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Resumen /Resumo/Abstract

Resumen

En las dltimas décadas, se ha observado un notable descenso de las poblacio-
nes del santiaguifio Scyllarus arctus a lo largo de su distribucién geogréfica. Sin
embargo, su alto valor comercial y la gestién de su pesqueria, contrastan con el
escaso conocimiento de aspectos relevantes de su biologia para comprender la
capacidad de recuperacién de sus poblaciones.

Esta tesis tratard de ampliar el conocimiento actual sobre la biologia reproduc-
tiva de S. arctus, con el fin de aportar informacién sobre aspectos reproductivos
poco estudiados. Conocer la talla de madurez sexual, el ciclo reproductivo y el
potencial reproductivo de la especie, asi como los factores que determinan su va-
riabilidad, es relevante desde un punto de vista ecolégico y tiene potencial interés
para gestionar este recurso marino de forma sostenible y evaluar el estado de sus
poblaciones.

Con este objetivo, se aborda el estudio de una poblacién de S. arctus en la cos-
ta gallega (NE Atlantico) durante los afios 2008 y 2009. Un aspecto novedoso es el
estudio de la reproduccién desde la perspectiva de la caracterizacién bioquimica
de las puestas, y de la condicién fisioldgica individual, aspectos que estdn direc-
tamente relacionados con la disponibilidad y utilizacién de recursos energéticos

y estructurales para su reproduccion.

Resumo

Nas tltimas décadas, observouse un notable descenso das poboaciéns do san-

tiaguifo Scyllarus arctus ao longo da stia distribucién xeografica. Sen embargo, o
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seu alto valor comercial e a xestién da stia pesqueira, contrastan co escaso cofie-
cemento de aspectos relevantes da stia bioloxia para comprender a capacidade de
recuperacion das stias poboaciéns naturais.

Esta tese trata de ampliar o cofiecemento actual sobre a bioloxia reprodutiva
de S. arctus. Cofiecer a talla de madurez sexual, o ciclo reprodutivo e o potencial
reprodutivo da especie, asi como os factores que poden determinar a stia variabi-
lidade, é relevante desde o punto de vista ecoléxico e ademais, ten un potencial
interese para poder xestionar este recurso marifio dunha forma sustentable e ava-
liar o estado das stias poboacions.

Con este obxetivo, abérdase o estudo dunha poboacién de S. arctus na costa
galega (NE Atlantico) durante os anos 2008 e 2009. Un aspecto novo deste traballo
é o0 estudo da reproducién dende a perspectiva da caracterizacion bioquimica das
postas e da condicién fisiologica individual, aspectos de suma importancia, posto
que estan directamente relacionados coa dispoiiibilidade e utilizacién de recursos

enerxéticos e estruturais para a stia reproducion.

Abstract

Over the last decades it has been noted an important decline in the popu-
lations of the slipper lobster Scyllarus arctus throughout its distributional range.
Despite its high commercial value and the management measures that are being
implemented, the knowledge on basic biology of this species is scarce.

The main aim of this thesis is to increase the actual knowledge on the repro-
ductive biology of S. arctus in order to provide new information on those aspects
that have not been studied before. Knowledge on the reproductive cycle, size at
maturity and reproductive potential of the species, and those factors that can de-
termine their variability, is extremely important from an ecological point of view
but also in order to implement sustainable management measures and to evaluate
the state of its populations.

In order to do that, a population of S. arctus on the Galician coast (NE Atlan-
tic) has been studied during 2008 and 2009. The novelty of this work relies on
the study of the reproductive biology by the biochemical characterisation of the
broods and the individual physiological condition, being both aspects critical sin-
ce they are related to the availability and use of energy and structural resources
for reproduction.
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Introduccién general

1.1. Caracteristicas generales de la especie

1.1.1. Sistemaética

Scyllarus arctus (Linnaeus, 1758) es un crustdceo decapodo que pertenece a la
familia Scyllaridae, la cual se encuentra incluida en el infraorden Achelata y com-
prende un total de 20 géneros y 89 especies de langostas distribuidas en cuatro
subfamilias: Arctidinae, Ibacinae, Scyllarinae y Theninae (Tabla 1.1; De Grave et
al., 2009; Yang et al., 2012).

Tabla 1.1. Clasificacién taxonémica de S. arctus dentro del Orden Decapoda.

Orden Decapoda Latreille, 1802
Suborden Pleocyemata Burkenroad, 1963
Infraorden Achelata Scholtz & Richter, 1995
Familia Scyllaridae Latreille, 1825
Subfamilia Arctidinae Holthuis, 1985
Subfamilia Ibacinae Holthuis, 1985
Subfamilia Theninae Holthuis, 1985
Subfamilia Scyllarinae Latreille, 1825
Scyllarus Fabricius, 1775
Scyllarus arctus (Linnaeus, 1758)

Esta langosta escildrida posee varias denominaciones a lo largo de la costa es-
pafiola (bujia, castafiuela, cigarra, llagosta luisa, obispo, parapeto, etc.), aunque
conminmente es conocida como “santiaguifio”, un nombre de origen gallego,
que hace referencia a la similitud que existe entre la forma que adoptan las pro-
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Fig. 1.1. Ejemplar de S. arctus (Linnaeus, 1758) o “santiaguifio” (reproducida con permiso del autor
Victor Nufiez, www.checkthesea.com).

tuberancias de la parte dorsal del cefalotérax y la Cruz de Santiago (Fig. 1.1).

1.1.2. Descripcion de la especie

Las langostas escildridas pueden diferenciarse bien de las langostas queladas
(familia Nephropidae) por la ausencia de quelas, y de las langostas espinosas (fa-
milia Palinuridae) por la presencia de una fuerte modificacion del flagelo antenal
hacia una forma aplanada o placas, que utilizan para modificar la direccién du-
rante una respuesta de escape (Spanier et al., 1991). Estas langostas forman un
grupo muy diverso en cuanto a tamafios, pudiéndose encontrar especies con ta-
mafos inferiores a los 5 cm o superiores a los 50 cm de longitud total (Holthuis,
1991).

El ejemplar adulto de S. arctus puede identificarse facilmente por su morfo-
logia externa (Zariquiey, 1968). Esta langosta se caracteriza por presentar un ce-
falotérax rectangular con un borde dentado y, dorsalmente, tres filas de dientes
afilados en la direccién del eje longitudinal. Su caparazén puede adquirir varias

coloraciones, que pueden ir desde el marrén claro al rojizo, segin el hédbitat en
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el que se encuentren. Destaca la coloracién de los segmentos del abdomen, por
mostrar una franja azul seguida de otra de color anaranjado en la zona articular
(Fig. 1.1). Los pereiépodos son de color amarillento con franjas anulares de color
azul oscuro intercaladas. Los tamafios que se suelen encontrar de esta langosta
oscilan entre los 50 a 100 mm de longitud total (Relini et al., 1999).

Puede confundirse con otro escilarido del mismo género, Scyllarus pygmaeus
(Bate, 1888), en regiones comunes de su distribucién geografica como el Mar Me-
diterrdneo y los archipiélagos de Madeira, Azores y Canarias en el Océano Atlan-
tico (Pessani y Mura, 2007). Las principales caracteristicas que permiten distin-
guir ambas especies segtin Forest y Holthuis (1960) son:

= Los ejemplares de S. pygmaeus no superan los 65 mm de longitud total.

= En el altimo esternito torécico, S. arctus presenta un tubérculo con forma
roma y aplanado hacia la parte posterior, mientras que en S. pigmaeus este

tubérculo tiene forma cénica (Fig. 1.2a).

» Los terguitos de la parte anterior de los segmentos abdominales en S. pyg-
maeus tienen una estria recubierta con pelos, mientras que en S. arctus esta
zona es completamente lisa (Fig. 1.2b).

Scyllarus arctus Scyllarus pygmaeus

Fig. 1.2. Morfologia externa de S. arctus y S. pygmaeus; (a) esternén tordcico y (b) 2° segmento abdo-
minal (Forest y Holthuis, 1960).
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= El pleuron del segundo segmento abdominal termina en una punta curvada
hacia la parte posterior, mientras que en S. pygmaeus su terminacién es roma
y dirigida ventralmente (Fig. 1.2b).

= La region esculpida situada en la parte posterior del terguito del primer
segmento abdominal presenta una anchura uniforme en S. arctus, mientras

que en S. pygmaeus es mas ancha en el centro que en los bordes (Fig. 1.2b).

= En los laterales del terguito del primer segmento abdominal en S. pygmaeus
se distingue una coloracion bandeada con vetas blancas, dreas negras, y ro-
jizas. En S. arctus, este terguito presenta una banda color rojo-anaranjado y

un drea negra con dos hendiduras en su parte central recubiertas por pelos.

1.1.3. Distribucién geografica, hibitat y ecologia

Los escildridos estan ampliamente distribuidos por todo el mundo en mares
templados y tropicales, ocupando desde aguas someras hasta grandes profundi-
dades (>800m), en montafias submarinas y fosas profundas (Coutures, 2000).

La pequefia langosta escilarida S. arctus se encuentra presente en el Océano
Atlantico Este desde los 11°N hasta los 52°N, asi como por todo el Mar Mediterra-
neo (Holthuis, 1991; Quigley et al., 2010; Mufioz et al., 2012)(Fig. 1.3). La variacién
de las caracteristicas oceanograficas que tiene lugar en esta drea biogeogréfica in-
dica que S. arctus posee la capacidad de adaptarse a los cambios ambientales. Un
ejemplo, es la elevada tolerancia que presenta esta langosta a un amplio rango de
salinidades (29.5-65%o0 a 20°C; Vilotte, 1982).

Normalmente, los adultos de S. arctus pueden encontrarse en un rango de
profundidades que abarca desde los 4 a 50 m, ocupando diferentes tipos de habi-
tat, como el interior de grietas y cuevas en fondos rocosos, fondos sedimentarios
y praderas de faner6gamas (Vilotte, 1982; Holthuis, 1991; Micael et al., 2006). En
estos hdbitats suele verse a S. arctus formando grupos de dos o més ejemplares
(Fig. 1.4). Existen varios ejemplos de comportamiento gregario en otras langos-
tas escilaridas como en Scyllarides latus y Scyllarides squammosus, aunque todavia
no se conocen con certeza cuales pueden ser los beneficios de estas asociaciones
(Lavalli et al., 2007).

En cuanto a los juveniles, al igual que en otros escildridos, se desconoce cuales

son sus hdbitats preferentes. Se ha sugerido que durante esta fase del ciclo de
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vida se encuentran en zonas mds profundas y que a continuacién, migran hacia
zonas costeras para reclutarse en las dreas de los adultos (Lavalli et al., 2007). Sin
embargo, su baja capturabilidad y naturaleza criptica han impedido comprobar
esta hipétesis. En el caso de S. arctus, Vilotte (1982) sugiere que los juveniles se
encuentran presentes en los mismos hébitats que los adultos, pero que no suelen

ser capturados con las artes de pesca debido a su pequefio tamafio.

600

400

300

20°

10°N

30° 20° 10°0 0° 10°E 20° 30° 40°

Fig. 1.3. Distribucién geografica de S. arctus. Modificaciéon de la distribucién definida por Holthuis
(1991) en base a nuevas referencias de la especie, que amplian su rango de distribucién latitudinal a
11°N-52°N (Quigley et al., 2010; Mufioz et al., 2012). Su presencia en los margenes costeros se indica
con una sombra de color rojo.

Los escilaridos suelen mostrar cierta actividad durante el dia, aunque gene-
ralmente se encuentran mas activos durante la noche (Goldstein ef al., 2015), es-
tando restringida esta actividad practicamente a la basqueda de alimento o para
la reproduccién (Lavalli et al., 2007). En caso de que detecten algun peligro, estas
langostas muestran un brusco movimiento de huida hacia atrds, que consiguen
replegando y estirando vigorosamente el abdomen (Lavalli et al., 2007). Este mo-

vimiento es posible por la importante musculatura que poseen en el abdomen.
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También se caracterizan por poseer unos fuertes pereiépodos, que les permiten
tanto abrir facilmente las valvas de los moluscos como aferrarse a paredes de roca

muy inclinadas en grietas y cuevas (Fig. 1.4).

Fig. 1.4. Ejemplares de S. arctus formando un agregado en el techo de una grieta en una pared
rocosa

No hay mucha informacién disponible sobre la dieta en el medio natural de
los escildridos, aunque generalmente son descritos como carnivoros y carrofieros,
que presentan una preferencia por pequefios invertebrados (Johnston, 2007). Ka-
bli (1989) determiné que la alimentacién de Thenus spp. estd compuesta por una
dieta muy variada, que se caracteriza por una elevada preferencia por moluscos
(36.5 %), seguida de peces (30.2 %), crustaceos (14.1 %), poliquetos (5.5 %), y otras
presas en menor proporciéon, como esponjas, sipunctlidos y foraminiferos, jun-
to a restos de sedimentos (13.7 %). La dieta de escilaridos del género Scyllarides,
aunque estd compuesta por una gran variedad de tipos de presas, como bival-
vos, gasterépodos, opistobranquios, peces, cirripedos, malacostraceos, poriferos,
equinoideos, asciddceos y algas, los moluscos siguen representando una impor-
tante fuente de alimento (Lavalli et al., 2007). El andlisis del estomacal de ejem-
plares de Parribacus antarcticus también revel6é una importante proporcién en la

dieta de moluscos (quitones y gasterépodos), cnidarios (actinias), poliquetos (sa-
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bélidos), y en menor medida, de nemertinos, sipunculidos, equinoideos (holotu-
rias y estrellas de mar), pequefios crustdceos (ostrdcodos, copépodos, anfipodos,
anomuros, carideos, braquiuros) y algas rojas (Lau, 1988). Las observaciones rea-
lizadas en ejemplares de S. arctus mantenidos en cautividad por Vilotte (1982),
también indicaron una preferencia en la dieta por moluscos bivalvos. Ademas, la
revision del contenido estomacal de algunos ejemplares capturados en el medio
natural permiti identificar, a partir de estructuras duras y fragmentos no digeri-
dos, presas como quitones, calamares e isépodos, asi como algas rojas y zoostera.

Una de las principales causas de mortalidad natural en S. arctus es la depre-
dacién. Entre sus principales depredadores podemos encontrar a cefalépodos co-
mo el pulpo, un importante depredador en zonas costeras de crustaceos (Boyle y
Rodhouse, 2005). Pero también, S. arctus es una presa comun para una gran va-
riedad de peces, entre los que encontramos a meros, tinidos, escorpénidos, pin-
tarrojas, rayas, peces planos, congrios y salmonetes (Dragovich, 1969; Barreiros y
Santos, 1998; Labropoulou y Machias, 1998; Serrano et al., 2003).

1.1.4. Reproduccién

Se trata de una especie dioica, pudiéndose determinar el sexo de un ejemplar
con facilidad por la morfologia externa (Vilotte, 1982). Aunque la denominacién
del orden “Achelata”, al que pertenece la familia Scyllaridae, se refiere a la au-
sencia de quelas, es caracteristico que éstas se encuentren presentes en el quinto
pereiépodo en las hembras, formadas por el propodio y el déctilo, mientras que
en los machos este par de pereiépodos termina en una pequefia garra (Fig. 1.5a).
Estas quelas son funcionales y son utilizadas para la manipulacién y limpieza de
los huevos, al igual que sucede en otras langostas (Aiken y Waddy, 1980). Vilot-
te (1982) observé en juveniles de S. arctus de tallas comprendidas entre 8 y 18
mm de longitud del cefalotérax, que en las hembras este déctilo todavia no esta
desarrollado completamente y se encuentra reducido a una protuberancia. Asi,
el desarrollo de esta quela en las hembras resulta un interesante caracter sexual
secundario para determinar la talla o edad a la que alcanzan la madurez sexual.
También encontramos diferencias morfolégicas en la estructura de los pleépodos,
los pares del 3¢, 4° y 5° segmento abdominal estan formados por dos ramas, un
exopodito folidceo y un endopodito, que se corresponde con una delgada pro-
longacién en las hembras y un diente reducido en los machos (Fig. 1.5b). Otra

diferencia morfoldgica externa se encuentra en la localizacién de los orificios ge-
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nitales, mientras que en las hembras estdn situados a nivel de protopodito del
tercer pereiépodo, en los machos se localizan en el quinto pereiépodo.

Hembra Macho

gp

Fig. 1.5. Diferenciacién morfolégica entre sexos en S. arctus. a Quinto Pereiépodo. Barra de escala:
10 mm. b Ple6podos (3° 4° 0 5°). Barra de escala: 5 mm. Abreviaturas: ex, exopodito; en, endopodito;
gp, gonoporo; st, sedas ovigeras. Adaptacion de Vilotte (1982)

El proceso de cépula no ha sido descrito en detalle en S. arctus, pero segtn las
observaciones realizadas en otros escilaridos, presenta similitudes al que tiene
lugar en especies de los géneros Thenus e Ibacus (Haddy et al., 2007; Lavalli et al.,
2007). La c6épula comienza, sin ningtin tipo de comportamiento de cortejo previo,
con una secuencia de movimientos que finalizan en un abrazo entre el macho y la
hembra, en el que se unen las zonas ventrales. Durante este proceso, los machos
depositan dos masas de esperma de color blanco en forma de cordones en zonas
proximas a las aperturas genitales de las hembras. Aunque no se ha podido con-
firmar donde tiene lugar la fecundacién, Vilotte (1982) sefiala que la fecundacion
delos huevos en S. arctus es externa, argumentando que esta langosta no presenta
apéndices especializados para la cépula ni receptdculos seminales a nivel de los
oviductos, que las hembras presentan masas espermaticas durante el estado de
intermuda, la naturaleza efimera de las masas espermadticas en el agua de mar y
que tras la copula tiene lugar la fecundacién de los ovocitos.

En el Mediterraneo, las hembras de S. arctus son capaces de producir puestas
con tamanos superiores a 70 mm de longitud total (Mura et al., 1984). Se pueden
encontrar hembras con puestas durante todo el afio, pero las mayores proporcio-
nes de hembras ovigeras se observan en los meses comprendidos entre Febrero
y Agosto. Un amplio periodo de cria, en el que se han identificado dos principa-
les eventos de desove, durante el mes de Marzo y de Julio a Agosto, tanto por la
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elevada presencia de hembras ovadas como por altas proporciones de ovocitos
maduros en los ovarios (Mura et al., 1984; Cau et al., 1988). El examen histolégico
de los testiculos de los machos también confirmé la presencia de dos claros even-
tos reproductivos, mostrando dos picos de intensa espermatogénesis durante los
meses de Diciembre y Marzo (Cau et al., 1988).

Vilotte (1982) estim6 que el ntimero de huevos que pueden producir las hem-
bras de S. arctus durante un desove oscila entre los 30,000 y 70,000 huevos. Una
fecundidad del mismo orden de magnitud que las determinadas en otras langos-
tas de los géneros Thenus e Ibacus y de un orden menor que las registradas en el
género Scyllarides (Sekiguchi et al., 2007).

1.1.5. Desarrollo larvario

La langosta S. arctus posee una forma larvaria denominada filosoma que es
compartida por las familias Scyllaridae y Palinuridae. La larva filosoma es un
tipo de larva zoea altamente modificada, con la cabeza y térax extremadamente
aplanados y con el abdomen reducido (Williamson, 1983)(Fig. 1.6).

Fig. 1.6. Filosoma de S. arctus en estado III de desarrollo obtenida mediante cultivo en laboratorio.
Barra de escala: 2 mm.
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La filosoma, tras una larga vida plancténica, sufre una metamorfosis a una
postlarva de vida més efimera, denominada "nisto" en la familia Scyllaridae y
"puerulus” en Palinuridae. Esta fase supone una transicién hacia una vida ben-
ténica, similar a la de los juveniles y adultos (Fig. 1.7). En cultivo, las filosomas
de S. arctus alcanzan la fase nisto transcurridos 192 dias (Pessani y Mura, 2007).
Esta gran duracién de la fase larvaria favorece la dispersion de las larvas por las
corrientes marinas y puede ser uno de los motivos de la elevada conectividad ge-
nética existente entre poblaciones de S. arctus en el Atlantico NE (Faria, 2012). En
cambio, el nisto constituye una breve etapa de transicion hacia la fase de juvenil,
con una duracién estimada en otras especies de entre 5 a 24 dias (Sekiguchi et al.,
2007), de ahi que sean pocos los ejemplares de S. arctus recuperados en esta fase
del ciclo de vida en el medio natural. Los ejemplares capturados de S. arctus en
fase de nisto hasta la fecha fueron obtenidos principalmente mediante muestreos
de arrastre sobre fondos blandos, a profundidades que oscilan desde los 25 a 450
m en el Mediterraneo (Palero et al., 2009b; Pagliarino y Massi, 2013; Mallol et al.,
2014).

1.1.6. Crecimiento

S. arctus, al igual que sucede en otras langostas, muestra un crecimiento in-
determinado, esto quiere decir que comienza a reproducirse antes de alcanzar su
maximo tamafio (Wahle y Fogarty, 2006). Vilotte (1982) estudi6 el proceso de mu-
da y el crecimiento en ejemplares de S. arctus mantenidos en cautividad en condi-
ciones de temperatura (rango: 10-20°C) y fotoperiodo similares al medio natural
(noroeste Mediterraneo). En relacién a la muda, se observaron dos periodos de
muda, un periodo principal durante el otofio (Agosto-Octubre) y otro secundario
en primavera, de menor intensidad, que en los machos se extendié de Febrero
a Marzo y en las hembras de Febrero a Mayo. En las hembras, los periodos de
muda tuvieron lugar aproximadamente un mes después de la eclosién las pues-
tas procedentes de los desoves de primavera y verano. Respecto al crecimiento,
para ambos sexos se estim6 un incremento medio de 10 mm- afio! a 20 °C (+23 %
en peso) para una talla media de 100 mm de longitud total. A temperaturas mds
bajas el crecimiento se ralentiza a 5 mm- afio™! (+14 % en peso; 15 °C) y llega a
bloquearse a una temperatura de 10°C.

En el Mediterraneo se ha observado que esta langosta puede alcanzar una lon-

gitud de 160 mm, y que generalmente se encuentra con tamafios comprendidos
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Fig. 1.7. Fase nisto (arriba) y juvenil (abajo) de S. arctus obtenidas mediante cultivo en laboratorio.
Barra de escala: 5 mm.
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entre los 50 y 100 mm (Relini ef al., 1999). En el Atlantico NE, la maxima longitud
citada de esta langosta fue de 180 mm, desde la parte anterior de las antenas hasta
el final del telson en una hembra (Bafién et al., 2007). Sin embargo, hasta la fecha
no se ha realizado ningtn estudio de crecimiento, ni se tiene conocimiento de la

estructura de tallas de las poblaciones naturales de esta especie en esta region.

1.2. Importancia socioecondémica de los escilaridos

Dentro de los invertebrados, los crustdceos decdpodos forman uno de los gru-
pos con mayor interés comercial y ecolégica. Sobre ellos se desarrollan pesquerias
en gran parte del mundo, tanto artesanales como industriales, muy relevantes
desde el punto de vista socioeconémico (FAO , 2015). Dentro de este grupo desta-
can las langostas del infraorden Achelata (Scholtz y Richter, 1995), que engloba a
las familias Palinuridae y Scyllaridae. Familias que, debido a su gran diversidad
especifica y a su elevada abundancia en ecosistemas costeros, en los que ocupan
y comparten una amplia variedad de hébitats y profundidades, constituyen un
grupo de especial relevancia ecolégica.

A nivel mundial, las capturas anuales de crustdceos marinos (10,066,027 t)
constituyen el 8.1 % de las descargas de especies marinas (promedio anual du-
rante 2009-2013: 123,281,501 t; FAO , 2015). Las capturas de palintridos y escildri-
dos representan el 0.84 % (84,510 t) de las capturas anuales de crustdceos marinos
(Tabla 1.2). Por familias, la produccién de escildridos (6.6 %) es muy inferior a la
de palintdridos (93.4 %). En la familia Scyllaridae, los géneros Ibacus y Thenus son
los més explotados, acumulando el 6.3 % de las capturas. Sin embargo, estas esta-
disticas no reflejan la produccion real de escildridos, ya que la informacién sobre
la mayor parte de las pesquerias de escildridos es limitada o nula. Esta falta de
informacién tiene lugar porque las langostas escildridas tradicionalmente han si-
do consideradas como objetivos secundarios en las pesquerias (Spanier y Lavalli,
2007).

En las ultimas décadas, los escildridos han alcanzado un mayor interés co-
mercial como recurso pesquero debido a una disminucién en las abundancias de
las especies objetivo. De esta manera, algunas especies han pasado a convertirse
en objetivos de pesquerias en diferentes zonas geograficas (Australia, Hawai, In-
dia, Islas Galdpagos y Mar Mediterraneo), y como consecuencia, han sufrido una
réapida disminucién de la abundancia de sus poblaciones a nivel local (Lavalli y
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Tabla 1.2. Promedio de las capturas (t) de langostas del infraorden Achelata durante el periodo
2009-2013. Datos adaptados de la FAO (2015).

Familia Género Capturas (t) %
Palinuridae 78,925 934
Jasus 9201 10.9
Palinurus 1593 1.9
Panulirus 67,680  80.1
Projasus 1 0.0
Otros 450 0.5
Scyllaridae 5,585 6.6
Ibacus 4,186 5.0
Scyllarides 69 0.1
Thenus 1093 1.3
Otros 237 0.3
Total 84,510 100.0

Spanier, 2007). No obstante, la razén principal de que no se conozca el estado de
muchas de las poblaciones de escildridos y, por lo tanto, que muchas de ellas se
consideren sobreexplotadas, es la falta de informacion sobre aspectos biolégicos,
poblacionales y de su explotacién, que son esenciales para evaluar con precisién
el tamafio de las poblaciones y su resistencia a la presién pesquera o a los cambios
ambientales (O’'Malley, 2011).

Como respuesta a este descenso en el tamafio de las poblaciones, han comen-
zado a implantarse un amplio abanico de medidas para la gestién de las pes-
querias de escildridos, como el establecimiento de cuotas, periodos temporales
de cierre de la pesqueria, la prohibicién de la captura de hembras ovadas, ta-
llas minimas de captura, zonas de proteccién, e incluso el cierre temporal de la
pesqueria. Sin embargo, todavia la mayor parte de las pesquerias comerciales de
escildridos no se encuentran reguladas, o la normativa existente es inadecuada o

insuficiente (Spanier y Lavalli, 2007).

La importancia ecolégica y el grado de explotaciéon pesquera al que se ven
sometidas las poblaciones de esta familia hacen que sea necesario profundizar
en el conocimiento de su biologia con el fin de buscar estrategias efectivas de

conservacion.
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1.3. Situacion de S. arctus

La pesca de S. arctus es accesoria y se encuentra asociada a la pesca costera
artesanal de otras especies, generalmente con artes de pesca como nasas y tras-
mallos. Aunque esta langosta no posee la misma importancia a lo largo de su
distribucion geografica, en algunas regiones como en Galicia, se trata de un ma-
risco muy apreciado y que posee un gran interés comercial, dado el alto precio
que alcanza en el mercado (55 € kg™, precio medio durante 2004-2014 en lonja;
Xunta de Galicia, 2015). En la costa gallega, su pesca se encuentra asociada prin-
cipalmente a la pesqueria del pulpo (Octopus vulgaris), en la que su captura puede
suponer un promedio del 3% en ntimero de ejemplares o del 0.3 % del peso de
la captura total (Bafion et al., 2007). Los bajos valores de abundancia relativa del
santiaguifio en las capturas no permiten el desarrollo de una pesqueria monoes-
pecifica sobre esta especie, aunque si permiten que se considere un interesante
recurso secundario, que complementa los ingresos de los pescadores en épocas
de baja captura de otras especies.

En las altimas décadas, tanto pescadores como la administraciéon han perci-
bido una reduccién del tamafio de las poblaciones de S. arctus, por la disminu-
cién o cese su captura, en varias regiones del Atlantico NE como Galicia (Xunta
de Galicia, 1998; Guerra et al., 2008) y Azores (Hawkins et al., 2000), y del Mar
Mediterraneo (Lloret y Riera, 2008). Este hecho ha provocado un aumento de la
preocupacion por el estado de las poblaciones de S. arctus, lo que ha supuesto la
inclusién de esta especie en normativas y listados de especies para su protecciéon
y conservacion, asi como el desarrollo de medidas para regular su explotacion.

En el Mediterrdneo, S. arctus es considerada una especie vulnerable, por lo
que estd incluida en el Anexo III del Convenio sobre la Conservacion de la Vi-
da Silvestre y del Medio Natural (Convenio de Berna, 1979) y en el Anexo III
del Protocolo sobre las zonas especialmente protegidas y la diversidad biolégica
en el Mediterrdneo (Convenio de Barcelona, 1995), que establece la adopcién de
medidas para la regulaciéon de su explotaciéon en zonas protegidas. Ademads, esta
especie ha sido incluida recientemente en la Lista Roja de Especies Amenazadas
de la IUCN y categorizada como "preocupaciéon menor", aunque no existen datos
sobre la evolucién de sus poblaciones (Butler et al., 2013).

En el Atlantico NE, la reduccién del tamafio de sus poblaciones naturales ha
provocado la aplicacién de diferentes regulaciones para la gestion de su pesca a

nivel regional, como una talla minima legal de captura y un periodo autorizado
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para su pesca, pero sin seguir ningtn criterio biolégico (Tabla 1.3). Incluso en
las regiones con las normativas maés restrictivas como Galicia, parece que estas
medidas no han tenido el efecto esperado, dado que las poblaciones de S. arctus

no han mostrado ningtn signo de recuperacién.

Tabla 1.3. Regulacién pesquera en S. arctus a nivel regional en Espafia. Tallas minimas y periodos
de vedas en vigor para el afio 2015

. Talla minima de captura Periodo
Regién Fuente
Valor Referencia de veda
Galicia 90 mm  Desde la punta del 6 Enero Orden 15/11/1992
rostro hasta el extremo a Orden 22/12/2014
posterior del telson 30 Septiembre  (DOGA)
Asturias 90mm  Desde la punta del - Resolucién 20/06/1992
rostro hasta el extremo (BOPA)
posterior del telson
Pais Vasco 120 mm Desde la punta del 1 Agosto Decreto 102/1997
rostro hasta el extremo a (BOPV)
posterior del telson 31 Marzo
Cantabria 50mm  Longitud del 1 Agosto Orden GAN/33/2015
cefalotérax a (BOC)
31 Marzo

Por otro lado, estas sefiales son dificiles de ver, ya que las estadisticas pesque-
ras disponibles reflejan, mas que la abundancia de este recurso, los cambios que
se han producido en la regulacién pesquera de esta especie desde 1995, princi-
palmente en la amplitud y ubicacién del periodo autorizado de pesca (Fig. 1.8).
En base a los datos pesqueros, desde 2005 hasta el 2014, se estarian capturando
en Galicia entre 1 y 2 t anuales de santiaguifio, valores que contrastan con las
aproximadamente 7 t registradas en 1991. Ademas, estos datos pesqueros tam-
poco representan las capturas reales, ya que aunque la pesca de santiaguifio no
estd permitida durante gran parte del afio, si estd autorizada la captura de la es-
pecie objetivo (periodo de veda de O. vulgaris: del 16 Mayo a 1 Julio; Resolucién
4/05/2015, DOGA), provocando que los ejemplares de S. arctus sean pescados
practicamente todo el afio y puedan ser comercializados fuera de un marco legal.

En este sentido, Bafidn et al. (2007) constataron, mediante la realizacién embar-
ques durante un seguimiento de la pesqueria del pulpo en Galicia (1999-2004), un
bajo nivel de cumplimiento del periodo de veda de S. arctus, dado que sélo en el
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23 % de los casos (N=1,878), los santiaguifios capturados no fueron devueltos al
mar, hecho que contrasta con el mayor cumplimiento de otras medidas de regu-
lacién, como la talla minima de captura y la proteccién de hembras ovadas, me-
didas que fueron respetadas en el 70 % (N=783) y el 65 % de los casos (N=1,450),
respectivamente. Estos resultados ponen de relieve no solo la adecuacién de las
medidas de regulacion pesquera existentes sobre esta langosta, sino la efectividad
de su implantacién y el posible efecto que pueden tener sobre sus poblaciones.
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Fig. 1.8. Capturas de S. arctus en la costa gallega desde 1983 a 2014. Los intervalos con lineas rojas
indican los periodos del afio autorizados para su captura por los Planes de Explotacién General
Marisquera aprobados en el DOGA. *! Orden de 23 de diciembre de 1994. *> Orden de 23 de di-
ciembre de 1998. *30rden de 28 de diciembre de 2001. Fuentes: Periodo 1983-1996 Elaboracién por
el Grupo RMyP de la UDC. Periodo 1997-2014 (Xunta de Galicia, 2015)

16



1.4 Motivacién, hipétesis y objetivos para la realizaciéon de esta tesis

1.4. Motivacién, hipétesis y objetivos para la realizacion

de esta tesis

1.4.1. Motivacion

Aunque se desconoce el estado actual de las poblaciones de S. arctus, hay in-
dicios claros de que el tamafio de sus poblaciones esta disminuyendo a lo largo
de su distribucion geogréfica, a pesar de contar con diferentes regulaciones para
su gestién y conservacion. Esto unido a que el conocimiento biolégico sobre esta
langosta es escaso, especialmente sobre su reproduccién, y a que la informacién
disponible procede de estudios realizados en el Mediterraneo, se plantea la nece-
sidad de profundizar en el estudio de su biologia reproductiva en otra importante

zona de su distribucién geografica, como es el Atldntico NE.

1.4.2. Hipétesis y objetivos

El objetivo fundamental de esta tesis es ampliar el conocimiento actual so-
bre la biologia reproductiva de S. arctus, con el fin de aportar informacién sobre
aspectos poco estudiados en esta especie. La tesis hace especial hincapié en el
estudio de la talla de madurez sexual, el ciclo reproductivo, los recursos que in-
vierten las hembras en la reproduccion, y el estudio del desarrollo embrionario,
que inciden directamente en el potencial reproductivo de S. arctus.

Se pretende testar la hipétesis de que al igual que sucede en otros crustaceos
presentes en zonas templadas, el potencial reproductivo de de S. arctus varia en
funcién de las condiciones ambientales del habitat. Dado que los factores ambien-
tales (temperatura, disponibilidad de alimento, etc.) pueden incidir en el estado
fisiolégico de los individuos y, a su vez, en la coordinacién de procesos vitales
como el crecimiento y la reproduccién, se pretende evaluar la influencia de las
condiciones ambientales sobre el ciclo reproductivo y en las caracteristicas de sus
puestas.

Para abordar el objetivo principal y testar la hipétesis planteada, en esta tesis

plantean los siguientes objetivos especificos:

= Caracterizacion del stock de S. arctus en el drea de estudio (Capitulo 3)

Para este objetivo se va a estudiar la estructura de tallas, la proporcién se-

xual y el crecimiento relativo de los ejemplares de S. arctus. El estudio del
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crecimiento relativo va a permitir determinar la presencia de diferentes fa-
ses de crecimiento a partir de caracteristicas biométricas, que podrian ser
utilizadas para determinar la madurez sexual morfométrica de los indivi-
duos. Ademds, va a permitir la obtenciéon de relaciones morfométricas que

facilitardn la comparacion de los resultados con otros estudios.

= Determinacion de la talla de madurez sexual y el ciclo reproductivo (Capi-
tulo 4)

El conocimiento de la duracién del ciclo reproductivo representa el princi-
pal objetivo para comprender la estrategia reproductiva de S. arctus. Para
ello, es necesario una adecuada descripcion del ciclo de maduracién gona-
dal, del ciclo de cria y la estimacién de la talla a la que alcanza la madurez

sexual, que indica el comienzo de la etapa adulta y de la fase reproductiva.

= Descripcion del desarrollo embrionario (Capitulo 5)

El objetivo de este estudio es describir el desarrollo embrionario de S. arctus
desde el desove hasta la eclosiéon de los huevos desde un punto de vista
biométrico, morfolégico y bioquimico. Se busca relacionar los cambios bio-
quimicos que se producen en los huevos de S. arctus con los procesos morfo-
genéticos y los cambios biométricos que tienen lugar durante el desarrollo
embrionario. Los datos obtenidos aportaran una valiosa informacién para
mejorar la comprensién de la importancia de la composicién bioquimica

durante el desarrollo embrionario y en su primer estadio larvario.

» Caracterizacién biométrica y bioquimica de las puestas (Capitulo 6)

Uno de los objetivos iniciales de este estudio es medir la variacién estacional
e interanual en el potencial reproductivo de S. arctus, en términos de fecun-
didad y tamafio de los huevos de las puestas, asi como respecto a la calidad
de los huevos, en base a su composicién bioquimica, y explorar la influencia
de los posibles factores ambientales y maternos que la condicionan.

El conocimiento de estos aspectos de la biologia reproductiva de S. arctus,
conjuntamente con la informacién obtenida en los objetivos previos, va a
permitir estimar el potencial reproductivo tanto a nivel individual como a

nivel del stock.

La informacién obtenida permitird mejorar el conocimiento biolégico de la espe-

cie, y resulta de potencial interés para el desarrollo de la acuicultura y la gestion

18



1.4 Motivacién, hipétesis y objetivos para la realizaciéon de esta tesis

pesquera de esta especie.
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Metodologia general

2.1. Area de estudio

Este estudio se realiz6 en la costa gallega (NO de la Peninsula Ibérica), en la
denominada Costa da Morte, desde Punta Nariga (43° 19" 22”N 8° 54" 40”"W) a
Punta dos Muifios (43° 18" 40” N 8° 47" 11”W), incluyendo las Islas Sisargas (Fig.
2.1).

43°21'N

43°18'N

8°54'0 8°51'0 8°48'0

Fig. 2.1. Area de estudio de S. arctus en la Costa da Morte (Galicia, NO Espafia). Datum WGS84.
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El elevado hidrodinamismo en esta drea costera y la disposicion de las Islas
Sigargas tienen una importante influencia en la existencia de gran variedad de
hébitats y en la distribucién de las especies, y como consecuencia, que esta zona
albergue una elevada biodiversidad (Otero Schmitt y Trigo Trigo, 1986). Esta fran-
ja costera se caracteriza por la presencia de fondos marinos rocosos, con paredes
verticales y numerosas cuevas y grietas; con fondos blandos de arena intercala-
dos, sobre todo de grano medio (Otero Schmitt y Trigo Trigo, 1986). Durante los
meses de primavera y verano, la zona rocosa estd cubierta por bosques de quel-
pos (Laminaria ochroleuca, L. hyperborea y Saccorhiza polyschides), principalmente en
aguas someras, siendo especialmente densos en las zonas mds expuestas (Veiga et
al., 1998). Asi, la geomorfologia y la flora de estos fondos dotan al complejo coste-
ro Malpica-Sisargas de unas caracteristicas 6ptimas de proteccién y de obtenciéon
de alimento para Scyllarus arctus.

La costa de Galicia esta situada en el limite norte del Sistema de Afloramiento
del Atlantico Norte (Wooster et al., 1976). En esta region, los procesos de aflo-
ramiento son el resultado de la intervencién de varias masas de agua y unas
condiciones favorables que generan vientos de componente Norte, generalmente
con un cardcter estacional (Blanton et al., 1984; McClain et al., 1986). En prima-
vera y verano, la proximidad de la masa de Agua Central del Atlantico Noreste
(ENACW) va a provocar que sean frecuentes los eventos de afloramiento de una
masa de agua profunda maés fria y rica en nutrientes (Fraga, 1981; McClain et al.,
1986; Rios et al., 1992; Alvarez et al., 2008). En cambio, a finales de otofio y en
invierno, la plataforma gallega se encuentra bajo la influencia de la corriente ibé-
rica que va hacia el Polo (IPC), una masa de agua mads salina y pobre nutrientes,
que se aproxima a costa con una menor frecuencia (Prego et al., 2007; Varela et
al., 2008). Asi, los eventos de afloramiento que tienen lugar desde la primera al
verano, generados por el ascenso de la ENACW a capas superficiales, provocan
un importante aumento de la produccién primaria, base de la cadena tréfica y
que soporta la gran biodiversidad de la regién (Tenore et al., 1995). Por otro lado,
durante el otofio-invierno también se pueden producir afloramientos de la IPC,
que también pueden generar un incremento de la produccién primaria y experi-
mentar sucesiones plancténicas tipicas de los afloramientos de primavera-verano,
aunque con una menor intensidad (Varela et al., 2010).

Esta variacién de las condiciones ambientales se va a trasladar desde la base
a todos los niveles de la cadena tréfica, influyendo directamente en la biologia de
las especies animales que alberga, especialmente en lo que se refiere a invertebra-
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dos, como el santiaguifio S. arctus.

2.2. Estrategia y protocolo del muestreo

2.2.1. Diseiio de muestreo en el medio natural

Los estudios sobre distintos aspectos del ciclo vital en crustaceos, como el
ciclo gonadal, el ciclo de cria, la fecundidad o el ciclo de muda, requieren un
namero elevado de muestras, que habitualmente han de ser recolectadas durante
un periodo de tiempo minimo, que varia entre especies, pero que suele requerir
un esfuerzo elevado a lo largo de uno o varios ciclos anuales.

En este estudio, la realizacién de un disefio de muestreo dirigido (pesca ex-
perimental o buceos) no fue posible debido a la aleatoriedad en las capturas de
ejemplares de S. arctus, probablemente relacionada con el estado de sus poblacio-
nes y a su comportamiento criptico. Por este motivo, la obtencién de ejemplares
se realiz6 a partir de las capturas de barcos de pesca artesanal en Malpica, una de
las principales dreas de explotacion de este crustdceo en Galicia. El periodo de es-
tudio extendi6 desde Febrero de 2008 hasta Junio de 2009 (Tabla 2.1). No obstante,
la existencia del periodo de veda del pulpo impidi6 la captura de ejemplares de
santiaguifio durante junio de 2008 y s6lo permitié una jornada de pesca en junio
de 2009.

