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ABSTRACT

Marine predators such elasmobranchs exhibit variations in nutritional requirements related to
reproductive traits or conditioned by variations in food availability in the marine environment

throughout the year.

In this study, the main objective was to examine how certain physiological parameters and
stable isotope values in blood of demersal shark Scyliorhinus canicula in the wild change in
relation to season, sex and maturity stage change. For this purpose, plasma lipid fractions
(cholesterol, triglycerides, phospholipids), a ketone body metabolite (3-hydroxybutyrate) and
isotopic values of N and C in blood of Scyliorhinus canicula individuals captured and released

alive in the Western Mediterranean were analyzed.

The results indicated that the isotopic values changed between summer and winter, males and
females and mature and immature individuals. In relation to the physiological parameters we
found that during summer triglycerides and phospholipids values were lower in mature
individuals (especially in females, probably due to breeding season and laying eggs) and higher
in immature specimens, indicating a higher physical activity than in winter. Cholesterol showed
high values in summer, probably related to the reproduction. In the case of 3-hydroxybutyrate,
the observed pattern was different from the other physiological parameters. Mature males
showed higher values than other individuals during the winter season, indicating some physical
activity, both mature and immature males showed higher values of this parameter in
comparison to females during winter. During summer we found no differences by sex or maturity

stage in the values of this metabolite.

This study uses an innovative analysis of stable isotopes and plasma lipid fractions in the blood,
without causing further damage to the target species. With this methodology new information

regarding trophic ecology and physiological state of an abundant elasmobranch is provided.
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1. INTRODUCCION

A lo largo del afo, los depredadores marinos como los elasmobranquios presentan
variaciones en los requerimientos nutricionales relacionados con aspectos
reproductivos o condicionados por variaciones en la disponibilidad de alimento en el
medio marino (Bizzarro et al., 2005). En el caso del alimento, a lo largo del afio la
disponibilidad, abundancia y calidad del mismo puede variar (Smale & Compagno,
1997; Bizzarro et al., 2007). Ademas, estos cambios en los requerimientos
nutricionales y de tipo de alimento consumido pueden ser diferentes en relacién al
estado de madurez sexual y al sexo. (Dale et al., 2011; Marion et al., 2011; Jacobsen
& Bennett, 2012; Lépez-Garcia et al., 2012). Por ejemplo, el tipo de recurso explotado,
puede variar a lo largo de la vida del animal, ya sea porque los requerimientos
nutricionales varian entre los distintos estados de madurez o por cuestiones
relacionadas con diferencias morfoldgicas. Los individuos maduros presentan una
serie de requerimientos nutricionales distintos a los de los individuos inmaduros
directamente como consecuencia de la formacion de productos sexuales o de mayores
costes de defender un territorio o luchas de individuos (Carrier et al., 2010). Ademas,
también pueden existir diferencias en estructuras relacionadas con la captura de
presas entre individuos maduros e inmaduros que condicionaria el tipo de alimento
consumido (Platell et al., 1998; Skjeeraasen & Bergstad, 2000). De manera similar,
tanto la dieta como los requerimientos nutricionales pueden ser diferentes entre sexos,
principalmente relacionados con la reproduccion o, en el caso de especies que
presentan dimorfismo sexual (Wearmouth & Sims, 2008), relacionados con aspectos

morfoldgicos.

Como el sexo, el estado de madurez o la estacion del afio pueden llegar a influir en la
condicidn fisioldgica o el tipo de dieta ha sido muy poco estudiada en elasmobranquios
(Garcia-Garrido et al., 1990). El estado fisiol6gico en tiburones puede ser estudiado
mediante la determinacién de determinados metabolitos sanguineos (Garcia-Garrido
et al., 1990; Capapé, 2008). La fuente enddgena principal de energia la obtienen los
elasmobranquios a partir de las grandes reservas lipidicas que almacenan en el
higado (Baldridge, 1971), a diferencia de la mayoria de vertebrados que lo hacen en el
tejido adiposo. Ademas de ser fuente de energia, estos lipidos hepaticos también
contribuyen a regular la flotabilidad (Rossou, 1987; Holmgren & Nilsson., 1999). Por lo
tanto, determinar en el plasma diferentes metabolitos lipidicos como, por ejemplo, el

colesterol, los triglicéridos o los fosfolipidos pueden ser Utiles indicadores del uso de
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reservas lipidicas y de la condiciéon del animal (Garcia-Garrido et al., 1990; Capapé,
2008).

