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|.-INTRODUCCION

El estudio de la musculatura lateral de los peces teledsteos es un campo de
investigacién que se inicio a finales de los afios sesenta, y que todavia hoy presenta
numerosos aspectos de interés cientifico que necesitan ser estudiados con mayor
profundidad.

Inicidmente los trabgos se enfocaron con un fin comparativo respecto a los
mamiferos. En este sentido, destaca €l hecho de que, a diferencia con estos ultimos, en los
teledsteos el crecimiento muscular por formacion de nuevas fibras (hiperplasia), no queda
restringido al periodo embrionario e inmediato a la eclosién, sino que se puede prolongar
durante la fase postlarvaria o incluso en los adultos de la mayoria de especies (Stickland,
1983; Romanédllo et al., 1987; Weatherley et al., 1988; Higgins y Thorpe, 1990). Ademas,
los miotomos de los embriones de los teledsteos no evolucionan en e mismo sentido que
en los mamiferos, de forma que a fina de la metamorfosis larvaria, la seccion transversal
de los miotomos presenta dos estratos musculares mayoritarios: un estrato superficial,
integrado por fibras rojas de pequefio diametro, con abundantes mitocondrias, de
contraccién lenta y fatigorresistentes (Nag, 1972; Johnston et al., 1975; Mosse y Hudson,
1977; Carpene et al., 1982; Tatarczuch y Kilarski, 1982; Sanger et al., 1989; Ramirez
Zarzosa et al., 1995, 1998; LopezAlbors et al., 1998); y un estrato profundo de mayor
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grosor, integrado por fibras blancas de mayor tamafio, con escasas mitocondrias y
abundantes miofibrillas, de contraccion répida y fatigosensibles (Johnston y Moon, 1981;
Scapolo et al., 1988; Sanger et al., 1990; LopezAlbors et al., 1998; RamirezZarzosa et
al., 1998). Ademas, entre ambos estratos, € empleo de técnicas histoquimicas permite
definir un tercer musculo, denominado intermedio o rosa, cuyas fibras presentan una
morfologia y caracteristicas histoenziméticas intermedias a las de los musculos rojo y
blanco (Johnston et al., 1974; Patterson et al., 1975; Carpene et al., 1982; Mascarello et
al., 1986; Scapolo et al., 1988).

Al interés comparativo de los estudios sobre la musculatura axial de los teledsteos
hay que afadir el interés aplicativo de la investigacion sobre la dindmica de crecimiento de
la musculatura, ya que este tejido representa en los peces hasta un 60-70% de su peso y es
el que le confiere su valor nutritivo y comercial. En este sentido, los estudios que tratan de
evauar € efecto de la temperatura sobre la dindmica de crecimiento de la musculatura de
los teledsteos, ademés de contemplar unos objetivos descriptivos de investigacion béasica,
siempre intentan extraer algunos aspectos aplicativos de interés acuicola.

Dado que los teledsteos son poiquilotermos, la temperatura ambiental del medio en
el que viven determina en gran medida los parametros biol6gicos de cada especie. Asi, la
temperatura gjerce un profundo efecto sobre el desarrollo de los peces (Blaxter y Hempel,
1963; Herzig y Winkler, 1986; Blaxter, 1988, citados por Kamler, 1992), describiéndose
un rango Optimo para su desarrollo, e incrementandose la mortalidad y las anormalidades
corporales a medida que la temperatura se aea de ese rango (Polo et al., 1991). En
diferentes especies de teledsteos se ha demostrado que la temperatura influye en la
secuencia de aparicion de los caracteres externos y de los organos (Fukuhara, 1990), en el
estado de desarrollo a que tiene lugar la eclosiéon (Herzig y Winkler, 1986), en € numero
de vértebras (Tanning, 1952) y también en las caracteristicas estructurales vy
ultraestructurales de las fibras musculares (Stickland et al., 1988; Vieiray Johnston, 1992).

El estudio del efecto de la temperatura sobre la musculatura axia de los teledsteos
resulta particularmente interesante durante las fases embrionaria y larvaria. En estos
periodos acontecen importantes hechos bioldgicos como la organogénesis o la
metamorfosis, sobre los cuaes la influencia de la temperatura ambiental puede tener
importantes consecuencias para €l posterior crecimiento y la propia supervivencia de las
larvas y postlarvas (Johnston, 1993). Asi, en e arenque, Clupea harengus L., los
embriones sometidos a bagjas temperaturas de incubacién mostraron un retraso en la

miogénesis, mientras que a mayores temperaturas todos |os 6rganos y tejidos corporales se
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desarrollaron mas rgpidamente (Johnston, 1993; Johnston et al., 1995, 1997). Asimismo,
en larvas de esta especie recién eclosionadas, las altas temperaturas de incubacion
aumentaron la hiperplasia del musculo blanco (Vieira'y Johnston, 1992; Johnston et al.,
1995), mientras que en € rodaballo, Scophtalmus maximus (L.) (Gibson y Johnston, 1995),
samon, Salmo salar (Stickland et al., 1988; Usher et al., 1994; Nathanailides et al., 19954)
y en otro stock de C. harengus (Johnston, 1993) € aumento de temperatura incrementé la
hipertrofia de las fibras del musculo blanco. En larvas recién eclosionadas de solla,
Pleuronectes platessa L., Brooks y Johnston (1993) observaron que tanto la hipertrofia
como la hiperplasia de las fibras blancas estaban incrementadas a altas temperaturas de
incubacion.

La temperatura afecta también a contenido estructural de las fibras musculares, y
asi, la aplicacion de elevadas temperaturas aumentd la proporcion de miofibrillas de las
fibras del musculo blanco en larvas recién eclosionadas de P. platessa (Brooks y Johnston,
1993), C. harengus (Johnston, 1993) y S salar (Stickland et al., 1988; Usher et al., 1994).
La densidad de volumen mitocondrial, por su parte, se incremento en las fibras rojas de las
especies sometidas a mayores temperaturas . platessa, Brooks y Johnston, 1993; C.
harengus, Vieiray Johnston, 1992; Johnston, 1993). De igual forma, la temperatura influye
en el nimero y grado de diferenciacion de los mioblastos a la eclosion (Johnston, 1993) y
gerce un profundo efecto sobre la fusion y crecimiento de las células miosatélites
(Matschak y Stickland, 1995).

Como se puede apreciar, los distintos trabajos realizados para evaluar € efecto de la
temperatura sobre €l desarrollo y e crecimiento de la musculatura axial de los teledsteos,
muestran una considerable variabilidad inter- e intraespecifica, cuyo conocimiento es
particularmente interesante cuando se contempla la posibilidad de una futura aplicacion de
estos experimentos a ambito acuicola productivo. No obstante, la respuesta que presentan
las diferentes especies ante la temperatura no siempre es facil de interpretar, ya que
intervienen diversos aspectos relacionados con € desarrollo, la alimentacion, la filogenia

de cada especie, €tc.

La lubina, Dicentrarchus labrax L., es un teledsteo marino que se encuentra en los
mares Mediterraneo y Atlantico. ES una especie muy euriterma, por |0 que soporta grandes
variaciones de temperatura (con un maximo de 30 °C, un minimo de 5 °C y un éptimo de
22 °C). Su crecimiento es relativamente rdpido y posee un ato valor en € mercado. Tanto

el preengorde como el engorde de esta especie se realizan a nivel industrial con gran
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rentabilidad, viéndose ésta aumentada a atas temperaturas, |0 que ilustra la importancia de
vaorar la influencia de este parametro durante la fase larvaria (Barnabé, 1991). Algunos
estudios previos han caracterizado el desarrollo y crecimiento de la musculatura axial en
esta especie (Scapolo et al., 1988; Veggetti et al., 1990; RamirezZarzosa et al., 1995,
1998; LoépezAlbors et al., 1998). Su dindmica de crecimiento muscular se corresponde
con la de las especies de rgpido crecimiento y gran tamafio final, caracterizandose por un
crecimiento hiperplésico hasta una longitud corporal aproximada de 48 cm. (Veggetti et
al., 1990).

El efecto de la temperatura sobre la dindmica de crecimiento de la musculatura de
D. labrax mediterranea ha sido estudiado por Nathanailides et al. (1996) en ejemplares
juveniles. Sin embargo, a pesar de que la valoracion del efecto de la temperatura sobre la
musculatura axial en embrionesy larvas es particularmente interesante, tales estudios no se
han realizado hasta ahora en D. labrax. Tal y como se propone a partir de los resultados
hallados en otras especies (Johnston et al., 1996, 1998), la experiencia térmica durante las
fases més tempranas del desarrollo, podria en gran medida determinar las caracteristicas
del crecimiento postlarval de los teledsteos. Asi, en C. harengus, durante las fases
embrionaria y larvaria, la temperatura es capaz de modular la composicion fibrilar de los
miotomos (nimero y tamafio de los miocitos), o cual puede ser determinante para el

posterior crecimiento muscular.

En consonacia con estos estudios, en este trabajo de tesis doctoral investigamos la
influencia de latemperatura en el crecimiento de la musculatura axial de D. labrax, durante
las fases iniciales de su desarrollo. Para ello se han redlizado una serie de experimentos
donde se han sometido huevos y larvas de D. labrax a diferentes temperaturas de
incubacion y cultivo. De esta forma hemos valorado e efecto de la temperatura tanto en
giemplares en los que la temperatura no se manipulé externamente (experiencias a
temperatura ambiental), como en gjemplares en los que se modifico la temperatura desde €

momento de la fertilizacion y/o eclosion (experiencias de aclimatacion).

Estos experimentos se han realizado en colaboracion con el Centro Oceanografico
de Murcia (Planta de cultivos marinos de Mazarrén del Instituto Espariol de Oceanografia).
Durante los afios 1996 a 1998, en dicho Centro se realiz6 la obtencidn y seleccion de las

puestas, la incubacion y € cultivo de los peces. A continuacion, exponemos los diferentes
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experimentos realizados, junto con los objetivos e hipétesis de trabajo que nos planteamos
en cada caso:

1996.- Estudio preliminar para valorar € efecto de la temperatura de
incubacion y cultivo sobre el crecimiento de D. labrax. Este objetivo general se
sustenta en las siguientes hipétesis. i) e empleo de diferentes temperaturas de
incubacion y cultivo permite obtener distintos fenotipos corporales y nusculares
valorables por la longitud, € peso, € tamafio del miotomo, y €l nimero y tamafio
medio de sus fibras; ii) existe una combinacion éptima de temperatura de
incubacion y cultivo para la obtencion de dindmicas de crecimiento muscular mas

ventgjosas, desde €l punto de vista acuicola.