El arte empleada para los muestreos de S. arctus fue la nasa utilizada para la
captura comercial de pulpo (Octopus vulgaris). La “nasa de pulpo” utilizada, esta
formada por un armazoén de hierro galvanizado semicilindrico de 45 cm de lon-
gitud, 33.5 cm de ancho y 28 centimetros de alto; recubierto por una malla de 2
cm de luz; y provista de una abertura o boca en su parte superior (Fig. 2.2). Para
atraer a la presa, en el interior de cada nasa se sitia una pequefia bolsa de malla
donde se introduce el cebo, comtinmente y en este estudio: Sardina pilchardus. El
esfuerzo de muestreo fue dirigido exclusivamente a las capturas realizadas du-
rante cada jornada por dos barcos de pesca artesanal (eslora 6.8 m, potencia 30CV
y arqueo GT 2.02) con 250-300 nasas de pulpo distribuidas en 5-6 caceas o risei-
ros. Las nasas fueron lanzadas principalmente en fondos rocosos a profundidades
inferiores a 30 metros.

Los santiaguifios capturados fueron mantenidos en tanques isotérmicos con
agua fria para disminuir el estrés y evitar la pérdida de huevos durante su trans-

porte al laboratorio tras cada jornada de pesca. Una vez en el laboratorio se re-
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Tabla 2.1. Resumen del esfuerzo mensual de muestreo de S. arctus y rango de tallas (LC, longitud
del cefalotérax) de los ejemplares utilizados en este estudio.

Afio Mes Captura(kg) Ejemplares (N) Rango LC (mm)

2008 Feb 4.02 148 22.28-39.28
Mar 3.16 110 14.98 - 45.10
Abr 8.20 258 23.63-47.90
May 5.45 204 19.07 - 46.25
Jun - - -
Jul 7.36 269 22.73 - 47.03
Ago 4.96 144 19.37 - 46.48
Sep 3.61 111 20.98 - 45.12
Oct 5.10 161 20.56 - 47.45
Nov 247 62 22.70 - 45.19
Dic 223 67 9.49 - 45.27
2009 Ene 5.91 166 21.90 - 47.12
Feb 3.22 106 22.18 - 44.00
Mar 7.99 235 21.63 - 47.00
Abr 13.97 476 22.01 - 42.80
May 1.92 64 24.35-39.93
Jun 0.31 11 28.95 - 37.67
TOTAL 79.88 2592 9.49 - 47.90

Fig. 2.2. Nasa de pulpo utilizada para la captura de S. arctus.
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cogi6 la siguiente informacién de cada ejemplar: el sexo; mediciones corporales
como la longitud maxima (LM, precisiéon: + 0.01 mm), desde la parte anterior de
las antenas hasta el extremo posterior del telson; la longitud total (LT, precision:
+ 0.01 mm), desde la punta del rostro hasta el extremo posterior del telson; la
longitud del cefalotérax (LC, + 0.01 mm), como la distancia entre el seno rostral
y el borde posterior; la anchura del cefalotérax (AC, + 0.01 mm); la anchura del
tercer segmento abdominal (AA, + 0.01 mm) (Fig. 2.3); el peso htimedo (PH, + 1
mg); v la presencia de quelas en el 5° par de pereiépodos y de sedas ovigeras en
los ple6podos de las hembras.

Fig. 2.3. Mediciones morfométricas realizadas en S. arctus. Abreviaturas: LM, longitud maxima;
LT, longitud total; LC, longitud del cefalotérax; AC, anchura del cefalotérax; AA, anchura del 3¢"
segmento abdominal. Ilustracion de Holthuis (1991).

Las masas de huevos de las hembras ovigeras fueron cuidadosamente retira-
das de los pledépodos y sumergidas durante 3 minutos en una solucién de amonio
formiato (31.5 g-L!) para eliminar los restos de sales, siendo posteriormente dre-
nadas y pesadas para la obtencién del peso htiimedo de la puesta (+ 1 mg). Una
vez que el color de cada puesta fue registrado, una muestra de 30-40 huevos fue

recogida y conservada en formol neutralizado al 4 % para determinar posterior-
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mente el estado de desarrollo embrionario y medir el tamafio de los huevos.

A continuacion, los ejemplares fueron diseccionados para su examen interno
(Fig. 2.4). En las hembras, se registr6 el volumen de ocupacién de los ovarios
en la cavidad cefalotoracica y su coloracién con la escala de color RAL®. Una
vez que el ovario fue caracterizado y pesado (+ 1 mg), una pequefia muestra
de la zona media del 16bulo superior derecho de cada ovario fue conservada en
formol neutralizado al 4 % para medir el tamafio de los ovocitos. En los machos,
los testiculos extraidos fueron pesados y conservados en formol neutralizado al
4 % para determinar posteriormente la presencia de espermatéforos. Finalmente,
se registr6 la coloracién el hepatopancreas, antes de ser retirado y pesado (+ 1

mg).

Las masas de huevos, el ovario y el hepatopancreas retirados fueron conser-

vados a -32°C hasta su liofilizacién.

Hembra Macho

Fig. 2.4. Estructura interna de una hembra y un macho de S. arctus. Abreviaturas: a, glandula ante-
nal; b, cavidad branquial; ¢, ovario; d, ex6fago; e, estémago; f, hepatopancreas; g, intestino; h, aorta
anterior; i, corazon; j, testiculo; k, masculo. Barra de escala: 10 mm.

26



2.2 Estrategia y protocolo del muestreo

2.2.2. Disefio experimental para el estudio de la reproduccién y del
desarrollo embrionario en cautividad

Con el fin de describir el ciclo reproductivo en cautividad y realizar un segui-
miento del desarrollo embrionario a nivel morfolégico y bioquimico de las pues-
tas de huevos, se utilizaron un total de 50 hembras y 50 machos de S. arctus cap-
turados desde Julio a Agosto de 2010 en la misma &rea de estudio. Los ejemplares
capturados fueron aclimatados y mantenidos en cautividad en las instalaciones
del Aquarium Finisterrae de A Corufia hasta la finalizacién de la experiencia en
Septiembre de 2011. Para el experimento, los ejemplares capturados fueron me-
didos y marcados con una pequefia etiqueta pldstica adherida con cianocrilato
sobre el cefalotérax. El rango de tallas de las hembras y de los los machos utiliza-
dos fue 30.5-40.6 mm LC y 31.2-39.5 mm LC, respectivamente. Una vez marcados,
los santiaguifios fueron estabulados en 5 tanques de 60 L a una proporcién 1:1 de
machos y hembras.

Durante todo el experimento se mantuvieron en los tanques de cultivo unas
condiciones ambientales similares a las de las del medio natural, tanto de tem-
peratura del agua como de fotoperiodo. El agua de mar utilizada en el cultivo
se obtuvo de una captacion exterior situada a 250 m de la costa y 16 m de pro-
fundidad, tras un proceso de filtrado mediante filtros de cartucho hasta 1 uym. En
todos los tanques de cultivo se mantuvo un caudal de renovacién de 4 L-min!.
Durante el cultivo los tanques fueron protegidos con una cubierta translicida pa-
ra evitar el estrés de los individuos. La alimentacion fue administrada ad libitum,
fundamentalmente en base a mejillones frescos (Mytilus spp.). En general, todos
los ejemplares capturados se adaptaron bien a las condiciones de cultivo y sobre-
vivieron sin problemas a la amplia duracién de la experiencia.

Los individuos de S. arctus fueron examinados con una periodicidad diaria
para determinar eventos de muda y los desoves. Tras el desove, las hembras ova-
das fueron aisladas en tanques individuales (10 L) para el seguimiento del desa-
rrollo embrionario y la recogida de muestras de huevos. Inmediatamente, tras la
eclosion de las puestas de huevos, las hembras fueron reubicadas de nuevo con
los machos.

Para el estudio de la composicién bioquimica de los huevos durante el desa-
rrollo embrionario se utilizaron un total de 35 puestas de huevos diferentes. Ca-
da puesta fue muestreada desde el desove hasta la eclosién de los huevos con
una periodicidad de 6 dias. En cada muestreo se recogieron dos muestras, una
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primera muestra de aproximadamente 0.5 g de peso htimedo destinada al andli-
sis bioquimico y una muestra de 50-100 huevos para la toma de imégenes para
la realizacion de andlisis morfométricos y la clasificacion de los embriones. Las

muestras para andlisis bioquimicos fueron congeladas a -32°C.

2.3. Anadlisis bioquimicos y contenido energético

Las técnicas analiticas que se describen a continuacién fueron realizadas en
el laboratorio del Grupo de Recursos Marinos y Pesquerias de la Universidade
da Corufia, a excepcién del andlisis elemental (CHN) y la identificacién y cuan-
tificaciéon de los acidos grasos, que fueron realizados por la Unidad de Técnicas
Instrumentales de Analisis y la unidad de Técnicas Cromatogréficas, de los Ser-
vicios de Apoyo a la Investigacién (SAI) de la Universidade da Corufia.

Las muestras de tejidos congeladas fueron liofilizadas a peso constante du-
rante 48 h con un liofilizador Telstar Cryodos 50. Los tejidos una vez liofilizados,
fueron pesados (+ 1 mg) y homogeneizados, antes de ser almacenados de nuevo a
-32°C hasta el momento del anélisis de su composicién bioquimica. Todas las ana-
liticas realizadas, a excepcién de los dcidos grasos y la composicion elemental, se
hicieron por triplicado y las muestras cuyo coeficiente de variacién fue superior
al 15% fueron repetidas. El contenido de agua y cenizas también fue estimado.

Los anélisis realizados se describen a continuacion.

2.3.1. Contenido en agua

Una vez que las muestras fueron liofilizadas, se mantuvieron en un desecador
con gel de silice para su correcta conservacion hasta el momento de la determina-
cién de su peso en una balanza de precisiéon Metler MP460 (+0.1 mg). El contenido
de agua de los tejidos se estim¢ a partir de las diferencias entre el peso hiimedo
y el peso seco de las muestras, obtenido tras la extraccién del agua mediante el

proceso de liofilizacién.

2.3.2. Contenido en cenizas

El contenido en cenizas se estim6 a partir de un tamafio de muestra de 25 mg
de tejido. Las muestras fueron sometidas a incineracién en pocillos de porcelana
de 6 ml (previamente tarados) en un horno Mufla HK-11 Hobersal a 450°C du-
rante 4 horas. Cuando la temperatura del horno hubo descendido hasta 100°C,
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se retiraron los pocillos y se dejaron enfriar hasta temperatura ambiente en un
desecador, procediéndose a continuacién, a pesarlos en una balanza de precisién
Mettler MP460 (+ 0.1 mg).

2.3.3. Analisis elemental

La composicién elemental (carbono, hidrégeno y nitrégeno; CHN) de cada
tejido se determiné a partir de muestras de 2-3 mg de tejido liofilizado pesadas
en una balanza de precision Mettler Toledo UMX2 (+ 0.01 mg). El método ana-
litico para esta determinacion se basa en la oxidacién completa de la muestra
mediante combustion instantdnea. Para ello, se utiliz6 un analizador elemental
Carlo Erba CHNS-O EA 1108 con un catalizador de oxidacién de 6xido de cromo
a 1020°C, un reductor de cobre de 650°C y una columna de gases Porapak de 2m
de longitud y a 60°C. Durante el proceso los gases resultantes de la combustién
son transportados mediante un gas portador (helio) a un flujo de 100 ml min-1
a través de un horno de reduccién y de la columna de gases, donde son separa-
dos y eluidos como nitrégeno, didéxido de carbono, agua y diéxido de azufre. La
deteccién de estos elementos se realiza mediante un detector de conductividad
térmica acoplado al analizador elemental, que emite una sefial proporcional a la
concentracién de los componentes individuales de la muestra. Este instrumento
se calibra con acetanilida, estdndar aconsejado para muestras con elevado con-
tenido organico. Para la adquisicion y procesado de los resultados se emple¢ la
aplicacién EAGER 200 (Carlo Erba Instruments).

2.3.4. Proteinas

La determinacién del contenido proteico de los tejidos se calcul6 a partir del
contenido de nitrégeno de 1 mg de tejido liofilizado obtenido con el andlisis ele-
mental (CHN), utilizdndose un factor de conversién de 5.78, que se considera es el
mas adecuado para los organismos marinos (Gnaiger y Bitterlich, 1984). Esta de-
terminacion a partir de la composicién elemental ha sido utilizada anteriormente
en otros crustdceos decdpodos para la comparacién de la composicién proteica
entre estados de desarrollo, entre diferentes especies, etc. (Anger y Harms, 1990;
Anger, 1998, 2001).
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2.3.5. Lipidos

Los lipidos se extrajeron mediante el método de Bligh y Dyer (1959), segtin la
adaptacion realizada por Holland y Gabbott (1971) para su posterior cuantifica-
cién. Muestras con 30 mg de tejido liofilizado fueron resuspendidas en tubos de
vidrio roscados de 10 ml (16 x 100 mm) con 5 ml de metanol (CH3OH):cloroformo
(CH3CH) a una proporcién 2:1 V/V y homogenizadas con un disrruptor para fa-
cilitar la extracciéon. El metanol acttia disolviendo los lipidos polares, y el cloro-
formo los apolares. A continuacion se centrifugaron los extractos durante a 800 g
durante 5 minutos en una centrifuga refrigerada MPW-350R a -4°C. El sobrena-
dante fue transferido a otros tubos de 10 ml. El precipitado residual se someti6
a una segunda extraccién, resuspendiéndolo con 2 ml de metanol:cloroformo 2:1
V/V y centrifugandolo de nuevo (800 g, 5 min a -4°C). El sobrenadante se afiadi6
al obtenido en la primera extracciéon, mientras que el precipitado fue desechado.
Seguidamente, al extracto resultante se le afiadieron cloroformo y agua destila-
da Milli-Q para obtener una relacién final de solventes metanol:cloroformo: agua
de 2:2:1 V/V. Se agit6 con un agitador vortex hasta la total homogenizacion de
la muestra y se centrifugd nuevamente, formandose dos fases: una fase acuosa
superior y una fase orgdnica inferior. La fase acuosa se extrajo con una pipeta
Pasteur y se desechd. Los extractos lipidicos obtenidos se secaron en un evapo-
rador centrifugo Jouan RC1010 con trampa de frio RCT90 a 40°C hasta la total
evaporacion de los solventes. En el caso de que los extractos no fueran analiza-
dos inmediatamente, se almacenaron a -30 °C en 300 ul de cloroformo con BHT
(Butilhidroxitolueno) como antioxidante. La cuantificacién del contenido lipidico
se llevo a cabo siguiendo el método de estimacién gravimétrica no destructiva.
Para ello, se resuspendieron los extractos de lipidos con 300 pl de cloroformo y a
continuacion se trasvasaron a viales de vidrio de 3 ml previamente tarados. Los
viales se secaron en el evaporador centrifugo a 40°C hasta la evaporacién total
del solvente. A continuacion, se dejaron enfriar en un desecador hasta alcanzar
la temperatura ambiente hasta su pesaje con una precisiéon de 0.1 mg. El peso
resultante corresponde a la cantidad de lipidos totales presentes en la muestra

inicial.

2.3.6. Acidos grasos

El andlisis de los acidos grasos se llevé a cabo mediante cromatografia de

gases y espectrofotometria de masas (CG-EM). Se emple¢ la técnica de Lepage y
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Roy (1984) para la preparacién de los derivados metil-éster de los acidos grasos
(AGMESs). Esta técnica incluye cuatro fases fundamentales: saponificacién de la
muestra, metilacién de los 4cidos grasos, extracciéon a partir de la fase acuosa
y lavado final. La saponificacién de los lipidos consiste en hidrolizar los 4cidos
grasos de los ésteres del colesterol, triglicéridos y fosfolipidos, convirtiéndolos
en jabones solubles en agua. Para ello, se tomaron muestras de 25 mg de tejido
liofilizado en tubos de vidrio roscados de 10 ml, previamente tarados y se les
adicionaron 2 ml de una solucién de NaOH 1.2 N en metanol acuoso al 50 % y 20
ul del estandar interno C19:0 (72332 SIGMA), calentando a 90-100 °C durante 30
minutos. Tras enfriar el saponificado a temperatura ambiente, se acidific6 con 1
ml de HCL 6N a pH inferior a 2. Posteriormente, se procedi6 a la derivatizacién de
las fracciones lipidicas afiadiéndose a la solucién 1 ml de BF3 al 14 % en metanol
para catalizar la metilacion. Esta solucion se calenté en un termobloque P-Selecta
85°C durante 5 minutos. Seguidamente, se adicioné 1 ml de hexano:dietiléter (1:1)
V/V para la extraccion de los ésteres metilicos y se procedi6 a la agitacion suave
de las muestras durante 3 minutos. Tras la agitacién se forman dos fases: una
fase orgénica superior y una fase acuosa inferior, la cual se desech6é mediante su
extracciéon con una pipeta Pasteur. El extracto orgénico se lavé con 3 ml de NaOH
0.3 N y se sometié nuevamente a una agitacién suave durante un minuto. Esto
permitié una nueva separacion en dos fases: una fase inferior acuosa y una fase
superior organica. Esta tltima fase fue recogida mediante una pipeta Pasteur y

transvasada a un vial de forma cénica (1 ml).

La identificacién y cuantificacion de los 4cidos grasos se realizé en un cro-
matdgrafo de gases Thermo Finnigan Trace GC acoplado a un espectrofotémetro
de masas con trampa iénica Thermo Finnigan Polaris Q. Como gas portador se
utilizé helio a flujo constante (1 mL/min). La inyeccién de las muestras (1 yl de
volumen inyectado) con un inyector automético modelo CTC PAL GC se realiz6
con la vélvula del “split” abierta a una proporcién 1:50 y con una temperatura
del inyector de 260°C. Se emple6 una columna capilar de 30 m de longitud y 0.25
mm de didmetro interno, rellena con un fase estacionaria SP-2330. Las muestras
se sometieron a un gradiente térmico de 1.5°C/min comenzando por una tempe-
ratura inicial de 120°C hasta alcanzar los 162°C, luego una isoterma a 162°C du-
rante 13 minutos y otro gradiente térmico de 1.5°C/min desde 162°C hasta 200°C.

La deteccion se realizé mediante un espectrofotémetro de masas con trampa i6-
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nica (multiplicador electrénico 1500V, rango de masas 45-400 uma’, ionizacién

electrénica positiva 70EV).

Se cre6 un patrén cuantitativo a partir del estandar SIGMA 18919, que contie-
ne una mezcla de metil-ésteres de 37 acidos grasos diferentes, metil-C19:0 (74208
SIGMA) y metil-C18:1 cis-11 (CRM46904 SIGMA). A partir de este patrén, se ob-
tuvieron los factores de respuesta del detector para cada compuesto, empleando-
los posteriormente junto con los datos del estdndar interno para el calculo nor-
malizado del porcentaje y cantidad absoluta de cada compuesto. Se comprobé la
linealidad de la respuesta del cromatégrafo de gases y se hizo una recta de ca-
librado con el patrén externo. El procesado de los resultados cromatogréficos se
efectud con el software Xcalibur 1.4.

2.3.7. Carbohidratos

El contenido de carbohidratos se estimé mediante el método colorimétrico del
fenol-sulftirico de Dubois et al. (1956) partiendo de 10 mg de tejido liofilizado. Es-
te método deriva del test de Molisch e implica el calentamiento de la muestra con
acido sulfdrico concentrado y un desarrollante del color que normalmente es un
fenol o una amina aromatica (en este estudio se emple¢ el fenol, Herbert et al.,
1971). Al lidfilo, depositado en un vial eppendorf, se le adicioné 1 ml de agua
Milli-Q y se homogenizé s de 30 a 50 segundos. Seguidamente, se realizé una
dilucién 1/2 y se extrajo una alicuota de 100 pl para un nuevo eppendorf. Asi-
mismo, se prepararon las diferentes concentraciones de la curva de calibracién
utilizando glucosa (2 mg/ml), y se extrajo una alicuota de 100 yl de cada concen-
tracién de la curva para nuevos eppendorf. A las alicuotas se le adicionaron 200
ul de fenol al 5.4 % y se agitaron con un vortex durante 30 segundos. Luego se
afiadi6 1 ml de acido sulftirico 96 %, volviéndose a agitar el vial 30 segundos en

el vortex y dejandose enfriar a temperatura ambiente durante 1 hora.

Para la cuantificacion se cargaron en una microplaca de 96 pocillos alicuotas
de 250 L de cada muestra por cuadriplicado, y de cada concentracién del patrén
por triplicado. A continuacién la microplaca cargada fue leida a una absorbancia
de 490 nm en un lector de microplacas (ELX800 Bio-Tec Instruments Inc.) para

cuantificar el contenido en carbohidratos de las muestras.

luma: unidad de masa atémica
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2.3 Anadlisis bioquimicos y contenido energético

2.3.8. Acidos nucleicos

Para la determinacién del contenido de ARN y ADN se utiliz6 el protocolo
modificado de McGinty et al. (2008) basado en el uso de los kits Qubit® para la
cuantificacién de ADN (dsDNA BR Assay Kit) y ARN (Qubit® RNA BR Assay
Kit). Se pesaron 1-2 mg de tejido liofilizado y se rehidrataron con 100 pL de Tris-
EDTA buffer pH 8.0 (TE buffer; Invitrogen) en un microtubo. A continuacién, a
cada vial se afiadieron bolas de silice de dos tamafios y se procedié a la homo-
geneizacion de la muestra con un molino de bolas (bead beater) durante 30 s. Al
homogenizado resultante se le afiadi6 50 ul de TE buffer N-lauroylsarcosina®1.5 %
(STEB) para provocar la lisis de las células. Se diluy6 con TE buffer (1.35 mL) y se
centrifugd a 3800 rpm en una centrifuga refrigerada a 4°C durante 8 minutos. A
partir del sobrenadante, se pipete6 una alicuota en microtubos de 0.5 ml (Qubit®)
con las soluciones de mediciéon Quant-IT (5uL para ARN y 10 nl para el tubo de
ADN). Dos estdndares para cada ensayo (para la calibraciéon de las rectas de ADN
y ARN) también fueron afiadidos a la solucién de medicién. A la solucion de me-
dicién de los estdndares se afiadié 1pl de STEB 1.5 % para corregir el efecto del
detergente en la fluorescencia del tinte empleado en el ensayo Qubit®. Se dejaron
incubar las muestras, 2 min para el ensayo de ADN y 15 min para el ensayo de
ARN, y se procedi6 a la cuantificacién. Para la cuantificacion del contenido de
acidos nucleicos se emple6 un fluorimetro Qubit®. En cada proceso de andlisis se
incluyeron 3 blancos sin muestra y 3 muestras con un estandar externo segun el
acido nucleico a determinar: ARN total E. coli (AM7940 AMBION®) y ADN total
de la glandula de timo (15633019 AMBION®).

2.3.9. Contenido energético

Se utilizaron dos criterios para estimar el contenido energético (£):
1. La conversién propuesta por Winberg (1971), en base al contenido de los

principales componentes bioquimicos (lipidos, proteinas y carbohidratos),

los cuales fueron obtenidos mediante los procesos anteriormente descritos:

E[B](J) = Eprot + ELip + Ecarp

2N-lauroylsarcosina: detergente iénico
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Capitulo 2

Epyot (J) =23.64 (] /mg)- Prot (mg)
Epip (J) =39.54(] /mg)- Lip (mg)
Ec.rp () =1715(] /myg)- Carb (mq)

2. A partir del contenido en carbono (C), determinado mediante el andlisis de
la composicion elemental (Salonen et al., 1976):

E[C](J) =46(]/mg)-C (mg)

2.4. Procedimiento estadistico

Todos los andlisis estadisticos y el ajuste de modelos descritos en esta tesis
fueron realizados con el paquete de software R (R Core Team, 2015). Todos los
conjuntos de datos utilizados en las diferentes secciones de esta tesis fueron so-
metidos a una exploracién previa siguiendo el protocolo propuesto por Zuur et al.
(2010). El objetivo de esta exploracion previa de los datos es probar las asuncio-
nes de los modelos propuestos para evitar su violacién, y bien detectar, corregir
o eliminar la presencia de valores atipicos.
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Caracterizacion del stock de Scyllarus arctus

en el area de estudio

3.1. Introduccidon

Tras décadas de explotacion, algunos de los stocks de Scyllarus arctus han co-
menzado a mostrar signos de sobrepesca (Xunta de Galicia, 1998; Hawkins et al.,
2000; Guerra et al., 2008; Lloret y Riera, 2008), lo que pone de manifiesto la necesi-
dad de caracterizar los stocks explotados y, en relacioén con ello, realizar estudios

sobre su potencial reproductivo.

El estado de sobreexplotacién en el que se encuentran sus poblaciones plantea
la necesidad de determinar inicialmente el impacto que puede haber generado la
actividad pesquera sobre la estructura de sus poblaciones, y la repercursion que
puede tener en su potencial reproductivo. Como es sabido, la pesca es una fuente
de mortalidad selectiva en las poblaciones naturales (Fenberg y Roy, 2008). Una
selectividad que se hace més evidente, cuando las medidas que regulan la explo-
tacion tienen como objetivo proteger unos tamarfios y un sexo especifico, llegando
a provocar cambios en la estructura de las poblaciones explotadas. Este es el caso
de la mayoria de las pesquerias de crustaceos, en las que generalmente se produ-
ce una seleccion de los machos y de los ejemplares mas grandes (Orensanz et al.,
1998).

La presion pesquera selectiva ha dado lugar a cambios en la proporcion sexual
y en la distribucién de tamafios en varias poblaciones de crustdceos decdpodos
(Kennelly, 1992; MacDiarmid y Sainte-Marie, 2006; ASMFC, 2015). Alteraciones
que pueden tener importantes implicaciones sobre el potencial reproductivo de
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los stocks, ya que podrian reducir el éxito de los apareamientos o provocar la apa-
ricién de una limitacién de la capacidad de los machos para fecundar totalmente
las puestas de las hembras, causando una reduccién del nimero de desoves o de
su viabilidad (MacDiarmid y Butler, 1999; MacDiarmid y Sainte-Marie, 2006; Sato
y Goshima, 2006; Pugh et al., 2013). Por otra parte, la retirada de los ejemplares de
mayor tamario, en el caso de las hembras, también puede provocar el desplaza-
miento de la talla de madurez hacia tallas mas pequefas (Pugh et al., 2013); una
reduccién de la produccién de huevos, dado que la fecundidad estd directamen-
te relacionada con la talla (MacDiarmid y Sainte-Marie, 2006); y también influir
en la calidad de las puestas y, como consecuencia, sobre el reclutamiento, ya que
las hembras mas grandes tienden a producir descendientes que tienen una ma-
yor tasa de supervivencia y un mayor tamafio (Smith y Ritar, 2007; Moland et al.,
2010).

El dimorfismo sexual que presentan muchas especies de crustaceos puede fa-
vorecer el desarrollo de pesca sesgada hacia un sexo o de un solo sexo (Orensanz
et al., 1998). El dimorfismo sexual se produce por la aparicién de cambios gradua-
les o abruptos en la forma o en el tamafio relativo de partes corporales durante el
ciclo de vida. Estos cambios morfolégicos se encuentran regulados mediante un
control endocrino, y estdn relacionados con la maduracién sexual, de forma que
permiten distinguir la fase juvenil de la adulta (Hartnoll, 1982). En las hembras,
pueden observarse cambios en el tamafio de los pledpodos o de los segmentos
abdominales, que permiten aumentar la capacidad para fijar y portar un mayor
numero de huevos (Farmer, 1974; DeMartini et al., 2005). En los machos, tam-
bién pueden identificarse cambios en el crecimiento de estructuras de defensa
como quelas y antenas (Anderson et al., 2013), o con fines reproductivos, como el
apéndice masculino en los pleépodos (McQuaid et al., 2006). Tanto en las langos-
tas como en otros decdpodos, estas alometrias ontogenéticas estan asociadas con
cambios fisiolégicos y bioquimicos, que se producen en el individuo como parte

del proceso de maduracién gonadal (MacDiarmid y Sainte-Marie, 2006).

El objetivo principal de este capitulo es describir la estructura de tallas y la
proporcién sexual de S. arctus en una zona de explotacion en la Costa da Morte
(NO Esparia). Ademads, se determinaran las relaciones morfométricas entre sus
partes corporales, y se estudiard su crecimiento relativo en relacién con sus im-

plicaciones reproductivas.
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3.2 Metodologia

3.2. Metodologia

3.2.1. Muestreo

Para la elaboracion de este capitulo se han utilizado diferentes medidas bio-
métricas de los ejemplares de S. arctus muestreados durante el periodo de estudio
de Febrero 2008 a Junio de 2009 (ver Metodologia general 2.2.1). Los datos utiliza-
dos de cada ejemplar son: el sexo; la longitud méxima (LM; mm), medida desde
la parte anterior de las antenas hasta el extremo posterior del telson; la longitud
total (LT; mm), desde el seno rostral hasta el extremo posterior del telson; la lon-
gitud del cefalotérax (LC; mm), como la distancia entre el seno rostral y el borde
posterior del cefalotérax; la anchura del cefalotérax (AC; mm); la anchura del

tercer segmento abdominal (AA; mm) y el peso himedo (PH; g).

3.2.2. Estructura de tallas y proporcién sexual

Las diferencias en la talla media entre sexos fue analizada mediante la prueba
U-Mann Whitney, mientras que la prueba Chi-Cuadrado (X 2) fue utilizada pa-
ra comparar la proporciéon sexual en las muestras con un tamafio muestral >10
ejemplares. La proporcién sexual fue estimada como el cociente entre el ntime-
ro de machos y el niimero de total de ejemplares capturados. La normalidad fue

evaluada mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov (prueba KS).

3.2.3. Relaciones morfométricas

El crecimiento relativo para cada sexo fue evaluado mediante una andlisis de
regresi6n linealizando la relacién potencial y = ax”. Las relaciones morfométricas
analizadas fueron LM x LC, LT x LC, ACx LC, AA x LC y PH x LC. Para linealizar
las relaciones se aplico la transformacion logaritmica. El ajuste de las regresiones
fue realizado mediante minimos cuadrados. Para determinar diferencias morfo-
métricas en el crecimiento relativo en cada sexo se realizé una regresién lineal
segmentada con el paquete estadistico segmented (Muggeo, 2008) en R.

Para determinar diferencias en el crecimiento relativo entre los sexos, las re-
laciones morfométricas estudiadas fueron comparadas mediante el anélisis de
covarianza (ANCOVA). Dado que los rangos de talla entre los sexos fueron di-
ferentes, los andlisis fueron limitados a un intervalo de tamafios en el que los

rangos de tallas se solaparon (rango: 19.37-47.90 mm LC). La presencia de alome-
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trias en las relaciones biométricas fue analizada mediante la comparacién de las
pendientes obtenidas con el valor de 1 (crecimiento isémetrico), o con el valor de

3 (Gnicamente para la relacién de PH x LC), mediante una prueba t.

3.3. Resultados

3.3.1. Estructura de tallas y proporcién sexual

Se analizaron un total de 2592 santiaguifios, de los cuales 1419 (54.7 %) fueron
hembras y 1173 (45.3 %) machos. El rango de tallas de los ejemplares muestreados
fue de 9.49-40.51 mm LC para machos y 19.37-47.90 mm LC para las hembras (Ta-
bla 3.1). Las hembras, con una talla media de 35.12 + 4.44 mm LC (+ DT), fueron
significativamente mas grandes que los machos, cuya talla media fue de 31.28 +
3.66 mm LC (U-Mann Whitney , U=1,207,940, N1=1396 , N,=1153, P<0.001; Fig.
3.1).

Las tallas en las hembras y en los machos no estuvieron normalmente dis-
tribuidas (prueba KS, P<0.001). Los histogramas de tallas mostraron en ambos
sexos una distribucién unimodal. La clase modal de los machos fue 30-32 mm
LC, mientras que en las hembras se situ6 en la clase de talla de 34-36 mm LC (Fig.
3.1).
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Fig. 3.1. Distribucion de tallas por sexos. En la parte superior, un diagrama de caja muestra la
mediana (mm), el rango interquartilico, el rango y los valores extremos
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3.3 Resultados

Tabla 3.1. Resumen por sexos de las principales caracteristicas morfométricas

Hembras Machos

[y media(DT) 12664 (1672)  110.59 (13.20)
rango 66.07-175.47 35.46-142.77

pp  media(DT) 108.14(1459) 9319 (11.06)
rango 57.40-149.20 28.75-120.77
Lc media(DT) 3512(444)  31.28(3.66)
rango 19.37-47.90 9.49-40.51

El anélisis de la proporcién sexual por clases de talla mostr6 que la proporcién
de machos fue significativamente mayor en las clases de talla inferiores a 32 mm
LC (X 2 P<0.001; Fig. 3.2), mientras que la proporcién de hembras fue claramente
superior a partir de los 34 mm LC X 2, P<0.001). Los ejemplares con una talla
menor a 22 mm LC estuvieron escasamente representados en ambos sexos.
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Fig. 3.2. Proporcién sexual por clase de talla (cada 2 mm) de los ejemplares s muestreados (N=2592).
Los asteriscos indican cuando la proporcién sexual se desvia significativamente de una proporcion
1:1 esperada (2, P<0.05).

La proporciéon de machos fluctué mensualmente dentro de un rango de 0.23-
0.64 sin mostrar ningtn patrén mensual sistemético (Fig 3.3). En la mayor parte
de los meses (63 %), la proporcién sexual vari6 significativamente de una ratio
1:1. La ratio sexual estuvo sesgada hacia las hembras en el 44 % de los meses y

hacia los machos el 19 %. Durante los meses de Septiembre de 2008, Noviembre
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de 2008 y Marzo de 2010 se alcanzaron importantes sesgos hacia las hembras con
valores en un rango de 0.23 y 0.29 (proporcién de machos). En general, la propor-
cion sexual de los ejemplares muestreados fue de 0.83:1 (machos:hembras), una
desviacion significativa de la proporcién 1:1 esperada (X 2=23.35, gl=1, P<0.001),
que muestra un claro sesgo hacia las hembras.
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Fig. 3.3. Proporcién mensual de machos durante 2008 y 2009. Los asteriscos indican cuando la
proporcién sexual se desvia significativamente de una proporcién 1:1 esperada (2, P<0.05).

3.3.2. Relaciones morfométricas

No se observé ningtin punto de ruptura en el andlisis de segmentacién de las
lineas de regresion (Fig. 3.4), indicando que para los rangos de tallas utilizados,
no existen diferencias morfométricas entre juveniles y adultos en ambos sexos en
S. arctus (Tabla 3.2). Por ello, se ajustaron independiente las relaciones morfomé-
tricas para cada sexo.

Todas las relaciones analizadas mostraron un buen ajuste de los datos, con va-
lores de R? entre 0.971-0.987 (Tabla 3.2). La relacién PH x LC mostré una alometria
negativa (b<3) de la variable dependiente respecto a la medida de referencia cor-
poral (LC) en ambos sexos. Las relaciones LT x LC y AA x LC en las hembras,
como también las relaciones LM x LC y AC x LC en ambos sexos, indicaron un
elevado crecimiento relativo (b>1) de la variable dependiente respecto a la longi-
tud cefalotordcica. Para los otros casos, el crecimiento fue isométrico.
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Fig. 3.4. Relaciones entre los caracteres morfométricos y el peso hiimedo con la LC en las hem-
bras (puntos gris oscuro) y los machos (puntos gris claro). Se representan las ecuaciones regresion
ajustadas de la Tabla 3.2 para las hembras (linea continua) y los machos (linea discontinua).

El anélisis de covarianza realizado para evaluar la relacién AC x LC no mostré
ninguna diferencia entre sexos (P>0.08; Tabla 3.2), permitiendo asi, ajustar esta
relacién con los datos de ambos sexos conjuntamente (Log AC=0.146 (ET=0.011)
+1.022 (ET=0.003)-Log LC, R?=0.979). Para la relaciones LM x LC, LT x LC, AA x
LCy PH x LC, los analisis revelaron diferencias significativas entre sexos tanto en
la ordenada en el origen como entre las pendientes (ANCOVA, P<0.001). Asf, las
hembras alcanzan una mayor longitud corporal (LM y LT), una mayor capacidad
del abdomen y un mayor peso a la misma LC que los machos (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Relaciones entre los caracteres morfométricos (LM, longitud méxima; LT, la longitud total; LC, la longitud del cefalotérax; AC, la anchura
del cefalotérax; AA, anchura del 3°" segmento abdominal) y el peso htimedo (PH) con la longitud del cefalotérax (LC) para cada sexo, su comparacion
mediante ANCOVA vy el crecimiento relativo.

., Coeficientes 2 Interseccién Pendiente Crecimiento
Relaciéon Sexo R n
log a (ET) b (ET) F P F P t P Tipo

IMxLC Macho 1.221(0.017) 1.009 (0.005) 0.975 1106 246  0.01 +

Hembra 1.117 (0.015) 1.046 (0.004) 0.979 1349 297.35  <0.001 4532 <0.001 10.96 <0.001 +

LTxLC Macho  1.063 (0.014) 1.008 (0.004) 0.982 1102 1.90 0.06 0

Hembra 0.925(0.013) 1.055(0.004) 0.969 1343 1149.27° <0.001 8295 <0.001 14.64 <0.001 +

ACxLC Macho -0.114(0.016) 1.013(0.005) 0.975 1144 001 094 205  0.08 591 <0.001 +

Hembra -0.118 (0.013) 1.014 (0.004) 0.983 1382 ’ ’ ’ ’ 4.05 <0.001 +

AAXxLC Macho -0.308(0.017) 0.989 (0.005) 0.974 1092 1.72  0.09 0

Hembra -0.567 (0.018) 1.093 (0.005) 0.971 1372 10286.57 <0.001 23583 <0.001 18.04 <0.001 +

PHxLC Macho -6.888(0.042) 2.935(0.012) 0.981 1136 5.72  <0.001 -

Hembra -7.051 (0.033) 2.984 (0.009) 0.987 1334 18.93  <0.001 3320 <0.001 246  0.01 -

Se incluyen los coeficientes y el error estandar entre paréntesis de las relaciones ajustadas, el coeficiente de determinacién (R?), el niimero de ejemplares (n), los valores la prueba
F y la significacién (P) del ANCOVA, el valor de la prueba t, su significacién (P) y el tipo de crecimiento: 0, isométrico; +, alométrico positivo; -, alométrico negativo.
El rango de LC utilizado en las ecuaciones de regresion fue 20-48 mm en las hembras y 18-42 mm en los machos.
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3.4 Discusidn

3.4. Discusion

3.4.1. Estructura de tallas y proporcién sexual

Aunque el estudio poblacional no es un objetivo especifico de esta tesis, en
este capitulo se presenta informacién de interés sobre la estructura del stock estu-
diado, un aspecto de especial relevancia para el estudio de la biologia reproduc-
tiva en S. arctus y, como consecuencia, para la consideracion de nuevas medidas
de gestion de su pesca.

Los datos presentados en este trabajo son los primeros resultados sobre las
tallas y la proporcién sexual de un stock de S. arctus en la zona atlantica de su
distribucioén. El andlisis de la estructura de tallas refleja la dificultad de capturar
juveniles, los cuales pueden estar ocupando habitats diferentes al de los adul-
tos, como zonas més profundas o con otros tipos de fondo (arena, cascajo, etc.).
En estudios previos realizados en el Mediterrdneo se utilizaron otros métodos de
captura como redes de arrastre, pero tampoco se consiguieron capturar un gran
namero de juveniles (Vilotte, 1982; Mura et al., 1984). Pero no se trata de un he-
cho especifico, ya que la presencia de juveniles de escildridos en otros trabajos
también es escasa (Spanier y Lavalli, 2006; Lavalli et al., 2007).

La talla media, asi como la talla mdxima alcanzada por las hembras fue su-
perior a la de los machos, lo que indica la existencia de un dimorfismo sexual.
Esta caracteristica es compartida con otras especies dentro de la familia Scyllari-
dae, pero no con las langostas de las familias Palinuridae y Nephropidae, en las
que sucede el fenémeno contrario (Wahle y Fogarty, 2006; Spanier y Lavalli, 2006;
Duarte et al., 2014). En los escildridos, el mayor tamafio que alcanzan las hembras
respecto a los machos se relaciona con una maximizacién de la eficiencia repro-
ductiva para aumentar la capacidad de realizar y portar puestas con un mayor
ndmero de huevos (Jones, 2007). Sin embargo, el mayor tamafio que alcanzan las
hembras no puede ser explicado facilmente desde un punto de vista energético.
En una especie como S. arctus, con crecimiento indeterminado, que las hembras
destinen una mayor cantidad de recursos energéticos a la reproduccién en com-
paracioén a los machos, supondria una menor inversion en crecimiento somaético
(Hartnoll, 1985). Esto sugiere, que las hembras de S. arctus para mantener su acti-
vidad reproductiva y un elevado crecimiento, requieren una importante cantidad
de energia, por lo que el mantenimiento de un estado nutricional 6ptimo puede

ser un factor clave durante su ciclo de vida para que ninguno de ambos procesos
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se vea afectado.

En comparacioén a otras regiones, la talla media de S. arctus en el Atlantico
(machos: 93.19 mm LT, hembras: 108.14 mm LT) fue superior que la estimada en
el Mediterrdneo (machos: 78.41 mm LT, hembras: 90.28 mm LT, Mura et al., 1984).
Estas diferencias pueden ser debidas a la presencia de diferentes tasas de creci-
miento en ambas regiones, de forma que los ejemplares de S. arctus en el Atlantico
podrian poseer tasas de crecimiento mayores que en el Mediterraneo. Los ejem-
plares de otra langosta presente en ambas regiones, como es Palinurus elephas,
también alcanzan un mayor tamafio en las poblaciones del Atlantico, debido pro-
bablemente a la mayor tasa de crecimiento que presentan (Mercer, 1973; Marin,
1987). Las diferencias espaciales en el crecimiento de langostas son atribuidas ge-
neralmente a la variabilidad encontrada en las condiciones ambientales (Chittle-
borough, 1975; Pollock et al., 1997), la disponibilidad de alimento (Newman y
Pollock, 1974; Edgar, 1990) y la densidad poblacional (Polovina, 1989; Pollock,
1991; McGarvey et al., 1999). En este caso, la existencia de diferencias espaciales
en las tasas de crecimiento pueden ser debidas probablemente a la mayor dis-
ponibilidad de alimento presente en aguas del Atlantico que en el Mediterraneo
(Massuti et al., 2004). Por otra parte, estas estimas deben ser tomadas con precau-
cion, porque la talla media en un stock explotado también puede depender del
nivel y el patrén de explotacién, asi como del método de muestreo, la época y el
habitat (Gofii y Latrouite, 2005).