El metabolismo lipidico en elasmobranquios es muy distinto del de los peces
teledsteos y otros vertebrados (Ballantyne, 1997), por dos razones principales: la
primera es que usan los fosfolipidos como material para mantener la flotabilidad (Bone
& Roberts, 1969; Baldridge, 1972), y la segunda es que los niveles de albumina que
presentan son muy bajos (Fellows et al., 1980; Fellows & Hird, 1981; Ballantyne,
1997), no pudiendo transportar acidos grasos libres y, por lo tanto, la movilizacién
rapida de las reservas lipidicas hepaticas hacia otros tejidos se lleva a cabo con
cuerpos cetonicos (acetoacetato y, principalmente, 3-Hidroxibutirato). De manera
normal, los peces elasmobranquios presentan niveles muy bajos de triglicéridos o
colesterol en sangre (Crabtree & Newsholme, 1972). Ahora bien, valores altos de
estas fracciones lipidicas pueden indicar que el animal se encuentra bien alimentado
(transporte del intestino al higado) o que hay movilizacion de lipidos como
consecuencia de variaciones en los requerimientos nutricionales relacionados, por
ejemplo, con la reproduccién (Garcia-Garrido et al., 1990). En el caso de los cuerpos
cetbnicos, y especialmente el 3-Hidroxibutirato, se relacionarian con la actividad fisica
por la movilizacién rapida de energia del higado hacia el corazén y musculo
(revisiones de Ballantyne, 1997, y de Speers-Roesch & Treberg, 2006b) o bien con el
uso de alimento de alto contenido en proteinas o movilizacion de reservas proteicas

durante periodos de inanicién (Beis et al., 1980).

De manera similar al estado fisiolégico, es posible obtener informacion de los habitos
troficos de los elasmobranquios mediante el analisis de isétopos estables de nitrogeno
(denominado &%N) y carbono (denominado &™C) (Shiffman et al., 2012). Esta
metodologia se basa en el hecho de que los valores isotépicos se transforman de
manera predecible desde el alimento hasta los consumidores integrando el alimento
consumido durante el periodo de formacién del tejido analizado (desde horas-dias en
el caso del plasma hasta meses-afios en el caso de la musculatura (Caut et al., 2013).
Los valores isotopicos del nitrogeno informan del nivel tréfico del consumidor, ya que
muestran un aumento a través de los niveles troficos (Layman et al., 2011). En
cambio, los valores isotopicos del carbono muestran cambios muy pequefios en
relacion con las transferencias troficas, pero son un indicador util del hbitat donde
vive el consumidor ya que informan de la fuente primaria de carbono (Layman et al.,
2011).
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1. 1. El tiburén demersal Scyliorhinus canicula como modelo experimental

El tiburébn demersal comunmente llamado tiburén gato o pintarroja, Scyliorhinus
canicula, es una especie de elasmobranquio de mediano tamario (49-53 cm las tallas
de primera madurez para machos y hembras, respectivamente; lvory et al., 2004).
Desde un punto de vista experimental, su gran resistencia a la manipulacion y la
facilidad en la captura, mantenimiento y cria en acuarios es y ha sido usada como
modelo experimental para testar distintos estudios de comportamiento, ecologia,
biologia y fisiologia.

Es una especie presente de manera comun entre los 80 y 500 metros de profundidad
distribuyéndose en todo el mar Mediterraneo y en zonas concretas del océano
Atlantico, como la zona noroeste y desde Marruecos hasta el Golfo de Guinea (Blache
et al., 1970; Capapé et al., 2000). Los individuos maduros y los juveniles suelen
encontrarse o bien segregados en distintos estratos batimétricos o bien compartiendo
los mismos habitats en el Mediterraneo (D’Onghia et al., 1995, Massouti & Moranta,
2003).

Similar a muchos elasmobranquios, S. canicula es una especie ovipara, depositando
los huevos envueltos en una funda protectora, que queda anclada en macroalgas y
otras estructuras solidas (Wheeler, 1978; Ellis, 1997). En cuanto al ciclo reproductor,
en hembras maduras se observaron huevos en los oviductos en practicamente todos
los meses del afio exceptuando Agosto y Septiembre, siendo el maximo de puesta
durante los meses de verano (Capapé 1997; Ellis, 1997; Capapé et al., 2008),
presentando una coOpula muy llamativa en la que el macho abraza con la cola a la
hembra mientras nadan juntos (Garcia, 2012). La condicion fisica parece aumentar

con el tamafio corporal en ambos sexos. (Capapé€, 2008)

En relacién a los habitos tréficos, S. canicula es un depredador oportunista de
actividad nocturna (Carrassoén et al., 1992), que incluye en la dieta una amplia gama
de macrofauna bentdnica, principalmente pequefios crustaceos (Valls et al., 2011).
Otras presas presentes en la dieta son holoturias, poliquetos y especies de peces
demersales (Valls et al., 2011). Parece ser que las preferencias alimentarias varian
con la edad; los ejemplares mas jovenes prefieren pequefios crustaceos, y los
mayores muestran una inclinacion por los caridos y los cangrejos ermitafios (Capapé,

1974; Valls et al., 2011). Los habitos alimenticios de S. canicula sugieren que esta

3
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especie muestra una dieta cada vez mas benténica con el incremento de la talla (Lyle,
1983; Ellis et al, 1996; Orlov, 1998). También es importante sefialar que la intensidad
alimentaria es mayor en verano, debido en parte a la mayor disponibilidad de presas
(Lyle, 1983).