1997.- Esta experiencia, que forma e nucleo principal de la parte
experimental de la tesis, estaba incluida en e proyecto de investigacion titulado
"Influencia de factores genéticos y de la temperatura sobre € crecimiento de la
lubina’, financiado por la CICYT mediante & proyecto CY TMAR MAR96-1831.
En este caso, mediante el empleo de rangos de temperatura mas amplios, se incide
en el objetivo general del experimento anterior. Ademas, se pretende valorar s €
efecto e la temperatura difiere sustancialmente en funcion del genotipo de los
gemplares. Para ello se emplearon dos lotes de D. labrax de distinto origen
geogréfico (D. labrax atlantica y mediterranea), procedentes de reproductores
genéticamente distintos. En este sentido, la significacion de los resultados que
hemos obtenido a acometer este Ultimo objetivo es limitada, ya que la mortalidad
de los gemplares de D. labrax mediterrdnea fue muy elevada. Este hecho nos lleva
a considerar con cautela los aspectos comparativos sobre la dinamica de
crecimiento de ambos lotes de D. labrax.

1998.- Experimento adicional donde se pretende valorar €l efecto que gjerce
el empleo de temperaturas de incubacion superiores alas de los casos anteriores. En
las experiencias anteriores (1996 y 1997) pudimos comprobar que las diferentes
temperaturas de incubacion no modificaban significativamente e nimero de fibras
a la eclosion, lo cua contrasta con estudios realizados en otras especies (C.
harengus, Vieiray Johnston, 1992; Johnston et al., 1995). Por ello, esta prueba la
realizamos con la finalidad de verificar la hip6tesis de que, en D. labrax, dentro del
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rango Optimo, la temperatura de incubacion gerce un minimo efecto sobre la
hiperplasia de la musculatura axial durante lasfases embrionariay prelarvaria, y en

consecuencia, sobre € nuimero total de fibras.

El cultivo acuicolade D. labrax presenta todavia algunos problemas que entorpecen
bastante su produccion: una gran variabilidad en la calidad de la puesta, grandes
diferencias en la tasa de crecimiento dentro de un mismo lote, etc; hechos que, en
consecuencia, dificultan e disefio y evaluacion de las dietas. Ademés, a nivel industrial se
observa que el comportamiento de esta especie frente a la temperatura difiere entre lotes.
Todos estos factores caracterizan, en gran medida, uno de los aspectos més relevantes de
este estudio, como es €l haber sido realizado en condiciones reales de cultivo acuicola
intensivo. Por esta razon, resulta dificil establecer comparaciones entre los resultados
obtenidos en los diferentes lotes empleados. En cada uno de ellos, tanto los efectos
parentales (genotipo) -que influyen en la calidad de la puesta, como los efectos
medioambientales (temperatura), interaccionan de forma dificilmente evaluable vy
estandarizable. Por eso, no resulta facil pensar en una répida obtencion de conclusiones
globales sobre e efecto de la temperatura en € crecimiento de ésta u otras especies
acuicolas. No obstante, a pesar de la interrelacion de los numerosos factores que influyen
sobre el crecimiento y supervivencia larvarios, la realizacion de estos experimentos y la
interpretacion de los resultados obtenidos nos han conducido a una serie de conclusiones
(enunciadas en e apartado correspondiente), que han de servir de base para futuros
estudios que permitan seguir avanzando en e conocimiento del efecto de la temperatura

sobre la dinamica de crecimiento de la musculatura de D. labrax.
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Revision bibliografica

I1.-REVISION BIBLIOGRAFICA

I-1. ESTRUCTURA DE LA MUSCULATURA AXIAL DE LOS
TELEOSTEOS.

La musculatura axia de los peces esta constituida por segmentos funcionaes o
midmeros, dispuestos de modo seriado y separados entre si por [aminas de tejido conectivo
0 mioseptos (Rojo, 1988). En cada miomero se distinguen 2 zonas, una dorsal o epiaxia y
otra ventral o hipoaxial, separadas por un septo horizontal. Ambas zonas constituyen los
muUsculos dorsales y ventrales, respectivamente.

La seccion transversal del miotomo permite diferenciar 3 estratos musculares:

1) Estrato superficial (musculo rojo), compuesto de fibras de pequefio didmetro con
metabolismo oxidativo y baja actividad mATPasa.

2) Estrato profundo (musculo blanco), que en la mayoria de especies representa
précticamente el espesor completo de los midmeros, y esta formado por fibras de gran
diametro, con metabolismo glicolitico y bagja actividad mATPasa.

3) Estrato intermedio (musculo rosa), formado por fibras con propiedades

histoquimicas diversas y diametros variables.
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I1-1.1. TIPOS DE FIBRAS DE LA MUSCULATURA AXIAL DE LOS PECES

TELEOSTEOS.

El estudio histologico de los 3 estratos musculares ha revelado que su poblacién
fibrilar no es totalmente homogénea, sino que, junto a las fibras rojas, rosas y blancas, se
describen otros tipos fibrilares minoritarios (Ogata, 1958a,b; Guth y Yellin, 1971; Johnston
et al., 1975; Mosse y Hudson, 1977; Akster y Osse, 1978; Van Raamsdonk et al., 1978,
1980; Tatarczuch y Kilarski, 1982; Akster, 1983; Te Kronnie et al., 1983; Kilarski y
Kozlowska, 1983, 1985; Zawadowska y Kilarski, 1983), que serdn mencionados
posteriormente.

Las propiedades histoquimicas de los 3 tipos principales de fibras (rojas, rosas y
blancas) varian entre especies (Carpene et al., 1982), por lo que no es posible definir un
comportamiento estandar de los estratos musculares de los peces teledsteos. No obstante,

poseen una serie de aspectos caracteristicos, que se describen a continuacion.

[1-1.1.1. M USCUL O ROJO.

Desde € punto de vista histoquimico, las fibras rojas tienen baja actividad
mATPasa (alcalino y écido labil) (Nag, 1972; Johnston et al., 1975; Mosse y Hudson,
1977; Carpene et al., 1982; Tatarczuch y Kilarski, 1982; Sanger et al., 1989; Ramirez
Zarzosa et al., 1995, 1998; LopezAlbors et al., 1998). Esta bagja actividad mATPasa es
similar a la mostrada por las fibras tipo | 0 SO de los mamiferos (Carpene et al., 1982;
Sanger et al., 1988; Zawadowska y Tatarczuch, 1990), por lo que se les considera como
fibras de contraccion lenta y fatigorresistentes. La similitud con las fibras tipo | o SO de
los mamiferos también se pone de manifiesto en que ambas tienen ato contenido en
enzimas caracteristicas del metabolismo aerdbico, 1o que se evidencia empleando las
reacciones metabdlicas SDH y NADH-TR (Johnston et al., 1975; Patterson et al., 1975;
Akster y Osse, 1978; Van Raamsdonk et al., 1978; Akster, 1981; Carpene et al., 1982;
Tatarczuch y Kilarski, 1982).

Sin embargo, no todas las fibras del musculo rojo tienen las mismas propiedades
histoquimicas. Asi, se handescrito fibras de contraccion répida en especies como el mujol,

Mugil capito L., trucha comun, Salmo trutta L., y pez gato, Ictalurus melas Raf.,
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(Rowlerson, 1985). También se han encontrado variaciones en algunas especies, Como en
M. capito, en funcion de la salinidad y la temperatura del agua (Carpene et al., 1982).

Las técnicas inmunohistoquimicas han contribuido también a un mejor estudio de la
musculatura lateral de los peces. En numerosas especies, a pesar de la fata de
especificidad de agunos sweros, la combinacion de técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas ha permitido definir un musculo rojo de estructura fibrilar
heterogénea (Mosse y Hudson, 1977; Akster y Osse, 1978; Akster, 1983; Tatarczuch y
Kilarski, 1982; Te Kronnieet al., 1983; Kilarski y Kozlowska, 1985; Veggetti et al., 1993;
Mascarello et al., 1995; Ramirez Zarzosa et al., 1995, 1998; Ibabe, 1997; LopezAlbors et
al., 1998). De este modo, aunque e musculo rojo esta constituido mayoritariamente por
fibras rojas “tipicas’, se describen también poblaciones fibrilares minoritarias con
propiedades contractiles propias y diferentes. Dentro de este grupo, destacamos las
[lamadas fibras tonicas. Se consideran fibras tonicas del musculo rojo, las fibras del “borde
muscular rojo” (Van Raamsdonk et al., 1978), las “fibras desplazadas’ (Willemse y De
Rutter, 1979; Tatarczuch y Kilarski, 1982; Kiran y Talesara, 1985), las “rojas profundas’
(Akster, 1981), “otras rojas’ (Mosse y Hudson, 1977), las “fibras de pequefio didmetro”
(Mosse y Hudson, 1977; Tatarczuch y Kilarski, 1982), las “rojas de las rosetas’ (Scapolo
et al., 1988; RamirezZarzosa, 1992; LépezAlbors et al., 1998; RamirezZarzosa et al.,
1998) 0 “rojas en crecimiento” (Patterson et al., 1975; Akster y Osse, 1978).

Desde e punto de vista funcional, Patterson et al. (1975) sugirieron que las fibras
tonicas eran fibras en crecimiento, aunque otros autores no estan de acuerdo con esta
interpretacion (Van Raamsdonk et al., 1980). Segin Carpene et al. (1982) pueden estar
especializadas en la comunicacion visua y acustica

Lopez Albors et al. (1998) y RamirezZarzosa et al. (1998) indicaron que las
rosetas del musculo rojo son puntos concretos de génesis de nuevas fibras rojas y que,
ademés, contienen agunas fibras equiparables histoquimicamente a las fibras de
contraccion tonica, descritas en ciertos musculos de mamiferos y aves (Pierobon-Bormioli
et al., 1980; Te Kronnie et al., 1981; Barnard et al., 1982; Rowlerson, 1995). Las rosetas
aparecen a modo de agrupaciones fibrilares heterogéneas, que, a partir del septo horizontal,
se disponen de forma salteada hacia los limites epi- e hipoaxiales. Estan integradas por
fibras con diferentes perfiles mATPasicos. predominan las fibras con ata actividad
MATPasa alcalino y écidoestable, s bien se describen también fibras con una actividad

moderada y escasa (semejante a las fibras rojas adultas).
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En los estadios juveniles y adultos de dorada, Sparus aurata L., y lubina,
Dicentrarchus labrax L., ha sido descrito un mosaico muscular rojo (Ramirez-Zarzosa,
1992; LoépezAlbors, 1994, Mascarello et al., 1995), formado por fibras de pequefio
tamafio y ata actividad mATPasa dispuestas entre las fibras rojas adultas. La aparicion de
dicho mosaico se corresponde con la gran capacidad de crecimiento y e tamafio final
alcanzado por estas dos especies.