En general, la proporcion sexual en S. arctus estuvo sesgada hacia las hembras
durante el periodo de estudio (0.83:1, machos:hembras). Este resultado contrasta
con los resultados obtenidos por Mura et al. (1984) en el Mediterraneo, asi como
en otros escildridos del genero Thenus (Jones, 1993), Ibacus (Haddy et al., 2005) y
Scyllarides (Hardwick Jr. y Cline, 1990; Hearn, 2006; Bianchini y Ragonese, 2007;
Sharp y Teehan, 2007; O’Malley, 2011), donde la proporcién sexual fue préxima
a la unidad o presenté un pequefio sesgo hacia los machos. Una proporcién se-
xual sesgada puede estar originada por diferencias temporales en la capturabili-
dad entre sexos. Hay que tener en cuenta que la capturabilidad en las langostas
depende en gran medida de las pautas de alimentacién, que pueden variar esta-
cionalmente debido a procesos fisioldgicos y ecolégicos claves como son la muda
y la reproduccién (Ziegler et al., 2004).

La presencia de diferentes épocas de muda en los machos y las hembras po-
dria ser una de las causas de la proporcién sesgada hacia las hembras. Sin em-

bargo, los dos periodos de muda que describe Vilotte (1982) en S. arctus (obser-
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vaciones realizadas en cautividad), uno principal durante los meses de Agosto
a Octubre y otro secundario, de menor intensidad, que en los machos se extien-
de de Febrero a Marzo y en las hembras de Febrero a Mayo, sefialan un elevado
grado de solapamiento de las épocas de muda entre los dos sexos.

En cuanto a la reproduccién, tampoco parece que tenga una clara influencia
en el sesgo de capturas hacia las hembras. Las hembras de las langostas espinosas
generalmente tienden a recluirse y a ocupar las zonas mas profundas del hébitat
mientras estdn ovadas (Kanciruk y Herrnkind, 1976; Aguzzi et al., 2007). Sin em-
bargo, en S. arctus ambos sexos deberian permanecer agrupados en las mismas
areas durante el periodo reproductivo, que ocupa gran parte del afio (Diciembre-
Junio), dado que al no tener las hembras estructuras para almacenar el esperma
necesitan de una cépula previa para que se produzca el desove (Capitulo 5).

Como la muda y la reproduccién no permiten explicar la proporciéon sexual
observada, se plantea la hip6tesis de que pueda ser el resultado de una mayor
presion pesquera sobre los machos, generada por la prohibicién de capturar hem-
bras ovigeras y la presencia de una elevada proporciéon de hembras ovadas du-
rante una gran parte del afio (Capitulo 4). Esta hipétesis es acorde con los re-
sultados obtenidos por Bafén et al. (2007) sobre el grado de cumplimiento de la
normativa pesquera en S. arctus, que indican un bajo nivel de cumplimiento (23 %
de los casos, N=1,878) del periodo de veda (Enero-Septiembre), y un mayor cum-
plimiento de otras medidas de regulacién, como la talla minima de captura y la
proteccion de hembras ovadas, medidas que fueron respetadas en el 70 % (N=783)
y el 65% de los casos (N=1,450), respectivamente. Esta hipotesis deberia ser in-
vestigada por las posibles consecuencias que puede tener en el éxito reproductivo
de los stocks pesqueros. La alteraciéon de la proporcion sexual puede disminuir
la probabilidad de encuentros entre machos y hembras, dificultando u obligando
a retrasar el apareamiento (MacDiarmid y Butler, 1999). Ademads, una reduccién
del ntimero y tamario de los machos, podria llegar a provocar una limitacién de
esperma, fendmeno que varia entre especies, y que puede agruparse en tres tipos
(Pugh et al., 2013): (i) un agotamiento de las reservas de esperma en los machos
por un aumento de la tasa de apareamientos, (ii) una reduccion del tiempo dis-
ponible para recuperar las reservas de esperma entre apareamientos o (iii) una
restriccion del niimero y tamafio de los espermatéforos para poder repartir los
recursos disponibles entre multiples hembras. Los principales efectos que estas
alteraciones tienen sobre la reproduccién son fallos en el desove, la produccién

de puestas sin fecundar y la disminucién de las tasas de fecundacién en las pues-
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tas segtin avanza el periodo reproductivo (McMullen, 1969; Sato y Goshima, 2006;
Yamanoi et al., 2006).

3.4.2. Relaciones morfométricas

Los elevados valores del coeficiente de determinacién (R?) mostrados en to-
das las relaciones ajustadas indican una muy buena correlacién lineal de las va-
riables biométricas en los ejemplares de santiaguifio. En este estudio no se obser-
varon cambios alométricos en las variables biométricas analizadas entre juveniles
y adultos, probablemente por la baja cantidad de ejemplares capturados de tallas
pequefias (<19.4 mm LC). No obstante, si se observaron divergencias en el creci-
miento relativo de las partes corporales entre los sexos.

Las hembras mostraron una mayor anchura relativa de los segmentos abdo-
minales que los machos. Esta alometria positiva es considerada una adaptaciéon
para aumentar la capacidad del abdomen y asi facilitar el acomodo de los huevos
(DeMartini y Williams, 2001). La finalidad reproductiva y el dimorfismo sexual
que genera este caracter, indican que la relacién AA x LC podria ser utilizada pa-
ra estimar la talla a la que las hembras alcanzan la madurez sexual. Segtin Aiken
y Waddy (1980), el aumento del tamafio del abdomen en las langostas comienza
a producirse antes del primer desove. En escildridos del género Thenus (Jones,
2007) y Scyllarides (Duarte et al., 2014), también se ha observado que las hembras
realizan una mayor inversién en crecimiento que los machos en incrementar el
tamafio de los segmentos del abdomen. Por otro lado, las hembras de S. arctus
mostraron un mayor aumento del tamafio corporal (LM y LT) respecto a los ma-
chos para una misma longitud cefalotordcica, que puede estar relacionado con
el incremento de la longitud de los segmentos abdominales para el mismo fin
reproductivo. Estas diferencias en la dimensién del abdomen permiten ademas,
explicar el mayor peso relativo de las hembras frente a los machos.

La ausencia de cambios alométricos claros en la morfologia corporal en los
machos es un rasgo comun en escildridos y excepcional respecto a otras especies
de langostas (Jones, 2007; Radhakrishnan et al., 2007; Duarte et al., 2014). En otras
langostas, el mayor crecimiento relativo en los machos de los pereiépodos en la
familia Palinuridae, y de las quelas en la familia Nephropidae, estd asociado con
el alcance de la madurez sexual morfolégica, comportamientos de cortejo y el
proceso de cépula (Wahle y Fogarty, 2006). En cambio, la ausencia de una mor-
fologia equivalente en S. arctus y otros escildridos, podria indicar la presencia de
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un proceso de cortejo y copula mds sencillo (Jones, 2007).

Tanto los machos como las hembras de S. arctus mostraron un crecimiento
alométrico positivo de la anchura del cefalotérax. Que ambos sexos compartan
un mismo tipo de crecimiento sugiere la existencia de una igual demanda de es-
pacio disponible en la cavidad cefalotordcica para el desarrollo de los conductos
deferentes y de los ovarios. Esta caracteristica también estd presente en otras lan-
gostas como Panulirus echinatus (do Vale Barreto et al., 2009), Panulirus homarus
(Heydorn, 1969) y Scyllarides deceptor (Duarte et al., 2014).

Entre las medidas realizadas en este estudio, la longitud total, medida desde
la punta del rostro hasta el extremo posterior del telson, es utilizada desde hace
tiempo como medicién de referencia para establecer la talla minima de captura
en S. arctus, porque tradicionalmente es considerada una medida f4cil de llevar
a cabo y de sencilla interpretacion por parte de los pescadores. Sin embargo, su
medicién en las langostas posee cierto grado de error asociado por la dificultad
que conlleva, ya que para su realizacion es necesario que el ejemplar este relaja-
do y conseguir que se estire completamente sobre una superficie plana (Hepper,
1966; Latrouite y Noel, 1997). Por el contrario, la longitud del cefalotérax es una
medida de mads rdpida realizacién y que aporta una mayor precision, por lo que
estd siendo adoptada como medida de referencia en varias langostas (Tidu et al.,
2004). Por este motivo, consideramos que la longitud del cefalotérax deberia ser
utilizada también como medida de referencia para la monitorizacién y el segui-
miento de las capturas de S. arctus, asi como en futuros estudios, para facilitar la
realizaciéon de comparaciones. Ademas, las ecuaciones morfométricas obtenidas
en este estudio, por los altos valores de R? mostrados, permiten la realizacién de
conversiones entre las diferentes variables biométricas, en particular, en base a

longitud del cefalotérax.
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Ciclo reproductivo y talla de madurez en

Scyllarus arctus

4.1. Introduccion

La reproduccién es un proceso bésico del ciclo de vida de cualquier organis-
mo y que supone un elevado gasto energético (Hartnoll, 2006). Por esta razén,
la cantidad de recursos energéticos que un organismo asigna a la reproduccién
afecta directamente a su eficacia biologica (Kozlowski, 1992). En la naturaleza,
los organismos muestran diferentes patrones reproductivos, los cuales son consi-
derados estrategias para optimizar su eficacia biolégica durante su ciclo de vida
(Yoshino et al., 2002). Los crustaceos son un claro ejemplo de la gran diversidad
de estrategias reproductivas que puede adoptar una especie (Pandian, 1994). Es-
trategias que no sélo varfan entre especies, sino que una misma especie puede
presentar diferentes estrategias como respuesta adaptativa a las diferentes condi-
ciones ambientales de los habitats (Gofii et al., 2003; de Lestang et al., 2003; Fischer
y Thatje, 2008). Para caracterizar la estrategia reproductiva de una especie es nece-
sario conocer algunos aspectos reproductivos relevantes como cuando alcanzan
la madurez sexual los individuos, el ciclo reproductivo y el nimero de puestas
que puede realizar.

La talla o edad en la que alcanzan los individuos la madurez sexual es un
pardmetro que permite determinar cuando comienzan a destinar energia para su
reproduccion. Para establecer la talla a la cual se alcanza la madurez sexual en
los decapodos se han utilizado diferentes criterios. MacDiarmid y Sainte-Marie
(2006) agrupan los criterios utilizados en tres indicadores de madurez: (i) la ma-
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durez morfolégica, caracterizada por la aparicién de alometrias en el crecimiento
de partes corporales o de caracteres sexuales secundarios; (ii) la madurez fisiol6-
gica, representada por el grado de desarrollo de las génadas; y (iii) la madurez
funcional, obtenida a partir de caracteristicas internas y externas que muestran
al comportamiento reproductivo pasado. Ademas, la determinacién de la talla de
madurez es de interés para la gestion pesquera de la especie, ya que generalmente
se utiliza para el establecimiento de medidas de regulacién como la talla minima
de captura. Por otro lado, las alteraciones que se pueden producir en la talla de
madurez entre regiones o en el tiempo, pueden ser indicativas del impacto de los
cambios en el ambiente o del grado de explotacién a la que se han visto sometidas
las poblaciones (Linnanea et al., 2009).

En los crustdceos decdpodos, el ciclo reproductivo generalmente esta correla-
cionado con los cambios que se producen en el ambiente, de forma que la descen-
dencia producida encuentre los momentos mds favorables para su supervivencia
(Raviv et al., 2008). La frecuencia y la amplitud de estos cambios son los que con-
trolan principalmente los patrones de reproduccién (ver Green et al., 2014). La
temperatura y el fotoperiodo son dos de las variables ambientales mds relevantes
que intervienen en la regulacién de la reproduccién (Nagaraju, 2011). En algunas
especies, la reproduccién puede llegar a estar sincronizada incluso con las varia-
ciones de la marea (ritmos circamareales) y las fases lunares (ritmos circalunares).
En general, para caracterizar el ciclo reproductivo en decdpodos marinos se ana-
lizan los cambios temporales en el estado de desarrollo de las génadas, la propor-
cién de hembras ovadas y el grado de desarrollo embrionario de las puestas (Oh
y Hartnoll, 2004; Chang et al., 2007). La determinacién época y la amplitud del
ciclo reproductivo también es relevante para la gestién de los recursos pesqueros,
ya que estos parametros son utilizados generalmente para establecer periodos de
veda con el objetivo de proteger la reproduccién de las diferentes especies.

Otro pardmetro representativo de la estrategia reproductiva de una especie
es el nimero de puestas que produce una hembra durante un ciclo reproductivo
anual (Gonzalez-Gurriaran et al., 1998; Fischer y Thatje, 2008; Thiel et al., 2012).
En crustaceos decapodos, la produccion de desoves asi como el periodo de in-
cubacién de las puestas de huevos pueden ser inferidos indirectamente a partir
de muestreos en el medio natural, a partir del anélisis temporal de la proporcién
de hembras ovigeras, el grado de desarrollo de los huevos o la maduracién de los
ovarios (Morizur, 1981; Mori et al., 1998; Oh y Hartnoll, 2004; Gelpi et al., 2009). Sin
embargo, en ocasiones dada la amplitud de los periodos de incubacién y el sola-
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pamiento de desoves sucesivos, no es posible realizar estimaciones fiables de los
periodos de incubacién y del niimero desoves durante el periodo reproductivo.
En este caso, recurrir a estudios en laboratorio con parametros controlados permi-
te comprobar las hipétesis realizadas sobre los datos obtenidos en los muestreos
de campo. Con este objetivo, varias especies de decdpodos marinos han sido so-
metidas a experimentos en laboratorio (Chittleborough, 1976; Shields et al., 1991;
Valdés et al., 1991b; Gonzélez-Gurriaran et al., 1993; Matsuda et al., 2002; Thiel et
al., 2012). De estos estudios, se ha podido obtener una informacién importante so-
bre el niimero de puestas y la duracion de los desarrollos embrionarios. Ademas,
han permitido comprobar el efecto de variables ambientales como la temperatura
y el fotoperiodo en la duracién de los ciclos reproductivos (Matsuda et al., 2002;
Fischer y Thatje, 2008). Por otro lado, aunque el mantenimiento los ejemplares
durante largos periodos en cautividad puede llegar a afectar a la periodicidad de
los desoves y a la frecuencia de muda (Wen et al., 2006; Hoa y Wouters, 2009),
estos estudios son necesarios para comprender lo que sucede en la naturaleza.

La langosta Scyllarus arctus se encuentra distribuida por todo el Mar Medite-
rraneo y el Océano Atlantico NE, dos regiones con caracteristicas oceanograficas
muy diferentes. Para alcanzar tan amplia distribucién, es probable que esta lan-
gosta haya necesitado adaptarse o poseer cierta plasticidad fisiol6gica en algunos
aspectos de su ciclo vital, como en la reproduccién. Por esta razén, la biologia
reproductiva de las poblaciones de S. arctus del Mediterrdneo (Mura et al., 1984;
Cau et al., 1988) puede mostrar variaciones con la de las poblaciones del Atlantico.

En este capitulo se estudia la reproduccién de S. arctus en el Atlantico NE en
base al andlisis de ejemplares procedentes del medio natural y mantenidos en
cautividad, con los objetivos de determinar la talla de madurez sexual y el ciclo
reproductivo, en base al estudio del ciclo gonadal, del ciclo de cria, de la duracién
del periodo de incubacién y del nimero de puestas anual.

4.2. Metodologia

4.2.1. Muestreo

Los datos del medio natural provienen del andlisis de los 2592 ejemplares de
S. arctus muestreados mensualmente durante el periodo de estudio de Febrero
2008 a Junio de 2009 en la costa gallega (NO de la Peninsula Ibérica).

En el estudio en laboratorio se utilizaron un total de 50 hembras y 50 machos,
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que fueron capturados en la zona de estudio durante los meses comprendidos en-
tre Julio a Agosto de 2010. Los ejemplares capturados fueron aclimatados y man-
tenidos en cautividad en las instalaciones del Aquarium Finisterrae de A Corufia
hasta la finalizacién de la experiencia en Septiembre de 2011. Para el experimento,
los ejemplares capturados fueron marcados y estabulados en 5 tanques de 60 L a
una proporcién 1:1 de machos y hembras. El rango de tallas de las hembras utili-
zadas fue 30.5-40.6 mm LC, mientras que el rango de los machos fue 31.2-39.5 mm
LC. Los individuos de S. arctus fueron examinados con una periodicidad diaria
para determinar eventos de muda y desoves. Tras el desove, las hembras ovadas
fueron aisladas en tanques individuales (10 L) para el seguimiento de la dura-
cion del periodo de incubacién. Inmediatamente, tras la eclosion de las puestas

de huevos, las hembras fueron reubicadas de nuevo con los machos.

4.2.2. Ciclo gonadal

Con el fin de determinar el periodo reproduccién se evaluaron mensualmente
los cambios en el estado reproductivo de las hembras maduras, y del indice gona-
dosomaético en machos y hembras muestreadas en el medio natural. La asignacion
del estado reproductivo en las hembras se bas6 en el examen macroscépico de los
ovarios. Los ovarios fueron clasificados en funcién de caracteristicas macroscépi-
cas como la coloracién, la morfologia y el volumen de ocupacién de los ovarios
en la cavidad cefalotorécica. Estos estados de desarrollo fueron caracterizados
microscépicamente en base al examen y determinacién del didmetro de 30 ovo-
citos presentes en las muestras de ovarios conservadas en formol neutralizado al
4 %. Las mediciones fueron realizadas con un andlisis de imagen (NIS Elements
de Nikon) a partir de imdgenes capturadas con una cdmara digital Nikon DXM
1200 acoplada al microscopio estereoscépico Nikon SMZ 1500. La determinacién
del valor modal y del intervalo de confianza fue obtenido mediante la prueba de
rango con signo de Wilcoxon.

El indice gonadosomatico (IGS) fue calculado separadamente para los machos

y las hembras a partir de la siguiente expresion:

PG,
PH,

donde PG; representa el peso hiimedo de las génadas y P H; el peso himedo de

-100

IGS; =

cada individuo :. Para evitar la influencia génadas inmaduras en las estimas del
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IGS medio mensual, los ejemplares considerados inmaduros fueron excluidos.

Mediante el andlisis de correlacién cruzada (coeficiente de Pearson), el IGS
fue correlacionado en el tiempo entre machos y hembras, y el IGS de las hembras
con la temperatura media del agua usando medias mensuales. En estos andlisis,
los valores de una variable son correlacionados con los valores de la otra variable
a diferentes retardos (meses).

Para la obtencién de la temperatura superficial del agua (SST) se utiliz6 el pro-
ducto Atlantic-Iberian Biscay Irish-Ocean Physics Reanalysis (2002-2011) propor-
cionado por el Servicio de Monitorizacién Marina Copernicus (marine.copernicus.
eu), un reandlisis de datos SST in situ de imagenes satélite (AVHRR ! y alta reso-
lucién Multi-satélite) con una resolucién espacial de 1/12°. La temperatura media
mensual se calculé a partir del promedio de los valores de temperatura de 8 pun-

tos distribuidos homogéneamente sobre el area de estudio.

4.2.3. Ciclo de cria

En el medio natural se evaluaron mensualmente los cambios en la proporcién
de hembras ovigeras y del estado de desarrollo embrionario de las puestas de
huevos en los ejemplaras capturados en el medio natural. Las puestas de hue-
vos fueron clasificadas segtin el estado de desarrollo embrionario de acuerdo a
criterios macroscépicos (coloraciéon) y microscopicos (desarrollo del embrién y
ocupacion del vitelo). Para caracterizar los estados de desarrollo embrionario, las
muestras de huevos fueron examinadas y fotografiadas con una cdmara digital
Nikon DXM 1200 acoplada al microscopio estereoscépico Nikon SMZ 1500, y con
un andlisis de imagen (NIS Elements de Nikon) se determiné el didmetro medio
(D), mayor y menor de 30 huevos. El volumen del huevo (V) se obtuvo con la fér-
mula del volumen del elipsoide oblato,V = - d% -d> /6, donde d; es el didmetro
medio menor y d es el mayor (Turner y Lawrence, 1979). Las diferencias entre
las caracteristicas biométricas de los huevos entre estados de desarrollo fueron
analizadas mediante un anélisis de la varianza (ANOVA).

Para estudiar el ciclo de cria en cautividad, se analizaron mensualmente los
cambios en la proporcién de hembras ovigeras, el nimero de desoves por hem-
bra y el nimero de puestas eclosionadas. Ademads se evalu¢ el efecto de la talla
en el comienzo del ciclo cria y en el nimero de puestas de cada hembra con el

coeficiente de correlacion de Pearson.

1 Advanced Very High Resolution Radiometer

53


http://marine.copernicus.eu/
http://marine.copernicus.eu/

Capitulo 4

4.2.4. Duracién del periodo de incubacién

Los modelos aplicados en el estudio de la duracién del periodo de incubacién
en crustdceos son muy diversos e incluyen modelos hiperbélicos, potenciales y
exponenciales, donde el niimero de pardmetros puede variar entre 2 y 3 (Tabla
4.1).

Tabla 4.1. Modelos de duracién de la fase embrionaria ajustados a los datos de duracién (D) y tem-
peratura (T) de los periodos de incubacién de S. arctus obtenidos en cultivo. 4, b y @ son pardmetros
de los modelos

Modelo Ecuaciéon Fuente

Réaumur D =a/(T —a) Ttoetal (1980)
Bélehrddek D = a(T —)® Mclaren et al. (1969)
Heip D=aT? Heip (1974)

Tauti D = aetT Tauti y Higurashi (1925)
Arrhenius D = ae™?W/T)  Guerrero et al. (1994)

Donde 4, b y @ son constantes ajustadas; D es el tiempo de desarrollo (dias)
y T es la temperatura media (°C). La constante a, se denomina ‘cero biolégico’
y representa el valor umbral de temperatura para el desarrollo embrionario de
la especie (Mclaren et al., 1969). Para cada desarrollo, T fue obtenida a partir de
la temperatura efectiva acumulada, calculada como la suma de las temperaturas
medias diarias registradas. Las funciones mostradas en la tabla 4.1 se ajustaron al
conjunto de los datos de 47 periodos de incubacion. Los ajustes de los modelos de
duracién de la fase embrionaria fueron realizados mediante minimos cuadrados
no lineales generalizados mediante la funcién gnls del paquete estadistico nlme
de R.

El proceso de seleccion de modelos de duraciéon del periodo de incubacién
fue evaluado siguiendo el criterio de Akaike (A/C; Akaike, 1974) y el criterio Ba-
yesiano (BIC; Schwarz, 1978). Los valores absolutos de /C; para cada modelo :
por si solos carecen de importancia porque son dificiles de interpretar. Son las
diferencias relativas entre los /C; (A;) de los diferentes modelos, las que permiten
clasificar los diferentes modelos y favorecer una mejor interpretacién de la plau-
sibilidad de los modelos. La realizacion de una ponderacién de estas diferencias
relativas es 1til, ya que como los valores obtenidos oscilan entre 0 y 1, pueden
considerarse como un porcentaje de acierto al seleccionar el modelo que posee
el mejor /C; de entre los posibles candidatos (Burnham, K.P. y Anderson, 2002,
2004):
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ICy, = exp(=0.5A;/ (ZRexp(-0.5A;))

Segun el criterio que se esté utilizando, el minimo /C; utilizado es el AIC
(o BIC) mas bajo de los R modelos que se estan examinando. El /C, es el valor
ponderado estimado.

4.2.5. Numero de puestas anual

Finalmente se propone un escenario para comprobar la capacidad reproduc-
tiva (nimero de puestas posibles) de una hembra de S.arctus y el rango de dura-
cién del periodo de incubacién en el medio natural. Con este propésito, se utiliza
el modelo de duracién del periodo de incubacién seleccionado para determinar
que fraccién del periodo de incubacién tiene lugar cada dia a una temperatura
dada. Posteriormente, mediante un proceso iterativo de suma acumulada hacia
adelante se calcula el nimero de dias necesarios para completar un desarrollo
embrionario para una puesta recién desovada tipo para cada dia. Los datos de
temperatura diaria utilizada se corresponden con una zona préxima al area obje-
to de estudio de esta tesis durante los afios 2008 y 2009 (coordenadas 43° 23.11"
N 8° 24.63" O, datum WGS84; fuente: Aquarium Finisterrae). Como inicio del ci-
clo de cria para cada afio se utiliz6 la fecha promedio del primer desove de las
hembras en laboratorio. Ademads se muestran los posibles acoplamientos entre la
eclosién de las puestas de huevos con la disponibilidad de alimento mediante la
representacion de la produccién secundaria (mesozooplancton >200 um, fuente:
IEO; Coordenadas 43° 25.3 N, 8° 26.2 O).

Por otro lado, se estim6 el nimero de puestas anual en base al porcentaje
mensual de hembras ovigeras (N,,) desde Febrero de 2008 hasta Enero de 2009, la
duracién mensual estimada del periodo de incubacién a partir de la temperatura
media mensual del agua (D,,), y un nimero medio de dias para cada mes m
segun Fischer y Thatje (2008):

1
% N, 304
Npuesms anual = D
m
m=1

4.2.6. Talla de madurez sexual

Para la estimacion de talla de madurez se ha utilizado como referenciala LC y
se han utilizado las relaciones de conversion determinadas en el Capitulo 3 para

realizar comparaciones con las estimas obtenidas con otros trabajos.
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4.2.6.1. Machos

En las langostas espinosas y escilaridas macho no es posible la determinacién
de la madurez sexual por la presencia de caracteres sexuales secundarios o por el
aspecto macroscépico de los testiculos (Aiken y Waddy, 1980; Chubb, 2000).

Para determinar la talla a la cual los machos alcanzan la madurez sexual se
utiliz6 la regresion lineal segmentada en la relacién log LC x log PG. La regresion
lineal segmentada tiene como objetivo cuantificar un cambio abrupto en la rela-
cion lineal entre la variable respuesta y las variables predictoras. En este caso, un
punto ruptura en la relacién alométrica entre el incremento de log LC y el aumen-
to de log PG. Este punto de ruptura es considerado como indicativo de la talla de
madurez sexual fisioldgica (Goiii et al., 2003).

Para la determinacién de la regresion lineal segmentada se utiliz6 el paque-
te segmented (Muggeo, 2008). Este paquete estadistico permite la estimacién del
punto de ruptura mediante un algoritmo que realiza un ajuste iterativo de las
regresiones lineales a partir de un valor o valores iniciales. Este proceso de ajus-
te iterativo se basa en la minimizacién de un pardmetro "brecha", que mide la
distancia entre las lineas de regresién a ambos lados de un punto de ruptura. El
algoritmo converge cuando el parametro "brecha" se aproxima a cero, minimizan-
do el error estdndar de la estimacién del punto de ruptura (Muggeo, 2003). Para
establecer el valor inicial se utilizé un ajuste iterativo de relaciones lineales par-
ciales para cada posible punto de ruptura dentro del intervalo de datos (Crawley,
2007). Para determinar el mejor modelo ajustado, que se corresponde con el punto
de ruptura (valor inicial), se utiliz6 el criterio de selecciéon de Akaike (1974).

Para evaluar la existencia de un punto de ruptura se utiliz6 la prueba de Da-
vies, que prueba la hipétesis de igualdad entre las pendientes de las lineas de
regresion a ambos lados de un punto de ruptura (Davies, 2002). Los puntos de
ruptura con un valor de |¢| asociado al parametro "brecha"<2 se consideraron es-
timaciones fiables de la talla de madurez fisiol6gica (Muggeo, 2008).

La presencia de espematéforos fue estudiada en los machos mds pequefios
(<24 mm LC) mediante el examen del conducto deferente bajo el microscopio.

4.2.6.2. Hembras

Para determinar cuando tiene lugar la madurez sexual morfolégica se estimé
la talla a la que aparecen cambios alométricos en la capacidad del abdomen (AA)

respecto a LC entre sexos (Capitulo 3), mediante la determinacién del punto de
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corte entre las relaciones ajustadas por minimos cuadrados (George y Morgan,
1979). Ademads, se evalud6 la presencia de quelas en el 5° par de pereiépodos,
considerado en algunos escildridos como un caracter sexual secundario en las

hembras.

Para estimar la talla de madurez sexual fisioldgica en hembras se aplicaron
dos criterios. El primer criterio utilizado es el aspecto macroscépico de los ovario.
Para esto, se ajust6 un modelo lineal generalizado (GLM), asumiendo una distri-
bucién de error binomial (funcién vinculo logit) y estableciendo como variable
respuesta binaria la presencia de hembras maduras/inmaduras (1/0) respecto a
LC durante el periodo reproductivo. Las hembras fueron consideradas inmadu-
ras cuando presentaron ovarios en estado P1 y maduras cuando éstas presentaron
ovarios en estado P3 o superior, o portaban puestas de huevos. El modelo final

obtenido para evaluar la proporcién de hembras maduras fue el siguiente:

e’

T 1+em

logit(M;) = m; = etotarCL

[

Donde M ; es la probabilidad de una hembra estar madura; y a9, 21 son paré-
metros del modelo. A partir de este modelo se estim la talla a la que el 50 % y
95 % de las hembras alcanzan la madurez sexual (LC50 y LC95).

El segundo criterio que se utiliza como estima de la talla de madurez sexual
fisiolégica es el punto de ruptura en la relacién Log PG x Log LC, obtenido me-
diante el ajuste de una regresion lineal segmentada, método que ha sido descrito

previamente.

Para determinar la talla de madurez funcional se ajusté6 un GLM con distri-
bucién binomial (funcién vinculo logit) y estableciendo como variable respuesta
binaria la presencia de hembras maduras/inmaduras (1/0) respecto a LC duran-
te los meses de mayores proporciones de hembras ovigeras. Las hembras fueron
consideradas maduras si estaban ovadas o presentaban restos de huevos de una
puesta anterior o esperma en el abdomen, e inmaduras si no estaban ovadas. Ade-
mas, se evalué la presencia de sedas ovigeras en los pleépodos como indicador

externo de madurez sexual funcional.
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4.3. Resultados

4.3.1. Ciclo gonadal

En base a las caracteristicas macroscépicas del ovario se definieron cinco esta-
dos de desarrollo ovérico. Para cada estado se determiné el tamafio de los ovoci-
tos y el IGS. Estos estados de desarrollo fueron agrupados en funcién del estado

de madurez (inmaduro, maduro) y el grado de desarrollo de los ovarios maduros.

.-"" T s S b K C

Fig. 4.1. Aspecto macroscépico del ovario segtin el estado de desarrollo en las hembras de S. arctus:
(a) ovario inmaduro, (b) ovario maduro desovado/reposo, (c) ovario en maduracién intermedia, y
(d) ovario preparado para el desove

Estado P1: Ovario inmaduro

EL ovario es delgado, translicido y sin pigmentacion (Fig. 4.1a). Los 16bulos
tienen forma de barras y se encuentran extendidos ocupando una pequefia parte
de la cavidad cefalotorécica. El examen microscépico mostré que los ovarios in-
maduros analizados contienen pequefios ovocitos con un citoplasma claro y un
nucleo visible. Los didmetros de los ovocitos oscilaron entre 66 y 101 pm, pero el
tamafio modal fue de 82 pm (IC 95 %: 76-98 pm). Los ovarios inmaduros mostra-
ron un IGS medio del 0.34 + 0.14 % (+ DT) (Tabla 4.2).

Estado P2: Ovario desovado o en estado de reposo

El ovario tras el desove tiene externamente una coloraciéon crema (RAL® 1002),
un aspecto fladcido y una morfologia arrugada, e internamente, un aspecto acuo-
so (Fig. 4.1b). Durante el descanso reproductivo los 16bulos del ovario recuperan
una mayor firmeza y adquieren una coloracién blanquecina (RAL® 1013). En al-
gunos ovarios pueden encontrarse unos pocos ovocitos desarrollados de forma

residual. Los ovocitos en este estado tuvieron un tamafio de entre 78 y 189 pm, y
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un tamano modal de 109 pm (IC 95 %: 105-113 pm). Una vez realizado el desove
el IGS oscil6 entre el 0.39 % y el 1.71 % (Tabla 4.2).

Estado P3: Ovario en estado de maduracion inicial

El ovario comienza a incrementar su tamafio y adquirir una coloracién cre-
ma/amarillo (RAL® 1002/RAL® 1018). El ovario en este estado contiene ovoci-
tos inmaduros y en desarrollo. Los ovocitos en desarrollo son transldcidos, lo que
permite que todavia se distinga el nticleo. Las medidas de los ovocitos oscilaron
entre 86 y 214 um, con un tamafio modal de 123 ym (IC 95 %: 114-134 pm). El
valor medio del IGS al inicio de la maduracién del ovario fue del 0.73 + 0.17 % (=
DT)(Tabla 4.2).

Estado P4: Ovario en estado maduracion intermedia

El ovario esta hinchado en toda su longitud, pero no amontonado (Fig. 4.1c).
El color del ovario es amarillo/naranja (RAL® 1018/RAL® 1028). En esta etapa
se encuentra ocupando el 50 % de la cavidad cefalotoracica. La opacidad de los
ovocitos en este estado no permite que se diferencie el nticleo. Las medidas de
los ovocitos oscilaron entre 104 y 379 pm, pero el tamafio modal fue de 237 ym
(IC 95 %: 218-257 pm). Durante este estado de maduracién el IGS oscil6 entre el
0.68 % y el 6.30 % (Tabla 4.2).

Estado P5: Ovario en estado de maduracion final o desove

El ovario se encuentra hinchado y formando pliegues, ocupando todo el es-
pacio disponible en la cavidad cefalotorécica (Fig. 4.1d). La coloracion del ovario
es naranja brillante (RAL® 1028), aunque en ocasiones puede presentar una co-
loracién naranja oscuro (RAL® 2000). Los ovocitos maduros, claramente visibles
individualmente, son opacos y estin completamente rellenos de vitelo. El tamafio
de los ovocitos medidos oscil6 entre las 227 y 407 pm, y mostré un valor modal
de 341 pm (IC 95 %: 329-355 pm). En este estado el IGS medio fue de 5.40 + 1.45 %
(= DT), aunque ante un inminente desove se alcanz6 un IGS maximo del 8.23 %
(Tabla 4.2).
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Tabla 4.2. Clasificacién de los estados de desarrollo del ovario en base al indice gonadosomatico
(IGS, %).

Desarrollo del ovario 1GS
M (DT) Rango N
Inmaduro P1 0.34(0.14) 0.14-0.60 12
Maduro  Desovado/Reposo P2 0.73(0.17) 0.39-1.71 142
Inicio P3 1.18 (0.45) 0.48-2.97 308
Intermedio P4 237 (1.05) 0.68-6.30 358

Final o desove P5 5.40(1.45) 1.61-823 491

Desde Febrero hasta Mayo de 2008 las hembras mostraron una elevada pro-
porcién (>50 %) de ovarios preparados para el desove (Fig. 4.2) y un IGS superior
al 3.6 % (Fig. 4.3). Durante los meses siguientes, se produjo un notable aumento
de la proporcién de ovarios en estado P2 entre los meses de Julio y Noviembre
(>13.1 %) y un descenso del IGS a valores inferiores al 2 %, que indican la presen-
cia de un descanso gonadal al final del ciclo reproductivo de 2008.

Durante este periodo de descanso gonadal, la mayor proporciéon de hembras
con ovarios en P2 tuvo lugar en Septiembre (58.1 %), coincidiendo con la menor
proporcién de hembras (6.2 %) con ovarios en estado avanzado de maduraciéon
(Fig. 4.2). A continuacién de este periodo, comenz6 a aumentar el nimero de
hembras con ovarios preparados para el desove (estado P5), hasta alcanzar entre
los meses de Diciembre de 2008 y Mayo de 2009 proporciones >36.2 % y valores
de IGS >3.8 %. En ambos afios, durante los meses con altas proporciones de hem-
bras con ovarios en proceso de maduracién (estados P3 a P5), el IGS mostro tres
descensos en los meses de Febrero, Abril y en Junio-Julio, que pueden correspon-
der con los principales eventos de desove (Fig. 4.3).
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Fig. 4.2. Proporcién mensual de hembras con ovarios en diferentes estados de maduracién desde
Enero 2008 a Junio 2009. Encima de cada barra se muestra el ntiimero de hembras (N)
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Fig. 4.3. Indice gonadosomatico medio (IGS) y temperatura superficial del agua (SST) desde Febre-
ro 2008 a Junio 2009. Las puntos con relleno negro unidos con una linea continua representan el
IGS de hembras y con una linea discontinua el de los machos (eje izquierdo). Las barras de error re-
presentan el intervalo de confianza al 95 %. Los puntos grises sin relleno representan la SST media
(eje derecho).

61



Capitulo 4

La relacion entre el IGS en hembras y SST mostré un patrén inverso entre am-
bas variables (Fig. 4.3). El anélisis de la correlacion cruzada indica que el descenso
del IGS en hembras se inicia un mes después que ha tenido lugar un aumento de
la temperatura del agua (7, (1) =-0.81, P<0.05). Mientras que con un desfase de
5 meses entre este aumento de temperatura (7, 5) =0.741, P<0.05), se produce un
aumento del IGS en las hembras. El andlisis de la relacion entre el IGS hembras y
IGS machos fue positiva y significativa, mostrando un retardo de un mes (7. (-1
=0.75, P<0.05).

4.3.2. Ciclo de cria

Se determinaron tres estados de desarrollo en las puestas de huevos: estado A,
constituido por huevos de color amarillo anaranjado (RAL® 1028), con el vitelo
ocupando la mayor parte del volumen (>80 %); estado B, de color naranja (RAL®
2000) con manchas oculares visibles y apéndices bien definidos, el vitelo ocupa
sobre el 50 %; y estado C, caracterizado por huevos de color marrén (RAL® 8001)
con larvas bien desarrolladas, donde el vitelo ocupa menos de 10 % o estd ausente
(Fig. 4.4).

Fig. 4.4. Aspecto macroscépico de las puestas de huevos segtin el estado de desarrollo: De izquierda
a derecha, una hembra con puesta de huevos en estado A, en estado B y en estado C.
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El tamafio de los huevos se increment6 significativamente entre cada estados
de desarrollo (P<0.001; Tabla 4.3). El volumen de los huevos aumenté desde 542.8
+59.2.10* um? (M + DT) en estado A hasta los 674.9 + 83.4 -10* yum? en un estado
C. Las puestas en estado B y C presentaron las mayores variaciones en el volumen
de los huevos, dentro de un rango de 468.9-833.2:10* ym? y de 532.2-879.7-10*
um?, respectivamente. El didmetro medio aument6 desde los 461.0 + 17.8 yum en
un estado A hasta los 493.3 + 21.4 um en un estado C.

Tabla 4.3. Caracteristicas de las puestas. Se indica el volumen estimado (V) y el didmetro medio
(D) de los huevos en cada estado de desarrollo, el valor de la prueba F y la significacion (F)

Desarrollo de los huevos

Tamano
Estado A Estado B Estado C F P
V (-10* pm3)
M+ DT 542.8 +59.28  604.6 +82.7° 6749 +83.4¢ 116.1 <0.001
Rango 402.1-693.7 468.9-833.2 532.2-879.7
D (um)
M+ DT 461.0 +17.80 4759 +21.5° 4933 +21.4° 89.72 <0.001
Rango 414.9-502.5 436.1-533.5 445.7-541.6
N 247 87 82

Las letras diferentes indican diferencias significativas.

El analisis de un total de 1406 hembras maduras en el medio natural, de las
cuales 894 correspondieron a hembras ovigeras (63.6 %) permitié definir la es-
tacionalidad del ciclo de cria. El mayor nimero de hembras capturadas fue en
Abril-Mayo en 2008 (142 + 11, M + DT) y Marzo-Abril en 2009 (185 + 26). Se cap-
turaron hembras ovadas précticamente en todo el periodo estudiado, salvo en el
mes de Octubre (Fig. 4.5). Teniendo en cuenta los dos afios de estudio, el periodo
principal de cria se situ6 entre los meses de Febrero a Agosto, periodo en el que el
porcentaje mensual de hembras ovadas fue superior al 50 %. En cada ciclo de cria
anual, las mayores proporciones de hembras ovadas se produjeron en el mes de
Abril en 2008 (93.3 %), mientras que en 2009 tuvieron lugar desde Marzo a Junio
(>87 %).

La presencia de una alta proporcién de puestas de huevos en estado A de
desarrollo embrionario (>40 %) permite identificar un prolongado periodo de deso-
ve entre los meses de Febrero y Julio (Fig. 4.6). El principal periodo de liberacién
de larvas al medio tuvo lugar entre los meses de Marzo y Septiembre, meses en los
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que se encontré una elevado ntimero y proporcion de hembras ovadas con pues-
tas préximas a eclosionar. Durante este periodo, la mayor proporcion de puestas
con huevos a punto de eclosionar en 2008, se alcanz6 durante los meses de Ma-
yo y Agosto (31.4 % y 30.4 %, respectivamente), mientras que en 2009, tuvo lugar
en Mayo (26.1 %). El 83.1 % de las hembras con puestas de huevos a punto de
eclosionar (Estado C) presentaron ovarios preparados para el desove (P5), indi-
cando que la maduracién del ovario en S. arctus estd sincronizada con el periodo
de incubacién.

100 60 57 150 134 110 90 82 82 47 37 100 58 166 203 26 4 N
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Fig. 4.5. Variacién mensual de la proporcién de hembras ovadas de S. arctus desde Febrero 2008 a
Junio 2009. Encima de cada barra se muestra el nimero total de hembras reproductoras (N)
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Fig. 4.6. Variacién mensual de la proporcién de puestas de huevos en diferentes estados de desa-
rrollo embrionario desde Febrero 2008 a Junio 2009. Encima de cada barra se muestra el niimero
total de hembras ovigeras (N)

De las 50 hembras de S. arctus, un 72 % realizaron una muda en laboratorio en-
tre los meses de Agosto a Noviembre (fecha promedio: 29-09-2010, DT=27 dias).
La duracién media desde la muda hasta la primera puesta del nuevo ciclo repro-
ductivo fue de 170 + 77 dias (M + DT, N=36). La duracién de este periodo no
estuvo correlacionado a la talla de los individuos (Coeficiente de correlaciéon de
Pearson=0.18, P=0.41).