Los estudios fisiolégicos que se han realizado en esta especie abarcan aspectos muy
variados. Se han estudiado aspectos tan diversos como el crecimiento, desarrollo y
reproduccion, habitos alimenticios y morfologia; por ejemplo: adaptaciones de la vista
y la respiracion, efectos de la hipoxia, respuestas al estrés, estudio de los pardmetros
sanguineos, desarrollo de la denticion y del esqueleto dérmico en embriones,
propiedades eléctricas de las fibras musculares blancas y rojas, respuestas

endocrinas, desarrollo cardiaco o la estructura branquial entre muchos otros.

1.2. Objetivos del presente estudio

Debido al gran desconocimiento que existe, en general, sobre la fisiologia y los habitos
alimenticios de los elasmobranquios en estado salvaje, y de Scyliorhinus canicula en
particular, el objetivo del presente estudio es examinar el efecto de la estacion, el sexo
y el estado de madurez de este depredador marino sobre el estado fisiolégico

(bioquimica plasmaética) y habitos tréficos (isotopos estables).

Para ello, se analizaron las fracciones lipidicas del plasma (colesterol total,
triglicéridos, fosfolipidos) y un cuerpo cetonico (el 3-Hidroxibutirato) y los valores
isotopicos de 8"°N y 8"*C en sangre de individuos de Scyliorhinus canicula capturados
y liberados vivos en el Mediterraneo Occidental en dos momentos del afio (invierno y

primavera).
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Area de estudio

Los animales del estudio se capturaron en el noroeste del Mar Mediterraneo, en la
zona del Mar Catalan (zona occidental del Mar Balear), concretamente en la
plataforma del Delta del Ebro (Figura 1). EI Mar Cataldn es un area altamente
productiva, debido a la combinacion de los aportes de materia organica en la
desembocadura del rio Ebro en la zona mas amplia de la plataforma continental, y
también al efecto de la corriente Liguro-Provezal-Catalana a lo largo de la pendiente
del talud continental (Stefanescu et al., 1992). El mar catalan se asemeja a un valle
profundo y abierto hacia el noreste, con una profundidad cada vez mayor desde los
800 m en el umbral de Ibiza (80 km) hasta los 2600 m entre Menorca y Cabo San
Sebastia (Salat, 1996).
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Figura 1. Zona de estudio y posiciones donde se pescaron los diferentes individuos

2.2. Captura de individuos y toma de muestras

Durante el invierno (en el mes de Febrero) y el verano (en Julio) de 2013 se
capturaron un total de 129 individuos (67 en invierno y 62 en verano; Tabla 1) de
Scyliorhinus canicula en la zona de estudio (Figura 1). Los individuos fueron
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capturados en dos campafas oceanograficas de pesca experimental mediante pesca
de arrastre entre 200-400 metros de profundidad (Campafia ECOTRANS 2013;
Instituto de Ciencias del Mar ICM-CSIC). Para reducir el efecto de los ritmos
circadianos sobre los resultados fisiol6gicos, todos los individuos utilizados en el
presente estudio se capturaron entre las 10:00 y las 12:00 de la mafiana. Una vez
capturados, se mantuvieron en cubetas con agua de mar en flujo continuo hasta la
toma de muestras y medidas corporales (como méaximo 1 hora después de la captura;
Figuras 2 y 3). De cada individuo se midi6 la longitud méxima con ictiometro (0.1 cm),
el peso en balanza electrénica (0.1 g) y el sexo de manera visual (6rganos
reproductores externos). El estado de madurez se anotd en funcion de la talla de la
talla de primera madurez estimada para la especie en la zona de estudio. Cuando la
longitud total era superior a 35 cm se consideraron maduros, y cuando era inferior a 30
cm se consideraron inmaduros (de acuerdo con datos adn no publicados del Proyecto
ECOTRANS) y también mediante el nivel de dureza del pterigopodio (6rgano

copulador masculino).

Figura 2. Tanque 1 de S. canicula
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Figura 3. Tanque 2 de S. canicula

Para determinar los valores fisioldgicos y los valores isotépicos, a cada individuo de le
extrajo entre 0.3-0.5 ml de sangre en la regién caudal mediante el uso de jeringas de
insulina de 1 ml (Figura 4). Esta sangre se guardé en viales heparinizados para evitar
la coagulacion de la sangre. Una vez se finaliz6 la toma de medidas, cada individuo se
volvié a almacenar en el tanque de agua durante 20 minutos y se liberaron en la zona
de captura. Todos los individuos fueron liberados vivos y aparentemente en buen

estado.