Desde e punto de vista ultraestructural, las fibras rojas han sido descritas en
numerosos trabajos: Kilarski (1967), Waterman (1969), Nag (1972), Franzini-Armstrong
(1973), Van Raamsdonk et al. (1978), Proctor et al. (1980), Slinde y Krivi (1980), Te
Kronnie et al. (1983), Shindo et al. (1986), Veggetti et al. (1990), Sanger (1991),
Mascarello et al. (1995), RamirezZarzosa et al. (1995, 1998).

Las fibras rojas, a igua que las fibras lentas de los mamiferos y aves, son de
pequefio tamafio y de menor diametro que las blancas de contraccion rapida (Johnston et
al., 1975; Carpene et al., 1982; Kilarski y Kozlowska, 1985). Sus didmetros oscilan segiin
las especies entre 10-50 um., si bien Greer-Walker (1970) observo diferencias dentro de un
mismo individuo, encontrando un ligero aumento del diametro de las fibras a medida que
se analizaban zonas mas proximas a la aeta caudal. El rasgo mas caracteristico de las
fibras rojas es la gran cantidad de mitocondrias, que oscila entre un 30-60% (Johnston,
1979) o incluso un 78% (Kilarski et al., 1992). En S. aurata (Ayda et al., 1999) €
porcentaje de mitocondrias es aproximadamente de un 66.6% durante la primera mitad del
desarrollo larvario, 10 que ha sido relacionado n su papel en la respiracion larvaria a
través de la piel. Posteriormente disminuye hasta un 55% a los 73-78 dias. Estos
porcentges halados en las fibras rojas de los peces, con frecuencia superan los
encontrados en los musculos mas activos de mamiferos, y en genera en las fibras tipo | o
SO.

Ademés de su cantidad, también llama la atencion la disposicion de las
mitocondrias, no solo rodeando las miofibrillas, sino también situdndose entre ellas
(Shindo et al., 1986). Los nucleos se localizan normamente en la periferia de las fibras,
preferentemente hacia la membrana interna (Veggetti et al., 1990; RamirezZarzosa et al.,
1998). Las fibras rojas contienen también miofibrillas en un 40-60% (Johnston, 1980) y
reticulo sarcoplasmico y sistemas de tubulos T, menos abundantes que en las fibras blancas
(Johnston, 1980), pero mas que en las fibras tonicas de otros vertebrados. La disposicion
de las miofibrillas es radiada (Bone, 1978; Akster, 1981, 1983; Kilarski y Kozlowska,
1987) o formando anillos y bucles (Veggetti et al., 1990; RamirezZarzosa, 1992,
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RamirezZarzosa et al., 1998). El glucogeno, mas abundante que en las fibras blancas, se
dispone en e sarcoplasma formando rosetas o pequefias cadenas.

La cantidad o proporcion de musculo rojo en las distintas especies depende, en
gran medida, de sus caracteristicas natatorias. Asi, en peces cuyo comportamiento natatorio
se basa en una natacion constante, e musculo rojo es muy abundante; tal es € caso del
boquerdn, Engraulis encrasicholus (L.), cuyo musculo rojo a nivel de la abertura ana
constituye e 38% de la musculatura total (Johnston, 1989). Por el contrario, en especies
como latrucha arco iris, Onchorinchus mykiss Richardson, no supera el 4% (Webb, 1970).
En un mismo individuo hay diferente proporcién de musculo rojo dependiendo del nivel
donde se redice la seccion muscular. EI musculo rojo resulta mas abundante en los
miomeros mas caudales, por 1o que se le relaciona con los movimientos natatorios (Nag,
1972; Gill et al., 1982; Johnston, 1989). La proporcion de musculo rojo varia también en
las fases iniciales larvarias, en las que se observa  maximo porcentgje de musculo rojo
respecto a total del miotomo. Esto da lugar a un aumento de la superficie corpora através
de la cual, el musculo rojo participa en la respiracion cutdnea en ausencia de agallas
funcionales, tal y como se ha descrito en ciprinidos (El-Fiky et al., 1987), en e arengue,
Clupea harengus L. (De Silva, 1975), y en S. aurata (Ayaaet al., 1999).

Otro factor que influye notablemente en la cantidad de misculo rojo es la
temperatura del agua (Maessa, 1969; Walesby y Johnston, 1980; Johnston, 1989),
detectéandose un incremento de la proporcion de este musculo con la aclimatacion a frio.
Esto se explicaria por la necesidad de desarrollar una natacion sostenida a bajas
velocidades en aguas casi congeladas. Esta hipotesis parece corroborarla Johnston (1982),
al observar que diferentes peces de la Antartida tenian una proporcion de musculo rojo de
hastael 11.2%.

Desde el punto de vista funcional, se considera que €l musculo rojo esta implicado
en la natacion sostenida a baja velocidad (crucero) (Andersen et al., 1963; Bone, 1966;
Bokdawala, 1967; Rayner y Krenan, 1967; Webb, 1970; Smith et al., 1971; Johnston et al.,
1972, 1975; Patterson et al., 1975; Mosse y Hudson, 1977; Carpene et al., 1982). Otros
autores sugieren gque e papel funcional de los diferentes tipos de fibras (rojas, rosas y
blancas), es mucho més versétil de lo que se consideraba en un principio (Weatherley y
Gill, 1982), por lo que en la mayoria de teledsteos los tres tipos de fibras podrian estar
implicados durante la natacién sostenida (Smith et al., 1971; Hudson, 1973; Greer-Walker
y Pull, 1975; Bone, 1978; Johnston, 1980).
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Por otro lado, durante el desarrollo de muchos teledsteos, e perfil histoquimico y
los caracteres morfoldgicos de las fibras musculares rojas frecuentemente divergen de los
gue presentan en los peces adultos (Van Raamsdonk et al., 1978; 1980; El-Fiky et al.,
1987; Scapolo et al., 1988; Veggetti et al., 1993; RamirezZarzosa et al., 1995), y esto
podria tener un significado funciona. Asi, Mascarello et al. (1995) evidenciaron que, en
las fases iniciales de S. aurata, la musculatura roja (dispuesta en monocapa) no responde
desde e punto de vista histoquimico a una funcion de contraccion lenta. Esto puede estar
relacionado con € papel funcional que desempefia este musculo en la respiracion inicial
larvaria, tal y como hemos expuesto anteriormente.

[1-1.1.2. M USCUL O BLANCO.

Generalmente, y empleando técnicas histoquimicas, las fibras blancas tienen dta
actividad mATPasa (preincubacion alcalind), y muestran baja actividad las enzimas
aerobicas (Akster y Osse, 1978). Sin embargo, € comportamiento mATPé&sico de las fibras
blancas es dificil de tipificar, pues esta influido por distintos factores, como las técnicas y
tiempos de incubacion empleados (Johnston et al., 1974; Mascarello et al., 1986; Sanger et
al., 1989; Zawadowska y Tatarczuch, 1990) y también por |a apariencia de mosaico que se
aprecia cuando coexisten en el musculo fibras de diferente tamafio y naturaleza miosinica
(Carpeneet al., 1982; Rowlerson et al., 1985).

En postlarvas de S. aurata y D. labrax, LopezAlbors et al. (1998) y Ramirez
Zarzosa et al. (1998), utilizando e método B descrito por Mascarello et al. (1986)
(preferiblemente preincubacion acida), observan un mosaico formado por 3 tipos de fibras:
a) fibras grandes con baja actividad mATPasa; b) fibras pequefias con ata actividad
MATPasa;, ¢) fibras medianas con moderada actividad mATPasa. Scapolo et al. (1988)
observaron un mosaico de tamarios fibrilares en el masculo blanco de D. labrax alos 80
dias, pero éstas no mostraban actividad mATPasa hasta los 20 meses. En este momento la
actividad mATPasa (méodo B) fue acainoestable en todas las fibras, pero su
acidoestabilidad variaba en funcion del tamafio fibrilar, de forma que las fibras pequefias
eran mas &cidoestables. El perfil inmunolégico de estas fibras pequefias era también
diferente de las fibras de mayor tamafio (Scapolo et al., 1988), mostrando una reaccion
positiva frente a los sueros de miosina rapida y lenta, tal y como habian encontrado

Rowlerson et al. (1985) en la carpa, Cyprinus carpio L., y laanguila, Anguilla anguilla L.
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En postlarvas de S. aurata, Mascarello et al. (1995) observaron que las fibras de
pequefio didmetro del mosaico blanco tenian distinto perfil mATPasico a las de mayor
diametro, coincidiendo con € resto de estudios mencionados anteriormente, pero, sin
embargo, la reaccion inmunolégica de estas fibras era similar a la de las fibras grandes
(positiva frente a suero de miosina rapida).

El metabolismo de las fibras blancas puede considerarse fundamentalmente
glicolitico, dada su débil reaccion SDH y NADH-TR, escasez de glucdgeno (PAS
negativo) y de lipidos (SUDAN negativo) (Matsuoka, 1984; Shindo et al., 1986). No
obstante, algunos autores (Johnston et al., 1975; Korneliussen et al., 1978; Mosse, 1979;
Tatarczuch y Kilarski, 1982) han encontrado fibras blancas con actividad oxidativa
intermedia o incluso elevada (Patterson y Goldspink, 1976). Este hallazgo puede, en cierto
modo, relacionarse con el diferente comportamiento natatorio de las diferentes especies.

