersalino. En el caso de ambientes
de baja salinidad, se han descrito incrementos
de la glucosa y el lactato plasmaticos en S. aura-
ta (Sangiao-Alvarellos et al., 2003; Guzman et al.,
2004; Laiz-Carrion et al, 2005), apuntando la
existencia de una situacion de estrés continuado
en esta salinidad. En el caso del lenguado sene-
galés no se observaron incrementos de los nive-
les plasmaticos de lactato ni de glucosa en
ambientes de baja salinidad, pudiéndose sugerir
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un efecto de hemodilucién y de alto consumo
de estos metabolitos en los tejidos osmorregula-
dores, lo que originaria la ausencia de aprecia-
cion de un aumento en los niveles plasmaticos
de estos metabolitos.

CONCLUSIONES

El lenguado senegalés es capaz de adaptarse a
un amplio rango de salinidades ambientales con
cambios pequenos de sus parametros osmorre-
guladores plasmaticos (osmolalidad y concen-
traciones i6nicas), lo que indica una adecuada
capacidad osmorreguladora en estos ambientes.
La actividad Na",K'-ATPasa branquial present6
una relacion lineal directa con la salinidad
ambiental que reflejaria una buena adaptacion
de este 6rgano osmorregulador (modificaciones
en la permeabilidad epitelial) en ambientes de
baja salinidad. Ademas, los requerimientos
energéticos necesarios para hacer frente a las
distintas condiciones osmoticas son cubiertos
por la glucosa y el lactato principalmente, indi-
cacion, también, de una buena adecuacion del
metabolismo a las distintas situaciones osmorre-
guladoras.
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