Inmediatamente después de la extraccion, la sangre se centrifugd durante 10 minutos
a 5500 rpm en una centrifuga convencional con la finalidad de separar las células
sanguineas para analizar su contenido isotépico, y el plasma para determinar los
pardmetros fisioldgicos. Ambas fracciones fueron congeladas a -70°C hasta su

posterior analisis.
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Figura 4. Extraccién de sangre en un ejemplar hembra de Scyliorhinus canicula

2.3 Andlisis de las variables fisiolégicas plasmésticas

Del plasma se determinaron 4 parametros bioquimicos: triglicéridos, colesterol,
fosfolipidos y 3-Hidroxibutirato mediante un espectrofotometro (TECAN Infinite 200).
Para ello se utilizaron kits comerciales (Colesterol, Fosfolipidos y Triglicéridos,
SPINREACT S.A Spain; 3-D-Hidroxibutirato, Randox England) modificados para el
analisis de estos parametros en microplacas y a los niveles esperados en tiburones.
Los analisis bioquimicos se realizaron en el laboratorio del Departamento de Fisiologia

Animal de la Universitat de Barcelona (UB).

2.4 Analisis de los is6topos estables

Para determinar el contenido isotdpico, la parte celular de la sangre se deshidraté en
un horno a 60°C, y se pulverizé utilizando un molinillo de impacto.

De cada muestra se pesaron entre 0.28 - 0.33 miligramos en capsulas de estafio para
determinar los valores de 8N y 3"*C. Los anélisis isot6picos se llevaron a cabo en la
Estaciéon Biol6gica de Dofiana (www.ebd.csic.es/lie/index.html), donde se quemaron
las muestras a 1020°C usando un sistema de espectrometria de masas con flujo
continuo de is6topos (Thermo Electron) por medio de un analizador elemental Flash
HT Plus conectado con un espectrometro de masas Delta V que aplica estandares

internacionales cada 9 muestras; LIE-CV y LIE-PA, previamente normalizado con los
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estandares internacionales IAEA-CH- 3, IAEA-CH-6, IAEA-N-1 y IAEA-N-2. La relacion
de los isotopos estables '°N y 5'°C se ha expresado en la notacion estandar (%o). El
error de medicion (desviacién estandar) del laboratorio fue de + 0.2 para 8°N y + 0.1
para 5'°C.

2.5. Andlisis estadisticos

Como medida corporal de condicion fisica, se calculé el indice de condicion corporal
de Fulton a partir de las medidas de longitud total y peso;
indice corporal=peso x 100/longitud total® (Bolger y Connolly, 1989).

Para comparar las diferencias en la longitud total del cuerpo, el peso, el indice de
condicién, los parametros fisioldgicos (colesterol, triglicéridos, fosfolipidos y 3-
Hidroxibutirato) y los valores isotépicos entre sexos (macho/hembra), estaciones
(invierno/verano) y estado de madurez (inmaduro/maduro), se utilizaron pruebas
ANOVA de méas de un factor independiente. Los parametros fisiologicos se
normalizaron mediante una transformacién logaritmica. Finalmente, las posibles
relaciones entre los parametros bioquimicos, los valores isotopicos y el indice de
condicion de Fulton, se testaron mediante correlaciones de Pearson. Todos los
andlisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS-18, y se adopt6 el valor de p

de <0,05 como nivel de significacion.
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3. RESULTADOS

De los 129 individuos capturados, 67 (32 machos y 35 hembras) se capturaron en
invierno, y 62 individuos (32 machos y 30 hembras) en verano (Tabla 1). De todos
ellos se determiné el contenido isotépico en sangre, y de 54 en invierno y 58 en verano
se analizaron las fracciones lipidicas del plasma. EI menor nimero de individuos en los
que se determinaron estos pardmetros fisiologicos se debidé a que no se obtuvo
suficiente cantidad de plasma de los mismos.

Tabla 1. S. canicula capturados en invierno y verano en
funcién del sexo y del estado de madurez.

INVIERNO n VERANO n

Machos Machos
Inmaduros 17 Inmaduros 17
Maduros 15 Maduros 15

Hembras Hembras
Inmaduras 15 Inmaduras 15
Maduras 20 Maduras 15
Total 67 Total 62