Ultraestructuralmente, las fibras blancas tienen forma poligona y estan ocupadas
cas totalmente por miofibrillas, entre un 80-96% segiin Johnston y Moon (1981). Estas
miofibrillas se presentan empaquetadas y se distribuyen radialmente en torno a ge central
del sarcoplasma (Sanger et al., 1990; RamirezZarzosa et al., 1992). Esta disposicion es
tipica en teledsteos, y no se ha observado en elasmobranquios y holocéfaos (Johnston y
Moon, 1981). El sarcoplasma raramente contiene depdsitos de glucdgeno y vacuolas de
grasa. Las mitocondrias son escasas, de pequefio tamario, con crestas cortas y tubulares, y
suelen situarse en la periferia de las fibras (Sénger et al., 1990; RamirezZarzosa et al.,
1998). El reticulo sarcoplasmico es mas abundante y sus cisternas mas dilatadas que en las
fibras rojas (Johnston y Moon, 1981; Sanger et al., 1990; Veggetti et al., 1990). El tamaiio
de estas fibras varia en funcion de la existencia 0 no de un mosaico muscular blanco,
aunque en general es mayor que € de las rojas (Johnston et al., 1975; Barends, 1979;
Proctor et al., 1980; Kilarski y Kozlowska, 1985).

Desde el punto de vista funcional, el muasculo blanco es de contraccién rapida y
fatigosensible. El musculo blanco es e estrato mas profundo y mas amplio del miotomo,
Ilegando a ocupar la mayor parte del mismo. La proporcién de musculo blanco varia en un
mismo individuo a igua que el musculo rojo, pero, a contrario que éste, resulta méas

abundante en las zonas craneales, para decrecer hacia los midmeros mas caudales.

23



Revision bibliografica

[1-1.1.3. M USCULO ROSA.

El masculo rosa se define como € estrato de fibras situadas entre el musculo rojo y
blanco. Su cantidad y composicion fibrilar es variable en funcion de la especie. Este
musculo aparece hacia el fina del desarrollo larvario en S. aurata (Mascarello et al., 1995;
RamirezZarzosa et al., 1995, 1998; LopezAlborset al., 1998) y D. labrax (Scapolo et al.,
1988; Mascarello et al., 1995; RamirezZarzosa et al., 1995, 1998; LopezAlbors et al.,
1998).

Histoquimicamente, la miosina de las fibras rosas se caracteriza por una particular
resistencia a las preincubaciones acidas y alcalinas (Johnston et al., 1974, 1975; Akster y
Osse, 1978; Van Raamsdonk et al., 1978, 1980, 1982; Te Kronnie et al., 1983; Rowlerson
et al., 1985; Mascarello et al., 1986; Scapolo et al., 1988; Sanger et al., 1989a; Mascarello
et al., 1995; RamirezZarzosa et al., 1998; LopezAlbors et al., 1998). No obstante, hay
especies como O. mykisse |. melas (Mascarello et al., 1986) y C. carpio (Akster, 1983) en
las que el musculo rosa tiene actividad mATPasa écido y alcalino labil.

Las fibras del musculo rosa presentan distinto tamafio y diferente actividad
MATPasa dependiendo de la especie (Nag et al., 1972; Mosse y Hudson, 1977; Van
Raamsdonk et al., 1978; Proctor et al., 1980; Rowlerson et al., 1985; Mascarello et al.,
1986). En D. labrax y S aurata, la actividad mATPasa es detectada a los 120 dias
(RamirezZarzosa et al., 1995). Estas fibras aparecen més tarde que las fibras rojas y
blancas, pero adquieren sus caracteristicas histoquimicas mas répidamente (Scapolo et al.,
1988). Es probable gque €l origen de estas fibras derive de una poblacion de mioblastos
proxima a presuntivo musculo rojo, detectado durante €l estadio larvario (Romanello et
al., 1986; Scapolo et al., 1987, 1988; RamirezZarzosa et al., 1998). No obstante, Van
Raamsdonk et al. (1982) sugirieron que las fibras intermedias del pez cebra, Brachidanio
rerio Hamilton-Buchanan, se originaban a partir de las fibras muscul ares blancas.

El final de lavida larvariade S. aurata y D. labrax coincide con la madurez de la
estructura esquelética de las aetas, y la aparicion de la habilidad para realizar movimientos
rapidos natatorios (Barnabé, 19764), por 1o que RamirezZarzosa et al. (1998) consideran
probable que e principal papel del musculo rosa en ambas especies sea facilitar la
habilidad natatoria, como se ha demostrado en C. carpio (Johnston et al., 1977; Johnston,
1982). Por su parte, LOpezAlbors et al. (1998) encontraron en los bordes mas internos y
externos del musculo intermedio de D. labrax y S. aurata dos zonas de transicién muscular

descritas histoquimicamente alos 150 diasy alos 170 dias, respectivamente. La existencia
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de tales zonas de transicion ha sido descrita también en otras especies de teledsteos
(Johnston y Lucking, 1978; Rowlerson et al., 1985; Mascarello et al., 1986; Sanger et al.,
1988; Veggetti et al., 1993). Estas zonas de transicion han sido asociadas con |os procesos
de transformacion de los tipos de fibras musculares (Johnston y Lucking, 1978; Mascarello
et al., 1986; Sanger et al., 1988) y con las éreas de crecimiento muscular del miotomo
(Sénger et al., 1988). De acuerdo con estos autores, LopezAlbors et al. (1998) sugieren, a
partir de sus resultados, que € musculo intermedio de D. labrax y S. aurata no est4 solo
implicado en la natacién, sino también en €l crecimiento del miotomo. En este sentido, se
le atribuye la funcién apuntada por Bone (1960) y Mosse y Hudson (1977), de ser una zona
de continua génesis y transformacion fibrilar (reemplazamiento).

Las fibras del musculo rosa presentan una actividad oxidativa y glicolitica
intermedia respecto a los otros dos musculos (Bokdawala 'y George, 1967; Johnston et al.,
1974; Patterson et al., 1975; Carpene et al., 1982; Tatarczuch y Kilarski, 1982; Lépez
Albors et al., 1998), carécter intermedio que se reflgja también en los depositos de
glucdgeno y de lipidos (Carpene et al., 1982).

Ultraestructuralmente, las fibras rosas presentan caracteristicas intermedias a las
fibras rojas y blancas (Van Raamsdonk et al., 1978; Akster, 1981; Te Kronnie et al., 1983;
Kilarski y Kozlowska, 1985, 1987). El reticulo sarcoplasmico es abundante y los depdsitos
de glucdgeno bastante frecuentes. La presencia de mitocondrias es alta y estan situadas
tanto en la periferia como en e centro de las fibras.

Respecto a la cantidad de musculo rosa, varia considerablemente segun la especie
(Carpeneet al., 1982; Rowlerson et al., 1986; RamirezZarzosa et al., 1991). Asi, mientras
en M. capitoy C. carpio es grande, en € guppy, Poecilia reticulata L., es muy pequefia
(Mascarello et al.,, 1986) y cas inexistente en A. anguilla (Rowlerson et al., 1985;
Romanello et al., 1987).

Desde el punto de vista funcional, las fibras rosas se catalogan como de contraccion
rapida y fatigorresistentes, ya que muestran niveles de actividad histoquimicay metabdlica
intermedios respecto a las fibras rojas y blancas. Por sus caracteristicas histoguimicas,
Johnston et al. (1977) consideran que e musculo rosa se utilizaria durante la natacion
sostenida a velocidades relativamente elevadas. Sin embargo, en opinién de Carpene et al.
(1982), parece dudoso que exista una correlacion entre la amplitud del misculo rosay la
capacidad para realizar una natacion sostenida, tal y como afirman Bokdawala (1967) y
Patterson et al. (1975), ya que peces como los del género Hemiramphos (de gran aptitud

natatoria) no tienen musculo rosa (Mosse y Hudson, 1977). Como ya hemos mencionado,
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para Bone (1966) y Mosse y Hudson (1977), la funcién de la musculatura rosa es la de ser
una zona de continuo reemplazamiento de fibras. Esta hipétesis parece apropiada para

explicar sus particularidades en algunas especies como M. capito.

[1-2. GENESIS Y MECANISMOS DE CRECIMIENTO MUSCULAR
DURANTE EL DESARROLLO DE LOSTELEOSTEOS,

El crecimiento de la musculatura axial de los peces se caracteriza por su capacidad
para aumentar tanto el nimero (hiperplasia) como el tamafio de sus fibras (hipertrofia).
Mientras en mamiferos, la hiperplasia fibrilar esta normalmente restringida a los periodos
pre- y perinatal (Goldspink, 1972; Ontell y Dunn, 1978; Campion, 1984), en la mayoria de
los teledsteos €l crecimiento hiperplasico ocurre también durante los estadios larvario y
juvenil (Stickland, 1983; Matsuoka, 1984; Romanello et al., 1987; Weatherley et al., 1988;
Higginsy Thorpe, 1990).

Durante las fases embrionaria y larvaria, tienen lugar tanto fendmenos de
crecimiento como de desarrollo muscular. El desarrollo implica la genésis de nuevas fibras
y su diferenciacion, ya que, inicialmente son inmaduras y progresivamente adquieren las
caracteristicas de las fibras adultas.

En & pez pueden distinguirse tres fases de formacion muscular. La primera fase da
lugar a la formacion de fibras musculares embrionarias junto con una poblacion de
mioblastos indiferenciados que son la fuente del crecimiento posterior. En la segunda fase
del crecimiento, observada en lalarva con saco vitelino, se distinguen zonas germinales de
proliferacion de mioblastos en los apices dorsa y ventral de los miotomos (Veggetti et
al.,1990; Brooks y Johnston, 1993; Rowlerson et al., 1995). Finamente, los mioblastos
situados entre las fibras musculares adultas se activan para generar nuevas fibras, un
proceso que puede continuar a lo largo de la vida adulta del pez (Koumans et al., 1994,
Johnston et al., 1995; Rowlerson et al., 1995). Los mioblastos indiferenciados observados
a nivel ultraestructural, parecen estar constituidos por una mezcla de células precursoras
musculares y una poblacion de mioblastos en proliferacion determinados a diferenciarse.
Al menos en algunas especies, estos mioblastos empiezan a enclaustrarse dentro de la
l[&mina basal de fibras musculares existentes durante € estadio larvario y son

genéricamente denominados células satélites o miosatélites (Veggetti et al., 1990).
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[1-2.1. DESARROLLO MUSCULAR ENEL EMBRION: MIOGENESIS

Durante e periodo embrionario acontece la organogénesis, que incluye €
desarrollo de la musculatura lateral. A continuacion describimos de forma general los
resultados hallados hasta ahora en diversas especies de peces, relativos a la miogénesis y la
organizacion fibrilar en esta etapa.