Durante este estudio, 48 hembras realizaron un total de 64 desoves durante el
periodo reproductivo anual. Las hembras realizaron los desoves principalmente
por lanoche. Algunas de las hembras, tras los desoves, mostraron restos de esper-
ma en avanzado estado de degradacion junto a la base del 5° par de pereiépodos
durante el examen diario de los ejemplares. La mayor parte de estas hembras
(72 %) realizaron una primer desove, el 23 % un 2° desove y s6lo el 5% realiza-
ron un 3% desove. Dos hembras que no llegaron a realizar ningtn desove, pre-
sentaron una reabsorcién de la génada, que se caracteriz6 externamente por una
coloracién amarillenta del musculo del abdomen. El niimero de puestas no de-
pendié del tamafio de los individuos (Coeficiente de correlacién de Pearson=0.24,
P=0.16).
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Fig. 4.7. Nimero de hembras que desovaron en cautividad. Cada barra indica el ntimero de hem-
bras que desovaron en cada mes del afio, agrupadas en el caso de puestas sucesivas, segtin el orden
de la secuencia (1%, 2% y 3° puesta).

Durante el periodo reproductivo se pudieron identificar 3 periodos de pues-
ta con una mayor proporciéon de desoves. Un 1¢" periodo de puesta en enero,
donde el 38 % de las hembras reproductoras realizaron un 1¢ desove; el 2° pe-
riodo en Marzo, mes en el que se produjo el solapamiento de 1°° y 2°° desoves
(20% de las hembras); y un 3°" maximo en los meses de mayo-junio en el que
se solaparon 1%, 2% y 3% puestas (25 % de las hembras, Fig. 4.7). La produccién
continua de desoves sucesivos dio lugar a que la proporcién de hembras ovadas
fuera superior al 50 % durante la mayor parte de los meses (Enero-Junio) del ciclo
reproductivo anual observado (Fig. 4.8).

Los eventos de eclosion de las puestas de huevos tuvieron lugar durante la no-
che y fueron de corta duracién (horas). La distribucién mensual de las hembras
con puestas de huevos eclosionando permitié identificar tres periodos importan-
tes de liberacién de larvas al medio durante el ciclo reproductivo (Fig. 4.9). Un 1¢"
periodo tuvo lugar en Marzo, en el que eclosionaron un 40 % de las puestas de
huevos y otros dos posteriores, en Mayo (27 %) y Julio (25 %). El ntimero de dias
entre la eclosién de una puesta y una nueva ovoposicion para una misma hembra
oscil6 entre 1 y 13 dias, con una media de 2.8 + 2.6 dias.
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Fig. 4.8. Variacién mensual del porcentaje de hembras ovadas en cultivo. Las barras de color gris
oscuro indica el porcentaje de hembras ovigeras y en gris claro el porcentaje de hembras sin huevos
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Fig. 4.9. Porcentaje mensual de hembras con puestas de huevos que completaron la fase embriona-

ria y eclosionaron, liberando las larvas al medio durante el ciclo reproductivo en cautividad. Las
flechas indican los principales eventos de produccién de larvas
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4.3.3. Duracién del periodo de incubacién

Tanto los valores de A/C como BIC indican el modelo de Réaumur como la
funcién que mejor se ajusta al conjunto de datos (Tabla 4.4). Ademas, las dife-
rencias con los otros modelos examinados son considerables, como muestran las
altas proporciones de AIC y BIC ponderados (72 % y 88 % de probabilidad de
ser el mejor modelo evaluado, respectivamente). El modelo de Arrhenius y el de
Bélehrddek fueron los siguientes modelos con un mejor ajuste. Sin embargo, es-
te altimo recibié una mayor penalizacién debido a la estimaciéon del pardmetro
adicional 4. En comparacién al modelo de Bélehradek, la funcién de Réaumur se
trata de una ecuacién simplificada, en la que el pardmetro 5 toma como valor 1.
Finalmente, los modelos con peor ajuste fueron el de Heip y el de Tauti.

Tabla 4.4. Pardmetros estimados de los modelos ajustados la duracién del desarrollo embrionario
(valor + ET). Se muestran el valor de AIC, BIC y sus valores ponderados

Modelo Paramet‘:s . . R® AIC AICp BIC BICp
Réaumur 327.44 + 6.05 891+0.10 0985 158.6 7.2.107 1645 8.8-107
Arthenius 45102 -37.20 + 0.66 0985 1595 3.9-10% 1654 3.9-107
Bélehridek  265.23 + 18.87 -0.92 £ 0.26 936+155 0985 160.5 2.8101 1684 1.2:107
Heip 46153.90 + 5.73-10°  -2.49 + 4.6:1072 0984 1635 08107 1694 0.8-10!
Tauti 659.82 + 32.24 -0.16 £ 0.17 0981 1706 25103 1765 25103

La duracién del periodo de incubacién disminuyé exponencialmente al au-
mentar la temperatura, situdndose en un rango de 80-33 dias, para unas tempe-
raturas de 13°C y 18°C, respectivamente (Fig. 4.10). El significado biolégico de la
ecuacion de Réaumur se encuentra en el pardmetro a, que supone un valor um-
bral de temperatura para el desarrollo embrionario. El valor obtenido de a para
S. arctus fue 8.91 °C (IC 95 %= 8.81-9.01 °C).

4.3.4. Numero de puestas anual

El escenario utilizado para la estimacién de la duracién de los periodos de in-
cubacién para la costa atlantica permitid, a partir del modelo de Réaumur, com-
probar e identificar, al igual que en el estudio en cautividad, la capacidad de
realizar hasta tres desoves durante un ciclo reproductivo anual (Fig. 4.11). Esta
estimacién coincide con el nimero de puestas anual estimado que puede llegar a
realizar S. arctus en el Atantico NE de 3.3 puestas por hembra.

La variacién de la temperatura del agua entre periodos gener6 importantes

variaciones en la distribucién temporal del ciclo de cria por su efecto en las dura-
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Fig. 4.10. Curva estimada a partir de la funcién de Réaumur para la duracién del desarrollo embrio-
nario en S. arctus en funcién de la temperatura. El area sombreada indica el intervalo de confianza
al 95% obtenido mediante remuestreo aleatorio. Los puntos son las duraciones obtenidas en el
laboratorio
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Fig. 4.11. Escenarios propuestos para determinar la capacidad de una hembra de S. arctus de reali-
zar varios desoves durante los ciclos reproductivos de 2008 y 2009. Los puntos grises representan
el nimero de dias de incubacién predichos a partir de la ecuacién de Réaumur para cada desove.
Se indican las fecha media de muda y del primer desove (lineas verticales discontinuas grises) y
su intervalo de confianza al 95 % (barras grises) en cultivo. Como inicio del ciclo de cria se esta-
blecié como referencia la fecha media del primer desove. Los periodos de incubacién estimados se
indican mediante segmentos horizontales y los intervalos entre puestas (2.8 dias) mediante barras
con lineas diagonales. También se muestra la estima de la extensién del desarrollo ovérico de la
primera puesta. La biomasa de produccién secundaria (mesozooplancton, mg-m™3; puntos verdes)
y la temperatura del agua (°C; linea continua negra) se indican en el eje de ordenadas derecho

ciones de los periodos de incubacién. Asi, la duracién del periodo de incubacién
de las puestas de huevos en 2008 oscil6 entre los 42-76 dias (verano- invierno),
mientras que en 2009 estuvieron entre 35-91 dias. Por otra parte, las variaciones
en la temperatura del agua y la biomasa de mesozooplancton entre los dos afios
de estudio, provocan que en el escenario propuesto se observen desacoples entre
los periodos de eclosiéon de los huevos y la presencia de alimento para las larvas
recién eclosionadas (Fig. 4.11).

4.3.5. Talla de Madurez sexual

La hembra ovigera mas pequefia muestreada midi6 24.35 mm LC y sus ova-

rios estaban preparados para un nuevo desove (estado P5), mientras que la hem-
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Fig. 4.12. Proporcién de hembras con ovarios maduros respecto a la longitud del cefalotérax (LC).
La linea gris representa el ajuste del GLM binomial y el sombreado el intervalo de confianza al
95 % de confianza. Las lineas negras verticales en la parte superior e inferior indican el niimero de
langostas maduras o inmaduras para cada talla

bra més pequefia con ovarios maduros midi6é 21.9 mm LC.

Todas las hembras capturadas presentaron pinzas desarrolladas en el dactilo
del 5° par de pereiépodos, indicando que este cardcter aparece a tallas menores
de 19.37 mm LC (talla minima de las hembras capturadas). La talla de madurez
morfoldgica estimada, en base a la aparicién de cambios alométricos en la ampli-
tud del abdomen de las hembras, fue de 16.55 mm LC (IC95 %=16.26-16.84 mm
LC).

En base a los caracteres macroscépicos del ovario, la madurez fisioldgica esti-
mada como LC50 se alcanz6 a los 23.29 mm (IC95 %=22.66-24.37 mm) y la LC95 a
los 25.85 mm (IC95 %=25.03-27.09 mm) durante el periodo reproductivo (Diciembre-
Agosto)(Fig. 4.12). Los pardmetros del modelo resultante fueron: z¢=-26.79 + 6.58
(= ET), a1=-1.15 £ 0.27.

El analisis de la relacién Log PG con Log LC en 1319 hembras (rango de tallas:
19.37-47.90 mm) permiti6 identificar dos grupos con diferente tasa de crecimiento
de los ovarios (prueba de Davies, P<0.001; Fig. 4.13). El punto de ruptura estima-
do entre ambas rectas se consider6 como la talla de madurez sexual fisioldgica, y
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Fig. 4.13. Relacion Log PG con Log LC para machos (arriba) y hembras (abajo) de S. arctus. La linea
s6lida muestra las regresiones segmentadas ajustadas entorno al punto de ruptura estimado en
machos y hembras (BP). Las dreas sombreadas indican el intervalo de confianza al 95 %.

fue 25.71 mm LC (IC95 %: 24.34-27.17 mm LC).

En los machos, el andlisis de la relacién Log PG con Log LC en 381 ejempla-
res (rango de tallas: 20.98-40.43 mm) también permiti6 identificar dos grupos con
diferente tasa de crecimiento de los testiculos (prueba de Davies, P<0.001; Fig.
4.13). La talla de madurez sexual fisiolégica estimada fue 25.79 mm LC (IC95 %:
24.09-27.63 mm LC). Sin embargo, todos los machos <24mm LC presentaron es-
permatoéforos en los conductos deferentes.

La madurez funcional no pudo ser determinada ya que el modelo no conver-
gi6. Los motivos fundamentales fueron posiblemente la escasa captura de ejem-
plares de pequefio tamafio durante las épocas de mayor proporcion de hembras
ovigeras (Marzo-Mayo) y la presencia de hembras probablemente maduras, que
no pudieron ser clasificadas como maduras porque no mostraron ningtn signo

externo diferencial como la presencia de restos de huevos y espermatéforos. Ade-
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mas, la presencia de sedas ovigeras en los ple6podos no pudo ser utilizado como
criterio de madurez, ya que estuvo presente en todas las hembras muestreadas.

4.4. Discusion

44.1. Ciclo gonadal

Los cinco estados de desarrollo del ovario determinados en S. arctus fueron
equivalentes y presentaron caracteristicas macroscopicas similares (coloracién,
aspecto, ocupacién) a los descritos en otros escilaridos (Haddy et al., 2007; Jo-
nes, 2007; Radhakrishnan et al., 2007) y palintridos (Aiken y Waddy, 1980; Chang
et al., 2007).

La comparacién de los estados descritos con un estudio histolégico previo de
los ovarios realizado por Vilotte (1982) permiti6 ver una correspondencia con las
fases de maduracién de los ovocitos en el interior de los ovarios, en funcién de
su tamafio y aspecto. El proceso de maduracién del ovario tiene lugar en dos fa-
ses, una primera fase de proliferacién y crecimiento de ovocitos (estados P1-P2),
y continuacién, una segunda fase de vitelogénesis. La vitelogénesis, a su vez, se
divide en dos periodos, un primer periodo de vitelogénesis 1° (estado P3), en
el que tiene lugar la sintesis de vitelo de forma endégena; y un segundo perio-
do, vitelogénesis 2° (estados P4-P5), en el que los ovocitos incorporan compues-
tos exégenos, principalmente lipoproteinas (Cau et al., 1988). La correlacién entre
ambeas clasificaciones sefiala que el aspecto macroscépico de los ovarios puede ser
utilizado como un indicador del desarrollo de los ovocitos dentro del ovario, in-
formacién que junto con la determinacién del IGS pueden permitir la realizaciéon
de evaluaciones mds rdpidas y precisas del estado de desarrollo.

El estudio del ciclo de maduracién gonadal permitié identificar un periodo
reproductivo continuo desde Diciembre a Junio en la costa atldntica. Este resulta-
do contrasta con el periodo reproductivo descrito en el NO Mediterrdneo, donde
S. arctus muestra dos eventos reproductivos diferenciados que tienen lugar en
Marzo y Julio-Agosto (Cau et al., 1988). La temperatura es uno de los principales
factores abidéticos que controlan la actividad reproductiva en los invertebrados
marinos y que podrian originar estas diferencias entre ambas regiones (Kinne,
1970). Esta constatado que la variacion de la temperatura del mar influye en la
duracién del ciclos gonadales en decdipodos marinos, acelerandolos a temperatu-

ras templadas o ralentizdndolos a temperaturas frias (Velazquez, 2003; Hamasaki
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et al., 2004). En los cangrejos braquiuros se ha observado como a lo largo de un
gradiente latitudinal, en el que se produce una importante variaciéon de tempera-
tura, ven modificadas la amplitud y la época de su periodo reproductivo (Fischer
y Thatje, 2008; Verisimo, 2015). Si bien es cierto que la temperatura influye en
la maduracién de los ovarios, este tinico efecto no permite explicar las diferen-
cias geograficas en el patron reproductivo de S. arctus. La temperatura también
tiene un importante efecto sobre la muda, un proceso que compite, desde el pun-
to de vista energético, con la reproduccién en los crustaceos decdpodos (Raviv
et al., 2008). La respuesta ante un incremento de temperatura en las langostas
palintridas y homaridas es aumentar la frecuencia de muda (Aiken, 1980). Asi,
un aumento de la frecuencia de muda en el Mediterrdneo debido a un mayor
temperatura en comparacién al Atlantico, podria provocar la concentraciéon de la
reproduccién en los dos periodos anteriormente mencionados. Esta hipétesis se
ve reforzada con las observaciones realizadas por Vilotte (1982) en hembras man-
tenidas en cautividad bajo condiciones de temperatura similares a las del medio
natural en el Mediterrdneo NO (rango: 10-20°C), en las que identifica dos perio-
dos de muda anual, un primero de Febrero a Mayo, y un segundo de Agosto a
Octubre. En cambio, las observaciones realizadas en la experiencia de cultivo en
este estudio indican la presencia de un tnico periodo de muda entre los meses
de Agosto a Noviembre. Este periodo de muda también explicaria el descanso
gonadal durante los meses de Septiembre y Noviembre en la naturaleza.

El tiempo medio necesario para realizar el primer desove desde la muda (170
dias) mostré una elevada variacién temporal (>40 %). En algunas langostas pali-
nuridas se ha observado que las hembras mas grandes pueden comenzar el ciclo
de cria antes que las hembras més pequefas (Juinio, 1987; Plaut, 1993; Chang et
al., 2007). Sin embargo, en este estudio no se detect6 la influencia de la talla en el
inicio del ciclo de cria en cautividad, aunque hay que tener en cuenta que en esta
experiencia se utilizé un estrecho rango de tallas, dada la dificultad de obtener
ejemplares en el medio natural.

El anélisis de la proporcién de hembras ovigeras, el estado de maduracion del
ovario y el IGS permitié determinar que las hembras pueden desovar varias ve-
ces durante un periodo reproductivo anual. La evolucién del IGS medio durante
el periodo de estudio sefiala ademds, la existencia de hasta tres principales pe-
riodos de desove. Estos periodos de desove tendrian lugar en Febrero, en Abril
y en Junio. Por otra parte, los datos obtenidos respecto al estado de desarrollo
de las puestas y los ovarios de hembras ovadas muestran que la eclosién de los
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huevos y la realizaciéon de un nuevo desove esta sincronizado. Es decir, que tras
la eclosién de la puesta puede producirse de forma inmediata un nuevo desove.
Esta sincronizacién entre la maduracién de los ovarios y el desarrollo embrio-
nario también estd presente en otros decdpodos que habitan ambientes costeros
(Norman y Jones, 1993; Gonzalez-Gurriaran et al., 1996; Siegel et al., 2008).

4.4.2. Ciclo de cria

El ciclo de cria en cultivo comenz6 con los primeros desoves en Enero y al-
canz6 una amplitud de 8 meses, mostrando un patrén temporal en la proporciéon
de hembras ovigeras similar al observado en los muestreos de campo. Durante
este periodo las hembras llegaron a producir hasta tres puestas sucesivas, con un
breve intervalo medio de tiempo entre puestas (2.8 dias), confirmando las obser-
vaciones realizadas en el medio natural. Asi, poco tiempo después de la eclosién
de las puestas se producirfa una nueva cépula durante la noche, e inmediata-
mente la extrusion de los huevos para su fecundacién. En otro escilarido, Thenus
orientalis, la cépula también tiene lugar durante la noche, y el desove durante las
6-8 horas siguientes (Radhakrishnan et al., 2007). La similitud entre ambas espe-
cies también se ve apoyada por la rdpida degradacién que muestran las masas
de espermatoéforos gelatinosas en las hembras de S. arctus, con una persistencia
mas similar a la determinada en Thenus spp. (<12 horas) (Jones, 2007), que a los
6-10 dias observados en Scyllarides latus (Spanier y Lavalli, 2006). La presencia de
estas masas de esperma externas y su rapida degradacién también sugiere que la
fecundacién en S. arctus ocurre externamente, al igual que sucede en otras lan-
gostas (Paterson, 1969; MacDiarmid, 1988; MacDiarmid y Kittaka, 2000; Aiken et
al., 2004).

En los crustaceos, el momento de la liberacion de las larvas estd sometido a un
control endégeno y generalmente se encuentra sincronizado con ciclos naturales
como el ciclo lunar, las mareas y el ciclo de luz (Forward, 1987). Las hembras de
S. arctus eclosionaron sus puestas durante la noche coincidiendo con condiciones
de oscuridad. Este patrén coincide con las observaciones realizadas en langostas
palintridas, que también liberan sus larvas durante la noche o en los momen-
tos previos al amanecer (MacDiarmid, 1985; Ziegler, 2007). No obstante, S. arctus
eclosiona toda la puesta en una noche, en lugar de seguir la estrategia que mues-
tran otras langostas, de repetir este proceso durante varios dias hasta la eclosién
total de la puesta (Ennis, 1973; Moller y Branford, 1979).
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Los resultados obtenidos reflejan la existencia de una estrategia reproductiva
en S. arctus, que se basa en la realizacion de varias puestas a lo largo del afio, y que
favorece la eclosion de las larvas en diferentes épocas, principalmente durante la
invierno-primavera (Febrero-Marzo) y verano (Julio). Aunque no estdn claras las
causas que llevan a S. arctus a adoptar esta estrategia reproductora, la alta varia-
bilidad de la condiciones ambientales, tanto abiéticas (corrientes, temperatura,
fotoperiodo) como biéticas (disponibilidad de alimento), que dominan en la zo-
na de estudio, pueden haber forzado la seleccién de este tipo de estrategia. Esta
estrategia también es compartida con otros crustdceos decapodos presentes en
la misma regién como son Maja brachydactyla (Gonzalez-Gurriaran, 1985), Pisidia
longicornis (Sampedro et al., 1997) y Necora puber (Gonzalez-Gurriarén et al., 1998).

4.4.3. Duracién del periodo de incubacién

La temperatura es el principal factor que determina la duracién y el éxito del
desarrollo de los huevos en los decdpodos marinos (Wear, 1974). La temperatura
tuvo un efecto claro en la duracién del periodo de incubacién de los huevos en
S. arctus, disminuyendo con el aumento de la temperatura. A diferencia de otros
trabajos, en los que utilizan varias temperaturas fijas para evaluar el efecto de
este pardmetro sobre el periodo de incubacién (Hamasaki, 2003; Sachlikidis et
al., 2010; Van den Brink et al., 2011), este estudio permitié comprobar que con
este objetivo, pueden utilizarse datos de duraciones de puestas sometidas a una

variacion natural de temperatura y obtener buenos ajustes.

Los resultados del ajuste de los cinco modelos propuestos mostraron pocas di-
ferencias en los valores de AIC y BIC calculados, aunque la funcién de Réaumur
resultd ser la que mejor ajustoé los datos. Hamasaki (2003) obtuvo resultados simi-
lares cuando analiz6 que funcién era la mas adecuada para estimar el momento
de la eclosion de las larvas en Scylla serrata. El valor umbral de temperatura ()
estimado a partir de la funcién de Réaumur es de gran interés porque podria
ayudar a definir la distribucién geogréfica potencial de esta especie, de acuerdo
a un criterio de minima temperatura necesaria para la viabilidad del desarrollo
embrionario (Hamasaki, 2003), asi como la realizacién de predicciones sobre los
cambios que se puedan producir en sus distribucién a consecuencia del cambio

climético.
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4.4.4. Numero de puestas anual

En la zona de estudio, el rango de temperatura del agua a lo largo del afio
y la presencia de una suficiente cantidad de alimento en el ecosistema bent6ni-
co generada por los eventos de afloramiento (Tenore et al., 1995) favorecen una
reproduccién continua en S. arctus. Estas caracteristicas ambientales apoyan el
resultado de la estima obtenida de 3.3 puestas anuales que puede llegar produ-
cir una hembra en el Atlantico NE. La realizacién de multiples puestas también
se ha observado en otros escilaridos como T. orientalis (Kagwade y Kabli, 1996),
Petrarctus rugosus (Kumar et al., 2009), Ibacus chacei e Ibacus peronii (Haddy et al.,
2005). Ademas, la capacidad de producir mas de una puesta durante la época
reproductiva anual es compartida con otros decdpodos también presentes en el
mismo habitat como son M. brachydactyla (Gonzélez-Gurriaran et al., 1993) y N.
puber (Gonzalez-Gurriaran, 1985).

La simulacion realizada para estimar la duracién del periodo de incubacién
en el medio natural revel6 que puede oscilar desde los 91 dias en invierno hasta
los 35 dias en verano. Por otra parte, esta simulacién muestra que el rango de
duracién del periodo de incubacién puede variar considerablemente entre afios
debido a fluctuaciones en la oscilacién anual de la temperatura del agua. Asi, una
disminucién en la temperatura media anual podria dilatar los periodos de incu-
bacién y reducir el niimero de puestas anual que puede realizar una hembra, y
lo contrario con un aumento de la temperatura. Ademads, estas variaciones pue-
den favorecer los acoplamientos o provocar desacoplamientos entre los eventos
de eclosion de las puestas y la disponibilidad de alimento en la columna de agua,
e influir en la tasa de supervivencia de las larvas (Calado y Leal, 2015). De esta
forma, la temperatura no sélo resulta un factor determinante en la duracién del
periodo de incubacién de las puestas, si no que puede ser un pardmetro clave en
la produccién de puestas, y tener consecuencias directas en el éxito reproductivo

anual en S. arctus.

La produccién de puestas en S. arctus también puede presentar variaciones a
lo largo de su distribucién geogréfica. Son varios los crustdceos decdpodos que
presentan variaciones en el nimero de puestasque producen, desde una a tres
puestas anuales, a lo largo de su distribucién latitudinal segtin un gradiente de
temperatura (Fischer y Thatje, 2008; Verisimo, 2015). S. arctus no s6lo presenta
una gran variabilidad latitudinal en su distribucién (11°N a 52°N), sino que se
encuentra distribuido en dos regiones como el Atlantico y el Mediterrdneo (Holt-
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huis, 1991; Quigley et al., 2010; Mufioz et al., 2012), con caracteristicas muy dife-
rentes, tanto de temperatura como de disponibilidad de alimento (Massuti et al.,
2004). Ambos factores también tienen un importante efecto sobre el crecimiento, y
en consecuencia, sobre la inversidon destinada a la reproduccién (Kanciruk, 1980;
Chittleborough, 1975, 1976). Por tanto, S. arctus podria presentar diferencias en
el nimero y épocas de muda, como se ha comentado previamente, y generar di-
ferencias espaciales en su estrategia reproductiva. De hecho, la presencia de dos
eventos de puesta diferenciados en el Mediterraneo podria ser indicativa de la
realizacion de dos puestas anuales y a la existencia de un importante periodo de
muda entre ambos eventos.

Los resultados obtenidos sobre la capacidad reproductiva y la duracién del
periodo de incubacién en S. arctus son importantes aspectos del ciclo vital que de-
ben ser considerados para el desarrollo de estrategias adecuadas para la gestion
de este recurso. Ademads de la importancia ecolégica y pesquera, poder predecir
la eclosién de los huevos a partir de la relaciéon de la duraciéon del periodo de
incubacién con la temperatura, también es de interés para el potencial cultivo de

esta especie.

4.4.5. Talla de madurez sexual

Respecto a la madurez sexual, en este estudio las hembras de S. arctus mos-
traron cambios en la capacidad del abdomen respecto a los machos a partir de los
16.55 mm LC. Esta talla fue acorde con que todas las hembras capturadas presen-
tasen pinzas en el 5° par de pereiépodos, indicando que este caracter debe apa-
recer en tallas inferiores a los 19.37 mm LC (talla minima de las hembras mues-
treadas). También coincide con las observaciones realizadas por Vilotte (1982), en
las que las hembras, de tallas comprendidas entre 8 y 18 mm de LC, todavia no
habian desarrollado completamente este ddctilo, encontrdndose reducido a una
pequefia protuberancia.

En base a caracteres macroscépicos del ovario, la madurez sexual de las hem-
bras tiene lugar a una talla de 23.29 mm LC (LC50). Si se compara con la talla a
la que aparecen cambios morfolégicos, se puede concluir que los cambios alomé-
tricos del abdomen o el desarrollo del déctilo, no son buenos indicadores de la
talla de madurez en S. arctus, dado que se producen a una talla muy inferior en
comparacion a la talla en que comienza la maduracion de los ovarios. La madu-

rez morfolégica también se alcanza a tallas inferiores que la madurez fisiolégica
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en otros escildridos, como en Thenus spp. (Jones, 2007), asi como en palintridos y
homaridos (Aiken y Waddy, 1980).

Generalmente, la LC50 es utilizada como valor de referencia para establecer la
talla minima de captura de la especie (MacDiarmid y Sainte-Marie, 2006). Sin em-
bargo, la LC95 estimada (25.85 mm LC) es un valor mds conservativo, dado que
permite asegurar que el 95 % de las hembras capturadas son maduras sexualmen-
te, y asi proteger un mayor porcentaje del potencial reproductivo de la poblacion.
Ademés, este tamafio puede ser mas adecuado como referencia, ya que esta proxi-
mo a la talla estimada en la relacién PG-LC (25.71 mm LC), que utiliza un criterio
mads preciso, como es el peso de las gonadas, en comparacioén a la utilizacién de
caracteres macroscopicos como el porcentaje de ocupacion, coloracién, aspecto,
etc. Por otra parte, el uso de la regresion segmentada también aporta una mayor
robustez a las estimas, ya que evita la subjetividad en la eleccién de los puntos de
corte y permite la comparacion de los resultados con otros estudios (Goiii ef al.,
2003; Queirés et al., 2013).

En el Mediterrdneo, Mura et al. (1984) estimaron que la madurez funcional,
en base a la proporcion de hembras ovadas, se alcanza en la clase de talla de
85-90 mm LT (~28-30 mm LC). Sin embargo, la utilizaciéon de este tnico crite-
rio no permitié la determinacién de la madurez funcional en este estudio, ya
que hubo un importante ntimero de hembras, probablemente maduras, que no
pudieron ser clasificadas como maduras, al no presentar ninguna caracteristica
externa diferencial de madurez, y al escaso ntimero de hembras de tallas peque-
fias capturadas durante los meses con mayores proporciones de hembras ovadas.
La aplicacién de este tinico criterio también dificult6 la estimacién de la talla de
madurez funcional en otros escilaridos (Kagwade y Kabli, 1996, DeMartini et al.,
2005). Ademés, su uso puede que no sea adecuado en especies con amplios pe-
riodos reproductivos, ya que puede provocar sobrestimaciones de la talla de ma-
durez, dada la dificultad de distinguir externamente las hembras inmaduras de
aquellas en proceso de maduracién ovarica, y a que las hembras inmaduras maés
pequefias pueden presentar una menor frecuencia de desove o desovar maés tar-
de que las hembras més grandes durante el periodo reproductivo (MacDiarmid y
Sainte-Marie, 2006). La utilizacién de un segundo criterio, como es la presencia de
sedas ovigeras en los endopoditos de los pleépodos, no fue posible debido a que
las sedas ovigeras estuvieron presentes en todas las hembras muestreadas, sefia-
lando que esta caracteristica aparece antes de alcanzar la madurez fisiolégica. La

presencia de sedas ovigeras tampoco fue utilizada como criterio de madurez en el
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escilarido Thenus orientalis, ya que estas sedas también estuvieron presentes en los
ejemplares inmaduros (Kagwade y Kabli, 1996). En algunos escildridos, el anali-
sis del crecimiento alométrico en los exopoditos de los pleépodos si ha permitido
la estimacién de la talla de madurez funcional (Stewart et al., 1997; DeMartini et
al., 2005), por lo que deberia ser considerado en futuras investigaciones.

Segtn la informacién obtenida en este estudio, los machos alcanzan la ma-
durez sexual fisioldgica a los 25.8 mm LC, un valor similar al estimado en las
hembras. No hay muchos estudios realizados sobre la madurez sexual de los ma-
chos en la familia Scyllaridae. Stewart et al. (1997) utiliz6 las caracteristicas ma-
croscopicas de los conductos deferentes (tamafio, forma y color) y la presencia de
espematozoides maduros como criterios para estimar la madurez sexual en Iba-
cus spp.. En S. arctus, la presencia de espermatéforos con espermatozoides en los
machos mds pequefios (<24 mm LC), no permitié utilizar este criterio para deter-
minar la madurez sexual. Por otra parte, la presencia de espermatozoides en los
conductos deferentes no se considera un buen indicador de la madurez funcional,
ya que su sola presencia no permite determinar si las langostas son capaces de
copular, dado que podria existir también algtn tipo de limitacién morfolégica o
fisiol6gica (MacDiarmid y Sainte-Marie, 2006). En otras langostas, para estimar la
talla de madurez en los machos se han utilizado caracteres morfométricos exter-
nos, generalmente asociados a comportamientos de cortejo y al proceso de cépula
(Lizarraga-cubedo et al., 2003), pero en nuestro caso como en otros escildridos, no
se ha encontrado ningtn indicador externo de madurez sexual, probablemente
porque poseen procesos de cortejo y copula més sencillos (Jones, 2007; Radha-
krishnan et al., 2007; Duarte et al., 2014).

En general, aunque existen regulaciones pesqueras para S. arctus a nivel re-
gional, estas son heterogéneas y no estan basadas en criterios biol6gicos (ver Ca-
pitulo 1). Desde el punto de vista de la gestién, la informacién obtenida sobre la
biologia reproductiva de S. arctus es til para contrastar las medidas que regulan
su explotacion en la regién de estudio, Galicia. La actual talla minima de captura
de S. arctus esta establecida en 90 mm LT (30 mm LC; orden 15/11/1992, DOGA),
una talla que esta por encima de la talla de madurez sexual estimada en este estu-
dio, tanto en las hembras (LC95=25.9 mm) como en los machos (25.7 mm LC), por
lo que evita que sean pescados los ejemplares inmaduros. No obstante, para po-
der optimizar esta talla minima de captura, deberia utilizarse un criterio como el
potencial reproductivo relativo, que utiliza ademads de la talla de madurez sexual,

la estructura de tallas y la relacién talla-fecundidad de la especie, y que permite
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determinar que clases de talla contribuyen en mayor medida a la produccién de
huevos en la poblacién y, por tanto, estimar que porcentaje de la produccién de
huevos de la poblacién se esta protegiendo (Tully et al., 2001; Gofii et al., 2003).
En cuanto a la época de veda, el periodo establecido, desde Enero a Septiembre
(orden 22/12/2014, DOGA), es bastante amplio (9 meses), y protege practicamen-
te todo el ciclo de cria de S. arctus. Otra medida como la proteccién de hembras
ovadas es mds controvertida y debe ser investigada, porque puede tener efectos
negativos sobre la estructura y el potencial reproductivo de las poblaciones (Ca-
pitulo 3), dada las elevadas proporciones de hembras ovadas (>50 %) durante el
amplio periodo de cria (Febrero a Agosto). No obstante, dado que no existe una
pesqueria dirigida a S. arctus y no existe informacién precisa sobre sus capturas,
es dificil evaluar el efecto de estas medidas en sus poblaciones.

Por otra parte, las diferencias geograficas que presenta S. arctus en su repro-
duccion, la elevada duracion de su fase larvaria (Pessani y Mura, 2007) y la conec-
tividad existente entre sus poblaciones (Faria, 2012), ponen de relieve la impor-
tancia del establecimiento de regulaciones a distintas escalas espaciales. En este
sentido, medidas de gestién como las areas marinas protegidas, pueden jugar un
papel muy importante para la conservacién y sostenibilidad de las poblaciones
de esta especie. De hecho, se estan obteniendo resultados positivos con dreas ma-
rinas destinadas a la proteccion de langostas como Palinurus elephas (Diaz et al.,
2011) o Homarus gammarus (Moland et al., 2013). En cualquier caso, ésta y otras
medidas de gestion deben ir acompafiadas ademads, de mejoras en la colabora-
cién con el sector pesquero para obtener informacién més precisa sobre el estado
del recurso (Kay et al., 2012).
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Desarrollo embrionario de Scyllarus arctus

5.1. Introduccion

Para completar la secuencia reproductiva en Scyllarus arctus, y asi contribuir
a resolver algunas lagunas en el conocimiento en la reproducciéon de la familia
Scyllaridae, se llev6 a cabo el estudio del desarrollo embrionario. La embriogé-
nesis es la fase inicial del ciclo de vida y por lo tanto, las pequefias variaciones
que pueda sufrir durante su desarrollo, pueden trasladarse a otras fases de vida
(Giménez, 2006). De ahi, la importancia de conocer en detalle los cambios que se

producen en los huevos, desde que se produce el desove hasta su eclosion.

Ademads de determinar los cambios morfolégicos y biométricos que sufre el
embrién desde el desove hasta su eclosién, conocer cuales son los principales re-
cursos energéticos y estructurales de los que dispone, y como son utilizados du-
rante el desarrollo embrionario, es primordial para una mejora del conocimiento
de la etapa temprana del ciclo de vida. En comparacién a la extensa literatura
de la que se dispone sobre el desarrollo embrionario en crustdceos marinos, ape-
nas se han desarrollado estudios en especies de la familia Scyllaridae, y menos,
desde un punto de vista bioquimico. De hecho, la composicién proximal, la com-
posicién de dcidos grasos y el contenido energético durante la fase embrionaria
ha sido estudiada en una gran cantidad de crustaceos peldgicos y benténicos, de
aguas someras a grandes profundidades, desde los trépicos hasta las regiones
polares (Biesiot y Perry, 1995; Wehrtmann y Graeve, 1998; Graeve y Wehrtmann,
2003; Rosa et al., 2003; Brillon et al., 2005; Rosa et al., 2005; Figueiredo y Narciso,
2008).
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Los huevos de crustdceos estdn compuestos principalmente por agua (55-
65 %), proteinas (15-25 %), lipidos (20-30 %), sales (2-5 %) y en menor medida de
carbohidratos (3 %) (Pandian, 1994). Estos componentes van a ser utilizados con
diferentes fines durante el de desarrollo embrionario de los huevos. Las protei-
nas van a jugar un papel muy importante en la morfogénesis y en la provisién de
energia durante la embriogénesis (Holland, 1978). Los lipidos constituyen uno de
los principales recursos energéticos del embrién, contribuyendo en al menos el
60 % del gasto energético durante la embriogénesis (Holland, 1978; Wehrtmann y
Graeve, 1998). Dentro de los lipidos, encontramos los dcidos grasos, que son fun-
damentales en el desarrollo embrionario. Entre estos destacan los dcidos grasos
poliinsaturados, tales como el acido eicosapentaenoico (EPA) y 4cido docosahe-
xaenoico (DHA), que juegan un papel importante en el desarrollo neuronal y en
el mantenimiento de la flexibilidad de las membranas celulares (Bell y Dick, 1990;
Brett y Miiller-Navarra, 1997; Sargent et al., 1999; Scott et al., 2002). Ademés, es-
tos dcidos grasos poliinsaturados son considerados esenciales porque los crusta-
ceos no pueden sintetizarlos de novo, o no lo hacen en cantidad suficiente (Anger,
2001), por lo que su contenido en los huevos va a depender del alimento asimila-
do por las hembras y la cantidad transferida a los huevos durante la ovogénesis.
De esta forma el contenido de 4cidos grasos poliinsaturados se convierte en una
pieza clave para el éxito del desarrollo embrionario.

Por otro lado, como en la mayor parte de los crustaceos las larvas eclosionan
con una poca o ninguna reserva de vitelo, las larvas recién eclosionadas van a pre-
sentar una elevada demanda energética y ser dependientes del alimento disponi-
ble para crecer y alcanzar la metamorfosis (McConaugha, 1985). De esta manera,
la composiciéon bioquimica de los embriones previa a la eclosién puede aportar
los primeros indicios para definir los requerimientos nutricionales esenciales y su
adecuada proporcién en la dieta para un futuro desarrollo del cultivo larvario en
laboratorio. Reducir la elevada mortalidad larvaria en langostas es un importan-
te reto para su potencial cultivo (Nelson et al., 2006), por lo que cualquier avance
que se haga para aumentar el conocimiento de la historia de vida temprana y la
dindmica energética de los embriones puede favorecer el éxito en el cultivo larva-
rio.

El primer objetivo de este estudio es describir el desarrollo embrionario de
S. arctus desde el desove hasta la eclosién de los huevos desde un punto de vis-
ta biométrico, morfolégico y bioquimico. Un segundo objetivo es relacionar los

cambios bioquimicos que se producen en los huevos con la morfogénesis y los
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cambios biométricos que tienen lugar durante la embriogénesis. Los datos obte-
nidos aportardn una valiosa informacién para mejorar la comprensién de la com-
posiciéon bioquimica de los embriones de las langostas escildridas y del primer
estadio larvario.

5.2. Metodologia

5.2.1. Disefio experimental y toma de muestras

Con el fin de describir el desarrollo embrionario de las puestas de huevos des-
de el punto de vista biométrico, morfolégico y bioquimico, se utilizaron un total
de 50 hembras y 50 machos de S. arctus capturados desde Julio a Agosto de 2010.
Los ejemplares capturados fueron aclimatados y mantenidos en cautividad en las
instalaciones del Aquarium Finisterrae de A Corufia hasta la finalizacién de la
experiencia en Septiembre de 2011. Para el experimento, los ejemplares captura-
dos fueron marcados y estabulados en 5 tanques de 60 L a una proporcién 1:1
de machos y hembras. El rango de tallas de las hembras utilizadas fue 30.5-40.6
mm CL, mientras que el rango de los machos fue 31.2-39.5 mm CL. Los indivi-
duos de S. arctus fueron examinados con una periodicidad diaria para determinar
los desoves. Tras el desove, las hembras ovadas fueron aisladas en tanques indi-
viduales (10 L) para el seguimiento del desarrollo embrionario y la recogida de
muestras de huevos. Inmediatamente, tras la eclosién de las puestas, las hembras
fueron reubicadas de nuevo con los machos.

Durante todo el experimento se mantuvieron en los tanques de cultivo unas
condiciones ambientales similares a las del medio natural, tanto de temperatu-
ra del agua como de fotoperiodo. El agua de mar utilizada, procedente de una
captacion exterior situada a 25 m de la costa y 16 m de profundidad, fue filtrada
hasta 1 pm. El caudal de renovacién de los tanques de cultivo se mantuvo entorno
a los 4 L-min™. Durante los desarrollos embrionarios analizados, la temperatura
del agua oscil6 entre los 13.7°C y 16.9°C (15.3 + 1.0°C, M + ET). La alimentacion,
basada principalmente en mejillones frescos (Mytilus spp.), fue administrada ad
libitum. En general, todos los ejemplares capturados se adaptaron bien a las con-
diciones de cultivo y sobrevivieron sin problemas a la amplia duracién de la ex-
periencia.

Para el estudio biométrico y morfolégico de los embriones se monitorizaron

un total de 10 puestas de huevos durante el periodo de incubacién. Las puestas
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fueron realizadas en un corto espacio de tiempo, desde el 13/03/11 al 31/03/11.
Cada puesta fue muestreada desde el desove hasta la eclosion de los huevos con
una periodicidad diaria. En cada muestreo se recogié una muestra de 50-100 hue-
vos para el andlisis biométrico de los huevos y el exdimen morfolégico de los

embriones.

Para el estudio de la composicién bioquimica de los huevos se utilizaron un
total de 35 puestas de huevos diferentes. Las puestas utilizadas fueron realizadas
durante el periodo comprendido desde el 15/03/11 al 6/05/11. Cada puesta fue
muestreada desde el desove hasta la eclosiéon de los huevos con una periodicidad
de 6 dias. En cada muestreo se recogieron dos muestras, una primera muestra de
0.5 g de peso humedo destinada al anélisis bioquimico y una muestra de 50-100
huevos para la realizaciéon de mediciones de las variables biométricas del huevo

y el examen morfolégico de los embriones.

5.2.2. Analisis bioquimicos

Las muestras para los andlisis bioquimicos fueron congeladas a -32°C, y pos-
teriormente liofilizadas y pesadas para obtener el peso seco. Para cada muestra se
determiné el contenido en agua, proteinas, carbohidratos, lipidos, dcidos grasos,
acidos nucleicos (ADN y ARN) y de carbono elemental. El contenido energético
de los embriones fue estimado a partir de dos aproximaciones, la primera a par-
tir del contenido en carbono elemental (E [C]) (Salonen et al., 1976), y la segunda
mediante la composicién bioquimica (E [B]), utilizando el contenido de lipidos,
proteinas y carbohidratos (Winberg, 1971). Todos los anélisis fueron realizados
segtn los protocolos descritos en la Metodologia general (Capitulo 2). La compo-
sicion los huevos se indica por mg de peso seco (PS), a excepciéon del contenido
en agua que se indica como % del peso himedo (PH).