3.1. Diferencias estacionales, sexuales y de estado de madurez en longitud total,

peso e indice de condicién

El peso total no difirié significativamente ni entre estaciones ni entre sexos (Figura 5A,
Tablas 2 y 3), pero si entre estado de madurez, presentando un mayor peso los
individuos maduros que los inmaduros (Figura 5A, Tablas 2 y 3). En cuanto a la talla
total, encontramos diferencias significativas entre estaciones, entre sexos y entre
estado de madurez (Figura 5B, Tablas 2 y 3). Entre sexos, los machos mostraron una
talla significativamente mayor que las hembras (Figura 5B, Tablas 2 y 3). Entre
estados de madurez, tanto para machos como para hembras, los individuos maduros
presentaron una mayor longitud total que los individuos inmaduros (Figura 5B, Tablas
2y 3). Entre estaciones, en general, los individuos capturados en invierno presentaron
una longitud total mayor (Figura 5B, Tablas 2 y 3). En relacién al indice de condicién
corporal, encontramos que durante el periodo de verano el indice de condicion
presento valores significativamente mas elevados que en invierno (Figura 5C, Tablas 2
y 3) y los individuos maduros, tanto machos como hembras, presentaron indices de

condicion més elevados que los individuos inmaduros durante el periodo de invierno

10
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(Figura 5C, Tablas 2 y 3). Durante el verano, por el contrario, machos y hembras
(maduros e inmaduros) presentaron valores similares en el indice de condicion (Figura
5C, Tablas 2y 3).

3.2. Diferencias estacionales, sexuales y de estado de madurez en los valores

isotopicos

Tanto los valores de 8N como de &“C mostraron diferencias entre estaciones y
estado de madurez (Figura 6A y 6B, Tablas 2 y 3). En particular, durante la estacion
de invierno los valores de 8°N y &"C fueron significativamente méas elevados que
durante la estacion de verano (Figura 6A y 6B; Tablas 2 y 3). En relacion al estado de
madurez, los individuos inmaduros presentaron valores de &®°N y &%C
significativamente menores que los individuos maduros, independientemente del sexo
y de la estacién del afio (Figura 6A y 6B, Tablas 2 y 3). En el caso del sexo,
Unicamente encontramos que los machos, independientemente del estado de madurez
y de la estacion del afio, mostraron valores mas elevados de 8'°N que las hembras
(Figura 6Ay 6B, Tablas 2 y 3).

3.3. Diferencias estacionales, sexuales y de estado de madurez en las fracciones

lipidicas del plasma

En el caso del colesterol total en plasma no encontramos diferencias significativas ni
entre sexos ni entre estados de madurez, aunque si entre estaciones y en la
interaccion sexo y madurez (Figura 6C, Tablas 2 y 3). En concreto, durante la estacion
de verano los valores de colesterol fueron mayores que en invierno (Figura 6C, Tablas
2 y 3). En relacion a la interaccion estacion y madurez, se observo que durante la
estacion de invierno las hembras maduras presentaron valores significativamente mas
bajos de colesterol que las hembras inmaduras (Figura 6C, Tabla 2). Estas diferencias
estacionales también se apreciaron en el caso de los triglicéridos y los fosfolipidos,
mostrando valores mas elevados de estos 2 pardmetros fisioldgicos durante la
estacion de verano (Figura 6D y 6E, Tablas 2 y 3), especialmente en los ejemplares
inmaduros, como muestra el hecho de que la interaccion madurez y estacion fue

significativa (Figura 6D y 6E, Tablas 2 y 3).

En el caso del 3-Hidroxibutirato, el patrén observado fue muy distinto a los tres
parametros fisiolégicos anteriores. Los machos maduros presentan valores claramente

més elevados que los machos inmaduros y las hembras en 3-Hidroxibutirato durante la
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estacion de invierno, y tanto machos maduros como inmaduros presentan mayores
valores de este pardmetro en relacion a las hembras durante invierno. Durante el
verano no encontramos diferencias ni entre sexos ni entre estado de madurez (Figura
6F, Tablas 2y 3).
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Tabla 2. Valores medios y desviacién estandar del peso, longitud, indice de condicion corporal, valores isot6picos y parametros fisioldégicos de Scyliorhinus canicula capturados en la zona

norte de la plataforma continental del Delta del Ebro (Mediterraneo noroccidental) en funcion del sexo y del estado de madurez para las estaciones de invierno y verano.

INVIERNO VERANO
MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS
Inmaduros Maduros Inmaduras Maduras Inmaduros Maduros Inmaduras Maduras