[1-2.1.1. M IOGENESIS.

La miogénesis de los diferentes tipos de fibras es escasamente conocida. Los
primeros estudios en este sentido se realizaron en B. rerio (Waterman, 1969). Durante la
fase embrionaria de esta especie (aproximadamente de 3 dias), se produce un proceso
gradual de diferenciacion de los miotomos a partir de los somitos, integrados por una
poblacién de células mesenquimatosas que dan lugar a los miocitos. Iniciamente (24h.
postfertilizacion), los miofilamentos se forman en células mononucleadas alargadas,
proximas a la notocorda (Waterman, 1969; Van Raamsdonk et al., 1974). A las 40-45h. de
la fertilizacidn, tras un proceso de diferenciacion en sentido mediolateral de las células
iniciales (consideradas mioblastos), el miémero queda integrado por tres estratos fibrilares:
una capa de células externas situadas en la superficie, una monocapa subyacente de fibras
superficiales y un conjunto de varias capas de células profundas que ocypan €l resto del
miotomo. Waterman (1969) considerd, en base a sus resultados, que las fibras superficiales
y profundas son diferentes desde su formacion, y dan lugar a fibras adultas mediante
mecanismos independientes.

Por su parte, en embriones de B. rerio, Van Raamsdonk et al. (1978) encontraron a
las 24h. (18 somitos), una capa simple de fibras proximas a la notocorda. Tanto € perfil
inmunolégico de la miosina de estas fibras, como las del resto del midomero era similar a
encontrado posteriormente en las fibras de la monocapa superficial. En base a esto, Van
Raamsdonk et al. (1978) no consideran que las fibras superficiales y profundas vayan a ser
precursoras de las fibras rojas y blancas adultas, respectivamente, sino que sera a partir de
un Unico tipo de fibra (“roja embrionaria’) como se originaran las futuras poblaciones
adultas.

En S trutta, Nag y Nursall (1972) encontraron gue las fibras blancas internas eran
las primeras en formarse, y €l estrato superficial no queda definido hasta el estadio de vida
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libre. Proctor et al. (1980) examinaron también e embrion de S. trutta, y encontraron que
las fibras internas eran las primeras en contener miofibrillas bien organizadas, pero una
monocapa superficial reconocible estaba también presente.

Tal y como se pone de manifiesto en estos trabgos, no hay acuerdo acerca de la
posicion de las células precursoras miogénicas especificas de cada tipo fibrilar, asi como
sobre la secuencia temporal mediante la que se generan dichos tipos de fibras. Con € fin
de avanzar en € conocimiento de estos procesos, Devoto et al. (1996) examinaron el
desarrollo embrionario de la musculatura axial de B. rerio y hallaron dos poblaciones de
células precursoras. las células mediales (células adaxiales), grandes, cuboides vy
adyacentes a la notocorda, y las células laterales (presomiticas laterales), mas pequefias e
irregulares, y separadas de la notocorda por las células adaxiales. Las células adaxiaes
comienzan a expresar las propiedades de las fibras lentas cuando estan en e nterior del
miotomo. Posteriormente estas células migran a la posicion superficial, a la vez que las
células laterales comienzan a diferenciarse en fibras rapidas. Estos estudios coinciden con
estudios previos en amniotas, que sugerian que en los mioblastos embrionarios esta ya
especificado el tipo de fibra a que se van a diferenciar (Waterman, 1969; Stockdale,
1992).

Dichos autores también encontraron que una subpoblacion de células adaxiaes no
migra completamente a la superficie lateral del miotomo, sino que se extiende desde la
notocorda a la superficie lateral del somito a nivel del futuro septo horizontal. El
comportamiento y posicion de este subgrupo de células es semejante a descrito para los
“musculos pioneros’ (Hatta et al., 1991). Los musculos pioneros son una subpoblacién de
células musculares identificadas previamente en B. rerio (Felsenfeld et al., 1991), y se
corresponden con las primeras fibras diferenciadas en esta especie préximas a la
notocorda, aargadas y mononucleadas (Waterman, 1969; Van Raamsdonk et al., 1974,
1978). Edtas fibras desempefian un papel morfogenético en la formacion del tronco
muscular y del septo horizontal (Hatta et al., 1991; Ekker et al., 1992). En embriones de C.
harengus, Johnston et al. (1995, 1997) observaron también miotubos en una posicion
semgjante y con una misma morfologia a las fibras pioneras descritas en B. rerio. Estos
autores consideran que constituyen una subpoblacion de la presuntiva capa de fibras rojas,
gue se extiende alrededor de la circunferencia completa del tronco muscular.

La somitogénesis comienza en la zona rostral y procede en sentido caudal, tal y

como ha sido establecido en los vertebrados superiores (Stockdale, 1992) y se ha
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observado en diversas especies de peces, como en C. harengus (Johnston et al., 1995,
1997).

[1-2.1.2. POSIBLES MECANISMOS IMPLICADOS EN LA REGULACION DE LA

MIOGENESIS.

La gastrulacion da lugar a la formacion de tres tgiidos mayoritarios en los
embriones de los peces (Figura la-Fig. 1a): en primer lugar, el mesodermo axial que
originara la notocorda, que es considerada la estructura que controla el desarrollo de
muchos otros sistemas organicos. En segundo lugar, el ectodermo neural, a partir del cual
se formard € tubo neural; y en tercer lugar, € mesodermo paraxial que se segmenta
posteriormente para formar los somitos, que daran lugar a los miémeros.

Otros procesos importantes acontecen durante los primeros estadios de la
embriogénesis. El tubo neural se diferencia en neuronas, que interactuardn con la
notocorda para inducir la diferenciacion de los somitos. En los somitos se produce una
proliferacion celular que da lugar a una poblacion de células precursoras somiticas, que

finalmente se diferenciardn en mioblastos y miotubos (Fig. 1b).

a. Canalizacion b.

Proliferacion de células
precursoras somiticas

|

Desarrollo del Establecimiento de la

Gastrulacion > Tubo neural. poblacion de células
precursoras scmilicas

Somitogénesis

Desarrollo de la
Notocorda.

Esclerotamn  Miotomo

Fig. 1. Posibles mecanismos implicados en laregulacion de la miogénesis, extraido de Johnston et al. (1996).
a) Principales acontecimientos que caracterizan la embriogénesis. Los hechos que acontecen durante la
embriogénesis estén atamente canalizados. b) Las diferencias relativas en la tasa de division celular en €l
somito a diferentes temperaturas, afectan ala poblacién de células precursoras finales.
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Los mecanismos que regulan € desarrollo inicial de los diferentes tipos de fibras
aln no son suficientemente conocidos. No obstante, exponemos a continuacién, algunos de

los estudios realizados sobre este tema por diversos investigadores.

En primer lugar, los estudios realizados por Johnston et al. (1996) en C. harengus
muestran que los principales acontecimientos que ocurren durante la embriogénesis, entre
los que se incluyen la gastrulaciéon y € desarrollo de la notocorda, € tubo neural y los
somitos estén altamente “canalizados’ dentro del rango de temperatura en e que pueden
eclosionar los huevos de esta especie (entre 4 y 15-17 °C). De esta forma, aunque todos los
organos aceleran su desarrollo a atas temperaturas, € desarrollo de los Organos
primordiales transcurre de forma coordinada o sincrénica, de tal modo que tiene lugar aun
punto equivalente del desarrollo entre la fertilizacion y la eclosion. Asi, por gemplo,
dentro del rango de temperaturas indicado, no se observan diferencias relativas (0 desfases)
en las estructuras identificables en el tubo neural para un estadio de desarrollo embrionario
dado (nimero concreto de somito).

Estos hechos ponen de manifiesto que debe existir una fuerte seleccion de
mecanismos reguladores encargados de desarrollar de forma coordinada estas estructuras,
de ta forma que, fuera del rango de temperaturas indicado, estos mecanismos se
desacoplan impidiendo e desarrollo normal del embridn y su supervivencia (Johnston et
al., 1996).

Por otra parte, otros caracteres del desarrollo embrionario no muestran la
canalizacion o sincronizacion descrita para los 6rganos principales, sino que exhiben
diferente sensibilidad a la temperatura, dentro del rango de temperaturas indicado. Entre
ellos se incluye la duracion de la miogénesis, € nuimero de miotubos y de fibras
musculares que se forman, asi como el nimero de céulas ultraestructuralmente semejantes
alos mioblastos (Johnston, 1993). Asi, en embriones de C. harengus, se ha observado que,
variaciones de la temperatura (dentro del rango de temperaturas en el que las larvas pueden
eclosionar) provocan diferencias relativas en la tasa de division de las células precursoras
somiticas, |o que afecta al nimero final de dichas células.

En consecuencia, la temperatura puede desacoplar la miogénesis y € desarrollo
neuronal motor con respecto a la formacién de los somitos y otros elementos del sistema
nervioso. Los efectos de la temperatura sobre el tiempo relativo de desarrollo de estas
estructuras pueden influir en € grado de mortalidad de las larvas, pero alin se requieren

rigurosos experimentos para profundizar en estaidea (Johnston et al., 1996). Estos estudios
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son muy necesarios porgue habitualmente muy pocas larvas de peces marinos llegan a
adultos, normalmente menos del 0.1 % (Ferron y Legget, 1994), por lo que, toda mejora en
dicho porcentgje es de gran relevancia en acuicultura.

Seguin los precedentes descritos, Johnston et al. (1996) han planteado una serie de
hipétesis para explicar € efecto de la temperatura sobre € nimero de fibras y su grado de
diferenciaciéon a la eclosion de los teledsteos. Por un lado, la temperatura es capaz de
actuar de forma diferencial sobre la tasa de division de la poblacidn de células precursoras
somiticas, lo que influye en el nimero de fibras del miotomo (Fig. 1b); por otra parte, la
temperatura puede influir sobre los mecanismos que producen las sefides necesarias para
la diferenciacion de los mioblastos y el establecimiento de sus diferentes poblaciones (Fig.
138). No obstante, segiin estos autores, la hipotesis de que la temperatura de incubacion es
capaz de alterar el nimero de células precursoras musculares en C. harengus, y con ello, €l
nimero de fibras musculares del miotomo a la eclosién, se establece asumiendo algunos
puntos criticos que deben ser comprobados. Asi, hay que cuestionarse, por gemplo, si €
método de identificacién de las células precursoras musculares mediante microscopia
electrénica es suficientemente inequivoco. De hecho, existen células con caracteristicas
ultraestructurales semejantes a los mioblastos, entre las que se incluyen las células
precursoras musculares, mioblastos en proceso de diferenciacion terminal, y otras células
diferentes de las células precursoras musculares, que pueden aterar los contajes celulares
experimentales.