Se calcularon las ratios entre los dcidos nucleicos (ADN y ARN) y el contenido
de proteinas porque son consideradas indicadores de la condicién fisioldgica del
organismo a nivel celular (Mathers et al., 1994; Christensen y Korsgaard, 1999). La
ratio ARN:ADN es considerada un indice de la cantidad de ARN por célula, la
ratio ARN:Proteinas de la capacidad de sintesis celular y la ratio Proteinas:ADN
del tamafio celular.
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5.2.3. Examen y medicién de los huevos

El examen de los embriones y la realizacion de los andlisis morfométricos se
realizaron a partir de imdgenes tomadas de las muestras de embriones in vivo.
Para la realizacién de las mediciones, los huevos fueron fotografiados en un mi-
croscopio estéreoscopico Nikon SMZ, mientras que para el examen los huevos
se utilizo6 un microscopio 6ptico Nikon E400. Para la captura y el analisis de las
imagenes se les acopl6 una cdmara digital Nikon DS-Fi2 y se utiliz6 el software
NIS elements BR de Nikon. Los andlisis morfométricos (didmetro mayor y menor
del huevo, drea ocupada por el vitelo) se realizaron a partir de una vista sagital
de 30 huevos. El volumen del huevo (V) se obtuvo con la férmula del volumen
del elipsoide oblato, V =7 - d% -d»/6, donde d; es el didmetro medio menor y d;
es el mayor (Turner y Lawrence, 1979).

5.2.4. Anélisis de datos
Estudio biométrico de los huevos durante el desarrollo embrionario

Para el estudio biométrico se ajustaron varios modelos a las medidas reali-
zadas de los embriones muestreados diariamente de las puestas monitorizadas
(Tabla 5.1). El objetivo fue poder cuantificar los cambios que se producen en el
embrién durante su desarrollo. Las variables utilizadas fueron: el drea de la pig-
mentacion ocular, el drea de ocupacion del vitelo y el volumen de los huevos.

Un examen preliminar permitié seleccionar varios modelos para el ajuste de
las variables, con el criterio de capturar la esencia de los datos durante el desa-
rrollo embrionario y la importancia biolégica de los pardmetros estimados. Para
la determinacién del porcentaje de desarrollo (¢) se tom6 como referencia el dia
de desove de los huevos (0 %) y el dia de eclosién de los huevos, como el final de
la fase embrionaria (100 %); a excepcién del modelo de consumo de vitelo, en la
que se invirti6 para ajustar la funcién.

Para marcar los cambios en el volumen del huevo durante el desarrollo se
utiliz6 el modelo logistico de 4 pardmetros. Este modelo permite relacionar el
volumen del huevo con el porcentaje de desarrollo (¢) mediante una funcién sig-
moidal. El pardmetro ¢ indica el volumen que alcanzaré el huevo cuando ¢ — oo,
d indica el volumen inicial del huevo cuando ¢ — —oo, e indica el punto de infle-
xién en el aumento de volumen del huevo y f es un valor de escala entre el tiempo

de desarrollo y el volumen. Cuando ¢ = e + f, los huevos habran alcanzado apro-
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ximadamente un 75 % del volumen final (Pinheiro y Bates, 2000).

El consumo de vitelo fue ajustado al modelo de Michaelis-Menten, una fun-
cion utilizada en cinética enzimadtica para la medicién de la velocidad de reaccién.
Se ha modificado para permitir un desplazamiento de la funcién, sumando el pa-
rdmetro ¢, para representar la cantidad de vitelo que permanece en el embrién
en la eclosion. El valor obtenido tras sustraer el pardmetro e al 100 %, indica el
porcentaje de desarrollo al que se ha consumido el 50 % del vitelo, mientras que
el pardmetro d es la cantidad inicial de vitelo en el embrién.

El crecimiento del ojo en el embrién durante el desarrollo fue ajustado me-
diante un modelo logistico de 3 pardmetros. El parametro e indica el punto de
inflexion en el que se alcanza la mitad del tamafio del ojo que alcanzara al final
del desarrollo (¢/2). El pardmetro d es un factor de escala que nos indica la distan-
cia desde e hasta el momento del desarrollo (e+1/4), en el que el tamafio del ojo es
aproximadamente 0.73-¢ (Pinheiro y Bates, 2000).

Ademads, se calcularon las tasa absolutas de incremento de volumen del hue-
vo (AIR), de consumo de vitelo en el embrién (ACR) y del crecimiento del ojo
respecto al porcentaje de desarrollo (EGR), a partir de la derivada del modelo
propuesto para cada variable (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Modelos ajustados a las biometrias del embrién, drea del vitelo (Y), drea del ojo (EA)
y volumen del embrién (V) durante el desarrollo embrionario. Las tasas absolutas de incremento
de volumen del huevo (AIR), de consumo de vitelo (ACR) y del crecimiento del ojo respecto al
porcentaje de desarrollo (EGR) fueron obtenidos a partir de la derivada del modelo utilizado

Modelo Ecuaciéon Tasa absoluta Fuente
d- (d—
Michaelis-Menten Y (t) =c+ 5 ACR(t) = e(d—c) Michaelis y Menten (1913)
1+¢ (t +e)?
Logistico 3-pardm. ~ EA(t) = —— ed e st (1838
ogistico 3-pardm. = ioden EGR@)= T erhulst (1838)
d—c d—c) (%)
Logistico 4-pardm. Vit)=c+ w AIR(t) = % Nelder (1961)
1+e\/ f-(1+e(7))2

Los ajustes de los modelos biométricos fueron realizados mediante minimos
cuadrados no lineales generalizados mediante la funcién gnls del paquete esta-
distico nlme de R (Pinheiro y Bates, 2000). En cada caso particular, para corregir
la heterodasticidad de los residuos fueron utilizadas las funciones de varianza
identidad (varldent) o potencial (varPower).

Las diferencias entre el volumen del huevo inicial de los huevos en el desove
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entre puestas fueron evaluadas con un ANOVA. Para determinar si existe una
relacion entre el volumen de los huevos inicial y al final del desarrollo, y la talla

de los ejemplares de S. arctus se utilizo el coeficiciente de correlaciéon de Pearson.

Identificaciéon de fases de desarrollo durante la embriogénesis

Para el establecimiento de los etapas o periodos durante el desarrollo em-
brionario, se describi6 la aparicién y sucesion de rasgos morfolégicos (apéndices,
l6bulos oculares, cromatéforos, pigmentacion ocular, etc.) y la coloracién o el pa-
trén cromatico (de acuerdo a la Guia de Color RAL®) presentes en cada muestra
diaria de huevos a lo largo de la embriogénesis, segtn el porcentaje de desarro-
llo. Ademas se determiné el momento del comienzo de latido del corazén y de
los movimientos del embrién. El porcentaje de desarrollo de los huevos en cada
dia de recogida de muestra fue estimado tomando como 0 % el dia de desove de
los huevos y como 100 % el dia de eclosion de los huevos.

Composiciéon bioquimica y biométrica de los huevos durante el desarrollo em-

brionario

Las muestras de huevos destinadas al analisis bioquimico fueron agrupadas
conforme a los periodos de desarrollo embrionario identificados previamente.
Para confirmar una buena asignacién de cada muestra a su correspondiente pe-
riodo, se calculé el porcentaje de desarrollo embrionario de cada muestra. Para
determinar el porcentaje de desarrollo se estim¢ la duracién de un periodo de in-
cubacién completo (dias) con el modelo de Réaumur de duracién del periodo de
incubacién (Capitulo 4) y utilizando como valor de temperatura, la temperatura
media diaria desde el desove. Una vez conocida la duracién total del periodo de
incubacion se calcul6 el porcentaje de desarrollo correspondiente a cada muestra
a partir del nimero de dias transcurridos desde el desove.

La variacién de las caracteristicas de los huevos morfométricas y bioquimicas
entre periodos de desarrollo embrionario fueron evaluadas con un ANOVA de
una via, con el periodo de desarrollo como factor fijo. Cuando se encontraron di-
ferencias fueron analizadas mediante una prueba de comparacion mdltiple (Prue-
ba de Tukey). La normalidad y homogeneidad de varianza de los residuos de los
andlisis realizados fueron evaluados mediante la prueba de Shapiro (P>0.05) y la
prueba de Bartlett (P>0.05). Cuando los residuos de los andlisis no cumplieron
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los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza, se aplicé una trans-
formacién de Box-Cox a los datos (Venables y Ripley, 2002).

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con un nivel de confianza del 95 %
(P<0.05).

5.3. Resultados

5.3.1. Caracterizaciéon biométrica

El modelo logistico de cuatro pardmetros presenté un buen ajuste (R?=0.89)
a la trayectoria del volumen del huevo durante el periodo de incubacién (Tabla
5.2). Podemos decir asi, que el crecimiento del embrién sigue un patrén sigmoi-
dal de 3 fases (Fig. 5.1a). Una fase inicial, en la que el huevos en el desove (482 +
13-10* um?, ¢ + ET) hasta el 50 % del desarrollo incrementan ligeramente su volu-
men (incremento medio <11 %). A continuacién, una fase de rdpido aumento del
volumen del huevo que dura hasta alcanzar un valor méximo de AIR al 80 % del
desarrollo (11.7-10* um3des™, Fig. 5.1b). A partir de esta méxima AGR tiene lugar
una tercera fase, en la que el crecimiento del embrién se ralentiza hasta alcanzar
un volumen final antes de la eclosién de 1038 + 47-107* ym3.
Tabla 5.2. Pardmetros estimados de los modelos ajustados a las caracteristicas biométricas del em-

brién: drea del vitelo (Y), drea del ojo (EA) y volumen del embrién (V) durante el desarrollo em-
brionario (valor estimado y ET) y la proporcién de varianza explicada de cada modelo (R?)

Modelo Biometria Pardmetros R?
c d e f
Michaelis-Menten Y 6176.57 2798.86 187310.48 3816.21 21.32 212 - - 0.94
Logistico 3-pardm. EA 10870.93  440.79 0.11 0.01 8390 0.57 - - 0.95
Logistico 4-pardm. \% 481.88 13.20 1037.84 47.06 80.31 145 11.87 045 0.89

El volumen inicial medio de los huevos fue significativamente diferente entre
los desoves de las diez hembras monitorizadas (ANOVA, gl=8, F=13.08, P<0.001).
El volumen medio al inicio estuvo correlacionado con el volumen medio alcan-
zado al final de la fase embrionaria en cada puesta (Coeficiente de correlacién de
Pearson: 0.83, P<0.01) y no mostré ninguna relacién con el tamafio de los indivi-
duos (Coeficiente de correlacién de Pearson: -0.06, P=0.86).

El modelo de Michaelis-Menten también permiti6é un buen ajuste de los datos
del area de ocupacién del vitelo a lo largo del desarrollo (R%2=0.94; Tabla 5.2). El

consumo de vitelo por parte del embriéon fue moderado en la mayor parte del
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desarrollo (ACR< 2.1-10% um?2des™), hasta consumir la mitad del vitelo disponi-
ble al 79 % del desarrollo (Fig. 5.1c). A partir de este instante, las necesidades
energéticas del embrion fueron en aumento y se produjo un rdpido consumo del
vitelo (Fig. 5.1d). Los huevos eclosionaron con un remanente de vitelo estimado
en 6.18 + 2.80-10° um? (c + ET), del que pueden alimentarse las larvas durante sus
primeras horas de vida plancténica.
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Fig. 5.1. Modelos ajustados a las variables biométricas de los huevos respecto al porcentaje de
desarrollo embrionario transcurrido. a Modelo logistico ajustado al volumen del huevo (V) y b
tasa absoluta de incremento del volumen (AIR). ¢ Modelo de Michaelis-Menten ajustado al drea
ocupada por el vitelo (Y) y d tasa absoluta de consumo de vitelo (ACR). e Modelo logistico de 3
pardametros ajustado al drea del ojo (EA) y f tasa absoluta de crecimiento del ojo (EGR). Las lineas
oscuras indican los valores predichos por el modelo y el 4rea sombreada el intervalo de confianza
al 95 %.
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El modelo logistico de tres pardmetros presenté un buen ajuste al aumento
de la pigmentacion ocular en el embrién durante la embriogénesis (R%= 0.95; Ta-
bla 5.2). La pigmentacién ocular comienza a observarse a partir del 56 + 1% (M
+ DT) del desarrollo (Fig. 5.1e). Esta mancha ocular aumenta de tamafio expo-
nencialmente, alcanzando la mitad de su tamafio y el mayor crecimiento al 84
+ 1% (e + ET) del desarrollo. A continuacién tiene lugar una disminucién de la
tasa de crecimiento del ojo (Fig. 5.1f). El volumen inicial de los huevos mostré
una correlacién positiva con el el drea del ojo a final del desarrollo (Coeficiente
de correlacion de Pearson: 0.50, P<0.01). Sin embargo, no hubo ninguna relacién
entre el drea del ojo y el volumen final de los huevos (Coeficiente de correlaciéon
de Pearson: 0.29, P=0.41).

5.3.2. Caracterizacién morfolégica

Las hembras, tras la cépula con los machos, realizan la ovoposicién de los
ovocitos, que son fecundados externamente con las masas de espermatéforos (de
aspecto gelatinoso y color blanquecino) que los machos depositan desde la coxa
del quinto par de pereiépodos hasta el dpice del segundo segmento abdominal
(Fig. 5.2a). Los huevos, una vez fecundados, son adheridos con las quelas del 5°
par de pereiépodos a las sedas de cada uno de los endopoditos de los pleépodos,
formando mediante la unién de los funiculos agrupaciones en forma de racimos
(Fig. 5.2b).

Fig. 5.2. Huevos recién fecundados en una hembra de S. arctus. a Restos esperma (spm) del macho.
Gonoporo (gp) en la base del tercer pereiépodo. b Huevos dispuestos en racimos y unidos mediante
los funiculos. La barra representa 500 um
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A partir de las caracteristicas morfolégicas observadas durante el desarrollo

embrionario se establecieron 8 periodos (Tabla 5.3):

Tabla 5.3. Descripcién de la embriogénesis de S. arctus en base al estado, periodo y porcentaje de
desarrollo en S. arctus.

Segmentacion celular.
Formacion de la blastula
Gastrulacién. Disco
embrionario. Papila caudal
Forma naupliar: antenas (I-11
y mandibulas

Disminucién del vitelo

Diferenciacion de la maxila I,
pereidpodos y maxilipedos

Lébulo ocular

Placa toracica y placa
abdominal.

Periépodos crecen hasta
alcanzar el fin del abdomen

Pigmentacién ocular

Furca

Cromatéforos como puntos

Hendidura dorsal del vitelo

Latidos del corazén

Omatidios

Movimientos del embrién

Cromatéforos con forma
estrellada

Vitelo en forma de
2 vesiculas

Color B B
Periodos Pt|] P2 | P3 | Pa | Ps | Pe P7 P8
Estados A B C

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% Desarrollo embrionario

Periodo 1: Primeras divisiones y formacion de la bldstula

Este periodo comienza inmediatamente después de la fecundacién. Los ovo-
citos fecundados son macroleciticos-centroleciticos y tienen una forma eliptica.
Se encuentran rellenos con una uniforme masa de vitelo de color naranja amari-
llento de aspecto granuloso (RAL® 1028). La membrana del huevo estd formada
por una cubierta compuesta por dos capas adheridas mutuamente entre si, un

endocorion embrionario y un exocorion materno transparente (Fig 5.3b). A las 24
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horas, puede observarse como tienen lugar los primeros eventos mitéticos en el
centro del huevo, con la apariciéon de varios ntcleos como puntos oscuros (Fig
5.3a). A partir de la aparicion de 2-4 ntcleos, se hace visible en la superficie del
huevo una divisiéon superficial y aparecen los primeros blastémeros (Fig 5.3b).
Las sucesivas divisiones dan lugar a un estado de 4, 8, 16 células y asi sucesi-
vamente, hasta la formacién de la bldstula (Fig 5.3b-e). El blastodermo present6
una composicién irregular, formado por células con un tamafio heterogéneo, en
el que cada célula se encuentra rodeada por seis células vecinas. Al final de este

periodo, puede distinguirse el blastoporo como una pequefia depresion.

Periodo 2: Formacion del disco germinal y la formacién de la papila caudal

Este periodo comienza a partir del 8.3 + 1.8% (M + DT) del desarrollo del
huevo, con la gastrulacién. La formacion del disco germinal se localiza junto al
blastoporo, y adyacente a éste, aparece el esbozo de la papila caudal como una
agrupacion de células transparentes (Fig. 5.4a-b).

Periodo 3: Desarrollo de los apéndices naupliares

Este periodo se caracteriza por la diferenciacién de la forma naupliar (inicio:
21.7 £ 0.8 %). Los esbozos de los primeros apéndices aparecen en una posicién an-
terior a la papila caudal. Estos se corresponden con las primeras antenas, segun-
das antenas y mandibulas (Fig. 5.4c). El labrum se visualiza como una pequefia
cresta entre las antenas II. En este periodo comienza a observarse una disminu-

cion del drea ocupada por el vitelo (Fig. 5.4d).

Periodo 4: Diferenciacion de los pereiépodos

Al comienzo de este periodo (34.1 + 2.2 %) puede distinguirse la maxila I, en-
tre las mandibulas y la papila caudal (Fig. 5.5a-b). Durante esta etapa, la papila
caudal aumenta su longitud, adoptando una forma bilobulada y comienzan a di-
ferenciarse las extremidades de los pereiopddos, que sobresalen lateralmente des-
de la papila caudal como yemas redondas. Al final de este periodo se distingue
la maxila II y los maxilipedos II y III en la parte anterior de la placa toracico-ab-
dominal (Fig. 5.5b).
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Periodo 5: Diferenciacién de la placa tordcica y abdominal. Ojo naupliar

En el 44.2 + 1.5 % del desarrollo comienza a distinguirse el I6bulo ocular como
una forma eliptica aplanada sobre la antena II, que aparece bilobulada en su parte
anterior (Fig. 5.5¢c-d). Durante esta etapa, la placa abdominal aumenta en longitud
y se diferencia de la placa tordcica y presenta una segmentacién superficial. Los
periépodos se alargan, curvdndose durante su crecimiento, hasta alcanzar el final
del abdomen. Ademads, comienzan a desarrollarse los exopodios de los pereiépo-
dos (Fig. 5.5¢). Externamente comienza a apreciarse un aumento del volumen del
huevo. Entre la base de las antenas puede observarse una mancha triangular, el

ojo naupliar.

Periodo 6: Pigmentacién del ojo

Este periodo se caracteriza por la aparicion de la primera pigmentacién de las
células retinulares (inicio: 55.9 + 0.9 %). Inicialmente, esta mancha ocular adquie-
re la forma de una fina banda curvada en la parte posterior del ojo (Fig. 5.6a). Los
pereiépodos contintian su desarrollo hasta alcanzar la base del 16bulo ocular. La
regién abdominal es rudimentaria, aunque se diferencia la furca como dos pro-
tuberancias redondeadas con un desarrollo espiniforme (Fig. 5.6b). Durante este
periodo los huevos comienzan a adquirir una coloracién naranja fuerte (RAL®
2000).

Periodo 7: Cromatdforos

El ojo presenta forma de media luna y comienzan a distinguirse cromat6foros
como pequefios puntos de pigmentacién rojiza (inicio: 65.9 + 2.0 %, Fig. 5.6¢c).
Estos cromatéforos se sittian en la base de los pereiépodos y van apareciendo
en zonas mds distales segtin avanza el desarrollo. Durante este estado se puede
observar el inicio de la segmentacién en los pereiépodos. Dorsalmente, comienza
a observarse como el vitelo presenta una hendidura longitudinal, diferenciandose
en dos l6bulos (Fig. 5.6d). El corazén se hace visible como una vejiga transparente
y presenta pulsaciones lentas e irregulares.
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Periodo 8: Omatidios

Se inicia este periodo en el 78.6 + 2.8 % del desarrollo. Los huevos adquie-
ren una coloracién marrén (RAL® 8001). El ojo presenta una pigmentacién mds
intensa y adquiere una forma de ovalo. En la superficie del globo ocular se distin-
guen las facetas hexagonales tipicas de los omatidios (Fig. 5.7a). Los cromatéforos
presentes en la parte distal de los pereiépodos presentan un mayor tamafio y una
forma estrellada, mientras que los que estdn en la zona proximal son méas peque-
nos y esféricos (Fig. 5.7b). El latido del corazén es ahora fuerte y regular. Durante
este periodo comienzan a producirse contracciones musculares esporddicas en el
embrién, que se transforman en movimientos frecuentes en los momentos previos
a la eclosiéon. Al final de este periodo, permanece una pequefia cantidad de vitelo
en dos pequefas vesiculas en disposicion ventral (Fig. 5.7b), que representan las
reservas energéticas de la prelarva durante la eclosién y en los momentos de la
primera etapa de desarrollo larvario inicial. En la eclosién, la larva recién eclosio-
nada presenta una forma curvada y una envoltura transparente, que se rompe en
cuanto la larva comienza a agitar sus apéndices y adquirir la forma caracteristica
de filosoma de escildridos.
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Fig. 5.3. Periodo 1 del desarrollo embrionario de S. arctus (P1). a Primera divisiéon mitética, se dife-
rencian dos ntcleos y una hendidura superficial. b Embrién durante division en estado de 8 células
(blastomeros). Puede distinguirse el exocorion transparente c-d Divisiones sucesivas en el embrién
dando lugar a 16 y 32 células. e Estado de blédstula, con un blastodermo compuesto por células irre-
gulares. Abreviaturas: blastémeros (bp), exocorion transparente (cex), hendidura superficial (hgy
nucleos (nc)
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Fig. 5.4. Desarrollo embrionario desde el periodo 2 al 3 (P2-P3). Periodo P2: a Gastrulacién, for-
macién del disco germinal. b Vista ventral. Se distingue la papila caudal en las proximidades del
blastoporo. Periodo P3: ¢ Vista lateral del huevo, tejido embrionario en la zona sin vitelo (coloracién
blanca). Diferenciacién de la forma naupliar con tres pares de apéndices, antenas I y II, mandibulas
d Vista ventral. Abreviaturas: antenas I y II (al-a2), blastoporo (bp), disco germinal (gd), labrum
(Ib), mandibulas (md) y papila caudal (cp)
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Fig. 5.5. Desarrollo embrionario desde el periodo 4 al 5 (P4-P5). P4: a Vista lateral, se distingue
la maxila I entre la placa toracico-abdominal y las mandibulas. b Vista ventral, se distinguen los
periépodos y los maxilipedos. P5: ¢ Vista lateral del huevo. d Vista ventral. Abreviaturas: antenas
Iy II (al-a2), labrum (lb), mandibulas (md), maxila I y II (mx1-mx2), maxilipedos II-IIT (mxp2-
mxp3), papila caudal (cp), pereiépodos (pe), placa toracico-abdominal (tap), placa tordcica (tp),
placa abdominal (ap)
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Fig. 5.6. Desarrollo embrionario desde el periodo 6 al 7 (P6-P7). P6: a Vista lateral, aparece la pig-
mentacién ocular. b Vista ventral de la parte posterior de la placa abdominal, se distingue la furca.
P7: ¢ Vista lateral del huevo. d Vista ventral. Abreviaturas: antenas I (al), corazén (ht), cromatéforo
(cr), furca (fc), hendidura del vitelo(yc), l6bulo ocular (ol), ojo naupliar (ne), pereiépodos (pe), placa
toracica (tp), placa abdominal (ap), pigmentacion ocular (op)
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Fig. 5.7. Desarrollo embrionario periodo 8 (P8). a Vista lateral, se diferencian las facetas hexago-
nales de los omatidios. Corazén visible como vesicula transparente b Vista ventral, se distinguen
los cromatéforos con forma estrellada y restos de vitelo. Abreviaturas: corazén, cromatéforo (cr),
omatidos (om), perei6podos (pe), vitelo (yk)
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5.3.3. Composicién bioquimica
Proteinas

El contenido de proteinas se mantuvo estable durante la mayor parte del desa-
rrollo embrionario (P1 a P§; 593.5 + 1.5 pg'mg PS1, M + ET). Sélo cuando las
larvas estuvieron completamente desarrolladas se observaron diferencias signifi-
cativas con el contenido de proteinas de embriones recientes (Fg ¢7=3.26, P<0.01;
Fig 5.8). El contenido final de proteinas en los huevos con filosomas preparadas
para la eclosién (613.1 + 4.1 ug-mg PS™!) fue un 4.4 % superior al determinado en
los huevos recién desovados (587.2 + 1.2 ng-mg PS?) .
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Fig. 5.8. Contenido en proteinas (puntos negros) y dcidos nucleicos (ADN, barras gris oscuro; RNA,
barras gris claro) de los huevos durante el desarrollo embrionario de S. arctus. Los embriones se
agrupan en periodos (P1 a P8) y en huevos con larvas a punto de eclosionar (PE; >98 % de desa-
rrollo). Se representan los valores medios y las barras de error indican el intervalo de confianza al
95 %. Las diferencias significativas entre periodos se indican con letras diferentes

Acidos nucleicos

El contenido total de dcidos nucleicos se increment6 en los huevos durante el
desarrollo embrionario (Fig. 5.8). Respecto al ARN, éste vi6 incrementado hasta
5.6 veces su contenido inicial en los huevos (2.74 + 0.04 pg-mg PS', M + ET) du-
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rante el desarrollo embrionario, hasta alcanzar un valor méximo de 15.24 + 0.07
pgmg PSeen el periodo P8 (Fg3=444.3, P<0.001). E1 ADN se mantuvo relati-
vamente estable en los periodos iniciales, con valores comprendidos entre 0.85 y
1.07 ng-mg PS(P1-P4). A partir del 44 % del desarrollo (periodo P5), la cantidad
de ADN aumento6 significativamente en los huevos hasta P7 (5.17 + 0.08 pg-mg
PS™). Al final del desarrollo embrionario el contenido de ambos dcidos nucleicos

se redujo significativamente (P<0.001; Fig. 5.8).
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Fig. 5.9. Ratios de ARN:ADN (pg-pg'l), ARN:Proteinas (ug-pg'1~102) y Proteinas:ADN
(ugug1-102) durante el desarrollo embrionario. Los embriones se agrupan en periodos (P1 a P8)
y en larvas a punto de eclosionar (PE; >98 % de desarrollo). Se representan los valores medios
(puntos) y los intervalos de confianza al 95 % (barras de error). Las diferencias significativas entre
periodos se indican con letras diferentes

La ratio ARN:ADN (un indice de la cantidad de ARN por célula) mostré dos
periodos de elevada sintesis de ARN en las células durante la embriogénesis
(F(8,62)=212.6, P<0.001; Fig. 5.9). El primero durante la diferenciacién del nauplio
a zoea (periodos P3 y P4) y el segundo al final del desarrollo (periodos P8 y PE).
La ratio ARN:Proteinas (un indice de la capacidad de sintesis) aumento significa-
tivamente durante el desarrollo embrionario desde valores 0.5 a 2.5 (F(g 6)=465.6 ,
P<0.001, Fig 5.9). La ratio Proteinas:ADN, considerado un indice del tamafio celu-
lar, disminuy® significativamente a partir del 44 % del desarrollo (P5), indicando
un importante multiplicacién celular en los huevos (Fge)=148.3 , P<0.001, Fig
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5.9). Al final de la embriogénesis (>79 %, P8-PE), la ratio Proteinas:ADN volvi6 a
incrementarse, seflalando un importante aumento del tamafio celular.

Lipidos

El contenido de lipidos se redujo significativamente un promedio del 53 % du-
rante la embriogénesis (F(g ¢7)=118.5, P<0.001; Fig. 5.10). El contenido en lipidos se
mantuvo estable en los huevos desde el desove hasta el periodo P5, con valores
que oscilaron entre 299.1 a 289.7 ng-mg PS’!. A partir del 56 % del desarrollo, los
embriones comenzaron a experimentar un descenso significativo de lipidos, has-
ta alcanzar un valor medio de 140.3 + 9.0 pg-mg PS!(+ ET) al final del desarrollo.
El mayor consumo de lipidos, un 19 % del contenido inicial, ocurri6 entre el tlti-
mo periodo del desarrollo embrionario (P8, 197.4 + 1.9 ug-mg PS) y los huevos
proximos a eclosion (PE).
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Fig. 5.10. Contenido medio de lipidos (barras grises) y carbohidratos (puntos plancos) en los huevos
durante el desarrollo embrionario. Los embriones se agrupan en periodos de desarrollo (de P1 a
P8) y en larvas a punto de eclosionar (PE; >98 % de desarrollo). Las barras de error representan
el intervalo de confianza al 95 %. Las diferencias significativas entre periodos se indican con letras
diferentes
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Carbohidratos

El contenido en carbohidratos experimenté un claro descenso (29 %) en los
huevos desde el desove (58.4 + 0.3 pg'mg PS!, M + ET) hasta la finalizacién del
desarrollo embrionario (41.2 + 1.1 pg-mg Pst; F(8,69)=19.37, P<0.001). Desde el
desove hasta el 22 % del desarrollo (periodo P1 a P3) se consumié el 10 % del
contenido inicial de carbohidratos (58.4 + 0.2 ug'mg PS?). Durante el resto del
desarrollo, el consumo de carbohidratos fue gradual (19 % del contenido inicial),
observandose diferencias significativas principalmente entre los huevos de perio-

dos intermedios y los huevos que estdn préximos a la eclosion (Fig. 5.10).

Tamafio, ocupacién del vitelo, energia y agua

Los huevos incrementaron su volumen inicial de 451 + 7-10* pm3(M = DT)
en el desove hasta los 784 + 68:10* um® durante el desarrollo embrionario, incre-
mento que supone un 74 % respecto al volumen inicial (F(g ¢9)=17.31, P<0.001). En
los huevos no se apreciaron cambios significativos de volumen desde el desove
hasta el periodo P6 (460 + 22 -10* um, M + DT). Fue a partir del 66 % del desa-
rrollo (periodo P7) cuando se observé un notable aumento de volumen (68 % del
volumen inicial) hasta el final del desarrollo (Tabla 5.4).

El contenido en agua de los huevos también se increment6 significativamente
durante el periodo de incubacién (Fg68)=206.2, P<0.001; Tabla 5.4). El contenido
en agua desde P1 a P3 permaneci6 estable (51.2 + 0.5% PH, M + ET) y a conti-
nuacion, sufrié un aumento del 55 % hasta el final del desarrollo en los huevos
listos para la eclosion (78.2 + 1.1 % PH). El mayor incremento de volumen, 33 %
respecto al volumen inicial, tuvo lugar entre los periodos P7 y P8, coincidiendo
con el mayor aumento de agua en los huevos (6.0 + 0.2 % PH).

La estimas del contenido y el consumo energético variaron segtin el método
utilizado (Tabla 5.4). El contenido inicial de los huevos y el consumo energético
estimado, a partir de la composicién bioquimica proximal, fue de 26.7 J-mg PS™!
y del 23 %, respectivamente. A partir del contenido en C elemental, el contenido
energético inicial de los huevos fue de 24.1 J-mg PS™ y un consumo del 18 %. Sin
embargo, hubo una relaciéon lineal significativa entre ambas aproximaciones y
una elevada correlacién (R?=0.968; Fig 5.11). El consumo de lipidos proporcioné
durante la embriogénesis una energia total de 6.3 J-mg PS!, mientras que los

carbohidratos sélo aportaron 0.3 J-mg PS'.
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Fig. 5.11. Regresion lineal entre energfa estimada en los huevos a partir del carbono elemental [C] y
del contenido bioquimico [B]. Se indica la ecuacién ajustada, el coeficiente de determinacién (R?),
el nivel de significacién (P). La sombra gris indica el intervalo de confianza al 95 %

Durante la embriogénesis, el vitelo se redujo del 100 % (% d4rea ocupada del
huevo) en los huevos recientes hasta el 4.2 + 3.0 % en los huevos con filosomas
completamente desarrolladas (Fg9)=359.80, P<0.001). La disminucién del area
ocupada por el vitelo comenzé a ser significativa a partir del 34 % del desarrollo
(Periodo P4; Tabla 5.4).

Acidos grasos

Se detectaron un total de 56 acidos grasos, de los que se pudieron identifi-
car 49 (Tabla 5.5). La abundancia del contenido total de dcidos grasos disminuyé
gradualmente con el desarrollo desde 204.2 + 4.9 pg-mg PS' (M + ET) en los
huevos recién desovados hasta 94.6 + 7.1 pg:mg PSen las filosomas preparadas
para la eclosion (Fg67)=37.08, P<0.001; ). Quince 4cidos grasos estuvieron pre-
sentes en los huevos a una proporcién > 1% respecto al total de acidos grasos
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durante el desarrollo embrionario. Seis de estos 15 dcidos grasos, 16:0, 16:1n-
7,18:1n-9, 20:4n-6 (4cido araquidénico, ARA), 20:5n-3 (acido eicosapentaenoico,
EPA), 22:6n-3 (4cido docosahexaenoico, DHA) representaron el 75-88 % del total
de 4cidos grasos, con un valor medio entre periodos de 86 + 4 % (+ DT). Respecto
a la utilizacién de cada fraccién de 4cidos grasos durante el desarrollo, la fracciéon
mas consumida fueron los dcidos grasos poliinsaturados (46 %), seguida de los

monoinsaturados (37 %) y los saturados (14 %).

Los 4cidos grasos saturados en mayor proporcién fueron, en orden de abun-
dancia, 4cido palmitico (16:0), estedrico (18:0) y miristico (14:0)(Tabla 5.5). El des-
censo en el contenido total de dcidos grasos saturados (38 %) hasta un valor de
18.0 + 0.6 ug-mg PS1(M = ET) tuvo lugar principalmente al final del desarrollo.
El consumo de acidos grasos saturados durante la embriogénesis fue explicado
mayoritariamente por la utilizaciéon de 16:0 (44 % del consumo total de dcidos

grasos saturados) .

Los acidos grasos monoinsaturados mds relevantes fueron 16:1n-7, 17:1n-8,
18:1n-7 y 18:1n-9, representando el 73-83 % del total de MUFA. El consumo total
de 4cidos grasos monoinsaturados comienza a ser significativo partir del 56 %
del desarrollo (Periodo P6; Tabla 5.5). Al final del desarrollo permanecié en los
huevos con larvas desarrolladas el 37 % del contenido inicial de acidos grasos
monoinsaturados en los huevos (58.4 + 1.8 ng:mg PS!). Este marcado descenso
de los acidos grasos monoinsaturados fue explicado por la utilizacién de 16:1n-7
(-70 %) y en menor medida, por el 18:1n-9 y 17:1n-8.

En general, los dcidos grasos poliinsaturados més importantes fueron ARA,
EPA y DHA, representando el 92-96 % del total de los acidos grasos poliinsatura-
dos. Respecto a ARA, no se observaron diferencias durante el desarrollo embrio-
nario (P=0.34; Tabla 5.5). EPA y DHA fueron los dcidos grasos mas consumidos,
principalmente al final del desarrollo embrionario (P7-P8), con una tasa promedio
del 48 %. Cuantitativamente EPA fue el 4cido graso més abundante en los huevos
recientes (23 % del contenido total de dcidos grasos) y en los huevos a punto de
eclosionar (26 %). Las ratios EPA/ARA y DHA/ARA no mostraron diferencias

significativas entre periodos de desarrollo (P>0.18).
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Capitulo 5

5.4. Discusion

5.4.1. Caracterizacién biométrica y morfolégica

Los sistemas utilizados para identificar etapas en el desarrollo embrionario en
crustdceos siguen generalmente dos criterios, el uso del tiempo absoluto trans-
currido desde el desove o el porcentaje de desarrollo, y la sucesién de eventos
(Browne et al., 2005). El uso del porcentaje de desarrollo permite una mayor pre-
cisién en la asignacién del tiempo transcurrido entre procesos, y ademas eliminar
los huecos que pueden aparecer si la descripcion esta basada en una sucesion de
eventos durante un proceso continuo, como es el desarrollo embrionario (Bentley
et al., 1979). En este estudio, el uso del porcentaje de desarrollo favoreci6 la com-
paracion de los cambios morfolégicos y biométricos que tienen lugar en los hue-
vos entre puestas diferentes. Sin embargo, se combinaron ambos criterios para
favorecer la realizaciéon de comparaciones con las descripciones de los desarro-

llos embrionarios de otros crusticeos.

Las caracteristicas morfolégicas utilizadas para definir los periodos embrio-
narios: primeras divisiones celulares, disco embrionario, primeros apéndices, pe-
reiépodos, diferenciacién de la placa toracico abdominal, pigmentacién ocular,
cromatéforos y omatidios, fueron similares a los utilizados por otros autores (Pan-
dian, 1970; Amsler y George, 1984; Helluy y Beltz, 1991). Estas caracteristicas per-
mitieron identificar hasta ocho periodos durante el desarrollo embrionario de S.

arctus.

La etapa inicial de la embriogénesis se caracteriz6 por el desarrollo de la fase
nauplio en el interior de la membrana embrionaria y, en una segunda etapa, su
diferenciaciéon mediante morfogénesis en una zoea en el interior del huevo. Este
tipo de desarrollo en el que se produce la eclosién de una larva zoea es una ca-
racteristica compartida con otras langostas (Aiken y Waddy, 1980; Helluy y Beltz,
1991). No obstante, la zoea de S. arctus es un tipo de larva altamente modificada
denominada filosoma, que estd presente iinicamente en las familias Palinuridae,
Scyllaridae y Synaxidae, que integran el infraorden Achelata (Palero et al., 2009a).
En otros géneros del orden Achelata como Jasus, Ibacus y Scyllarides también se ha
descrito un estado de prezoea denominado naupliosoma, que no se observa en S.
arctus, y que es considerado por algunos autores como un cardcter plesiomorfico
(Baisre, 1994; Wahle y Fogarty, 2006).

La secuencia de apariciéon de cambios morfolégicos durante el desarrollo em-
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brionario de S. arctus sigui6 el patrén establecido en otros crustdceos decdpodos
(Lang, 1973; Helluy y Beltz, 1991; Valdés et al., 1991a; Webb et al., 2007). No obs-
tante, la tasa de desarrollo en la que aparecen los diferentes caracteres morfo-
l6gicos muestra diferencias respecto a otras especies. Una caracteristica comun
en la descripcion de los desarrollos embrionarios, y que permite comparar con
otros estudios, es la aparicién de la pigmentacién ocular. En S. arctus, este carac-
ter aparece en los embriones al 56 % del desarrollo, una tasa que se encuentra
en el rango mostrado por langostas palintridas como Panulirus japonicus 54-68 %
(Shiino, 1950), Sagmariasus verreauxi 54-64 % (Moss et al., 2004) o Jasus frontalis en-
tre el 55-63 % (Dupré, 1988), pero que difiere bastante de la tasa del 12 % descrita
en langostas homdaridas como Homarus americanus (Helluy y Beltz, 1991). Asi, el
uso de indices que se basan en el crecimiento de la pigmentaciéon ocular, como el
de Perkins (1972) en homéridos, no permitirfan estimar el grado de desarrollo de
los huevos durante la primera mitad de la embriogénesis en S. arctus, ni tampoco
en langostas palintdridas. En cambio, la funcién de Michaelis-Menten ajustada en
este estudio, que utiliza el 4rea ocupada por el vitelo, si permite la estimacién del
grado de desarrollo de los embriones durante este periodo inicial, ya que el vitelo
disminuye desde los momentos iniciales hasta el final de la embriogénesis.
Durante la embriogénesis, los cambios morfolégicos en los huevos estuvieron
acompafados de cambios biométricos. Hasta el 50 % del desarrollo no comenzé
a apreciarse un claro aumento del volumen del huevo. En crustdceos decapodos
este incremento esta asociado a la entrada de agua al interior del huevo (Pandian,
1970; Oh y Hartnoll, 2004; Rosa et al., 2007). Por otra parte, el desarrollo morfo-
l6gico indica que este aumento de volumen, a su vez, esta relacionado con un
elevado crecimiento de las estructuras internas del embrién durante los periodos
4-5, y la necesidad de espacio disponible en el interior del huevo. Este aumento
de volumen alcanzé su méaximo al 80 % del desarrollo, coincidiendo con el inicio
del dltimo periodo de desarrollo (P8). En este momento, el embrién sélo ha expe-
rimentado un aumento de tamafio del 50 % respecto al incremento total, y todavia
posee el 50 % del vitelo disponible para completar la embriogénesis. Asi, durante
este tltimo periodo va tener lugar el mayor gasto energético realizado durante la
embriogénesis, en comparacion a los periodos previos. Es probable que el aumen-
to de la tasa cardiaca y de los movimientos del embrién que tiene lugar en estos
periodos finales sean los responsables del elevado consumo de vitelo, y que se
refleja en el incremento exponencial en la correspondiente tasa de consumo. Este

patrén en la utilizacion de vitelo en S. arctus se aproxim¢ bastante al observado en
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los embriones de otros crustaceos decdpodos (Lavarias et al., 2002; Stevens, 2006;
Walker et al., 2006).

Los embriones tras el desove mostraron diferencias de tamafio que se conser-
varon durante el periodo de incubacién. Esto implica que las diferencias obser-
vadas en los huevos recientes pueden trasladarse a las larvas recién eclosionadas.
La estrategia de una mayor inversién energética por huevo tendria su l6gica si el
desarrollo temprano en S. arctus fuese lecitotréfico. Sin embargo, tras la eclosion
de los huevos, las larvas necesitan alimento para continuar con su desarrollo. Por
lo tanto, este mayor tamafio del huevo podria estar mas relacionado, como indica
la elevada correlacién del tamafio del huevo y del drea ocupada por la pigmen-
tacién ocular en los huevos preparados para eclosionar, con el tamafio corporal
que alcanzan las larvas en el momento de la eclosién. Esta relacion entre el tama-
fio inicial de los huevos y el tamafio de las larvas en el momento de la eclosién
también se ha encontrado en otros decdpodos (Shirley et al., 1987; Wehrtmann y
Kattner, 1998; Hamasaki ef al., 2003; Giménez et al., 2004; Brillon et al., 2005).