Peso total (g) 117+56,34 269,7+46,56 91,4+38,55 303,4551,56 109+46,81 298,73+72,64 90,2+24,51 215,6460,81
Longitud total (cm) 34,3+4,29 44,71+2,42 31,96+3,87 44,36+2,27 31,54+6,38 45,5313,24 29,73+2,98 40,71+3,38
indice de Condicion 0,27+0,02 0,30+0,03 0,27+0,05 0,35£0,03 0,315£0,06 0,310,04 0,35£0,13 0,32£0,05
5'°C (%) -18,26+0,54 -17,820,24 -18,45+0,55 -17,86+0,21 -19,47%1,71 -18,4020,76 -19,09+0,68 -18,9920,65
5N (%) 8,71£0,48 9,2740,44 8,53£0,31 9,07£0,31 7,74£0,49 8,65:0,63 8,65:0,63 8,170,33
Colesterol (mg-dl™) 112,33+37,31 122,35+16,79 104,21+41,29 102,23+16,58 133,93+34,88 136,09+18,70 138,77+35,66  111,07+26,54
Triglicéridos (mg-dI™) 82,31+32,39 88,57+32,36 87,0952,07 89,77+19,17 116,96+57,71 86,03£16,55 126,42+37,09 77,65£21,13
Fosfolipidos (mg-dI™) 39,78+7,25 46,88+15,04 44,49+15,83 53,50+25,03 56,85+13,87 54,84+11,02 55,23+11,16 45,23+9,39
3-Hidroxibutirato (umol-mL™) 0,39+0,27 0,93+0,53 0,24+0,19 0,310,26 0,4210,22 0,4410,28 0,34£0,12 0,37£0,21
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Tabla 3. Resultados de los modelos estadisticos ANOVA comparando el efecto de la estacion (invierno,
verano) madurez (inmaduro, maduro) y del sexo (macho, hembra) en el peso, longitud total, valores
isotépicos y pardmetros fisioldgicos de Scyliorhinus canicula capturados en la zona norte de la plataforma

continental del Delta del Ebro (Mediterraneo noroccidental). Unicamente se indican las interacciones que

resultaron  significativas  entre

factores

sexoxmadurez; sexoxmadurez; estacionxsexoxmadurez).

independientes

(estacionxsexo;

estacionxmadurez;

Parametro Factor F [g p
Peso (g) Estacién 2,39 11 x1271 0,13
Sexo 3,43[1 x127] 0,07
Madurez 228,641 x127] <0,001
Longitud total (cm) Estacién 8,02 11 x127] 0,005
Sexo 7,231 x127] 0,008
Madurez 232,90 11 x127] <0,001
515N (%o) Estacion 127,871 x127) <0,001
Sexo 10,70[1 x127] 0,001
Madurez 72,9411 x1271 <0,001
513C (%o) Estacion 39,381 x127] <0,001
Sexo 0,591 x1271 0,44
Madurez 15,231 x127] <0,001
indice de Condicion Estacién 5,861 x127] 0,02
Sexo 3.5911 x1271 0,06
Madurez 2,491 x127] 0,12
Estacion x madurez 10.95p1 x127] 0,001
Colesterol (mg-dI™) Estacion 5,701 x106] 0,02
Sexo 1,35(1 x106] 0,23
Madurez 2,12}1 x106] 0,15
Sexo x madurez 0,191 x106] 0,02
Triglicéridos (mg-dl'l) Estacion 4,821 x107] 0,03
Sexo 0,031 x107] 0,87
Madurez 2,421 x107 0,13
Estacion x madurez 11,181 x107] 0,001
Fosfolipidos (mg-di™) Estacion 9,831 x106] 0,002
Sexo 0,05(1 x106] 0,82
Madurez 0,061 x106] 0,81
Estacion x madurez 5,731 x106] 0,02
3-Hidroxibutirato (umol -mL'l) Estacion 1,671 x102) 0,20
Sexo 16,12[1 x102] <0,001
Madurez 8,35/1 x1021 0,005
Estacion x madurez 5,81 x1021 0,02
Estacién x sexo 7,341 x102] 0,01
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Figura 5. Media e intervalo de confianza al 95% del (A) peso, (B) longitud maxima e (C) indice de
condicion corporal de Scyliorhinus canicula en funcién de la estacion del afio, el sexo y el estado de

madurez.
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Figura 6. Media e intervalo de confianza al 95% de (A) 8°N %o, (B) 5°C %o, (C) colesterol, (D)
triglicéridos, (E) fosfolipidos y (F) 3-Hidroxibutirato de Scyliorhinus canicula en funcion de la estacion del

afio, el sexo y el estado de madurez.
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3.4. Relaciones entre variables

El peso corporal present6 una fuerte correlacion con la longitud total.
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Figura 7. Correlacion peso y talla de los ejemplares de S.canicula

Los andlisis de correlacion indicaron que fosfolipidos, triglicéridos y colesterol se
correlacionaron positivamente (p< 0,0001; Figura 7).

Aunque con un valor de correlacibon menor, los valores de 3-Hidroxibutirato se
correlacionaron positivamente con los valores isotopicos de nitrégeno de manera
significativa, pero no con ninguno de los parametros fisioldgicos restantes. En cuanto
al indice de Fulton, aunque la correlacibn fue baja, presentdé una correlacion

significativa con los valores de triglicéridos en sangre.
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4. DISCUSION
En primer lugar cabe mencionar que las diferencias observadas en longitud y peso
entre S. canicula maduros e inmaduros son esperables ya que la seleccion de los
individuos en estos grupos se realizo a partir de los valores de unas tallas concretas
pre-establecidas. No es de extrafiar que si los ejemplares inmaduros de S. canicula
eran los que presentaban valores mas pequefios en longitud, el peso fuese inferior en
comparacion con el de los ejemplares maduros. También hay que mencionar las
diferencias entre estaciones de la talla en el mismo estado de madurez, ya que
teniendo en cuenta que la mayoria de los nacimientos ocurren en verano, los
individuos inmaduros representantes de esta estacion serian mas jévenes que los
individuos inmaduros de invierno. El hecho de que los machos maduros presenten
tallas significativamente mayores que las hembras podria estar relacionado con
diferencias endocrinas y de desarrollo, o también podria implicar diferencias en la

alimentacion.