Asimismo, es necesaria una investigacion més exhaustiva para caracterizar los
factores de transcripcion que intervienen en la regulacion de la miogénesis (como por
giemplo myoD, proteina que forma parte de la familia miogénica “basic helix-1oop-helix”,
bHLH, la cua desempefia un pape primordial en la regulacion de la miogénesis). En este
sentido, ya se ha demostrado que, mediante tratamiento de fibroblastos con myoD se

consigue una sintesis de proteinas miofibrilares, s bien no la formacion de miotubos.

En la misma linea que los resultados expuestos anteriormente, Devoto et al. (1996)
han propuesto que algunos tejidos embrionarios y factores de crecimiento acttian sobre el
somito e intervienen en la miogénesis. La notocorda es capaz de inducir y controlar
algunos tipos celulares en amniotas, anfibios y teledsteos, incluyendo las células de la
placa basal, las neuronas motoras en la médula espinal, e esclerotomo y células
precursoras musculares del somito (Brand Saberi et al., 1993; Halpern et al., 1993;
Pourquié et al., 1993, citados por Devoto et al., 1996). La molécula sefializadora Sonic
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Hedgehog (Shh) egecuta algunas de estas propiedades de la notocorda: las células
adaxiales, estan destinadas a convertirse en mioblastos de muasculo lento, bajo lainfluencia
de dicha glicoproteina secretada a partir de la notocorda (Blagden et al., 1997, citados por
Kobiyamaet al., 1998). Por otro lado, la superficie del ectodermo, el tubo neural y la placa
lateral son reguladores potenciales de la miogénesis en € pollo y € ratén (Pourquié et al.,
1995, citados por Devoto et al., 1996), y asi, miembros de la familia de proteinas Wnt
pueden regular la miogénesis a partir del tubo neural (Munsterberg et al., 1995), mientras
gue € grupo BMP4 laregula desde la placa lateral (Pourquié et al., 1996).

Segln estos resultados, parece que € medio ambiente celular en e que se
encuentran las células precursoras musculares de las fibras lentas y répidas puede
desempefiar un papel determinante en el establecimiento de los diferentes tipos fibrilares.
Antes de su migracion radia, las cdlulas adaxiales estén inmediatamente adyacentes a la
notocorda, mientras que las células presomiticas estan junto a la superficie del ectodermo.
Interacciones entre la notocorda y e mesodermo paraxial, o entre la superficie del
ectodermo y e mesodermo paraxial, parece que estdn involucradas en € desarrollo de la
identidad celular (Devoto et al., 1996).

11-2.2. DESARROLLO Y CRECIMIENTO MUSCULAR DURANTE EL PERIODO

LARVARIO.

Desde la eclosion hasta el final de la metamorfosis larvaria, acontecen cambios en
la respiracion, y en el comportamiento natatorio y aimentario de la larva, que van
asociados a la aparicion y maduracion de los tres estratos musculares definitivos. musculos
rojo, blanco y rosa.

A continuacion, exponemos las principales investigaciones sobre los procesos de
desarrollo y crecimiento de la musculatura lateral. Nos referiremos en primer lugar a las
células miogénicas, y posteriormente a los tipos de fibras a la eclosién, incluyendo las
células externas. Finamente se describen los mecanismos de crecimiento muscular y las

diferentes transiciones miosinicas de las fibras muscul ares durante su desarrollo.
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[1-2.2.1. CELULASMIOGENICAS.

El desarrollo y crecimiento muscular depende de la actividad de las células
miogénicas existentes en |os periodos embrionario, larvario y postlarvario.

En todas las especies de peces estudiadas, la mayoria de fibras musculares
embrionarias surgen de la fusién de algunos mioblastos para formar fibras musculares
multinucleadas (Waterman, 1969; Nag y Nursall, 1972; Van Raamskonk et al., 1978). Los
tipos de fibras musculares embrionarias rojas y blancas pueden ser distinguidas en base a
sus caracteristicas morfol égicas (Waterman, 1969; Vieiray Johnston, 1992), histoquimicas
(Van Raamskonk et al., 1978; Batty, 1984) e inmunocitoquimicas (Mascarello et al.,
1995).

Laterminologia que se aplica a estas células varia segun los autores y las técnicas
de estudio empleadas. En base a sus caracteristicas morfolégicas, observadas con €
microscopio electronico, se denomina presuntivo mioblasto a la célula parcialmente
diferenciada, con ata actividad mitética, e indistinguible de las células del mesénquima.
Las células postmitéticas, que adquieren una forma fusiforme y comienzan a fabricar
proteinas musculares especificas, son [lamadas mioblastos, que, a su vez, se fusionan
formando miotubos (Waterman, 1969; Holzer, 1970; Fishman, 1972; Schattenberg, 1973;
Turner, 1978; Veggetti et al., 1990).

En general, & término mioblasto se aplica a todas las céulas musculares
precursoras mononucleadas; tales mioblastos tienen capacidad de migracion, proliferacion
y fusion (Feldman y Stockdale, 1992). Dado que se describen sucesivas fases de formacién
de nuevas fibras musculares, en los vertebrados superiores se distinguen mioblastos
embrionarios (que se fusionan formando miotubos primarios), mioblastos fetales (que se
fusionan en miotubos secundarios) y mioblastos adultos (miocitosatelocitos, células
miosatélites o células satélites), que aparecen al fina de la vida fetal y son responsables
de la adicién de nucleos musculares durante € crecimiento hipertréfico (Feldman vy
Stockdale, 1992) y la regeneracion de las fibras musculares (Campion, 1984). Las células
miosatélites fueron definidas por Mauro (1961), y estan situadas entre € sarcolemay la
ldmina basal de fibras musculares completamente diferenciadas. Contienen un nucleo
heterocromético y una peguefia cantidad de citoplasma que, con la excepcion de algunos
ribosomas libres y polisomas, contiene pocas organelas. Las células miosatélites que estan
aln presentes bgjo la lamina basal pero contienen miofilamentos, son llamadas fibras
miosatélites (Takahamaet al., 1984).
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En los vertebrados superiores, las primeras fibras musculares formadas (miotubos
primarios) sirven como soporte esencial, alrededor del cual, se desarrollan los miotubos
secundarios (Ontell y Kozeka, 1984; Ashby et al., 1993). Como resultado, las fibras
musculares procedentes de diferentes generaciones de miotubos se encuentran
entremezcladas en el musculo adulto. Por €l contrario, en los teledsteos, e crecimiento del
miotomo acontece por diferentes mecanismos que se suceden a lo largo de la vida
embrionaria, larvariay postlarvaria (Stoiber y Sanger, 1996). En el embrion, el miotomo lo
congtituyen fibras musculares derivadas directamente de células precursoras somiticas.
Poco después de la eclosion, se describe un crecimiento aposicional del miotomo por
diferenciacion de células precursoras localizadas en la periferia. De este modo, las nuevas
fibras producidas permanecen juntas dispuestas sobre las fibras que se formaron durante la
vida embrionaria (Veggetti et al., 1990; Brooks y Johnston, 1993; Koumans y Akster,
1995). Ademas, en los teledsteos de gran tamafio, tiene lugar un tercer mecanismo de
crecimiento hiperplasico, por e cua muchas de las células precursoras (mioblastos
presuntivos) de la periferia, migran hacia € interior del miotomo a través de los mioseptos
(Stoiber y Sanger, 1996). Asi, aparecen pequefias fibras alrededor de las fibras maduras de
mayor didmetro, dando la apariencia de mosaico; y, a nivel del septo transverso, se
congtituye una zona de génesis de nuevas fibras entre los musculos rojo y blanco
(Wesatherley et al., 1979; Carpene y Veggetti, 1981; Stickland, 1983; Romanello et al.,
1987; Tadesaray Urfi, 1987; Scapolo et al., 1988; Veggetti et al., 1990).

Como consecuencia del tercero de los mecanismos enunciados, los estadios
larvarios de la mayoria de especies de peces estudiadas, incluyendo D. labrax (Veggetti et
al., 1990), C. harengus (Johnston, 1993) y varias especies de ciprinidos (Stoiber y Sanger,
1996) poseen miaoblastos libres indiferenciados dispersados entre las fibras musculares.
Posteriormente, en los estadios juveniles y adultos, se observan las cdulas satélites (Nag y
Nursal, 1972; Koumans et al., 1990; Veggetti et al., 1990). Los estudios sobre células
miosatélites en teledsteos son escasos (Powell et al., 1989; Koumans et al., 1990, 1991),
pero en el pez, esas células probablemente contribuyen a adicionar nicleos a las fibras en
crecimiento (hipertrofia), ademés de dar lugar directamente a nuevas fibras (Nag y Nursal,
1972; Rowlerson et al., 1985, Koumans et al., 1990; Veggetti et al., 1990). En D. labrax,
se han observado células satélites enclaustradas dentro de la |[dmina basal de las fibras
musculares a los 40-65 dias (13-20 mm. de longitud) (Veggetti et al., 1990; LopezAlbors,
1994).
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Estudios en vivo sobre el comportamiento de los mioblastos durante €l crecimiento
de las ratas (Shultz, 1996), sugieren que las céulas satélites pueden ser divididas en 2
categorias: aproximadamente el 80% de las células satélites se dividian con un ciclo celular
de 32 horas, mientras que € 20% restante se dividia mas lentamente, constituyendo células
de reserva. Se ha sugerido que esas células de reserva se corresponden con las células
precursoras capaces de generar mionucleos mediante divisiones asimétricas, para generar
una répida proliferacion de células productoras dirigidas a diferenciarse, asi como un
reemplazamiento de células precursoras.