Tras la eclosién de los huevos se observé que en las larvas recién eclosionadas
permanecen restos de vitelo en el hepatopancreas (4 % del vitelo inicial). Otros
decapodos también muestran este remanente de vitelo en los huevos antes de la
eclosion (Biesiot y Perry, 1995; Stevens, 2006; Walker et al., 2006), por lo que es
posible que ésto también suceda en el medio natural. Este vitelo residual pue-
de ayudar a la larvas recién eclosionadas a subsistir hasta el primer alimento en
situaciones de disponibilidad de alimento poco predecible.

Como los cambios que tienen lugar en los embriones son procesos graduales y
continuos, las clasificaciones categéricas a partir de caracteristicas visuales exter-
nas no siempre son vélidas para experimentos con desarrollos embrionarios (Styf
et al., 2013). En cambio, la utilizacién de variables cuantitativas como el volumen
del huevo, el drea de vitelo y del ojo, junto con los modelos ajustados, van a favo-
recer la seleccién de los embriones en un determinado momento del desarrollo de
una forma mds precisa, rdpida y sin causar dafio, aspectos de suma importancia
para la realizacion estudios bioquimicos, ecotoxicolégicos y fisiologicos (Lavarias
et al., 2002).

5.4.2. Composicién bioquimica

En general, el tamafio de lo huevos es un buen indicador de la duracién de

la etapa inicial del ciclo de vida en los decdpodos marinos (Herring, 1974). En la
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familia Scyllaridae, el tamafio de los huevos es bastante variable entre especies
(0.4-1.2 mm de didmetro), aunque por lo general, de los géneros con huevos mas
grandes eclosionan larvas en un estado mas avanzado de desarrollo y que presen-
tan fases larvarias breves (p. €j. Thenus, Ibacus), mientras que de los que poseen
huevos mas pequefios como en S. arctus, eclosionan huevos con larvas que deben
pasar numerosos estadios larvarios (ver Sekiguchi et al., 2007).

Durante el desarrollo embrionario los huevos experimentaron un incremento
del 74 % respecto a su volumen inicial. Un incremento que estd dentro del ran-
go del 50 al 175 % estimado por Wear (1974) en 19 especies de decdpodos mari-
nos. Este incremento de volumen estd asociado al aumento del contenido en agua
en los huevos (55 %), un patrén comin observado en otros crustdceos (Pandian,
1970; Oh y Hartnoll, 2004). Su origen se encuentra en la entrada de agua al interior
del huevo, que tiene lugar como respuesta osmética al aumento de la permeabili-
dad de la membrana embrionaria que protege al huevo en los periodos previos a
la eclosiéon (Charmantier y Charmantier-Daures, 2001). Aunque, otra parte puede
proceder de la retencién de agua metabolica, que se genera como subproducto de
la respiracién (Amsler y George, 1984).

La calidad y la cantidad de los nutrientes en el vitelo del huevo dependen de
las reservas maternas, la capacidad de biosintesis y la dieta durante la madura-
cién de los ovarios (Harrison, 1990). En los crustaceos el componente mayoritario
del vitelo del huevo es la lipovitelina, la cual esta compuesta principalmente de
proteinas y lipidos, y en menor medida de carbohidratos (Lee, 1991; Walker et
al., 2006). Los resultados obtenidos en S. arctus, tanto a nivel bioquimico como
en el drea ocupada por el vitelo, mostraron que las reservas energéticas de los
embriones no son consumidas a una tasa constante durante la embriogénesis.
El aumento de la demanda energética de los embriones, antes de la eclosiéon de
los huevos, provocé un rapido descenso de estas reservas, principalmente en el
contenido lipidico. Esta dréstica disminucién del contenido lipidico sefala a los
lipidos como la fuente principal de energia durante la embriogénesis. De ahi, que
el patrén mostrado en la utilizaciéon de los lipidos se aproxime a la tasa de con-
sumo de vitelo durante el desarrollo. La utilizacién de los lipidos como principal
recurso energético durante la embriogénesis es comtn en otros crustaceos deca-
podos (Holland, 1978; Clarke et al., 1990; Kattner et al., 1994; Morais et al., 2002;
Jacobs et al., 2003). No obstante, la utilizacién de los nutrientes durante el desarro-
llo embrionario no siempre sigue un mismo patrén entre especies. Gardner (2001)

encontr6 en el braquiuro Pseudocarcinus gigas una preferencia por la utilizaciéon de
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las proteinas en lugar de los lipidos durante la embriogénesis, al igual que suce-
de en cirripedos como Balanus balanoides y Balanus balanus (Barnes, 1965). Al final
del desarrollo, los lipidos representaron aproximadamente el 14 % de la materia
seca en los huevos con filosomas preparadas para la eclosion, un valor similar al
estimado en las filosomas recién eclosionadas de langostas palintridas (Phleger
et al., 2001; Smith et al., 2003; Wu et al., 2012).

La secuencia temporal de utilizacién de los recursos energéticos del embrion
sefala a los carbohidratos como fuente inicial (o inmediata) de energia en el co-
mienzo del desarrollo embrionario en S. arctus. Este consumo inicial también se
ha descrito en la embriogénesis de Macrobrachium rosenbergii (Jun-jie et al., 2006).
Aunque los carbohidratos generalmente contribuyen en menor medida al meta-
bolismo del embrién (Holland, 1978), su importancia no s6lo recae en la obtencién
de energia durante el desarrollo embrionario, sino por ser ademds un precursor
de la quitina, el componente principal del exosequeleto en los crustdceos (Amsler
y George, 1984). Asi, una elevada sintesis del exoesqueleto de la larva antes de
la eclosion de los huevos permitiria explicar el consumo de carbohidratos al final
del desarrollo embrionario (>79 % del desarrollo).

El contenido de proteinas en el embrién no experimenté una gran variacién
durante la mayor parte del desarrollo embrionario, sugiriendo que las proteinas
utilizadas son convertidas de nuevo en otros componentes corporales. Sin em-
bargo, existen diferencias en la evolucién del contenido en proteinas durante la
embriogénesis entre los estudios realizados en otros decdpodos marinos. Algu-
nos estudios muestran una reduccién general de las proteinas durante el desarro-
llo del embrién (Amsler y George, 1984; Petersen y Anger, 1997; Gardner, 2001;
Sibert et al., 2004), mientras que en otros se observa un aumento del nivel de pro-
teinas al final del desarrollo (Pandian, 1967; Jun-jie et al., 2006). En nuestro caso,
el contenido de proteinas aument6 significativamente en los huevos con larvas
a punto de eclosionar. Una posible explicaciéon de esta tendencia puede deberse
a la utilizacién del contenido del nitrégeno elemental para estimar las proteinas.
Petersen y Anger (1997) sugieren que la formacién de otros compuestos nitroge-
nados en los huevos puede provocar cambios en la relacion N:proteinas y que asi,
los valores estimados de proteinas a partir del contenido en N sean més elevados.
Jun-jie et al. (2006) explicaron también un aumento similar del contenido proteico
por el continuo incremento del contenido total de aminodacidos, los cuales ademds
de ser importantes componentes estructurales, participan en el metabolismo de

los lipidos y carbohidratos (Nelson y Cox, 2013).
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En general, la fase embrionaria se caracterizé por un fuerte incremento del
contenido de 4acidos nucleicos en los huevos. Este incremento indica un aumento
del ntimero y tamafio de las células durante el desarrollo del embrién. Sin embar-
go, las ratios ARN:ADN y ADN:proteinas permitieron identificar a nivel celular
tres periodos diferentes durante el desarrollo embrionario. El primero durante
la diferenciacién del nauplio a zoea (22 a 44 % del desarrollo), en el que la ratio
ARN:ADN mostré una elevada actividad de sintesis a nivel celular. Un segundo
periodo entre el 44 % y el 79 % del desarrollo, en el que la ratio proteinas:ADN
indica una elevada multiplicacién celular debido probablemente al crecimiento
y diferenciacion del embrién. Y un tercer periodo al final de la embriogénesis
(>79 % del desarrollo), en el que un aumento de la ratio proteinas:ADN indica
que puede tener lugar una hipertrofia celular, al igual que sucede en los momen-
tos previos a la metamorfosis en larvas de peces planos (Fukuda et al., 1986; Chris-
tensen y Korsgaard, 1999). Por otro lado, el descenso en las cantidades de ADN y
ARN recuperado al final de la embriogénesis probablemente también refleja una
mayor proporciéon de tejido acelular, debido por ejemplo, a la formacién de la
cuticula, en la que tiene lugar una importante acumulacién de sales minerales y
quitina (Gorokhova y Kyle, 2002).

El contenido energético de los huevos estimado a partir del contenido en car-
bono elemental present6 siempre valores inferiores al obtenido mediante el con-
tenido bioquimico. En general, los datos obtenidos en base al carbono elemental
parece que subestiman el contenido real de energia en los huevos, mientras que
las estimaciones obtenidas a partir de los componentes bioquimicos son algo mas
realistas. Aun asi, estos valores todavia son inferiores al contenido energético real
de los huevos, ya que componentes de menor importancia tales como dcidos nu-
cleicos, quitina, etc. no son considerados en las estimas de energia (Urzua et al.,
2012).

Los huevos recientes de S. arctus presentaron altos niveles de 16:0, 16:1n-7,
18:1n-9, 20:4n-6, 20:5n-3 (EPA), 22:6n-3 (DHA), una caracteristica comtin con otros
huevos de crustdceos decdpodos (Wehrtmann y Graeve, 1998; Rosa et al., 2007; Fi-
gueiredo y Narciso, 2008). El patrén de utilizacién de los dcidos grasos durante el
desarrollo embrionario puede presentar variaciones interespecificas (Wehrtmann
y Graeve, 1998; Narciso y Morais, 2001; Torres et al., 2008; Calado et al., 2010). En
general, en los huevos de S. arctus se observé una clara disminucién de los 4ci-
dos grasos durante el desarrollo embrionario, especialmente de los dcidos grasos

insaturados, que se metabolizaron a una tasa més elevada que los saturados. La
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utilizacién preferente de los dcidos grasos insaturados frente a los saturados du-
rante la embriogénesis también ha sido observada en otros crustdceos decdpodos
(Rosa et al., 2003; Figueiredo y Narciso, 2008). Por otra parte, la aparente menor
utilizacién de los 4cidos grasos saturados puede deberse a que estos dcidos grasos
no resultan esenciales, ya que pueden ser obtenidos a partir de la desaturacién de
los 4cidos grasos insaturados (Rosa et al., 2003).

El alto contenido de &cidos grasos previa a la eclosiéon de los huevos de S. ar-
ctus hace presuponer que las filosomas poseen un remanente energético durante
los primeros instantes de su larga vida planténica. Esta reserva energética a nivel
bioquimico se ha podido observar también en otros decdpodos marinos (Morais
et al., 2002; Rosa et al., 2007; Torres et al., 2008). Del contenido total de estos acidos
grasos en los huevos de S. arctus, un 57 % fueron acidos grasos poliinsaturados.
Los acidos grasos poliinsaturados son componentes principales de los fosfolipi-
dos, los cuales poseen la importante funcién de mantener la integridad estructu-
ral y funcional de las membranas celulares, y la actividad del sistema nervioso
del embrién y de la futura larva (Chapelle, 1986). De ahi, que un contenido ele-
vado de estos 4cidos grasos en los huevos, principalmente de EPA y DHA, este
asociado a una mejora en la tasa de eclosién de los huevos y a un aumento de la
supervivencia de las larvas recién eclosionadas (Cavalli et al., 1999, 2001; Jun-jie
et al., 2006).

Por otra parte, la alta proporcion de dcidos grasos poliinsaturados en los hue-
vos a punto de eclosionar indica la necesidad, por parte de las filosomas recién
eclosionadas, de un primer alimento rico en esta fraccién de dcidos grasos. Esta
necesidad se confirma también por la presencia de una importante proporcién de
EPA y DHA en las filosomas recién eclosionadas de langostas palintridas (Phle-
ger et al., 2001; Smith et al., 2002, 2003). Futuros estudios sobre el desarrollo larva-
rio de S. arctus deberian considerar la utilizaciéon de dietas enriquecidas con EPA
y DHA. Por otro lado, hay que tener en cuenta que este estudio se ha realizado en
laboratorio sin conocer la condicién nutricional y fisiolégica de los reproducto-
res, por lo que la interpretacion de los resultados ha de realizarse con precaucion.
Para confirmar o completar los resultados obtenidos es necesario el estudio de la

composiciéon de los embriones procedentes medio natural.
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Caracterizaciéon biométrica y bioquimica de

las puestas de Scyllarus arctus

6.1. Introduccidon

Los invertebrados poseen cierta plasticidad fenotipica, que presumiblemente
les permite optimizar el esfuerzo reproductivo bajo diferentes condiciones am-
bientales (Hadfield y Strathmann, 1996). Esta optimizacién de los recursos desti-
nados a la reproduccién consiste principalmente en un balance entre invertir mas
por huevo o aumentar la fecundidad (Allen et al., 2008). Este balance plantea la
cuestién de cuales son las ventajas que aporta la producciéon de pocos huevos pe-
ro mds grandes, en lugar de huevos mds pequefios pero en un mayor nimero.
En general, los huevos grandes estdn asociados con desarrollos larvarios breves
(Steele y Steele, 1975; Paschke et al., 2004), una mayor resistencia de las larvas re-
cién eclosionadas a periodos de inanicién (Wilhelm y Schindler, 2000; Paschke et
al., 2004) y a un mayor tamafio larvario, que puede trasladarse a fases posteriores
del ciclo de vida (Giménez, 2006).

Los decdpodos marinos, al igual que otros invertebrados, han sido objeto de
numerosos estudios por las diferentes estrategias reproductivas que muestran
frente a la variacién de las condiciones ambientales, principalmente a largo de
gradientes latitudinales o batimétricos (Wehrtmann y Kattner, 1998; Lardies y
Castilla, 2001; Laptikhovsky, 2006; Fischer y Thatje, 2008; Fischer et al., 2009a;
Lardies et al., 2010). Sin embargo, se ha prestado menos atencién a su respuesta
frente a los cambios estacionales que se producen en el ambiente, a pesar de ser

considerados una importante fuente de variacién intraespecifica en la reproduc-
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cion de los invertebrados marinos (Ghiselin, 1987). De hecho, el estudio del efecto
estacional en la inversion reproductiva de crustaceos marinos, ha permitido iden-
tificar una importante fuente de variabilidad en la fecundidad y el tamafio de los
huevos en cangrejos braquiuros (Sampedro et al., 1997; Bas et al., 2007; Verisimo
et al., 2011; Siders y Koopman, 2013), cangrejos anomuros (Gebauer et al., 2013),
camarones (Urzta et al., 2012) y en langostas (Fonseca-Larios y Briones-Fourzan,
1998; Pérez-Gonzalez et al., 2012; Koopman et al., 2015). Ademds, ha permitido
constatar que la inversién destinada a la reproduccién también puede mostrar
importantes variaciones interanuales (Urzua et al., 2012; Koopman et al., 2015).

Otra importante fuente de variacién intraespecifica en la inversién reproducti-
va importante en decipodos marinos es el tamafio materno, que estd fuertemente
relacionado con la fecundidad y la calidad de los huevos (Attard y Hudon, 1987;
Fischer et al., 2009a). Ademads, el estado nutricional de los reproductores también
puede influir en la inversioén destinada a la reproduccién (Cahu et al., 1995; Wen
et al., 2002; Racotta et al., 2003), aunque este aspecto ha sido poco estudiado en el
medio natural.

El tamafio de los huevos es un caracter ampliamente utilizado como indicador
de la inversién materna, pero que por si s6lo no refleja la calidad de los huevos
(Moran y Mcalister, 2009). Los huevos son lecitotréficos, por lo que el desarrollo
del embrién va a depender de la cantidad y calidad de los nutrientes aportados
inicialmente por la hembra durante el proceso de ovogénesis. En este sentido, al-
gunos componentes bioquimicos, como los lipidos, son recursos indispensables,
ya que representan la fuente mds importante de energia y su aporte puede su-
poner en los crustdceos marinos al menos el 60 % del gasto energético realizado
durante la embriogénesis (Wehrtmann y Graeve, 1998). En particular, los acidos
grasos que, ademds de jugar un papel energético, también formaran parte de las
membranas celulares de las nuevas células manteniendo su actividad (p. ej., el
transporte de iones) y sus propiedades estructurales (p. €j., frente a cambios en
la temperatura), convirtiéndose asi en elementos esenciales para el desarrollo y
funcionamiento de algunos tejidos, como los que conforman el sistema nervioso
(Wu et al., 2007). De ahi, que la presencia y abundancia relativa de los acidos gra-
sos en la composicion inicial de los huevos haya sido relacionada con el nimero
de desoves durante el periodo reproductivo, el niimero de huevos producidos, el
éxito del desarrollo embrionario, la tasa de eclosién de los huevos y la supervi-
vencia larvaria (Racotta et al., 2003).

En una regién templada, como en el noroeste de la costa gallega, con una
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marcada estacionalidad en la temperatura del mar, que oscila desde los 14°C en
invierno hasta los 18.5°C en verano (Gémez-Gesteira et al., 2008), y en la producti-
vidad primaria, que se incrementa desde los 0.5-1 mg-m?(clorofila a) en invierno
hasta los 1.5-3 mg-m™ en primavera y verano, debido a dos principales eventos
de afloramiento costero (Alvarez et al., 2012); y en la que S. arctus muestra un
amplio periodo reproductivo, durante el cual puede realizar hasta tres puestas,
plantea la cuestion de si la inversion reproductiva realizada por una hembra en
ndmero, tamafio y calidad de los huevos en cada puesta varia a lo largo del perio-
do reproductivo. Si estos aspectos muestran variabilidad, esto podria indicar la
presencia de una estrategia reproductiva en S. arctus para adaptarse a los cambios
ambientales estacionales que se suceden en esta region.

El primer objetivo de este estudio fue medir la variacién estacional e inter-
anual en el potencial reproductivo de S. arctus, en términos de fecundidad y ta-
mafio de los huevos de las puestas, tanto en estado reciente, como avanzado esta-
do de desarrollo, durante los periodos reproductivos de 2008 y 2009. Un segundo
objetivo fue determinar la calidad de los huevos de las puestas recién desovadas,
en base a su composiciéon bioquimica, asi como el andlisis de la variacién esta-
cional e interanual, y explorar la influencia de los posibles factores ambientales y

maternos que la condicionan.

6.2. Metodologia

6.2.1. Muestreo y seleccién de muestras

Para este capitulo fueron seleccionadas 205 hembras del total de ejemplares
muestreados con puestas, tanto en estado reciente de desarrollo embrionario, co-
mo en estado avanzado de desarrollo. Para la seleccién de las muestras se tuvo
en cuenta la época de puesta y el estado de desarrollo embrionario, en el periodo
comprendido entre Febrero de 2008 y Mayo de 2009 (Tabla 6.1).

Se establecieron tres periodos de puesta debido a la amplitud del periodo de
desove durante el ciclo reproductivo, caracterizado por la presencia de hembras
ovigeras con huevos en diferentes estados de desarrollo durante la mayor parte
del afio, la capacidad de realizar hasta tres puestas durante un ciclo reproductivo
y a las diferentes condiciones ambientales de cada periodo (temperatura, alimen-
to disponible, etc.). Se establecié una fase temprana del ciclo reproductivo entre
Diciembre y Febrero, caracterizada como “puesta de invierno”, una segunda fa-
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se entre Abril y Mayo, considerada como “puesta de primavera”, y una tercera
fase, la “puesta de verano”, caracterizada por las puestas de las hembras ovadas

obtenidas de Julio a Septiembre.

La determinacion del estado de desarrollo de las puestas fue realizada segiin
criterios macroscopicos (coloracién de los huevos) y microscépicos (desarrollo del
embrién y % de ocupacion del vitelo). Se consideraron puestas recientes, aquellas
constituidas por huevos de color amarillo-anaranjado (RAL® 1028) y con el vi-
telo ocupando la mayor parte (>95 %) del area del huevo (Periodo de desarrollo
embrionario P1-P3, Capitulo 5), y puestas en un estado avanzado de desarro-
llo, aquellas caracterizadas por huevos de color marrén (RAL® 8001) con larvas
desarrolladas y con un 4rea de ocupacion del vitelo <10 % o ausente (Periodo P8,
Capitulo 5) .

Tabla 6.1. Resumen de las puestas analizadas segtin el estado de desarrollo embrionario, época de
puesta y afio.

Reciente Avanzado
Afio Epoca Ca'racteri.sticas C(tmposic.i(’)n Ca.racteri.sticas
biométricas bioquimica biométricas
2008 Invierno 27 10 23
Primavera 31 10 19
Verano 24 10 21
2009 Invierno 29 10
Primavera 31 10

6.2.2. Determinacidon de las caracteristicas biométricas de las puestas
Volumen y didmetro de los huevos

Las muestras de huevos conservadas en formol neutralizado al 4 % fueron
examinadas y fotografiadas con una cdmara digital Nikon DXM 1200 acoplada
al microscopio estereoscépico Nikon SMZ 1500. Con un analisis de imagen (NIS
Elements de Nikon) se determiné el didmetro medio (D), mayor y menor de 30
huevos. El volumen del huevo (V) se obtuvo con la féormula del volumen del
elipsoide oblato,V = x - df -dy/6,donde d; es el didmetro medio menor y d; es el

mayor (Turner y Lawrence, 1979).
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Determinacién del peso del huevo y la fecundidad

El peso seco por huevo y la fecundidad fueron determinados a partir del mé-
todo gravimétrico. Antes de estimar estos dos parametros, se realiz6 una calibra-
cién para determinar el tamafio 6ptimo de muestra de huevos (250, 500, 750 y
1000 huevos), que permite una mejor estimacién del peso seco por huevo y, por
lo tanto, del nimero de huevos de toda una puesta (Verisimo et al., 2011). Pa-
ra la estima del peso seco medio del huevo se utilizaron, de acuerdo al tamafio
6ptimo seleccionado previamente, tres réplicas de huevos liofilizados de peso co-
nocido. Los huevos de cada réplica fueron separados en una placa Petri con una
solucién de alcohol al 70 % y contados mediante un microscopio estereoscépico
Nikon DXM 1200, provisto de una cdmara digital Nikon DXM 1200, con un ana-
lisis de imagen (NIS elements de Nikon)(Fig. 6.1). Una vez conocido el peso seco
de cada huevo, se estim¢ la fecundidad de cada puesta a partir del peso seco de

toda la puesta.

Fig. 6.1. Contaje de huevos con el andlisis de imagen

6.2.3. Determinacién de la composicién bioquimica

Una vez determinado el peso seco del huevo, las muestras de huevos fueron
homogeneizadas para analizar su composicién bioquimica. La composicién bio-
quimica fue determinada en las puestas con huevos recientes. Se analizaron 10
puestas en cada periodo de puesta (invierno, primavera y verano) durante los
afios 2008 y 2009 considerados en este estudio (Tabla 6.1). Se determiné el conte-
nido de lipidos, proteinas, carbohidratos, acidos grasos, dcidos nucleicos (ADN
y ARN), agua y cenizas segtn las técnicas descritas en la Metodologia general
(Capitulo 2). El contenido energético de los huevos fue estimado en base al conte-
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nido de lipidos, proteinas y carbohidratos (Winberg, 1971), y partir del contenido
de carbono obtenido mediante el andlisis de la composiciéon elemental (Salonen
et al., 1976).

La composicion bioquimica los huevos se indica tanto por mg de peso seco
como porcentaje del peso seco (composicién relativa), y también respecto al con-
tenido de un huevo individual (composicién absoluta). El contenido por huevo
fue obtenido a partir del contenido bioquimico relativo y el peso seco medio esti-
mado por huevo de cada puesta.

6.2.4. Estudio de las variables implicadas en la inversién por huevo
Determinacion del estado nutricional de las hembras

El hepatopédncreas generalmente es utilizado como un indicador del estado
nutricional en los crustdceos decdpodos, ya que en esta glandula tiene lugar la
sintesis y la secreciéon de enzimas, la digestion, la absorcién de nutrientes y el
almacenamiento de reservas (Calvo et al., 2011). Ademds, puede considerarse un
buen representante de la inversién materna destinada a la reproduccién, dado
que el contenido lipidico de los ovarios en desarrollo tiende a ser dependiente de
las reservas almacenadas en el hepatopancreas (Rosa y Nunes, 2002).

Para estimar el estado nutricional de cada hembra se utiliz6é un indice basado
en el peso seco del hepatopdancreas, por ser considerado una buena aproximacién
de su composicion bioquimica (Jones y Obst, 2000; Watts et al., 2014). Dado que
el tamafio del hepatopdncreas estd relacionado con el tamafo del organismo, se
céalculo un indice hepatosomaético estandarizado (IHS) que permiti6¢ la compara-
cién del estado nutricional de hembras recolectadas en diferentes estaciones del
ano.

Para el célculo del indice hepatosomaético, se transform¢ la variable longitud
del cefalotérax (LC) mediante logaritmos naturales, y se ajusté un modelo lineal
generalizado utilizando una familia de distribucién de error de tipo gamma y
con la funcién vinculo logaritmica, para linealizar la relacién con el peso seco (g)
de cada hepatopancreas (PSH), utilizando los datos de los organismos recogidos
desde Febrero de 2008 a Mayo de 2009. A partir de la relacion final obtenida
(PSH; = ¢299109LCi-11.99 11-1169) se defini6 el IHS; como:

IHS; =PSH;,-PSH;
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Donde PSH; representa el peso seco del hepatopédncreas de un individuoiy
PSH; es el valor predicho por la regresién para un individuo del mismo tama-
fio. La interpretacién de este indice es sencilla, ya que al estar centrado en cero,
que un individuo presente un indice positivo es indicativo de una mayor estado
energético respecto a su talla. Por el contrario, un individuo con un menor estado

nutricional mostrard un indice negativo.

Estimacién de la duracién de la ovogénesis

La inversién por huevo que van a mostrar las puestas en el desove depende
del proceso de ovogénesis que tiene lugar en los ovarios. Una mayor duracién de
la ovogénesis puede permitir una mayor acumulacién de nutrientes en los ovoci-
tos y provocar cambios temporales en las caracteristicas de los huevos desovados
(Sheader, 1996). Aunque también puede ocurrir el fenémeno contrario, de forma
que largos periodos de desarrollo ovarico podrian ser indicadores de una baja
eficiencia metabdlica en la acumulacién de reservas en los huevos.

Para determinar la duracién de la ovogénesis se ha utilizado el modelo de
Reatmur de duracién del desarrollo embrionario (Capitulo 4). Se parte de la pre-
misa de que la duracién del periodo de incubaciéon de una puesta es equiparable
a la duracién del periodo de desarrollo ovarico, y que ambas estdn relacionadas
con la temperatura del agua. El modelo de Reatimur permitié determinar asi, que
fraccién del proceso de ovogénesis tiene lugar cada dia a una temperatura dada.
Posteriormente, mediante un proceso iterativo de suma acumulada hacia atras
se calcula el nimero de dias necesarios para completar el proceso de ovogénesis

para una puesta recién desovada tipo para cada dia.

Temperatura en el desove y fotoperiodo

La temperatura y el fotoperiodo son dos importantes variables ambientales
que intervienen en el control de la maduracién de los ovarios y en la realiza-
ciéon de los desoves (Aiken y Waddy, 1989; Matsuda et al., 2002; Hamasaki et al.,
2004; Nagaraju, 2011). Asi, la variacion de estos pardmetros a lo largo del perio-
do reproductivo puede intervenir en la inversién que las hembras destinan a los
huevos (Smith et al., 2003; Fischer y Thatje, 2008; Weiss et al., 2009). Las variables
consideradas fueron la temperatura y el fotoperiodo durante el desove. Como
aproximacién de la temperatura en el momento del desove se utiliz6 la media

de los valores de temperatura de los 15 dias anteriores a la fecha de muestreo
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de cada hembra. Los datos de temperatura utilizados se corresponden a medi-
ciones diarias realizadas en una zona proxima al drea objeto de estudio de esta
tésis durante el periodo comprendido entre 2007 y 2009 (coordenadas: 43° 23.11’
N 8°24.63" O, datum WGS84; fuente: Aquarium Finisterrae). El fotoperiodo (ho-
ras de luz) correspondiente al periodo y zona de estudio fue obtenido mediante
el paquete maptools del software R (Bivand y Lewin-Koh, 2015).

6.2.5. Andlisis de datos

6.2.5.1. Estudio del tamafio 6ptimo de muestra para la estima del peso del
huevo y la fecundidad

Se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) de dos vias anidado con el ta-
mafio de muestra como factor fijo y la puesta (o hembra) como factor anidado,
para evaluar las variaciones en las estimas del peso del huevo respecto a la utili-

zacion de cuatro tamafios diferentes de muestra (250, 500, 750 y 1000 huevos).

6.2.5.2. Anadlisis de las caracteristicas biométricas de las puestas

Las caracteristicas biométricas de las puestas (fecundidad, peso seco de la
puesta, peso seco y volumen de los huevos) fueron analizadas en funcién de la
talla de las hembras, el periodo y afio del ciclo de puesta, y el estado de desa-
rrollo de los huevos. Segtin el estado de desarrollo embrionario de las puestas se
defini6 la fecundidad como: fecundidad realizada, fecundidad estimada a partir
de puestas con huevos en un estado de desarrollo reciente, y fecundidad efectiva,
estimada a partir de puestas con huevos préximos a la eclosién. Para el anélisis
de datos, fue necesario transformar mediante logaritmos naturales los datos de
fecundidad, peso seco de la puesta, LC, peso seco y volumen del huevo (Somers,
1991).

Para estudiar la influencia de la talla se ajustaron regresiones lineales entre
cada variable con la LC mediante minimos cuadrados. Las diferencias tempora-
les en los dos ciclos reproductivos, tanto de puestas de huevos en estado reciente
como avanzado, se analizaron mediante andlisis de covarianza (ANCOVA) uti-
lizando LC como covariable. Se realizaron ANCOVAs de dos vias para evaluar
las diferencias en las caracteristicas reproductivas entre afios (2008 y 2009) y esta-
ciones (invierno, primavera y verano) para puestas de huevos en estado reciente.
Para puestas de huevos en estado avanzado, se llevaron a cabo ANCOVAs de una
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via para evaluar las diferencias en las caracteristicas reproductivas entre estacio-
nes durante el ano 2008. Ademaés, se realiz6 un ANCOVA de dos vias entre la
fecundidad realizada y efectiva con los factores estaciéon y estado, para evaluar la
variabilidad estacional en la pérdida de huevos durante el periodo de incubacién
durante el periodo reproductivo de 2008. Las interacciones entre los factores ca-
tegoéricos (afio, estacion y estado) y la covariable LC fueron probadas en todos los
andlisis. Dado que las interacciones no fueron significativas (homogeneidad de
pendientes), los términos de interaccién fueron eliminados y los modelos fueron
reajustados.

El coeficiente de correlacion de Pearson fue utilizado para evaluar la relacién
lineal entre el peso y el volumen de los huevos. Finalmente, las diferencias en el
peso y el volumen de los huevos entre estados de desarrollo y periodos de desove
fueron evaluadas utilizando minimos cuadrados generalizados (GLS), utilizando
la estructura de la varianza identidad, dada la heterogeneidad observada entre
estados de desarrollo (Pinheiro y Bates, 2000).

6.2.5.3. Modelo de fecundidad que incorpora la variabilidad temporal

En una etapa posterior, se utilizaron modelos lineales generalizados (GLM)
para analizar las variaciones de la fecundidad inicial y la importancia relativa de
diferentes variables potencialmente relacionadas con la variable respuesta, con
el fin de desarrollar un modelo predictivo de la fecundidad a lo largo del ciclo
reproductivo. Las variables de prediccion consideradas fueron: el mes (M), LC y
el volumen del huevo. El estudio de la distribucién de los residuos respecto a las
variables estudiadas previa a su insercién en el modelo permitié determinar un
patrén para la variable mes, que fue incluida en el modelo con un término cua-
dratico. Se comenz6 con un modelo donde fueron incluidas todas las variables.
En el proceso de seleccién de variables (por eliminacion secuencial), se utilizaron
el criterio de informacién de Akaike (A/C; Akaike, 1974) y el porcentaje de la
varianza explicada (devianza-D?) para detectar la importancia relativa de cada
variable y determinar las variables que deben incluirse en el modelo final y en
qué orden (Zuur et al., 2007). El andlisis de la devianza para evaluar la significa-
cion de las variables incluidas en el modelo final se llevé a cabo también por un
procedimiento paso a paso (prueba F). La eleccién del modelo, la funcién vinculo
mas adecuada y la distribucién del error se hicieron en base a la distribucién de

los residuos. Una distribucién gamma con una funcién vinculo “log” result6 ser
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la méds adecuada, lo que implica que las variables explicativas tienen un efecto
multiplicativo en el pardmetro de respuesta (Green ef al., 2009). El modelo final

obtenido fue:
log(E(FE;) =n; = o+ B1-log LC + Bo- M + B3 M

Donde la fecundidad media E (ﬁi) = y; para una observacion : es estimada

por fi; = exp(1;).

6.2.5.4. Estudio del potencial reproductivo

El potencial reproductivo fue analizado respecto a la estructura de tallas y la
proporcion de hembras ovadas del stock capturadas durante un afio de muestreo,
desde Febrero de 2008 a Enero de 2009. Para estimar el potencial reproductivo
relativo (PRR), se aplic6 el modelo de fecundidad determinado previamente a
cada hembra ovigera capturada segiin el mes de captura. El PRR fue obtenido
para cada mes o para cada clase de talla segtin la siguiente expresion:

2, Novy,; FEy,
2 ch: \Nov,, ;-FE,, ;

12 . )
-100 PRR 1] Y Novy,  FE,;

PRR1,, = - Zszl 212 Nov,, ;- FE,,

-100

Donde Nowv,, ; es la proporcién de hembras ovigeras y F E,, ; es la fecundidad
estimada respecto al mes de captura m y la clase de talla de cada hembra ovigera
]

Se realiz6 una segunda aproximacion utilizando la proporcién de hembras
maduras (Pm;, obtenida a partir de la ecuacion logistica ajustada para estimar la
talla de madurez sexual, Capitulo 4), la proporcién de hembras (N;) y la fecundi-
dad (FE;) de cada clase de talla ;j (Tully et al., 2001). La fecundidad fue determi-
nada sin permitir la variacién mensual (se fij6 un mes para todas las estimas de

fecundidad). El PRR fue calculado a partir de la expresion:

PRR2; = 5% _ 100

= i
£C, Pmj-FE;N;

Las diferencias en las distribuciones del PRR fueron analizadas mediante la

prueba de Kolmogorov-Smirnov (prueba K-S).
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6.2.5.5. Analisis de la composicién bioquimica

La composicién bioquimica absoluta de las puestas fue evaluada segtn el pe-
riodo de puesta en cada afio del ciclo reproductivo (2008, 2009) mediante un AN-
COVA con la covariable LC, mientras que la composiciéon bioquimica relativa fue
evaluada con ANOVAs. Ademés se evalto la presencia de diferencias interanua-
les utilizando en los andlisis como factores el periodo de puesta y el afio. Para
determinar el efecto de la talla en la composicion relativa de las puestas se rea-
lizaron anélisis de regresiéon por minimos cuadrados con cada componente y la
LC.

6.2.5.6. Analisis de los perfiles de acidos grasos

Para estudiar la variabilidad temporal en la composicién de 4cidos grasos en
las puestas, el contenido de cada 4cidos graso fue expresado como porcentaje
respecto al contenido total de acidos grasos. Para los andlisis, se seleccionaron
aquellos 4cidos grasos con una concentracion media superior al 1% en el perfil
completo de 4cidos grasos identificados en todas las puestas. A estos perfiles de
acidos grasos y a las fracciones que los agrupan (saturados, monoinsaturados
y poliinsaturados) se les aplicé un analisis de componentes principales (PCA)
para explorar similitudes entre las puestas analizadas. El PCA permiti6é también
determinar la contribucién de cada 4cido graso y fraccién a la separacion entre los
periodos de puesta en base a la combinacion lineal de las variables que componen
los componentes principales, en base la direcciéon dada por el autovector y su
magnitud, que es el autovalor.

Para investigar en detalle los cambios temporales en los perfiles de &cidos
grasos de las puestas, se realiz6 un andlisis de similaridad con los factores tempo-
rales afio y estacion (ANOSIM de dos vias; 9999 permutaciones) sobre la matriz
de similaridad obtenida mediante el indice de Bray-Curtis. La interpretacion se
centr6 principalmente en el valor ANOSIM-R, mds que en el nivel de significa-
cién debido al pequefio ntiimero de muestras utilizadas. Los valores de ANOSIM-
R>0.75 indican una fuerte separacién entre los grupos, R>0.5 indica cierto gra-
do de solapamiento, pero formando grupos claramente diferentes, y valores de
R<0.25 indican que los grupos apenas estdn separados (Clarke y Gorley, 2006).
Posteriormente se utiliz6 el procedimiento de andlisis de porcentaje de similitu-
des (SIMPER, 9999 permutaciones) para explorar que acidos grasos generan el
patrén observado e identificar los 4cidos grasos con mayor influencia.
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Las diferencias estacionales en la composicion relativa de los 4dcidos grasos en
las puestas fueron evaluadas segtn el periodo de puesta en cada ciclo reproducti-
vo (2008, 2009) mediante ANOVAs. Ademads se evaltio la presencia de diferencias
interanuales utilizando en los andlisis como factores el periodo de puesta y el afio.

6.2.5.7. Estudio de los factores que determinan la inversién por huevo

Un primer paso fue la realizacién de un andlisis visual del comportamiento de
cada variable (temperatura en el desove, duracién de la ovogénesis, fotoperiodo y
estado nutricional) a lo largo del afio durante 2008 y 2009. Para el caso particular
del estado nutricional de las hembras a lo largo del afio, el IHS calculado fue
analizado mediante un modelo aditivo generalizado (GAM). Este tipo de modelo
permite evaluar la trayectoria no lineal del estado energético de las hembras en

relacién a una variable explicativa, en este caso el dia:
IH; = a + fi(Dia) + ¢;

Donde Dia es el dia ordinal, nimero de dias desde el 1 de Enero de 2008, a es
la interseccion, f; es una funcién suave de los datos y &; es el error residual.

Antes de analizar qué factores tienen efecto sobre la inversién por huevo, se
investig6 la presencia de colinealidad entre las variables objeto de estudio me-
diante graficas de dispersion, coeficientes de correlaciéon de Spearman y mediante
el factor de inflacién (FIV) de la varianza (Zuur et al., 2007). También se analiz6 la
relacién de cada variable con la inversiéon por huevo de forma individual median-
de un GAM. Como indicador de la inversién por huevo se utiliz6 el contenido en
lipidos de los huevos (ng: huevo™), al considerarse la principal fuente de energia
de los embriones de S. arctus durante el desarrollo embrionario (Capitulo 5).

Finalmente, se decidi6 aplicar un método de suavizado como el GAM porque
los anélisis preliminares mostraron que la relacién entre la variable respuesta (ug
de lipidos-huevo™) y algunas de las variables predictoras (p. ej. duracién ovo-
génesis y dia ordinal) no fue lineal (Fig. 6.12). Para el ajuste del modelo aditivo,
el nimero 6ptimo de grados de libertad de cada funcién de suavizado se obtu-
vo mediante validacién cruzada (Wood, 2006). En el proceso de validacién del
modelo se utiliz6 la prueba de Razén de Verosimilitud para comparar modelos
anidados (Wood, 2006). Todos los GAMs fueron ajustados utilizando el paquete
mgcv en R (Wood, 2011).
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6.2.5.8. Normalidad y homogeneidad

La normalidad y homogeneidad de varianza de los residuos de los anélisis
realizados (ANOVAs y ANCOVAs) fueron evaluados mediante la prueba de Sha-
piro (P>0.05) y la prueba de Bartlett (P>0.05). Cuando los residuos de los anéli-
sis no cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza, se
aplic6 una transformacién de Box-Cox a los datos, determinada con el paquete es-
tadistico MASS de R. Cuando se encontraron diferencias significativas, éstas fue-
ron analizadas mediante la prueba de comparacién multiple de Tukey (P<0.05).

En los modelos ajustados (GLM y GAM) se comprob6 la normalidad y la pre-
sencia de valores anémalos mediante el protocolo descrito por (Zuur et al., 2010).

6.3. Resultados

6.3.1. Caracteristicas biométricas

6.3.1.1. Tamafo 6ptimo de muestra

El estudio del tamafio 6ptimo de muestra encontré diferencias significativas
en el peso medio por huevo entre los diferentes tamafios de muestra utilizados
(ANOVA anidado, F(3 750)=6.32, P<0.001). El peso por huevo estimado a partir del
tamafio de muestra de 250 huevos fue diferente al determinado con el resto de
tamafios de muestra (500, 750 y 1000 huevos), en los que las estimas del peso por
huevo no mostraron variaciones significativas. No obstante, se seleccion6 para
este estudio el tamafio de muestra de 750 huevos, por ser él tamafio de muestra
que presentd una menor variabilidad en las estimas del peso seco por huevo (Fig
6.2).
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CV (%)

250 500 750 1000
Tamaino de muestra

Fig. 6.2. Coeficiente de variacién medio (CV) en las estimas del peso del huevo para cada tamario
de muestra. Las barras de error indican la desviacién tipica.

Las estimas realizadas del peso por huevo en las puestas analizadas, con el
tamano de muestra seleccionado, mostraron un coeficiente de variacién medio
<1 % (IC95 %: 0.81-0.96 %).

6.3.1.2. Esfuerzo reproductivo

Para la estimacion de la fecundidad realizada de las hembras de S. arctus se
utilizaron 142 individuos con un rango de tallas comprendido entre 24.4 y 44.8
mm (34.5 + 4.0 mm, M + DT), y un peso htiimedo corporal entre 11.8 y 719 g
(35.2 £ 12.1 g). Las puestas estudiadas presentaron una gran variabilidad tanto
en peso, con un peso himedo entre 0.76 y 7.03 g (2.74 + 1.11 g) y un peso seco
entre 0.32 y 2.50 g (1.05 + 0.40 g), como en el nimero de huevos: 14,370-108,029
huevos (45,292 + 16,265 huevos). La inversién en peso de la puesta respecto al
peso corporal de esta langosta oscilé durante el ciclo reproductivo entre un 4.9 %
y un 12.1% (7.7 + 1.1 %). La produccién de huevos por gramo corporal también
mostré una gran variacién, con un rango de 924.6 a 1742.2 huevos: g (1293.5 +
175.5 huevos: g).