4.1. Diferencias isotépicas entre estado de madurez y a lo largo del afio

Durante la estacion de invierno los valores de 8N y &"C en S. canicula fueron
significativamente mas elevados que durante la estacién de verano. Esta diferencia
entre los valores entre estaciones podria estar relacionada con una variacién en la
dieta de S. canicula, ya que la disponibilidad de presas en verano es mayor (Lyle,
1983) y por lo tanto podrian estar alimentandose de presas diferentes.

En relacién al estado de madurez, los individuos inmaduros presentaron valores de
5"N y 5'3C menores que los individuos maduros, independientemente del sexo y de la
estacion del afio, lo cual es I6gico desde el punto de vista morfoldgico ya que como se
observa en los resultados obtenidos, los valores de 5'°N mantienen una correlacion
con la talla, es decir, los individuos mas grandes presentan valores mas altos. La
presencia de diferencias en la dieta relacionadas con el estado de madurez es un
patron comun observado en tiburones como consecuencia de las diferentes
habilidades predatorias entre individuos maduros e inmaduros, debido a diferencias en
el tamafo del cuerpo y también de la estructura de la boca (Platell et al., 1998;
Skjeeraasen & Bergstad, 2000). Esto bien se puede deber a que los ejemplares
maduros se alimentan de presas con valores tréficos mas elevados o también a que
las presas sean de mayor tamafio (en ambos casos presentarian valores de &N
mayores), correspondiente al tamafio de la boca del depredador (Platell et al., 1998;
Skjeeraasen & Bergstad, 2000).
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En cuanto al sexo, encontramos que los machos presentaron valores mas elevados
que las hembras en los valores de 5°N. Esta diferencia puede deberse a varios
factores; aunque presenten una dieta similar, tal vez los machos coman una
proporcion distinta dentro de la variedad de presas; o tal vez los requerimientos
nutricionales para los dos sexos sean distintos en determinadas épocas del afio y
adapten su dieta a esas necesidades (Gravino et al., 2010; Santi¢ et al., 2012).

4.2. Diferencias fisioldgicas entre sexos, estado de madurez y periodo del afio

Los pardametros bioquimicos analizados los podemos interpretar en dos subgrupos:
colesterol, triglicéridos y fosfolipidos, los tres correlacionados entre si, por un lado, y 3-
Hidroxibutirato por el otro; ya que los tres primeros indican acerca de la reserva de
lipidos de los individuos, y el cuarto se relaciona con el catabolismo de los lipidos del

higado y su movilizacién como cuerpos cetonicos a tejidos extrahepaticos.

En relacién a los pardmetros relacionados con las reservas lipidicas encontramos
diferencias entre invierno y verano, entre machos y hembras y entre maduros e
inmaduros. Entre estaciones, los ejemplares inmaduros presentan un comportamiento
similar; ambos sexos aumentan significativamente los valores en la estacion verano en
comparacion con la de invierno, lo que podria indicar un cambio en la dieta con
respecto a la ingerida en invierno. En concreto relacionado con requerimientos
nutricionales mas elevados para su crecimiento, o sencillamente que el numero de
presas disponibles es mayor en la estacion de verano y, por lo tanto, ingieren mas
cantidad que en invierno (Morato et al., 2003; Rinewalt et al., 2007; Abrantes &
Barnett, 2011). Varios autores plantean que las variaciones estacionales presentes en
la dieta de los elasmobranquios reflejan el caracter migratorio o la segregacién
espacial las presas (Morato et al., 2003; Rinewalt et al., 2007; Abrantes & Barnett,

2011), lo cual podria explicar el aumento del indice de condicién en verano.

En el caso de los ejemplares maduros, las hembras son las que presentaron los
niveles de metabolitos relacionados con las reservas lipidicas mas elevados en
invierno, mientras que en verano son las que los presentan mas bajos. Por lo tanto, en
los tres casos (colesterol, triglicéridos y fosfolipidos) parece que las hembras maduras
presentan valores bajos de indicadores de reservas de lipidos. Esta diferencia entre
hembras maduras e inmaduras podria deberse tanto al tamafio, la edad, como a los

requerimientos relacionados con la reproduccion: gametogénesis, vitelogénesis y
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produccién de huevos (Garcia-Garrido et al., 1990). Ademas, se ha observado que los
ejemplares de tibur6bn hembra con huevos en su interior no se alimentan tanto,
sobreviviendo de las reservas de grasa presentes en el higado (Springer, 1967); este
hecho podria estar relacionado con el decrecimiento presente de los valores de los
tres pardmetros que indican las reservas de grasa del animal durante la época de

verano en las hembras maduras.