Por otro lado, Koumans et al. (1994) estudiaron los nucleos de células miosatélites
de los musculos rojo y blanco de C. carpio a lo largo de su desarrollo, y encontraron
evidencias indirectas que indicaban que las células miosatélites pueden no ser la Unica
fuente de nicleos para las fibras musculares durante el crecimiento hipertréfico. Dichos
autores encontraron en C. carpio, células semejantes ultraestructuralmente a las células
satélites, situadas fuera de la lamina basal. Esas observaciones sugieren que, al menos en
los teledsteos, pueden exigtir células miogénicas situadas fuera de la lamina basal,
involucradas también en el aporte de niicleos para el crecimiento hipertrofico.

En algunos mugilidos, las fibras pequefias del mosaico del musculo blanco, son
histoquimicay electroforéticamente idénticas a las més grandes. Como esos peces también
muestran una escasez (0 a menudo ausenciad) de células miosatélites, e “splitting”
(rajamiento) de las fibras adultas podria ser un mecanismo de hiperplasia del musculo
blanco en esos peces (Scapolo et al., 1984; Romanello et al., 1987). No obstante, aunque €l
ragjamiento pueda ser e mecanismo de formacién de nuevas fibras musculares en algunas
especies de peces, esto no aporta solucion a problema del origen de los nucleos fibrilares
musculares adicionales en la hipertrofia casi continua de las fibras del musculo blanco, por
lo que otras células no satélites pueden estar presentes, tal y como evidenciaron Koumans
et al. (1994).

A pesar de todas las posibilidades apuntadas, actuamente la mayoria de
investigadores consideran a las células miosatélites como la principa fuente de células

implicadas en la hiperplasia muscular después de la eclosion.

La Fig. 2 muestra un posible modelo de mecanismo que explica la base celular por
la que tiene lugar el crecimiento muscular de los peces (Johnston, 1999). Las células
precursoras musculares pueden estar en fase de reposo celular (Go) o activadas. Estas

Ultimas experimentan divisiones asimétricas que permiten, por un lado, regenerar las
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células precursoras originales, y por otro, dar lugar alas “células productoras’. Las células
productoras son mioblastos en proliferacion determinados a diferenciarse. Estas células
realizan un nimero limitado de divisiones, que esta controlado por un balarce entre sefiales
de proliferacién y de diferenciacion. Estos mioblastos son absorbidos por las fibras
musculares existentes para mantener la ratio nacleo/citoplasma a un nivel relativamente
constante durante el crecimiento hipertrofico, o bien, se fusionan sobre la superficie de
fibras existentes formando un miotubo que evoluciona hacia la formacion de nuevas fibras
musculares. Se desconoce s hay lineas de mioblastos responsables del crecimiento
hipertréfico y de la hiperplasia fibrilar, 0 s se trata de una poblacion simple de mioblastos,
gue esta bajo el control de sefiales |ocales procedentes de fibras musculares que rodean los

tegidos.

©
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Fig. 2. Base celular por la que tiene lugar el crecimiento muscular de los peces (Johnston, 1999).

En base a este modelo, Johnston (1999) propone algunas explicaciones por las que
el crecimiento muscular podria ser regulado bajo diferentes regimenes de alimentacion o
condiciones medioambientales, que podrian actuar modificando la duracion del ciclo

celular de las células productoras y/o € nimero de divisiones de las células productoras
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antes de su diferenciacion terminal, aterando el balance entre sefiales de proliferacion y

diferenciacion.

De este modo, la identidad de los mioblastos de desarrollo tardio, no est4
generalmente establecida, tal y como han propuesto otros autores (Hoh y Hughes, 1988;
Hughes y Blau, 1992), sino que puede verse influida por diversos factores. Asi, factores
externos como la temperatura, luz, niveles de oxigeno, la aimentacién y la natacion
pueden interactuar con € genotipo, provocando variaciones en la tasa de crecimiento
muscular (Johnston, 1999).

[1-2.2.2. CELULAS EXTERNAS.

En embriones de B. rerio, Waterman (1969) observ6 unas células a modo de un
epitelio, que cubria la monocapa de las fibras superficiales, pero ala eclosion estas células
ya no estaban presentes. Waterman (1969) considera que esas células participan
principamente en la constituciéon del dermomiotomo del somito, aunque no excluye que
puedan contribuir a formar e musculo rojo superficial. En e embrién de C. harengus,
Johnston (1993) observo también una capa de células externas situada bajo la piel, que
desaparecia a la eclosion. Dada la ausencia de filamentos contractiles, Johnston (1993) no
considera a estas células como fuente de fibras superficiales. Otros autores (LopezAlbors
et al., 1998) estudiaron las células externas en larvas de S. aurata y D. labrax, y
encontraron que éstas, ademas de no contener miofilamentos, estéan orientadas
verticalmente con respecto a ge longitudinal de las fibras rojas y blancas y no exhiben
actividad mitética, por lo que consideraron que no estan implicadas en el crecimiento del
miotomo.

Sin embargo, Veggetti et al. (1990) y RamirezZarzosa et al. (1995) consideran que
las células externas, observadas sobre la monocapa de fibras rojas de larvas de D. labrax y
S aurata, se diferencian en mioblastos, los cuales contribuirén ala formacion de las fibras

musculares rojas.
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[1-2.2.3. TIPOSDE FIBRASA LA ECLOSION.

El desarrollo de la musculatura lateral esta directamente relacionado con los tipos
de fibras que integran e miotomo ala eclosion.

Se ha observado una gran diversidad en los patrones de desarrollo fibrilar del
miotomo a la eclosion. Esto parece estar relacionado con e tamafio, madurez y capacidad
locomotora de la larva en este momento (Waterman, 1969; Van Raamsdonk et al., 1978;
Veggetti et al., 1990). No obstante, en general, en e embrién y en la larva con saco
vitelino, se desarrollan dos zonas musculares: musculo interno blanco y musculo
superficial rojo (Waterman, 1969; Nag y Nursall, 1972).

En B. rerio y otros ciprinidos (Talesara 'y Urfi, 1987; El-Fiky y Wieser, 1988), C.
harengus (Batty, 1984), y P. reticulata (Veggetti et al., 1993), ambas zonas estan bien
desarrolladas a la eclosion. En O. mykiss (Nag y Nursall, 1972) y S. trutta (Proctor et al.,
1980) el musculo blanco interno est4 bien desarrollado, pero la capa roja superficial
todavia posee células miogeénicas indiferenciadas.

Lasolla, Pleuronectes platessa L., que eclosiona con 6.5-7.8mm. contiene una capa
simple de fibras superficiales de pequefio didmetro rodeando una masa interna de fibras de
mayor diametro (Brooks y Johnston, 1993). Ambos tipos fibrilares contienen miofibrillas
maduras y un reticulo sarcoplasmico extenso. Sin embargo, en larvas de pargo, Pagrus
major, que eclosionan con 2.1mm., los miotomos contienen una capa de mioblastos
indiferenciados cubriendo las fibras musculares internas (Matsuoka y Iwai, 1984). La capa
superficial de mioblastos solo se diferenciay comienza a sintetizar miofibrillas cuando la
larva acanza 2.9 mm.

L os miotomos de la anchoa del norte, Engraulis mordax L., contienen dos capas de
fibras musculares oblicuas a la eclosion, y las fibras musculares internas y superficiales no
se diferencian hasta que acanzan una longitud de 35-40mm. y 67mm. respectivamente
(O"Connéll, 1981). Sin embargo, la diferenciacion muscular del salmén Atlantico, Salmo
salar, es muy avanzada a la eclosion, que tiene lugar con 35mm., después de 90 dias a 2
°C, y con las agallas relativamente bien desarrolladas (Brooks y Johnston, 1993).

D. labrax eclosiona con 3mm., y la miofibrillogénesis esta incompleta todavia en
las fibras blancas (Veggetti et al., 1990). Por su parte, las fibras rojas sdlo estan
diferenciadas a nivel del septo horizontal. RamirezZarzosa et al. (1995) y LépezAlbors et
al. (1998) encontraron en D. labrax y S aurata a la eclosion, dos tipos de fibras

diferenciables: unas formaban la capa superficia y otras el muasculo blanco interno. En S.
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aurata, Mascarello et al. (1995) observaron que, a la eclosion, la capa interna estaba
formada por varias capas de fibras cerca de la apertura anal, siendo progresivamente mas
delgada, desapareciendo completamente en el miotomo mas caudal, que parece contener

s6lo una monocapa superficial completa.

La densidad de volumen mitocondrial y miofibrilar de las fibras a la eclosién
también varia ampliamente entre especies. En larvas de P. platessa recién eclosionadas
(Brooks y Johnston, 1993), la densidad de volumen mitocondrial de las fibras superficiales
e internas fue menor que en C. harengus en las mismas condiciones de temperatura (Vieira
y Johnston, 1992). Esto fue atribuido al mayor nivel de actividad natatoria espontarea de la
larva de C. harengus frente a la larva de P. platessa que, inicialmente es menos activa
pasando largos periodos flotando sin moverse en la columna de agua (Brooks y Johnston,
1993).

[1-2.2.4. M ECANISMOS DE CRECIMIENTO LARVARIO: HIPERTROFIA, HIPERPLASIA

Y ZONAS DE PROLIFERACION DE MIOBLASTOS.

El crecimiento muscular tiene lugar por hipertrofia e hiperplasia fibrilares. La
intensidad y/o alternancia de ambos mecanismos variaalo largo del desarrollo larvario, en
funcion de diversos aspectos, taes como las particularidades de cada especie, la
alimentacion y la interrelacion de factores externos, como la temperatura, fotoperiodo, etc.
Se exponen a continuacién agunos de los resultados hallados sobre la dinamica de
crecimiento de diversas especies de teledsteos, alo largo de su etapa larvaria.

Durante la fase prelarvaria de P. major (Matsuoka, 1984), € numero de fibras
blancas permanecia constante, pero su érea transversa fibrilar aument6é gradualmente. De
igual forma, a comienzo de la fase larvaria de C. harengus (Johnston, 1993; Johnston et
al., 1995, 1998) y e rodaballo, Scophtalmus maximus (L.), (Gibson y Johnston, 1995), el
musculo blanco interno crece por hipertrofia de las fibras existentes.