La fecundidad efectiva fue determinada para un rango de tallas similar al uti-
lizado para la determinacién de la fecundidad realizada, entre 28.5 y 44.6 mm
(35.3 £ 4.4 mm, M + DT; N=63), y un peso himedo corporal entre 182y 734 g
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(37.7 + 13.4 g). El namero de huevos estimado en las puestas con huevos avan-
zados oscil6 entre 11,425 y 77,417 huevos (37141 + 16587 huevos) para un peso
himedo de la puesta entre 1.04 y 9.58 g (3.89 + 1.82 g), y un peso seco de 0.23 a
1.80 g (0.85 + 0.39 g). El ntimero medio de huevos por gramo corporal determina-
do para puestas en estado avanzado fue de 987.7 huevos- g (DT=212.3 huevos-
g’l; rango: 551.9-1418.7 huevos- g1).

En lo que se refiere a los huevos individuales, el volumen de los huevos recién
desovados se incrementé un 22.2% desde 499 + 62:10* mm? (M + DT) hasta
los 610 + 67-10* mm3 (huevos en estado avanzado). El didmetro medio de los
huevos recientes (459 + 19 ym) también aument6 un 6.8 % hasta los 490 + 18 pm
en los huevos en estado avanzado. Respecto al peso seco individual, los huevos
recientes presentaron una gran variacion, oscilando desde 19.1 a 29.2 ng (23.3 +
2.2 pg), mientras que para huevos a punto de eclosionar, el peso medio vari6 entre
15.6 y 27.1 pg (22.2 + 2.1 pg).

6.3.1.3. Influencia del tamafio materno

La fecundidad y el peso de la puesta mostraron una fuerte relacién con la talla
de las hembras en las puestas recientes, medida como LC, con valores de R*>que
oscilaron entre 0.713-0.953 (Tabla 6.2). Tanto la relacién de la fecundidad como
el peso de la puesta con la talla, con unas pendientes medias estimadas de 2.86
(IC95 %: 2.68-3.03) y 3.10 (IC95 %: 2.95-3.27) respectivamente, indican la existen-
cia de una isometria (b=3; prueba t, P=0.10). La influencia de la talla en el tamafio
de la puesta permanecié constante entre las estaciones analizadas (ANCOVA, ho-
mogeneidad de pendientes, P>0.08; Tabla 6.3). Por otra parte, el tamafio relativo
de la puesta (niimero de huevos por gramo de peso corporal) no mostré ninguna
relacién con el tamafio de las langostas (coeficiente de Pearson, r=0.05, P=0.43).

Respecto a las caracteristicas de los huevos de puestas recientes, el tamafio
materno tuvo un efecto significativo en el peso del huevo (P<0.001; Tabla 6.3),
permitiendo explicar el 9.3 % de la varianza total. La relacién entre el peso del
huevo y la talla mostré una pendiente media de 0.25 (IC95 %: 0.16-0.34; Tabla 6.2).
Por otra parte, el volumen de los huevos no present6 ninguna relacion con la talla
de las hembras (ANCOVA, P=0.15), aunque si mostr6 una correlacién positiva
con el peso del huevo (coeficiente de Pearson, r=0.55, P<0.001).

Tanto la fecundidad como el peso de las puestas en estado avanzado de desa-
rrollo mostraron una relaciéon positiva significativa con la talla de las langostas
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(P<0.001; Tabla 6.3), a pesar de la evidente pérdida de huevos que tiene lugar du-
rante el periodo de incubacién (Fig. 6.3). Esta pérdida de huevos constante sobre
el rango de tallas analizado (homogeneidad de pendientes; ANCOVA dos vias,
P>0.08) permite que un alto porcentaje de la variacién del tamarfio de las puestas

en estado avanzado sea explicado por la talla de las hembras (>75 %).

Por otra parte, la influencia del tamafio materno sobre el peso del huevo per-
manecio en huevos en estado avanzado de desarrollo (P<0.001; Tabla 6.3), con
una pendiente media de 0.22 (IC95 %: 0.07-0.37) y explicando el 18.9 % de la va-
rianza. Para el volumen, no se encontré ninguna relacién significativa con la talla
de los individuos (P=0.28) o el peso del huevo (coeficiente de Pearson, r=0.10,
P=0.42).

Tabla 6.2. Relaciones Log-Log ajustadas entre la fecundidad (FE), el peso seco (PS) de la puesta y
por huevo con la longitud del cefalotérax (mm) para cada estacién durante 2008 y 2009 en puestas
recientes y en estado avanzado de desarrollo. Se indican los coeficientes estimados y su error estan-
dar, el coeficiente de determinacién (R?), el valor de la prueba F y su significacion (P), y el nimero
de muestras utilizadas (N)

Puestas Rasgo Afio  Estacién a b R2 F P N
de huevos reproductivo

Invierno 0.19(0.53) 295(0.15) 0935 376.1 <0.001 27

FE 2008 Primavera 0.27(0.64) 296(0.18) 0.902 2762 <0.001 31

Verano 217(1.11) 239(0.31) 0.713 581 <0.001 24

(n.° de huevos)
Invierno 0.31 (0.61) 2.90(0.17
Primavera -0.20 (0.81) 3.10(0.23

Invierno  -11.13 (0.59) 3.14 (0.17

0910 2839 <0.001 29
0.855 1782 <0.001 31

0931 349.7 <0.001 27

)
)
)
)
2009 )
)
)
)
)
)

Estado PS puesta 2008 Primavera -11.40(0.55) 3.23(0.15) 0936 439.4 <0.001 31
reciente (g)p Verano  -9.85(1.01) 2.75(0.29) 0.799 925 <0.001 24
009 Inviemno 1146 (048) 324 (0.14) 0953 570.8 <0.001 29
Primavera -10.92(0.84) 3.10(0.24) 0.849 169.2 <0.001 31
Invierno 249 (0.34) 0.20(0.10) 0.106 41  0.054 27
PS huevo 2008 Primavera 2.14(029) 027(0.08) 0251 111 0002 31
() Verano  1.79(045) 037(0.13) 0237 81 0009 24
009 Inviemo  205(042) 034(0.12) 0205 82 0008 29
Primavera 3.10(0.29) 0.00 (0.08) -0.034 0.0 0994 31
FE Invierno  -2.03(1.31) 3.51(0.37) 0.803 90.8 <0.001 23
(n° dehuevos) 2008 Primavera 219 (165) 3.57(0.46) 0766 599 <0001 19
' Verano  0.58 (1.60) 2.74(046) 0.637 360 <0.001 21
Estado

PS buesta Invierno  -14.04 (1.16) 3.89(0.32) 0.866 1432 <0.001 23
avanzado ()p 2008 Primavera -13.24(1.44) 3.67(04) 0822 842 <0.001 19
& Verano  -11.15(1.53) 3.01(0.44) 0.700 47.6 <0.001 21

Invierno 1.81(0.60) 0.38(0.17) 0.160 52 0.033 23
2008 Primavera 2.76(0.39) 0.1(0.11) 0379 0.8 0379 19
Verano 2.08(0.41) 0.27(0.12) 0.182 55 0.031 21

PS huevo
(ug)
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Invierno

Log FE (n.° de huevos)

Primavera

Log FE (n.° de huevos)

Verano

Log FE (n.° de huevos)

Log LC (mm)

Fig. 6.3. Pérdida de huevos en cada estacién (invierno, primavera y verano) durante 2008. Se re-
presentan las relaciones Log-Log entre la fecundidad realizada (puntos negros y linea sélida) y
efectiva (puntos blancos y linea discontinua) con la talla de las hembras de S. arctus (LC, mm). Las
ecuaciones de regresion ajustadas se muestran en la Tabla 6.2.

6.3.1.4. Variacién temporal

Los ANCOVAs mostraron una variabilidad temporal significativa, tanto esta-
cional como interanual, en el tamafio de las puestas (fecundidad y peso) y de los
huevos (peso y volumen) recientes durante el ciclo reproductivo, siendo la esta-
cién del afio la principal fuente de variacion (Tabla 6.3). La fecundidad realizada
de una hembra en primavera fue un 17.3 % superior a la fecundidad de una pues-
ta desovada en invierno y un 13.4 % respecto al verano (Fig. 6.4a). Esta variacién
estacional también se observé en el peso de la puesta, la inversion realizada en
las puestas de invierno y verano fue menor que en las puestas de primavera, un

4.4 % y un 15.3 % respectivamente (Fig. 6.4c).
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Fig. 6.4. Variacién temporal de la fecundidad (FE, n.° de huevos), la inversién en peso seco (PS) de
la puesta, el peso seco y volumen de los huevos de puestas recientes en cada estacién (invierno,
primavera y verano) durante 2008 y 2009. Los puntos representan el valor predicho de cada rasgo
reproductivo en cada estacion para una talla de 35 mm LC, a excepcion del volumen de los huevos
que es el valor medio de los datos. Las barras de error indican el intervalo de confianza al 95 %

En el invierno, las puestas recientes mostraron una mayor inversién en peso
seco respecto a los periodos de primavera y verano, del 12.2% y 14.1 %, respec-
tivamente (Fig. 6.4c). El peso del huevo también mostr6 diferencias entre afios e
interacciones significativas con la estacion (P<0.006, 6.3). El peso medio del hue-
vo en la primavera de los dos afios de estudio fue similar (22.4 + 1.2 ng, M + DT),
mientras que los huevos de invierno de 2009 (25.9 + 2.1 pg) fueron un 7.5 % mds
pesados que los del invierno de 2008 (24.1 + 1.7 ng) (Fig. 6.4b). Por otra parte,
aunque el volumen de los huevos no vari6 significativamente entre las puestas
realizadas en invierno (526 + 50-10% mm?) y en primavera (503 + 56-10% mm?3),
este se vi6 reducidoen las puestas de verano un 10.2 % (462 + 68-10* mm?) (Fig.
6.4d).

Las puestas con huevos préximos a la eclosion conservaron el patrén esta-
cional observado en las puestas recientes en la fecundidad, peso de la puesta y
peso del huevo, a pesar de la variabilidad generada por la pérdida de huevos
y los cambios que se producen en los huevos durante el periodo de incubacién
(P<0.02; Tabla 6.3).

Respecto a la fecundidad realizada, las puestas de primavera presentaron un

mayor nimero de huevos que las puestas de invierno (11 %) y verano (24 %),
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aunque soélo estas diferencias fueron significativas con respecto a las puestas de
verano (Fig. 6.5a). El estudio entre la fecundidad realizada y efectiva durante el
afio 2008 mostré una pérdida evidente de huevos en las puestas (ANCOVA dos
vias, F1,142)=94.6, P<0.001). Esta perdida de huevos fue igualmente proporcional
entre las épocas analizadas y se estimé que supone el 31.3 % del niimero de hue-
vos inicial en las puestas (ANCOVA dos vias, F 142=1.6, P=0.20; Fig. 6.3). Por
otra parte, la inversion efectiva en el peso de la puesta mostré una disminucién
significativa del 28.2 % y 34.1 % en las puestas de verano respecto a las puestas de
invierno y primavera, respectivamente (Fig. 6.5c).

El peso de los huevos de las puestas en estado avanzado experimenté una
reduccién significativa del 12.7 % y 7.5 % en las puestas de verano respecto a las
puestas del invierno y primavera, respectivamente (Fig. 6.5b). No se observaron
diferencias significativas en el volumen de los huevos entre los periodos de pues-
ta analizados (P=0.363), por lo que se estimé un volumen medio para los tres
periodos de puesta de 605 + 92.10* mm3(+ DT). En comparacion a los huevos de
las puestas recientes, los huevos de las puestas en estado avanzado mostraron un
aumento significativo de su volumen inicial (GLS, P<0.001). El incremento medio

de volumen estimado fue de un 25.4 + 9.5 % (+ DT).
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Fig. 6.5. Variacién temporal de la fecundidad (FE, n.° de huevos), la inversién en peso seco (PS) de
la puesta, el peso seco (PS) y volumen (V) de los huevos de puestas en estado avanzado de desa-
rrollo en cada estacion (invierno, primavera y verano) durante 2008 y 2009. Los puntos representan
el valor predicho de cada rasgo reproductivo en cada estacion para una talla de 35 mm LC, a ex-
cepcién del volumen de los huevos que es el valor medio de los datos. Las barras de error indican
el intervalo de confianza al 95 %
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Tabla 6.3. ANCOVAs de dos vias evaluando diferencias en las caracteristicas de las puestas entre
épocas de puesta y afios con la talla de las hembras como covariable (LC, mm). Las caracteristicas
analizadas son la fecundidad (FE), la inversién en peso seco (PS) de la puesta y el peso seco (PS) y
volumen (V) de los huevos. Las diferencias significativas son representadas con asteriscos (* P<0.05;
** P<0.01, *** P<0.001) y las no significativas con ™.

Puestas Rasgo . Fuente. 5 gl sc F P
de huevos reproductivo de variacién
Log FE Log LC 1 16.259  1120.11 <0.001 **
(n.° de huevos) Ano 1 0.001 0.07 0.796 ns
Estacion 2 0.798 2749 <0.001 =
Ano x Estacion 1 0.063 4.34 0.039 =
Error 136 1.974
Log PS puesta Log LC 1 18983 1477.89 <0.001 ***
(8) Ano 1 0.085 6.65 0.011 =
Estado Estacion 2 0.274 10.66 <0.001 *=**
reciente Afio x Estacién 1 0.007 0.52 0.471 ns
Error 136 1.747
Log PS huevo Log LC 1 0.1054 29.07 <0.001 =
(ug) Ano 1 0.0682 18.81 <0.001 **
Estacién 2 0.4415 60.89 <0.001 **=
Ano x Estacién 1 0.0285 7.87 0.006 **
Error 136  0.4931
Log V Log LC 1 0.0287 2.09 0.150 ns
(104 mm?) Afio 1 0.0182 1.33 0.251 ns
Estacion 2 0.1842 6.71 0.002 **
Ano x Estacion 1 0.0073 0.53 0.467 ns
Error 136 1.8668
Log FE Log LC 1 9.808 204.70  <0.001  #**=
(n.° de huevos) Estacion 2 0.412 4.30 0.018 =
Error 59 2.827
Log PS puesta Log LC 1 12.251 279.74  <0.001  #***
(8) Estacion 2 0.940 10.74  <0.001  »***
Estado Error 59 2584
avanzado
Log PS huevo Log LC 1 0.136 20.87 <0.001 **=
(ug) Estacion 2 0.197 15.15 <0.001  ***
Error 59 0.384
Log V Log LC 1 0.035 1.18 0.282 ns
(10* mm?3) Estacion 2 0.062 1.03 0.363 ns
Error 59 1.758
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6.3.1.5. Modelo de fecundidad que incorpora la variabilidad temporal

El andlisis de la variacién de la fecundidad con respecto a la talla y épocas
de puesta, pone de manifiesto el interés de elaborar un modelo para predecir la
fecundidad a lo largo del periodo reproductivo de S. arctus. Para ello, los datos
mensuales de fecundidad de 2008 y 2009 fueron analizados conjuntamente al no

encontrarse diferencias significativas en la fecundidad entre afios.

El modelo que solo tuvo en cuenta la talla de las hembras explicé un 85.12 %
dela variacién de la fecundidad (Tabla 6.4), mientras que la incorporacién del mes
como término polinémico (M + M?) permitié explicar un 5.87 % més de la devian-
za total (90.98 %). El modelo que present6 el menor AIC fue el que incluy6 todas
las variables (LC, M y V), siendo todas ellas significativas (P<0.002). Aunque en
este modelo, el volumen de los huevos solo lleg6 a explicar un 0.60 % adicional de
la devianza. Ademas, este modelo presenté una disminucién de 7 unidades en el
AIC, que no supone una evidencia de mejora del modelo (Burnham, K.P. y Ander-
son, 2004). Por lo tanto, en base a estos criterios se decidi6 seleccionar un modelo
mas simple que no incluyera esta variable. Tampoco se encontré evidencia de una
interaccién de la talla con el mes del ciclo reproductivo en las estimas de fecundi-
dad (F=3.10, P>0.05), por lo que se propone como mejor modelo para evaluar la
fecundidad realizada, el que incluy® las variables LC y el mes (AIC=2945), donde
todos los términos fueron significativos (P<0.001). De este modo, la variable mes
permite explicar la relacién de la fecundidad de esta langosta con la talla, con una
pendiente comun de 2.91 (95 % CI: 2.76-3.06) y una interseccion diferente para ca-
da mes durante el ciclo reproductivo anual (Fig. 6.6). Teniendo en cuenta todo lo
anterior, se propone la siguiente expresién para la prediccién de la fecundidad de

S. arctus a lo largo del periodo reproductivo:

log(E(FE;)) =n; = 0.064 +2.907-log LC +0.018- M2 +0.174- M
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Fig. 6.6. Estimacion de la fecundidad realizada mensual (FE, n.° de huevos) durante el ciclo repro-
ductivo de S. arctus (Enero-Septiembre). Los puntos representan estimas de fecundidad para cada
individuo y la escala de grises indica la clase de talla a la que pertenecen. Las lineas continuas
muestran la fecundidad predicha para distintas tallas (30, 35 y 40 mm de LC) durante el periodo
de desove, mientras que las lineas discontinuas indican el intervalo de confianza al 95 %

Tabla 6.4. Resultados del ajuste secuencial de modelo para la fecundidad realizada con los términos
longitud de cefalotérax (LC), mes (M) y volumen del huevo (V). Las columnas representan los gra-
dos de libertad correspondientes al término afiadido (g/), grados de libertad residuales para cada
modelo (Res. gl), la devianza (D?), la devianza residual (Res . D?), la devianza residual explicada
(Exp. D?,%), el P-valor cuando se utiliza la prueba de F como prueba de significacién y el valor de
AIC

Modelo  Parametros gl Res.gl D? Res.D? Exp.D? F P AIC

Nulo 148 19.25
Log LC Bo=0.45+0.35, 1= 2.89 £ 0.10 1 147 16.39 2.87 85.12 1466.3 <0.001 3016
Bo=0.07 £ 0.27, ;=291 + 0.08,

2
MM 2000, g 017 00 2 145 113 174 9098 505 <0.001 2945
Bo=0.22 + 027, f1=2.93 = 0.07,
+V Br=-002+000, B3=017+002, 1 144 012 162 9159 104 <001 2937

Ba=-4.69 =147

6.3.1.6. Potencial reproductivo

Las distribuciones del potencial reproductivo relativo (PRR) estimado por am-
bos métodos (PRR1: estructura de tallas, proporcién de hembras ovadas y fecun-
didad temporal; PRR2: estructura de tallas, proporciéon de hembras maduras y

fecundidad fija) fueron similares a la distribucion de tallas de las hembras captu-
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radas (prueba K-S, P>0.40). El valor modal de produccién de huevos respecto a la
clase de talla para la poblacién estudiada fue el mismo en ambas distribuciones y
se situd en el intervalo 34.5-36.5 mm LC (Fig. 6.7). Segtun el PRR1, las clases de ta-
llas comprendidas en este intervalo produjeron el 31 % de la produccién total de
huevos de la poblacién. Las clases de talla por debajo de la talla minima de cap-
tura permitida de 90 mm LT (29.5 mm LC) representaron el 7 % de las hembras
capturadas y el 3% de la produccién de huevos. Para poder proteger un mayor
porcentaje de la produccién de huevos de la poblacién, por ejemplo un 40 %, seria
necesario incluir las clases de talla menores de 35 mm LC (108 mm LT).

La distribucién mensual del PRR permiti6 asignar el 99 % de produccién anual
de huevos al periodo comprendido entre Enero y Septiembre. Durante este perio-
do se distingue un valor modal del PRR en Abril, mes en el que se produjo el 30 %
de la produccién anual de huevos (Fig. 6.7). Por otro lado, la alta proporcién de
hembras capturadas registrada durante el periodo Abril-Julio lleg6 a suponer el
65 % de la produccién anual de huevos.

Hembras capturadas /\

- = PRR1
10 —— PRR2 Jﬁ

Hembras capturadas

30 7 — PRR1

25 + PRR2

20

1t e e

L L N B B | T T T T T T T T

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dec’ Ene
2009

%
(2]
1
%

LC (mm) Mes

Fig. 6.7. Distribucién del potencial reproductivo relativo (PRR) por cada clase de talla (arriba) y
por mes (abajo) respecto al porcentaje de hembras capturadas durante el periodo Febrero de 2008 a
Enero 2009. El PRR1 estad basado en la estructura de tallas y la fecundidad estimada mensual de las
hembras ovigeras. El PRR2 se estimé a partir de la estructura de tallas, la proporcién de hembras
maduras y la fecundidad estimada por clase de talla (sin variacién mensual de fecundidad). El
intervalo de clase de talla es 1 mm

6.3.2. Composicién bioquimica

El principal componente los huevos recientes en S. arctus fue el agua (61.4 %
del peso hiimedo), mientras que la biomasa seca represento el 38.6 % del peso del

huevo. Dentro de la biomasa seca, las proteinas (61.2 % del peso seco) fueron el
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principal componente bioquimico, seguido en orden de abundancia por los lipi-
dos (30.0 %), los carbohidratos (5.1 %), la materia inorganica (3.2 %) y los &cidos
nucleicos (ADN: 0.1 %, ARN: 0.4 %) (Fig. 6.8).

30.0% Lipidos

61.2% Proteinas

\ __0.5% Ac. nucleicos

3.2% Mat. inorganica
5.1% Carbohidratos

Fig. 6.8. Composicion relativa ( % del peso seco) de los huevos recientes

El contenido energético medio de los huevos, estimado a partir de la composi-
cién bioquimica (protefnas, lipidos y carbohidratos), fue de 26.95 + 0.42 J-mg PS!
(= DT). El contenido energético medio estimado a partir del carbono elemental
fue de 24.07 + 0.31 - mg PS'..

6.3.2.1. Influencia de la talla

La influencia de la talla fue clara en el contenido absoluto de los principales
componentes bioquimicos en los huevos (ANCOVA dos vias, P<0.01), a excep-
cién de los dcidos nucleicos y el contenido inorganico (P>0.10). Sin embargo, la
talla no influy6 en la composiciéon bioquimica relativa de los huevos (andlisis de
regresion, P>0.30). Las tallas de las hembras utilizadas en este estudio no fue simi-
lar en todas las épocas analizadas (ANOVA dos vias, P<0.001; Tabla 6.5), aunque
estuvieron distribuidas en un estrecho rango, desde los 29.9 a 42 mm de LC.

Tabla 6.5. Tamarfio medio de las hembras con puestas caracterizadas bioquimicamente

LC (mm) 2008 2009

Invierno Primavera Verano Invierno Primavera F P

Media + DT 33.0+23% 350343 3341170 383242 334+210 2366 <0.001
Rango 29.9-362  30.7-41.8  30.5-36.2 344-420  31.2-37.0

Las diferencias de talla entre las épocas analizadas fueron evaluadas con un ANOVA de dos vias con estacién de puesta y aio
como factores. Se muestran el valor de la prueba F y la significacion (P) para la interaccién entre los afios y estaciones. Las
diferencias significativas se indican con letras diferentes.
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6.3.2.2. Variacién temporal

El contenido absoluto de los principales componentes bioquimicos (lipidos,
proteinas, carbohidratos, 4cidos grasos y agua) y la energfa por huevo mostraron
el mismo patrén estacional que el peso por huevo en ambos ciclos reproducti-
vos, a excepcién del contenido en acidos nucleicos y cenizas (Tabla 6.6). Asi, los
huevos en ambos inviernos presentaron un mayor contenido de cada componen-
te y energia por huevo, que los huevos de las puestas realizadas en primavera y
verano.

En general, el contenido bioquimico relativo a la biomasa seca no mostré dife-
rencias significativas entre las épocas de puesta en ambos periodos reproductivos
(Tabla 6.6). Sin embargo, hubo excepciones como el contenido en lipidos, acidos
grasos totales, cenizas y la energia (P<0.02). El contenido de cenizas de las pues-
tas durante 2008 aument6 gradualmente en los huevos desde los 0.6 ng-huevo™
en las puestas realizadas en invierno hasta los 0.9 + 0.1 ug-huevo™ en las pues-
tas de verano. Por otra parte, durante 2009 las puestas en invierno mostraron un
contenido relativo de lipidos y acidos grasos superior en un 7.3 + 0.1% y 6.3 +
0.3 %, respectivamente, al determinado en las puestas de primavera, lo ctal se
vi6 reflejado también en un mayor contenido energético (Tabla 6.6).

Se observaron diferencias interanuales entre periodos de desove en el conte-
nido absoluto de algunos componentes, como en el caso de los lipidos, 4dcidos
grasos y carbohidratos por huevo (ANCOVA dos vias, P<0.02). Entre afios, los
huevos de las épocas de primavera y verano presentaron un contenido similar
de estos compuestos (Tabla 6.6), mientras que entre inviernos, los huevos de las
puestas de 2009 mostraron un mayor contenido, con un incremento en porcentaje
del 9.5 + 1.3 % en lipidos, 7.1 + 1.6 % en &cidos grasos y 17.5 + 0.7 % en carbohi-
dratos respecto a los huevos de 2008.

Respecto al contenido bioquimico relativo, las proteinas, dcidos nucleicos y el
contenido de agua mostraron diferencias entre afios, aunque sin mostrar ningtn
patrén claro (ANOVA dos vias, P<0.02). Los huevos desovados en 2008 presenta-
ron un mayor contenido relativo de proteinas (608.6 + 11.3 ng-mg PS™'), ADN (1.3
+0.1 pg'mg PS?) y agua (63.2 + 2.9 % PH) que durante 2009 (protefnas: 601.7 + 7.6
pgmg PS1, ADN: 1.1 + 0.1 png-mg PS, agua: 58.5 + 1.3 % PH). Por otro lado, el
contenido relativo de acidos nucleicos en los huevos mostré un rango de valores
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de 1.1-1.4 pg'mg PS1(ADN) y 3.3-3.9 ng-mg PS™ (ARN), que se corresponden con

periodos iniciales de la embriogénesis (periodos 1 a 3, Capitulo 5).

6.3.2.3. Composicion de dcidos grasos

Los acidos grasos son un componente mayoritario de los lipidos en los hue-
vos de crustdceos y representaron en las puestas recientes un 7.8 % del peso hu-
medo. En el contenido de 4cidos grasos en los huevos predominé la fracciéon de
los poliinsaturados (PUFA, 57.8 + 0.2 %, M + SE), seguida en importancia de mo-
noinsaturados (MUFA, 23.7 + 0.1 %) y saturados (SAT, 18.5 + 0.1 %). De los 26 4ci-
dos grasos identificados, s6lo 11 se encontraron en cantidades superiores a trazas
(>1%). Los principales dcidos grasos encontrados, en orden decreciente en abun-
dancia, fueron 20:5n-3 (4cido eicosapentaenoico, EPA, 28.2 + 0.1 %), 22:6n-3 (4cido
docosahexaenoico, DHA, 18.8 + 0.1), 16:0 (4cido palmitico, 10.5 + 0.0 %), 16:1n-7
(&cido palmitoleico, 9.9 + 0.1 %), 18:1n-9 (acido oleico, 8.5 + 0.1 %) y 20:4n-6 (4ci-
do araquidénico, ARA, 8.3 + 0.1 %). Estos 4cidos grasos representaron el 84 % del
contenido total de dcidos grasos.

El anédlisis de componentes principales realizado con los perfiles de acidos
grasos de cada puesta permiti6 distinguir, con s6lo las dos primeras componen-
tes (69 % de la variabilidad explicada), cierto grado de agrupamiento segtn la
época de puesta analizada (Fig. 6.9). La variacion estacional entre los perfiles de
acidos grasos en cada periodo reproductivo anual fue pequefia, mostrando po-
ca separacion de las puestas realizadas en cada estacién en 2008 y durante 2009
(ANOSIM-R<0.34, p<0.002). Las puestas de invierno y verano durante 2008 mos-
traron un perfil de 4cidos grasos similar (Tabla 6.7), mientras que las puestas de
primavera presentaron una mayor proporcién de MUFA (23-25 %; P<0.001), prin-
cipalmente de 18:1n-9 (25-35 %; P<0.001) y 16:1n-9 (19-41 %; P<0.01). En 2009, las
puestas realizadas en primavera mostraron una reduccién del 11 % en los SAT y
del 50 % de la ratio 18:1n-7/18:1n-9 respecto al invierno (P<0.01), tanto por un au-
mento de 18:1n-9 como por una disminucién de la proporcién de 18:1n-7 (P<0.01).
Respecto a los PUFA, el contenido de ARA aumenté su proporcién en las pues-
tas de primavera hasta 1.5 veces su proporcién respecto a los huevos de invierno
(P<0.001), provocando una reduccién la ratio EPA/ARA en las puestas (P<0.01).
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Fig. 6.9. Andlisis de componentes principales de los acidos grasos presentes (>1 %) en las pues-
tas recientes. Se muestran como vectores los dcidos grasos que contribuyen a la separaciéon entre
puestas. Las épocas de las puestas se representan con colores diferentes y se delimitaron con un
poligono, mientras que el afio al que corresponden se indica con simbolos diferentes

El afio del desove permiti6 distinguir dos claros grupos entre las puestas ana-
lizadas en funcién de la composiciéon de los dcidos grasos, aunque con cierto
grado de solapamiento (ANOSIM-R=0.47, P<0.001). Los andlisis SIMPER y PCA
demostraron que los altos niveles de PUFA, principalmente DHA y EPA, en las
puestas realizadas en 2009, y un alto contenido de los SAT (16:0 y 18:0) y de MUFA
(16:1n-7, 18:1n-9, 18:1n-7 y 20:1n-9) en 2008 fueron los responsables de la separa-
cién entre afios de puesta (Fig. 6.9; SIMPER, P<0.05). Respecto a la proporciéon de
cada fraccion principal de dcidos grasos, hubo claras diferencias entre los afios
estudiados. Las puestas de 2008 mostraron un 25 % mads de SAT que en las pues-
tas realizadas en 2009 (ANOVA de dos vias, F(1 45=116.83, P<0.001). También la
fraccién de MUFA fue superior en un 36 % en las puestas de 2008 respecto a las
del 2009 (ANOVA de dos vias, F(1 46=38.8, p<0.001). Por el contrario, el contenido
en PUFA aumento un 21 % en las puestas de 2009 respecto a las de 2008 (ANOVA
de dos vias, F(1,46)=55.4, p<0.001).

La mayor separacion en los perfiles de dcidos grasos de las puestas tuvo lugar
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entre las épocas de primavera analizadas (ANOSIM-R>0.87, P<0.001; Fig. 6.9). La
contribucion a esta separacion de cada dcido graso en su correspondiente fraccion
fue: 54 % de 16:0 y 35 % de 18:0 en los SAT; dentro de los MUFA, 16:1n-7 un 43 %,
18:1n-9 un 38 %, 20:1n-9 un 10 % y 18:1n-7 un 9 %; mientras que en los PUFA fue
determinante el ARA con un 25 % (contribucién de aquellos dcidos grasos>1 %;
SIMPER, P<0.004).

Tabla 6.7. Composiciéon media de 4cidos grasos en los huevos (% del contenido total de acidos
grasos, media + error estdndar) de puestas recientes para cada estacion analizada durante los afios

2008 y 2009

Lo 2008 2009
Acido graso

Invierno Primavera Verano F P Invierno  Primavera F P
SAT
14:01 26+0.1 27+0.1 3.0+£0.1 0.92 0.41 25+0.1 25+0.1 0.04 0.84
15:0 1.1+0.0 1.0+ 0.0 0.8+0.0 289  0.07 09008 07=00P 1826 <0.001
16:01 105020 1262012 107+01P 943 <0.001 9.6+0.1 9.2+0.1 158 023
17:0 0.7+ 0.0 0.6 +0.0 0.6 +0.0 118  0.32 06+00% 03+00° 9681 <0.001
18:0! 3.8+ 0.0P 45+002  39x00° 13.10 <0.001 30£001 22x00° 7074 <0.001
Otros 0.4 +0.0 0.4+0.0 0.4+0.0 0.00  1.00 04008 03:00° 1074 <0.01
Total SAT1 19.1+0.3 21.8+04 19.4+03 0.11 0.75 17.0+028 152+ 0.3b 9.20 <0.01
MUFA
16:1n-71 97+02° 1312022 105:02P 834 <0.01 72+01° 89x022 522 003
17:1 0.4+0.0 0.4+0.0 0.4+0.0 113 0.34 0.3+0.0 0.3+0.0 0.04 0.85
18:1n-71 3.1+ 0.0b 3.3+0.02 3.5+0.0% 1545 <0.001 35+0.12 24+ 0.1b 76.11 <0.001
18:1r1—91 9.5+0.22 11.3 £0.22 8.0+ O.Zb 14.77  <0.001 6.4+ 041b 74+012 1281 <0.01
20:1n-91 1.8+0.0 2.1+0.0 1.9+0.1 245  0.11 1.2+0.0 1.1+0.0 0.51 0.49
Otros 0.3+0.02 03002 01002 2274 <0.001 01+00° 012002 594 0.03
Total MUFA!  248:03 305+042 244203® 950 <0001 187020 2032032 595 0.3
PUFA
18:2n-61 1.1+0.02 0900 08+00° 942 <0.001 12+002  08+00° 6359 <0.001
18:3n-3 0.8+0.0 0.7 +0.0 0.8+0.0 0.4 0.68 08002 06+00° 724 0.02
20:2n-6 0.6 0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 029 0.75 0.4 +0.0 0.6 0.0 0.01  0.95
20:4n-6 (ARA)L  9.1+04 75+02  66+03 207 0.15 67010 11.8:032 2055 <0.001
20:5n-3 (EI’A)1 26.5+0.6 240+03 28205 1.9 0.17 31.5+03 30.5+05 053 048
22:6n-3 (DHA)1 17.3+04 13.8+05 19305 0.77  0.38 235+04 19.8+05 3.02 0.10
Otros 0.6 +0.02 05002 03=x00° 661 <0.01 0.3+0.0 0.3+0.0 0.67 043
Total PUFA! 56.0 = 0.5 47.7+05 583+04 12,61 <0.001 66.7+03  66.1+04 0.16  0.70
> (n-3) 4502080 388:06P 4841062 545 001 558032 51.0+06° 547 0.3
> (n-6) 11.0 £ 0.4 89+02 7.9+0.2 2.78  0.08 85+02° 1342042 1550 <0.001
>(n-3)/Y(n-6) 50+0.3 4.6+0.1 6.8+0.2 233  0.12 68+012 432020 1283 <0.01
18:1n-7/18:1n-9 0.3 = 0.0b 03x00P 05£00% 1233 <0.001 0.6+008 03x00° 4275 <0.001
EPA/DHA 1.6+0.3 20+0.1 1.6 +0.1 1.26 0.30 1.4+0.0 1.7+0.1 1.38 0.26
EPA/ARA 3.7+0.3 3401 4.8+02 194 0.16 49012 292010 1313 <0.01

Otros incluye en los SAT al 12:0, 13:0, 20:0, 21:0, 22:0, 23:0 y 24:0; en MUFA: 14:1n-5, 22:1n-9 y
24:1n-9; y en PUFA: 18:3n-6, 20:3n-3, 20:3n-6 y 22:2n-6.
1 Acidos grasos incluidos en el anélisis PCA
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6.3.3. Factores que influyen en la inversiéon por huevo
Estado nutricional de las hembras

La evolucién del indice hepatosomatico estandarizado (IHS) y los grados de
libertad de la variable temporal utilizada (dia ordinal, gl=8.9) indican que los
cambios que se producen anualmente en el estado nutricional de las hembras no
son lineales (Fig. 6.10). La funcién suavizadora ajustada a los datos indica que
las hembras alcanzan un maximo IHS a principios de Noviembre (0.33 g) y dis-
minuye escalonadamente en 2 periodos consecutivos. El primero tiene lugar de
Noviembre a Enero (AIHS=-0.31 g) y, tras un ligero aumento, el IHS vuelve a
descender desde Febrero a Abril (AIHS=-0.30 g), mes en el que alcanza el valor
minimo de IHS (-0.21 g). A partir de Abril-Mayo (IHS=-0.17 g) tiene lugar un au-
mento escalonado del THS hasta Noviembre en otras dos etapas. En la primera
etapa alcanza un IHS de 0.12 g en Julio, mes tras el que se observa una ligera
disminucion del IHS hasta Septiembre (AIHS=-0.03 g). A partir de Septiembre
comienza a aumentar de nuevo el estado nutricional de las hembras hasta el mé-

ximo de Noviembre.

0.4

r’=27.3, F=48.0, P<0.001

s(Dia, 8.9)

Mes Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic |Ene Feb Mar Abr May

[ T T T T T T T T T T T T
Dia 32 72 112 152 192 232 272 312 352 392 432 472 512

Fig. 6.10. Indice hepatosomatico estandarizado (IHS) desde Febrero de 2008 a Mayo de 2009. La
linea negra muestra la trayectoria estimada por la funcién suavizadora para el IHS y en sombrea-
do gris el error estdndar. Se indica la varianza total explicada (%) y la significacion de la funcién
suavizadora para la variable Dia con los valores de F y P (n=1169 hembras). En el eje x se muestra
la correspondencia temporal del dia ordinal con el mes y el afio.
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Duracién del periodo de ovogénesis, fotoperiodo y la temperatura del mar

Las duracién estimada del proceso de ovogénesis mostré un mismo patrén
en el periodo comun analizado, con largos periodos de ovogénesis durante el
invierno y primavera, que disminuyen gradualmente hacia el verano y que vuel-
ven a aumentar de nuevo durante el otofio (Fig. 6.11a). Si se comparan los afios
de estudio, se puede observar como las bajas temperaturas registradas durante
el invierno de 2008 a 2009 (6.11c) provocaron que las duraciones estimadas del
proceso de ovogénesis de las puestas de primavera de 2009 fueran superiores a
las puestas de invierno de ese mismo afio y a las estimadas para ambas épocas en
2008 (Fig. 6.11a).

El fotoperiodo en la zona de estudio muestra una clara oscilacion anual que
alcanza un valor minimo de 9 horas de luz en el mes de Diciembre y que au-
menta hasta un maximo de 15 horas de luz a finales de Junio (Fig. 6.11b). Esta
oscilacion estd practicamente en fase con los datos de temperatura registrados y

en oposicién de fase a la variacién estimada de la duracién de la ovogénesis.
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Fig. 6.11. Variacién a lo largo del afio de (a) la duracion estimada de la ovogénesis (dias) para una
puesta recién desovada, (b) el fotoperiodo (ntiimero de horas de luz) y (c) la temperatura media
mensual del mar (+ DT) durante 2008 y 2009
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Modelado aditivo

Después de un andlisis inicial de los datos se encontré una fuerte colinealidad
entre el fotoperiodo (horas de luz), la temperatura del agua en el desove y el dia
(FIV>15). Para decidir que variable mantener en el modelo, se observ¢ la relacién
entre la inversién por huevo (ug lipidos-huevo™) con cada variable explicativa
por separado (Fig 6.12). La temperatura en el desove mostré una correlaciéon ne-
gativa significativa con la inversién por huevo (Spearman p=-0.71, P<0.001), aun-
que se decidi6 no incluirla en el modelo, al no poder explicar el brusco descenso
en la inversién por huevo a temperaturas intermedias (13.8°C). Entre el fotope-
riodo (Spearman p=-0.79, P<0.001) y el dia (Spearman p=-0.76, P<0.001), se opt6
por mantener en el modelo el dia, porque permite identificar con maés facilidad
la temporalidad del periodo reproductivo. Por otra parte, la variable duracién de
la ovogénesis mostré una relacién confusa con el contenido de lipidos por huevo
(Spearman p=0.28, P=0.07), mostrando valores bajos en la inversién por huevo
en puestas con largos periodos de ovogénesis, por lo que esta variable no fue
incluida en el modelo.

IHS Temperatura (°C)

T
02 00 02 04
Horas de luz Dia ordinal

Lipidos (ug)
w
8
&
5
S
=

Fig. 6.12. Correlaciéon del contenido de lipidos por huevo (ug) con diferentes variables explicativas,
como la longitud de cefalotérax (LC), el indice hepatosomatico (IHS), la temperatura en el desove
(°C), el fotoperiodo (horas de luz), el dfa ordinal y la duracién de la ovogénesis (dias). La linea
negra muestra la trayectoria estimada por una funcién suave para cada variable explicativa, y en
sombreado gris el intervalo de confianza al 95 %
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El modelo aditivo resultante fue:
Lip; =a+ A(LC) + L(IHS) + f3(Dia) + ¢;

Donde Lip; es el contenido en lipidos por huevo para cada observacién i, [HS
es el indice hepatosomaético estandarizado, y Dia es el dia ordinal, ntiimero de
dias desde el 1 de Enero de 2008, « es la interseccién, f/ es una funcién suave
de los datos y ¢; es el error residual (informacién no explicada o ruido, con una
distribucién &; ~ N (0, 52)).