Los patrones observados con el colesterol son algo distintos de los otros metabolitos
relacionados con las reservas lipidicas, todos los individuos presentan valores mas
elevados en verano. En el caso de los ejemplares inmaduros probablemente se deba a
gque estan ingiriendo una cantidad de alimento superior a la que ingirieron en verano, y
estan transportando reservas al higado. En el caso de los ejemplares maduros, estos
valores elevados podrian estar indicando un transporte de reservas a tejidos que las

demandan, como por ejemplo las gbnadas.

Como en el caso del colesterol, los ejemplares inmaduros mostraron valores de
triglicéridos mas elevados en verano probablemente relacionado con el tipo de
alimentacién. En el caso de los individuos maduros, a pesar de que probablemente
también se estén alimentando mejor que en invierno, muestran valores mas bajos
debido a que pueden estar sintetizando una cantidad importante de las reservas en la

reproduccion.

En general, los valores de fosfolipidos son bajos en los individuos analizados (se
observan valores mas bajos que en el colesterol y los triglicéridos). En conjunto,
parece que todos se alimentan mas en verano y muestran mayor actividad, ya que los
valores son mas elevados que en invierno. Las hembras maduras, como en los casos
anteriores, tienen valores mas bajos que los machos. Esto (en todos los casos) podria
estar relacionado con el gran tamafio de la gbnada, provocando que no se alimente
(Springer, 1967). También podria indicar que las hembras maduras se encuentran en
un estado inmediatamente posterior a la posta, y los valores salen bajos debido a la
cantidad de reservas que ha gastado durante el proceso.

Hay que tener en cuenta que el tamafio del higado en las hembras de S. canicula, y
por tanto su acumulacion de lipidos, es mayor que en el de los machos (Garcia-
Garrido et al., 1990), asi que pueden depender de esas reservas durante mas tiempo

gue los machos.
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En cuanto a los resultados obtenidos de 3-Hidroxibutirato, los valores no variaron
semejantes entre estaciones, sexo y estado de madurez. Estos valores bajos podrian
indicar que no hay carencia energética, hay suficiente alimento y por lo tanto no es
necesaria la movilizacion de reservas lipidicas. So6lo los machos maduros en invierno
presentan unos valores mas elevados de este metabolito que el resto, lo que estaria
indicando una intensa actividad fisica. Variaciones estacionales de cuerpos cetonicos
en plasma (3-Hidroxibutirato y acetoacetato) se han demostrado en S. canicula
(Gutierrez et al, 1988). El hecho que los valores de 5'°N presenten una relacion con
los valores de 3-Hidroxibutirato tiene sentido, ya que este metabolito se relaciona con
el uso de reservas proteicas del animal, y "°N nos informa del nivel tréfico (contenido

en proteinas) de las presas consumidas.

El indice de condicion corporal aparentemente no vari6 mucho en machos entre
estaciones, pero en hembras maduras parece que el valor decrece durante el periodo
de verano, lo que estaria apoyando los otros resultados; si los parametros fisiol6gicos
decrecen, es l6gico pensar que el valor de condicién corporal también sea mas bajo.
Los individuos maduros sin embargo presentan un valor de condicién corporal mejor
en verano que en invierno, lo que se corrobora con el hecho de que los valores de los
parametros fisioldgicos analizados (exceptuando el 3-Hidroxibutirato) son mayores en
dicha estacion. El indice corporal de Fulton se encuentra relacionado con los valores
de triglicéridos, esto puede explicarse porque el indice de Fulton o el indice de
Condicion Corporal, se calcula a partir de los valores de talla y peso. Los valores de
triglicéridos indican reservas lipidicas, asi que cuanto mejor es el indice de condicion

corporal, méas altos deberian ser los valores de triglicéridos.

4.3. Conclusiones

En resumen, en este estudio se ha tratado de plasmar y describir cémo varia la
fisiologia y los habitos alimenticios con la estacion, el sexo y el estado de madurez del
depredador marino Scyliorhinus canicula. Los resultados obtenidos tanto de
bioquimica plasméatica como de is6topos estables mostraron como varian la
alimentacién y las reservas lipidicas en esta especie durante las estaciones de
invierno y verano y segun su estado de madurez, y cdmo se ven afectadas por
procesos como la reproduccion.

Hasta el dia de hoy sigue habiendo mucho desconocimiento entorno a este grupo de

animales, y seran necesarios mas estudios para poder llegar a comprenderlos.
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