El valor de r? (cantidad de varianza explicada) fue 88 %, indicando que gran
parte de la variacién en la inversion por huevo es explicada por el estado nutricio-
nal, el tamafio materno y el avance del ciclo reproductivo. Las curvas estimadas
de las funciones de suavizado se representan en la Fig. 6.13a-c. La inversion por
huevo durante el ciclo reproductivo descendi6é gradualmente desde las puestas
realizadas al comienzo del afio hasta las puestas de verano de forma no lineal
(gl=2, F=76.8, P<0.001). Por otro lado, la talla y el IHS de las hembras mostra-
ron una relacién lineal significativa con el contenido de lipidos por huevo (gl=1,
P<0.003). Esta relacién fue positiva, indicando que la inversién por huevo se in-
crementa con el aumento del tamafio de las hembras y que las hembras con un

mejor estado nutricional invierten més por huevo.
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Fig. 6.13. Valores ajustados por las funciones de suavizado: (a) dia ordinal (Dia), (b) indice hepa-
tosomatico estandarizado (IHS) y (c) la longitud del cefalotérax (LC) y su error estandar (sombra
gris). El eje de ordenadas muestra la contribucién de cada suavizador al contenido en lipidos por
huevo. Se indica la significacién de cada funcién suvizadora mediante los valores de F y P (n=45

puestas).
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6.4. Discusion

6.4.1. Caracteristicas biométricas

Las estimas de fecundidad realizada de S. arctus en la poblacién estudiada
del Atldntico NE (14,370-108,029 huevos, 24-45 mm LC, N=149) mostraron que
el nimero de huevos que pueden producir las hembras oscila en un intervalo
mas amplio que el indicado por estimas previas en el Mediterraneo (30,000-70,000
huevos, 28-34 mm LC, N=4; Vilotte, 1982). Estas diferencias aparentemente geo-
gréficas pueden atribuirse en parte al estrecho rango de tallas y al nimero de
hembras utilizado utilizado en el estudio del Mediterraneo, factores metodolé-
gicos que pueden generar variaciones importantes en la estimacion de la fecun-
didad (Currie y Schneider, 2011). Con el propésito de reducir la variabilidad y
aumentar la fiabilidad de las estimas de fecundidad de S. arctus, en este estudio
se cuidaron aspectos como el rango de tallas utilizado, en el que las hembras mas
pequefias utilizadas estuvieron préximas a la talla de madurez sexual (25.71 mm
LC, Capitulo 4) y las més grandes con 44.8 mm LC (162 mm LM) superaron la
maxima longitud corporal citada de esta langosta en el Mediterrdneo (160 mm;
Relini et al., 1999); la determinacién de un tamafio 6ptimo de muestra para la
realizacion de estimaciones de la fecundidad por el método gravimétrico; y una
adecuada seleccién de las muestras segtin el estado de desarrollo embrionario de

los huevos y la época de puesta.

En comparacién a otros géneros, el rango de fecundidad de S. arctus es del
mismo orden de magnitud que el determinado en otras langostas de los géneros
Thenus e Ibacus, y de un orden menor que las registradas en el género Scyllarides
(Oliveira et al., 2008). Respecto al tamafio de los huevos, el didmetro medio es-
ta en el rango de 0.4-1.2 mm descrito en la familia Scyllaridae (ver Sekiguchi et
al., 2007). Sin embargo, se encuentra entre las especies que producen los huevos
mas pequefios dentro de esta familia, junto con otros congéneres como Scyllarus
depressus y Scyllarus americanus (Robertson, 1968, 1971).

En general, el potencial reproductivo de S. arctus mostré una fuerte relacién
positiva con la talla de los individuos. La funcién que mejor defini6 esta relaciéon
fue la potencial. En otros escilaridos, la produccién de huevos también depende
del tamafio corporal, aunque el tipo de funcién descrita (p. ej. lineal, potencial)
varia entre especies (DeMartini et al., 2005; Haddy et al., 2007; Jones, 2007; Oli-
veira et al., 2008). En S. arctus, el aumento del nimero de huevos con la talla fue
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isométrico (b=3), un claro indicador de la naturaleza volumétrica de las puestas
respecto a la capacidad del abdomen de la hembra.

Hay varios factores intimamente relacionados con el tamafio de los reproduc-
tores, que pueden llegar a reducir el potencial reproductivo en los decapodos ma-
rinos. Uno de ellos es la presencia de una senescencia reproductiva (o reduccién
de fecundidad con la edad), un fenémeno que ha sido descrito en poblaciones de
langostas palindridas (Chubb, 2000). Otro factor, es la pesca selectiva de machos,
principalmente los grandes, ya que la capacidad de los machos para fecundar las
puestas de las hembras, y en relacién con ello, la cantidad de esperma que pueden
producir, depende principalmente de su tamafio (MacDiarmid y Butler, 1999). La
disminucién de los machos puede provocar una reducciéon de la tasa de fecun-
dacién de las puestas, de la fecundidad, e incluso, que se produzca un bloqueo
del desove, hecho que tiene importantes consecuencias negativas a nivel fisiol6-
gico para el organismo (Sainte-Marie, 1993; Sato et al., 2005, 2006, 2005; Taku Sato,
2007). Esta limitacién reproductiva puede alcanzar una mayor relevancia en es-
pecies que no poseen ninguna estructura para almacenar el esperma, como es el
caso de S. arctus. Por este motivo, una medida de regulacion comun en la pes-
querias de crustdceos como es la prohibicién de capturar hembras ovadas, y que
tiene como objetivo proteger el potencial reproductivo de la poblacién, puede es-
tar teniendo un efecto contrario en las poblaciones de S. arctus, ya que la elevada
proporcién de hembras ovadas a lo largo del afio (>50 % durante Febrero-Agosto)
favorece que se capturen los machos grandes. De hecho, la poblacion de estudio
muestra signos de una pesca selectiva, como son un sesgo hacia las hembras en
la proporcién sexual, y un mayor tamafio de las hembras respecto a los machos
(Capitulo 3).

Si alguno de estos factores estd influyendo en el potencial reproductivo de S.
arctus, el tamafio relativo de las puestas deberia presentar alguna alteracién a lo
largo del rango de tallas de las hembras analizadas. Los resultados obtenidos no
mostraron ninguna disminucién del tamafio relativo de las puestas al aumentar
el tamafio corporal, por lo que no hay ninguna evidencia que soporte estas hip6-
tesis. De todas formas, que no se haya encontrado un efecto de la senescencia o
de la pesca selectiva de los machos en el tamafio de las puestas, es coherente con
el hecho de que se trata de una poblacion altamente explotada y los ejemplares
maés grandes (y viejos) son rapidamente eliminados de la poblacion.

La pérdida de huevos durante el periodo de incubacién en crustaceos es un fe-

némeno comun, que puede llegar a reducir el potencial reproductivo de de forma
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considerable en algunas especies (Kuris, 1991). Las hembras de S. arctus durante
el periodo de incubacién perdieron una cantidad de huevos significativa (31.3 %
del ntiimero de huevos inicial), que fue constante y proporcional en todo el ran-
go de tallas, y para cada época del afio analizada. Esto indica que la pérdida de
huevos en S. arctus depende principalmente de factores relacionados con el ta-
mafo corporal, como por ejemplo, el aumento de la superficie expuesta de las
masas de huevos a una abrasién mecanica contra el sustrato, como consecuencia
del incremento del volumen de los huevos durante el periodo de incubacién. La
utilizacién de esta tasa de pérdida de huevos va a permitir el calculo de indices
anuales de produccion de huevos més robustos para esta especie, y comprender
mejor asi la relacién entre la biomasa de reproductores y el reclutamiento.

La influencia positiva del tamafio materno también se ha observado en el pe-
so del huevo de este escilarido. Se han descrito relaciones similares en langostas
queladas como Homarus gammarus (Tully et al., 2001; Agnalt, 2008) y Homarus arme-
ricanus (Ouellet y Plante, 2004), y en langostas espinosas como Palinurus elephas
(Gonii et al., 2003) y Jasus edwardsii (Smith y Ritar, 2007), aunque este efecto no
habia sido descrito previamente en escilaridos. Hay varias hipétesis que permi-
ten explicar esta relacion positiva: (i) el fenotipo materno optimiza el tamafio del
huevo para compensar los efectos de la densidad o la competencia en la supervi-
vencia de la descendencia, debido a un aumento del tamafio de las puestas con el
tamafio de la hembra (Parker y Begon, 1986; Hendry et al., 2001); (ii) las limitacio-
nes fisiolégicas o morfoldgicas en el tamafio del huevo impuestas por el tamafio
de la madre (Fox y Czesak, 2000); (iii) una edad- o tamafio- dependencia en la pro-
visién de la descendencia con la condicién energética materna (Sakai y Harada,
2001; Kindsvater et al., 2011). Aunque no hay evidencias para apoyar estas teorias,
esta cuestion deberia ser planteada en futuras investigaciones para determinar el
origen de este efecto materno en decipodos marinos.

Ademads del efecto del tamarnio de los individuos, las variaciones estacionales
observadas en las caracteristicas de las puestas durante el periodo de desove en
ambos afos de estudio, indican la existencia de una estrategia reproductiva. Los
datos obtenidos revelaron que los cambios estacionales en los rasgos reproduc-
tivos siguen un patrén ciclico, que refleja la relacion inversa entre los valores de
fecundidad y peso del huevo en las dos primeras épocas del periodo reproducti-
VO, con un peso maximo por huevo en invierno y un maximo nimero de huevos
producido en primavera. La variabilidad observada en las caracteristicas de las

puestas en este escildrido es consecuente con lo observado en otras especies de
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crustdceos con un amplio periodo de reproduccién, como en Maja brachydactyla
(Verisimo et al., 2011), Panulirus inflatus (Gracia, 1985), Panulirus argus (Fonseca-
Larios y Briones-Fourzan, 1998), Crangon crangon (Oh y Hartnoll, 2004; Urzaa et
al., 2012) y Cancer setosus (Fischer et al., 2009a). Sin embargo, esta relaciéon contras-
ta con los valores de las puestas de verano, época en la que se observa un menor
esfuerzo reproductivo en las puestas, tanto en la inversiéon energética total, co-
mo en las caracteristicas individuales de los huevos que las conforman (peso y
volumen de los huevos).

La reduccién de la inversion realizada en las tltimas puestas del periodo re-
productivo se ha observado también en otras langostas y esta relacionada con la
capacidad de llevar a cabo varias puestas sucesivas (Chubb, 2000; Vijayakumaran
et al., 2005; Chang et al., 2007). De esta manera, la capacidad de las hembras de S.
arctus para realizar desoves sucesivos durante el periodo reproductivo (hasta tres
puestas sucesivas, Capitulo 4), en términos de inversién energética en las pues-
tas, podria estar supeditado a su estado nutricional (Wen et al., 2002; Lardies et
al., 2004). Por otra parte, el balance energético disponible para el crecimiento y la
reproduccién en especies con crecimiento indeterminado (que contintian crecien-
do después de la madurez sexual), como es el caso de S. arctus, podria contribuir
a la disminucién en la inversién en reproduccién en las tiltimas puestas durante
el verano (ver Hartnoll, 1985).

En crustdceos marinos, las diferencias estacionales encontradas en las carac-
teristicas de las puestas han sido relacionadas también con factores ambientales
como la temperatura, la disponibilidad de alimento y la duracién del fotoperiodo
(Pond et al., 1996; Fischer et al., 2009a; Urzaa et al., 2012). En la costa gallega, la
variacion estacional en las caracteristicas de los huevos de las puestas recientes
de S. arctus podria estar relacionada con la variacion en las condiciones oceano-
gréaficas generadas por la presencia de afloramientos de agua profunda rica en
nutrientes (Alvarez et al., 2011). De esta forma, las puestas que muestran una ma-
yor inversién por huevo se producen durante el invierno (Enero-Febrero) cuando
la temperatura del agua es mds baja y el plancton menos abundante, mientras
que la produccién de huevos mas pequefios ocurre durante la primavera (Abril-
Mayo) y durante el verano (Julio a septiembre), cuando la temperatura del agua
y las densidades de plancton estdn en aumento o presentan valores més elevados
(Alvarez et al., 2012). Este patrén estacional también estuvo presente en las pues-
tas con huevos en estado avanzado de desarrollo, confirmando la persistencia de

los rasgos de los huevos tempranos en los huevos préximos a la eclosién.
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El volumen y peso de los huevos son ampliamente utilizados para determi-
nar la inversién en la descendencia en invertebrados marinos. Sin embargo, para
utilizar el volumen del huevo como indicador de la inversién maternal primero
debe verificarse que existe una correlacién significativa con el contenido de vitelo
del huevo (Clarke, 1993). En S. arctus, aunque el volumen de los huevos estuvo
correlacionado con el peso por huevo, no permitié determinar diferencias claras
entre las puestas de las distintas épocas analizadas. Se ha comprobado que la uti-
lizacién de métodos de preservacion (alcohol, formol, etc.) puede llegar a alterar
el didmetro de los huevos (Fleming y Ng, 1987; Turra y Leite, 2007; Frimpong y
Henebry, 2012) y asi su volumen, por lo que su uso puede no ser adecuado cuan-
do el objetivo es la realizacién de comparaciones intraespecificas. En decapodos
marinos, el peso del huevo, medido como biomasa seca, es considerado como
una mejor aproximacion del tamafo de la descendencia (Giménez y Anger, 2003;
Moland et al., 2010; Diez y Spivak, 2012; Urztia y Anger, 2013) e indicador de la
condicién fisiolégica de las larvas, es decir, de la capacidad de las larvas recién
nacidas para sobrevivir en condiciones ambientales muy variables (Schuh y Die-
sel, 1995; Hancock et al., 1998; Paschke et al., 2004). Asi, las diferencias observadas
en el peso medio de huevos en S. arctus pueden llegar a representar diferencias
reales en el tamafio o en la condicion energética de las larvas. Sin embargo, toda-
via se necesita investigar como esta variacién en peso del huevo se traslada a la
descendencia en esta langosta.

La variabilidad intraespecifica en la fecundidad observada puso de manifies-
to el interés en el desarrollo de una relacion predictiva del nimero de huevos
producido a lo largo del periodo reproductivo. La utilizacién de un modelo lineal
generalizado con una funcién de enlace frente a un modelo lineal clasico para es-
timar la fecundidad presenta algunas ventajas, ya que proporciona estimaciones
en la escala original de medicién y elimina la dificultad interpretativa asociada
a las transformaciones posteriores (Green et al., 2009). Ademas, la insercién de
una variable temporal como es el mes con una mayor resolucién temporal que la
estacion del afio, permiti6 explicar una elevada variabilidad (>90 %). Estas carac-
teristicas convierten asi a este modelo en una herramienta ttil para determinar
del potencial reproductivo de S. arctus.

En general, el potencial reproductivo relativo de una poblacién se determina a
partir de la estructura de tallas, la talla de madurez y la relacién talla-fecundidad
(Tully et al., 2001; Gofii et al., 2003). Sin embargo, este método no tiene en cuenta

que la fecundidad puede variar lo largo del periodo reproductivo, lo que podria
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alterar la distribucién del potencial reproductivo. En este trabajo, la utilizaciéon
de la fecundidad mensual y la estructura de tallas mensual de las hembras ova-
das (PRR1) no modificé significativamente la distribucién del potencial repro-
ductivo por clases de tallas, en comparacién al estimado mediante una relacién
talla-fecundidad sin variaciéon temporal (PRR2). Un factor que podria aumentar
el efecto de la variacion temporal de la fecundidad, e influir en la distribucién del
potencial reproductivo, es que el niimero de puestas anual de una hembra depen-
diera de su talla (Aiken y Waddy, 1980). Sin embargo, en S. arctus no se encontré
ninguna relacién entre el nimero de puestas que puede realizar una hembra du-
rante un periodo reproductivo (hasta 3 puestas anuales) y la talla de las hembras
(Capitulo 4). Por otro lado, la distribucién temporal del potencial reproductivo
permitié determinar con precisién en qué meses se concentra la produccién de
huevos durante el periodo reproductivo, convirtiéndose asi en una potencial he-
rramienta para establecer el periodo de veda.

En el estado actual de conocimiento sobre la biologia reproductiva de esta lan-
gosta no esta claro, si las actuales medidas de gestién regionales, con un tamafio
minimo de captura (90 mm de LT), un cierre de la pesqueria (Enero-Septiembre)
y la proteccion de hembras ovadas, son adecuadas para reconstruir la biomasa de
esta especie sobreexplotada. El anélisis del potencial reproductivo relativo, indica
que con la talla minima de captura actual (90 mm de LT), s6lo se esta protegiendo
una pequefia parte, apenas un 3 %, de la produccién de huevos anual en la pobla-
cion. Estos resultados indican que es necesario elevar la talla minima de captura
para proteger una mayor proporcién del potencial reproductivo de la poblacion.
Un aumento de la talla minima de captura hasta los 108 mm de LT permitiria
salvaguardar el 40 % del potencial reproductivo. Respecto al periodo de veda, su
amplia duracién actual (Enero-Septiembre) permite proteger el 99 % de la pro-
duccién de huevos anual de la poblacion. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que durante gran parte de este periodo no cesa la pesca de la especie objetivo
de la pesqueria, el pulpo (periodo de veda de O. vulgaris: del 16 Mayo a 1 Julio,
Resolucién 4/05/2015, DOGA), y que parte de los ejemplares de S. arctus captu-
rados pueden pasar a ser comercializados fuera de las vias legales. La protecciéon
de hembras ovadas es una medida comun en las pesquerias de crustaceos pero
cuyos resultados, comentados anteriormente, pueden resultar negativos para la
poblaciones de S. arctus. Aunque en este estudio no se observé ningtn efecto de
esta medida de regulacién pesquera sobre la fecundidad relativa en las hembras

de S. arctus, deberia investigarse si la proporcion y las tallas entre los sexos pue-
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den actuar como factores limitantes en las cépulas, en la produccién de desoves
y en la fecundacion de las puestas.

Por otra parte, los efectos de la estacién del afio y del tamafio materno en la
inversién por huevo también deben ser considerados a fin de desarrollar un plan
de gestién pesquera. Dado que las variaciones en el peso del huevo afectan a la
etapa inicial de larvas, asi como a las fases posteriores de la historia de vida de
decdpodos marinos (Jerstad et al., 2005; Giménez, 2006; Bas et al., 2008; Guay et al.,
2011), este rasgo podria tener implicaciones en el futuro éxito del reclutamiento y

la recuperacion de las poblaciones de S. arctus.

6.4.2. Composicién bioquimica

La composicién bésica de los huevos recientes de S. arctus coincide, en tér-
minos de abundancia relativa, con la composicién de los huevos de otros crus-
tdceos, donde el agua es el principal componente, seguido de las proteinas, los
lipidos y en menor proporcién, los carbohidratos y el contenido inorganico (Pan-
dian, 1994). Sin embargo, los huevos de S. arctus muestran diferencias respecto al
contenido relativo de lipidos. El contenido de lipidos respecto a la biomasa seca
en S. arctus fue del 30 %, un valor préximo al obtenido en otros decdpodos como
H. gammarus (26.2 %; Rosa et al., 2005), Pandalus borealis (28 %; Brillon et al., 2005),
Callinectes sapidus (26-22 %; Amsler y George, 1984), M. brachydactyla (22.7-26.1 %;
Verisimo, 2015) y Chaceon quinquedens (28 %; Biesiot y Perry, 1995), pero superior
al estimado en los huevos de Nephrops norvegicus (15 %; Rosa et al., 2003) o C. cran-
gon (15 %; Urz1a et al., 2012). No obstante, la comparacién de la composicién bio-
quimica de los huevos entre diferentes trabajos puede presentar problemas, por
las particularidades de las técnicas de andlisis utilizadas y por el sistema emplea-
do para determinar el estado de desarrollo de los embriones (Moran y Mcalister,
2009).

En S. arctus, la composicion bioquimica relativa de los huevos permanecié
précticamente constante durante el periodo de estudio, por lo que las diferencias
observadas en la composicion bioquimica absoluta indican que la inversién ma-
terna por huevo esta definida principalmente por una mayor biomasa seca por
huevo. Este resultado es acorde con las conclusiones de otros estudios en decapo-
dos marinos, en los que la inversién por huevo también se encuentra supeditada
a un mayor biomasa seca por huevo (Fischer et al., 2009a; Urzta et al., 2012). Pe-
ro difiere con otras estrategias, como la observada en M. brachydactyla, en la que
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las variaciones en la inversién por huevo ocurren principalmente a nivel de la
composiciéon bioquimica relativa (Verisimo, 2015).

Las variaciones estacionales observadas en la composicién bioquimica abso-
luta y en la energia por huevo, indican una diferente provision por parte de las
hembras durante el periodo reproductivo, que puede tener implicaciones en la
embriogénesis. La mayor provisién de los huevos en las puestas de invierno, fren-
te a las de primavera y verano, podria estar relacionada con un aumento de las
necesidades energéticas de los embriones para hacer frente a las diferentes con-
diciones ambientales. Fischer et al. (2009b) observaron una mayor inversién en
los huevos de C. setosus a bajas temperaturas, que relacionaron con una reduc-
cién de la eficiencia metabdlica de los lipidos y las proteinas durante el desarrollo
embrionario. Los lipidos durante esta fase inicial del ciclo de vida constituyen la
principal fuente de energia, contribuyendo en al menos el 60 % del gasto ener-
gético (Holland, 1978; Wehrtmann y Graeve, 1998). Ademas, los lipidos tienen
un importante papel estructural, fundamentalmente como constituyentes de las
membranas celulares (Rosa et al., 2005). Por su parte, las proteinas por su funcién
estructural, van a jugar un papel muy importante en la morfogénesis y en menor
medida en la provisién de energia (Holland, 1978).

Los dcidos grasos predominantes en los huevos recientes de S. arctus en el me-
dio natural fueron 14:0, 16:0, 18:0, 16:1n-7, 18:1n-9, 20:4n-6 (ARA), 20:5n-3 (EPA)
y 22:6n-3 (DHA). Este perfil general coincide con los dcidos grasos mayoritarios
descritos en los huevos de otros crustdceos marinos como N. norvegicus (Rosa et
al., 2003), H. gammarus (Rosa et al., 2005), M. brachydactyla (Figueiredo y Narciso,
2008), Plesionika martia martia, Palaemon serratus, Palaemon elegans (Morais et al.,
2002) y Armases cinereum (Figueiredo et al., 2008).

En este estudio, el grupo de 4cidos grasos en mayor abundancia en los huevos
recientes fueron los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA), representando entre el
48 % y el 67 % del total de acidos grasos, seguido por los monoinsaturados (MU-
FA, 19-31 %) y los saturados (SAT, 15-22 %). En general, los huevos de crustaceos
muestran diferentes patrones segin la proporcién de estas tres fracciones de aci-
dos grasos, en la que pueden predominar una fracciéon o encontrarse todas en
una misma proporciéon (Morais et al., 2002; Rosa et al., 2007). En base al contenido
de PUFA, los huevos de S. arctus pueden ser agrupados con los de otras especies
como P. serratus, P. elegans, M. brachydactyla, H. gammarus y Polybius henslowii, en
los que esta fraccion también es mayoritaria (Morais ef al., 2002; Rosa et al., 2007;
Figueiredo y Narciso, 2008; Leal et al., 2013). Los PUFA, especialmente DHA y

157



Capitulo 6

EPA, han sido identificados como nutrientes esenciales en los animales marinos
(Sargent et al., 1999). Esto, unido su alto contenido en los huevos indica la nece-
sidad de S. arctus incorporar a través de la dieta una importante cantidad para
su reproduccion. En cuanto a los SAT y MUFA, no son considerados dcidos esen-
ciales, ya que pueden ser sintetizados de nuevo u obtenidos por desaturaciéon o
elongacion de otros SAT, MUFA o PUFA (Sargent, 1995).

Los acidos grasos y sus ratios son utilizados en los organismos marinos como
biomarcadores porque se mantienen en los extractos lipidicos de algunos tejidos,
siendo asi un reflejo de su posicion tréfica y de la calidad de la dieta (El-Sabaawi
et al., 2009). La ratio EPA/DHA es uno de los indicadores empleados para defi-
nir la posicion tréfica, ya que tiende a disminuir hacia niveles tréficos superiores,
dado que el DHA tiende a conservarse a lo largo de la red tréfica y el EPA tiene
su origen en las plantas (Auel et al., 2002; Scott et al., 2002; Dalsgaard et al., 2003).
Por lo tanto, los altos valores de la ratio EPA/DHA (1.14-1.37) y del contenido de
DHA (14-24 %) determinados en los huevos de S. arctus son un reflejo del nivel
medio-bajo que ocupa este escilarido en la red tréfica. Ademas, la baja proporcién
de 18:1n-7/18:1n-9 (0.3-0.6) y los altos valores de 18:1n-9 en los huevos (6-10 % del
total de 4cidos grasos) sefialan que S. arctus posee una dieta carnivora, dado que
el &cido graso 18:1n-7 procede de microrganismos eucariotas, principalmente dia-
tomeas, y el 18:1n-9 es de los mas abundantes en animales marinos (Dalsgaard et
al., 2003). No obstante, la proporcién de 18:1n-9 fue inferior a los valores descritos
en los huevos de otros crustaceos como N. norvegicus, H. gammarus, P. martia mar-
tia, P. serratus y A. cinereum (Morais et al., 2002; Rosa et al., 2003, 2005; Figueiredo
et al., 2008), en los que este 4cido graso llega a alcanzar una abundancia relati-
va >20 %, y que se caracterizan por una dieta principalmente carnivora, lo que
sugiere la presencia de una dieta mds variada en S. arctus.

Los dcidos grasos de cadena impar, principalmente 15:0, 17:0 y 19:0, estdn aso-
ciados a una biosintesis por parte de bacterias heterétrofas y son particularmente
abundantes en los sedimentos marinos (Perry et al., 1979; Rezanka y Sigler, 2009).
Asi, la presencia de 15:0 y 17:0 en proporciones relativamente altas en los huevos
de S. arctus (1.4 % del total de &cidos grasos) indica que esta langosta puede des-
plazarse a otros hdbitats como fondos de arena o fango, y buscar alimento entre
los sedimentos.

Las elevadas proporciones de EPA (24-32 %) y también de 16:1n-7 (7-13 %) re-
gistradas en los huevos reflejan una fuente basada en diatomeas (Dalsgaard et al.,

2003). Esta fuente puede estar relacionada con la contribucién en la dieta de S. ar-
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ctus de algunas clases de moluscos, en los que estos 4cidos grasos pueden encon-
trarse en abundancia, como los bivalvos Ostrea edulis, Crassostrea gigas, Crassostrea
virginica, Mercenaria mercenaria, Mya arenaria, Spisula solidissima, Chlamys opercu-
laris, Macoma balthica, Mytilus edulis, Argopecten gibbus, Placopecten magellanicus,
Pecten maximus; gaster6podos como Crepidula fornicata, Neptunea antiqua, Haliotis
laevigata, Haliotis rubra, Pattela vulgata y Patella depressa (Morais et al., 2003); y po-
liplacéforos (Latyshev et al., 2004). Estas clases de moluscos se encuentran entre
las principales presas en la dieta de escildridos (Lavalli et al., 2007).

Los perfiles de acidos grasos de los huevos mostraron diferencias entre las
puestas realizadas en los dos ciclos reproductivos estudiados. Estas diferencias
suponen una importante variacién estacional e interanual en la calidad de los
huevos, y como se ha demostrado en algunas especies de peces y crustdceos,
puede tener potenciales consecuencias para la supervivencia de las larvas ini-
ciales (Racotta et al., 2003; Bachan et al., 2012). Esta repercusion sobre el éxito re-
productivo puede todavia alcanzar una mayor relevancia si tenemos en cuenta la
variacion estacional en la inversién en peso por huevo.

La composicién de dcidos grasos en los huevos de decdpodos estd afectada
por la dieta de los reproductores (Cahu et al., 1995; Sui et al., 2011). En general, la
dieta de estos invertebrados presenta una marcada variacién temporal, reflejo de
la abundancia, la disponibilidad y las caracteristicas nutricionales de las presas,
factores que a su vez dependen de las condiciones ambientales y de los ciclos de
vida de las especies que la componen (Freire y Gonzdalez-Gurriarran, 1995; Ber-
nérdez et al., 2000). De esta forma, la composicién de dcidos grasos en las presas
puede representar caracteristicas del habitat, como la exposicién o la profundi-
dad (Morais et al., 2003; Nerot et al., 2015), asi como los cambios ambientales que
se producen por ejemplo, durante procesos de afloramiento de aguas profundas
(Ferndndez-Reiriz et al., 2015). Esta variaciéon temporal de las condiciones am-
bientales pueden provocar cambios a nivel de dcidos grasos en los invertebrados
marinos incluso a escalas de tiempo pequefias (mes a mes) (Brazdo et al., 2003;
Ezgeta-Bali¢ et al., 2012). En este estudio, la reducida 4rea y rango de profundida-
des de la zona de muestreo, sefialan a los cambios temporales en la disponibilidad
y composicién de presas como los factores responsables de la variabilidad en el
perfil de 4cidos grasos en las puestas. Por ejemplo, un aumento en la dieta de
presas que se alimentan de algas marrones y algas rojas, podria explicar la alta
proporciéon de EPA y ARA en las puestas realizadas en la primavera de 2009. Por
otra parte, una dieta con un origen en la red tréfica basado en diatomeas, podria
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explicar la mayor proporcion de los acidos grasos 16:0 y 16:1n-7 encontrados en
los huevos en las puestas de 2008, los cuales son considerados marcadores trofi-
cos de esta clase de microalga (Dalsgaard et al., 2003). No obstante, sin contar con
un estudio previo que tenga en cuenta los cambios temporales en la dieta de S.
arctus y sobre la composicién de dcidos grasos de las posibles presas durante el
periodo de estudio, no es posible determinar con certeza cual es el origen de las

diferencias en el perfil de dcidos grasos de los huevos.

Los huevos también presentaron importantes diferencias en el contenido de
20:4n-6 (ARA) entre épocas. Durante la primavera de 2009 se lleg6 casi a duplicar
su contenido en los huevos respecto a otras épocas. A nivel fisiol6gico, ARA es
un precursor en la sintesis de prostaglandinas, que son sustancias que en los in-
vertebrados tienen potentes efectos sobre la reproduccion, la digestion, el sistema
respiratorio, el control de la permeabilidad de iones a través de membranas, y res-
tringen la disolucién de grasa (Stanley-Samuelson, 1987). Asi, este dcido graso es
relevante para reprimir la disolucién de la grasa y obstaculizar que la membrana
del huevo y el funiculo crezcan, lo cual podria provocar una fijacién anormal de
los embriones a los ple6podos (Ying et al., 2006). Por estos motivos, las variacio-
nes observadas en la proporcién de ARA en los huevos podria tener importantes

consecuencias en la viabilidad de las puestas entre épocas.

Dado que las larvas de S. arctus son planctotroéficas, las diferencias cualita-
tivas y cuantitativas en las reservas embrionarias, incluyendo los dcidos grasos,
van a condicionar su capacidad para hacer frente a los periodos de baja dispo-
nibilidad de alimento tras la eclosién. En este sentido, la variabilidad interanual
observada en el contenido DHA y EPA en las puestas puede jugar un papel im-
portante, provocando diferencias en la tasa de eclosion y la calidad de las larvas
recién eclosionadas entre afios (Cavalli et al., 1999; Wu et al., 2007). Una variabi-
lidad que unida a unas condiciones poco favorables de alimento en la columna
de agua puede favorecer o tener consecuencias negativas para el reclutamiento
de los ejemplares de esta especie. Un caso extremo fue descrito por Kattner et
al. (1994) durante el estudio de la reproducciéon anual en C. crangon, en el que
un fallo en el reclutamiento anual fue relacionado con una inusual desapariciéon
de los 4cidos grasos insaturados en los primeros estados de desarrollo larvarios,
correspondientes al principal periodo de puesta, y a un periodo de condiciones
ambientales poco favorables durante la fase larvaria.
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6.4.3. Factores que influyen en la inversién por huevo

El peso y el didmetro de los huevos son utilizados generalmente como indi-
cadores de la inversion por huevo. Sin embargo, el tamafio del huevo por si sélo,
no puede explicar todas las correlaciones ecoldgicas, fisiolgicas y evolutivas con
la inversién por huevo, sino se tiene en cuenta su composiciéon bioquimica (Mo-
ran y Mcalister, 2009). En este sentido, el contenido de lipidos puede ser un buen
representante de la inversién por huevo, dado que los lipidos son componentes
esenciales de las membranas celulares, proporcionan 4cidos grasos esenciales y
son la principal fuente de energia durante los desarrollos embrionarios (Holland,
1978; Wehrtmann y Graeve, 1998; Rosa et al., 2005).

La inversion de lipidos por huevo en S. arctus mostré un claro patrén esta-
cional, con una mayor inversién por huevo durante los primeros desoves en in-
vierno, que se redujo gradualmente en las puestas de primavera y verano. Esta
variacion estacional en la inversién por huevo también ha sido descrita en otros
decdpodos (Amsler y George, 1984; Bella y Fish, 1996; Paschke et al., 2004; Bas
et al., 2007, 2008; Verisimo et al., 2011; Urzua et al., 2012). En general, las hipote-
sis utilizadas para explicar esta estacionalidad en la inversién por huevo sugieren
que las variables ambientales (p. €j., fotoperiodo, temperatura, productividad) ac-
tdan como sefiales 0 mecanismos reguladores para que la inversion realizada se
ajuste a las condiciones en las que se desarrollard la descendencia. Los resultados
obtenidos en S. arctus indican que, entre todas las variables estudiadas que pue-
den actuar sobre la inversién por huevo, correspondié un mayor peso a factores
maternos, como el estado nutricional o la talla, frente a pardmetros ambientales
como la temperatura y el fotoperiodo. No obstante, es indudable que en las espe-
cies ectotermas existe una estrecha relacién entre ciertos pardmetros ambientales,

como los anteriormente citados, y su condicién fisiol6gica.

Dentro de los factores ambientales, la temperatura mostrd, en los momentos
previos al desove, una relacion inversa con la inversién en lipidos por huevo. Esta
tendencia observada podria apoyar la idea de que la temperatura tiene un efecto
en la inversién por huevo en S. arctus. Esta relacién podria explicarse si la tempe-
ratura actuase de forma diferencial sobre los procesos que tienen lugar durante la
maduracién de los ovarios. Por ejemplo, un incremento de temperatura podria fa-
vorecer la proliferacion y diferenciacién de las células germinales, pero también
disminuiria el tiempo disponible para acumular vitelo durante la vitelogénesis

(Atkinson et al., 2001). Este efecto también permitiria explicar la relacién inversa
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entre la inversion por huevo y el niimero de huevos producidos durante las pues-
tas de invierno y primavera, pero no la menor inversion realizada en niimero y
por huevo en las puestas de verano, sefialando que otros mecanismos pueden es-
tar interviniendo, como el estado fisiolégico (la muda, el estado nutricional, etc.).
En decdpodos, son varios los trabajos que han encontrado importantes variacio-
nes en la inversion por huevo en puestas producidas a diferentes temperaturas.
Por ejemplo, Amsler y George (1984) observaron hasta un 20 % mds de lipidos en
los embriones de C. sapidus procedentes de puestas producidas a 16°C que en las
producidas a una mayor temperatura (26°C). Fischer et al. (2009a) también encon-
traron que C. setosus puede invertir hasta un 32 % mds en C elemental por huevo
(indicador de lipidos; Petersen y Anger, 1997) a temperaturas bajas. Este patréon
también es consistente en otros taxones marinos en los que predomina la evi-
dencia de que el tamafio del huevo y el tamafio de la descendencia casi siempre
muestran una correlacién negativa con la temperaturas dentro de un rango am-
biental relevante (Atkinson et al., 2001). No obstante, como se ha observado en la
elevada correlacion entre el fotoperiodo y la temperatura, es muy dificil separar
el efecto de una variable respecto al de otra que puede también estar actuando,
principalmente cuando estas variables tienen una marcada variacién estacional.

Uno de los principales factores que influye en la inversiéon energética desti-
nada a la reproduccién es el estado nutricional de los reproductores (Harrison,
1990). Esto es acorde con la variacién estacional observada en el indice hepato-
somadtico de las hembras en este estudio. El indice hepatosomdtico mostré como
las hembras de S. arctus, antes de comenzar el periodo reproductivo, almacenan
nutrientes en el hepatopdncreas hasta alcanzar un maximo estado nutricional, y
que una vez alcanzado, comienzan a utilizarlos para dar soporte a los procesos
de maduracién ovdrica. Este patrén de almacenamiento de reservas en el hepato-
pancreas y su utilizacién durante la ovogénesis es una caracteristica compartida
entre decapodos (Gibson y Barker, 1979).

Asi, es 16gico pensar que durante un mismo ciclo reproductivo, en el que pue-
de realizar hasta tres puestas anuales (Capitulo 4), las reservas nutricionales de
las hembras se van agotando, con lo que tras cada puesta poseen menos recursos
para invertir en una puesta siguiente, pudiendo asi el estado nutricional llegar a
ser un factor limitante en la reproduccion y afectar a la produccién de desoves,
la fecundidad y la inversién por huevo (Cahu et al., 1995; Millamena y Quinitio,
2000; Wen et al., 2002). En S. arctus, la correlacién entre el contenido lipidico de
los huevos y el estado nutricional de las hembras, confirmada por el modelo adi-
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tivo, indica que la cantidad de reservas en el hepatopancreas va a condicionar la
contribucién a la inversién en lipidos por huevo. Esta reduccién de las reservas
del hepatopancreas en la realizacion de puestas sucesivas ha sido observada en
otros decapodos como Fenneropenaeus indicus (Vazquez Boucard et al., 2004). Sin
embargo, en S. arctus esta reduccion del estado nutricional solo se observé duran-
te la inversion realizada en las puestas de invierno (primera puesta) y primavera
(segunda puesta), llegando a agotar todas las reservas almacenadas en estas dos
primeras puestas. Durante el proceso de ovogénesis de la tercera puesta, las hem-
bras experimentaron una importante recuperaciéon del estado nutricional hasta
alcanzar en Julio, los niveles mostrados antes del comienzo de la maduracién
ovérica de las puestas de primavera (Febrero-Marzo). Esto indica que, al contra-
rio de lo que sucede con la produccién de las puestas de invierno y primavera,
la inversion realizada durante la maduracién ovarica de la tercera puesta no esta
relacionada con la utilizacién de las reservas del hepatopancreas.

En N. norvegicus también se ha observado como la maduracién ovérica no esta
supeditada a una reduccion de las reservas del hepatopancreas, probablemente
debido a que la principal funcién de estas reservas es la de almacenar energia
para el proceso de muda (Rosa y Nunes, 2002). Asi, este cambio en el patréon de
utilizacién de las reservas almacenadas en S. arctus podria deberse a la necesi-
dad de las hembras de prepararse para un evento de muda a finales del verano
(Capitulo 4). El mecanismo utilizado por las hembras para poder incrementar su
estado nutricional durante este tiltimo periodo podria consistir inicialmente en
un aumento de la cantidad de alimento ingerido, y en una segunda fase, a una
réapida movilizaciéon de los nutrientes en el hepatopdncreas que mantendria es-
table su condicién fisiol6gica. Esta necesidad de las hembras de incrementar su
estado nutricional permite explicar también la reduccién de la inversién destina-
da a las dltimas puestas del ciclo reproductivo, tal y como reflejan los datos de
fecundidad y lipidos por huevo de las puestas de verano.

Otro factor que también influye en el contenido de lipidos por huevo es el
tamafio materno. El contenido en lipidos por huevo aumenté linealmente con la
talla, sefialando que las hembras mas grandes producen huevos de mas calidad
que los de hembras mds pequerias. Esta relacién de la talla con la composiciéon
elemental de los huevos también fue observada en cangrejos brachyuros como C.
setosus (Fischer et al., 2009a). Este efecto de la talla sobre la calidad de los huevos
pone de relevancia la necesidad de proteger a las hembras mds grandes no sélo

por ser més fecundas (Birkeland y Dayton, 2005), sino también por la calidad de
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sus huevos.

Cabe senalar que el tamafio de las hembras no mostré una correlacién con su
estado nutricional. Esto puede estar relacionado con el hecho de que la talla en
S. arctus puede no ser un factor determinante en la obtencién de alimento y la
calidad de este, si tenemos en cuenta que su dieta, al igual que sucede en otros
escilaridos, se basa en una gran diversidad invertebrados de pequefio tamafio
(Lau, 1988; Vilotte, 1982; Kabli, 1989; Johnston, 2007; Lavalli et al., 2007).

En conclusién, este estudio demuestra que la condicién nutricional de las
hembras de S. arctus es una importante fuente de variabilidad en la descendencia.
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Conclusiones

Basdndonos en los objetivos iniciales planteados, su desarrollo y los resulta-
dos obtenidos en esta tesis, se extraen las conclusiones que se presentan a conti-

nuacion:

= Elsesgo observado hacia las hembras en la proporcién sexual del stock de S.
arctus es consecuencia de una de las actuales medidas que regulan su explo-
tacién como es la proteccion de las hembras ovadas. Dado que las hembras
se encuentran ovadas en la mayor parte del ciclo anual, la protecciéon de
hembras ovadas hace que la pesca se concentre fundamentalmente en los
machos. Por lo tanto, es preciso profundizar sobre las consecuencias de es-
ta medida de gestion sobre diferentes aspectos de la biologia reproductiva:
éxito en los apareamientos, nimero de puestas, la tasa de fecundacién de

las puestas, etc. a lo largo del periodo reproductivo.

» La talla minima de captura de 90 mm de LT, aunque es superior a la talla
de madurez sexual fisiolégica en S. arctus, no garantiza que todos los indi-
viduos tengan la oportunidad de reproducirse mas de una vez. Dado que
s6lo esta protegiendo una pequefia parte, apenas un 3 %, de la produccién
de huevos del stock. Es necesario un aumento de la talla minima de captura
para preservar una mayor proporcién de la produccién de huevos anual.
Por ello, debe ser objetivo de futuras investigaciones la determinacién de
una talla minima que proteja un potencial reproductivo que garantice la

sostenibilidad de sus poblaciones en funcién del esfuerzo de pesca.

= El estudio del desarrollo embrionario permite concluir que el drea ocupa-

da por el vitelo es un buen indicador para la determinacién del grado del
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desarrollo de los embriones durante la embriogénesis, dado que el vitelo
es consumido desde préacticamente el inicio del desarrollo. Este indicador
permite conocer el estado de desarrollo de las puestas y realizar compara-
ciones entre estudios sobre diferentes caracteristicas de las puestas como la

fecundidad, el tamafio de los huevos, la composicién bioquimica, etc.

Los cambios en las caracteristicas biométricas y bioquimicas de las puestas,
con una menor fecundidad pero con huevos con mayor vitelo y conteni-
do en lipidos en las puestas de invierno frente a una mayor fecundidad y
menor inversién por huevo en las puestas de primavera, ponen de manifies-
to la existencia de una estrategia reproductiva, resultado de una respuesta
adaptativa a la variabilidad estacional de las condiciones ambientales del
habitat.

Dado que S. arctus es una especie que realiza varias puestas anuales y te-
niendo en cuenta que las caracteristicas biométricas y bioquimicas de las
ultimas puestas son peores que las de las puestas precedentes, se llega a la
conclusién que a lo largo del periodo reproductivo se produce un impor-
tante desgaste fisiol6gico de las hembras, que se ve reflejado en las caracte-

risticas de su dltima puesta.
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