En D. labrax recién eclosionada (Veggetti et al., 1990) se observan agrupaciones de
mioblastos en los extremos epi e hipoaxiales. A los 10 dias aumenta e didmetro y la
madurez de las fibras presentes a la eclosion y se aprecia un aumento de la hiperplasia
fibrilar en los extremos apicales del miotomo. En P. platessa dichas zonas germinaes

aparecen en larvas de una semana (Brooks y Johnston, 1993). En P. reticulata el
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crecimiento tiene lugar tanto por hipertrofia como por hiperplasia fibrilares desde los 3 a
los 10 dias (Veggetti et al., 1993).

En S salar, Nathanailides et al. (1995a) encontraron que e crecimiento inicial
desde la eclosion d inicio de la aimentacién fue principalmente debido a la hipertrofia.
Sin embargo, Johnston y Mclay (1997) encontraron en esta especie una gran generacion de
fibras en este periodo. En S. aurata recién eclosionada, Rowlerson et al. (1995) hallaron un
bajo porcentgje de fibras de pequefio didmetro (<5um) en e muisculo blanco. Tras la
primera semana de vida, dichos gemplares de S. aurata presentaron una hipertrofia
gradual de sus fibras y una intensa hiperplasia.

Por tanto, tras la eclosion, la hiperplasia fibrilar se inicia en diferentes momentos
seglin la especie, y, en general, juega un papel mas importante en especies que alcanzan un
mayor tamafno de adulto, fundamentalmente en las fases de rapido crecimiento (Weatherley
et al., 1979; Carpene y Veggetti, 1981; Romanello et al., 1987). Por € contrario, en
especies de pequefio tamafio, como P. reticulata, la hiperplasia esta restringida solo a los
periodos perinatales.

Las fibras de nueva generacion observadas en las diferentes especies se originan
inicialmente a partir de mioblastos situados en |os extremos epi- e hipoaxiales del miotomo
y en e septo horizontal (aunque en especies como P. reticulata, la hiperplasia queda
confinada solo en los extremos epi e hipoaxiales).

Progresivamente, las células miogénicas del septo horizontal se extienden hasta las
zonas apicales a lo largo de la estrecha zona situada en € limite entre los musculos blanco
y rojo. Dichas células, situadas bajo la monocapa superficial, parecen transformarse en
fibras blancas durante la fase larvaria, tal como ha sido sugerido en D. labrax (Veggeti et
al., 1990) y S. aurata (Rowlerson et al., 1995). Por su parte, LopezAlbors et al. (1998),
encontraron en ambas especies (D. labrax y S. aurata) que, en la periferia del miotomo y
en los septos horizontal y transverso, las células miogénicas (presuntivos mioblastos y
mioblastos) parecian estar asociadas con la presencia de los tegjidos nervioso y conectivo
(mesénquima). Los presuntivos mioblastos estaban situados en la parte exterior del
miotomo, mientras la madurez y € diametro de los mioblastos se incrementaba
progresivamente hacia la parte mas interna del miotomo. Estos resultados complementan el
modelo aposicional del crecimiento hiperplésico propuesto por Rowlerson et al. (1995) y
Stoiber y Sanger (1996), que ocurre en los primeros estadios larvarios (hasta las 4 semanas

en S auratay D. labrax).
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Posteriormente, la activacion de las c8ulas miosatélites sera e mecanismo
responsable del crecimiento hiperplasico e hipertréfico (Scapolo et al., 1988; Veggetti et
al., 1990; LopezAlbors et al., 1998): e primero por producion de nuevos mioblastos
entremezclados entre las fibras musculares adultas; y € Ultimo por aporte de nuevos
nucleos a ellas. La aparicién de fibras pequefias junto a fibras grandes a través del espesor
del miotomo es lo que confiere la apariencia de mosaico a musculo blanco.

En la fase postlarvaria, la zona proliferativa observada bajo la monocapa de
musculo rojo de S. aurata comienza a producir fibras lentas en su cara superficia
(Rowlerson et al., 1995). En D. labrax, Scapolo et al. (1988) y Veggetti et al. (1990)
sugieren gue dichas fibras pueden dar lugar alas fibras rosas tras la metamorfosis larvaria,
tal como se ha propuesto en B. rerio (Waterman, 1969; Van Raamsdonk et al., 1982).

[1-2.2.5. TRANSICIONES MIOSINICAS DURANTE EL DESARROLLO DE LAS FIBRAS

MUSCULARES. PROPIEDADES INMUNOHISTOQUIMICAS.

Tal y como ha sido demostrado, existen diferentes isoformas de miosina que
pueden ser identificadas por su perfil histoquimico y su reactividad frente a anticuerpos
especificos (Mascarello et al., 1984; Rowlerson et al., 1985; Scapolo y Rowlerson, 1987).

La miogénesis ocurre en dos estadios principales, y las fibras producidas muestran
secuencias caracteristicas de expresion de cada isoforma miosinica durante el curso de su
desarrollo (Narusawa et al., 1987; Stockdale y Miller, 1987; Hoh, 1991; Page et al., 1992,
Stockdale, 1992; Hughes et al., 1993; Miller et al., 1993; Russell et al., 1993). Asi, en €l
muscul o esquel ético de vertebrados superiores, las isoformas de miosina que caracterizan
los diferentes tipos fibrilares en el masculo adulto son precedidas por isoformas propias del
desarrollo (embrionariay fetal/neonatal/perinatal), que pueden ser identificadas bioguimica
e inmunohistoquimicamente (Whalen et al., 1981; Bandmann et al., 1982; Crow y
Stockdale, 1986; Weydert, 1988). En los teledsteos la expresion de isoformas adultas de
miosina en los musculos rojo, rosa y blanco son precedidas iguamente por isoformas
“embrionarias y larvarias’ durante el desarrollo (Van Raamsdonk et al., 1978; Scapolo et
al., 1988; Martinez et al., 1991; Focant et al., 1992; Crockford y Johnston, 1993; Veggetti
et al., 1993; Johnston, 1994; Johnston y Horne, 1994).

Las propiedades mecéanicas de las fibras musculares pueden modificarse mediante

el cambio de todas 0 algunas de las isoformas miosinicas que presentan, dando un espectro
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completo de tipos de fibras que puede abarcar desde fibras puramente rapidas a fibras
puramente lentas (Crockford y Johnston, 1993). La nataciébn va cambiando
progresivamente a lo largo del desarrollo larvario, y la expresion secuencia de las
isoformas de miosina especificas del desarrollo se relacionada con cambios en los
requerimientos funcionales del musculo a medida que € pez crece. En C. harengus, la
transicion de tipos de fibras larvarias a adultas, coincide con e desarrollo de agallas
funcionaes (De Silva, 1974), y un pronunciado cambio en el comportamiento natatorio
(Batty, 1984; Blaxter, 1988, citado por Kamler, 1992).

Scapolo et al. (1988), mediante la aplicacion de técnicas inmunohistoquimicas,
estudiaron €l desarrollo de la musculatura lateral en D. labrax: a la eclosion, los miotomos
poseen fibras internas y superficiales, que se corresponden con los presuntivos musculos
blanco y rojo adultos, respectivamente. Inicialmente, las fibras superficiales larvarias
reaccionan frente a anticuerpos de miosina lenta y rapida, pero estos autores no lo
atribuyen ala presencia simultanea de ambas isoformas de miosina, dado que dichas fibras
no presentan actividad mATPasica (caracteristica de las miosinas adultas blancas y rojas).
Ellos sugieren gque dichas fibras contienen un tipo de miosina (LR1), andoga a las formas
embrionarias encontradas en otros musculos de vertebrados. Por otra parte, las fibras
blancas a la ecloson muestran un patron de reactividad similar a de las fibras
superficiales, pero menos pronunciado, indicando esto la presencia de una isoforma de
miosina diferente (L1W). A los 28 dias, las fibras del musculo blanco reaccionan
Unicamente frente a suero de miosina rdpida, o que se corresponde con una nueva
isoforma (L2W). En este estadio, las fibras rojas muestran también una transicién a una
nueva isoforma (L2R), que reacciona solo frente a suero de miosina lenta, pero en este
caso, dicha transicion es gradual, comenzando en las fibras del septo transverso y
extendiéndose posteriormente hacia los extremos epi- e hipoaxial. Finamente, las fibras
rojas (entre los 80 dias y los 8 meses) y blancas (a los 20 meses) adquieren su patrén
definitivo (AR y AW, respectivamente), con inmunorreactividad y actividad mATPasa
tipicas de los peces adultos. Las fibras rosas aparecen entre los 60-80 dias y adquieren su
perfil histo e inmunohistoquimico més rapidamente que las fibras blancas y rojas.

RamirezZarzosa et al. (1995) estudiaron el desarrollo larvario de la musculatura
lateral en S. auratay D. labrax, y encontraron a la eclosion dos tipos diferentes de fibras:
fibras con ata actividad mATPasa (alcalino y &cidoestable), que forman el presuntivo rojo,
y fibras con baga actividad mATPasa, parcialmente acalinoestables y acidolabiles, que
constituyen el presuntivo blanco. La deteccion de fibras con ata actividad mATPasa en el
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miotomo superficial puede corresponderse, segun estos autores, a la coexpresion de una
miosina rdpida y lenta, 0 a la existencia de un tipo de miosina neonatal o embriogénica,
como se describié en mamiferos (Whalen et al., 1981), y como sugirieron Scapolo et al.
(1988). A partir de los 25-30 dias, RamirezZarzosa et al. (1995) detectan un aumento
gradual en el nimero y tamafio de las fibras superficiales, especialmente a nivel del septo
horizontal, para formar una capa con 3-4 estratos celulares. En adicién alas fibras con ata
actividad mATPasa, describen otras fibras con moderada y baja actividad mATPasa (fibras
rojas adultas), lo que sugiere que hay un reemplazo de miosina embrionaria 0 neonatal por
la definitiva miosina adulta, como se describe en mamiferos (Whalen et al., 1981) y aves
(Benfield et al., 1983; Lowey et al., 1983), y como describieron Scapolo et al. (1988).

Las fibras del musculo presuntivo blanco inicial halladas a la eclosion por Ramirez
Zarzosaet al. (1995), ya presentaban las mismas caracteristicas histoquimicas de las fibras
blancas adultas (baja actividad mATPasa), por |o que debian poseer la miosina adulta. Este
hecho contrasta con los resultados hallados por Scapolo et al. (1988) en el musculo blanco
de D. labrax, e cual no presentd actividad mATPasa hasta los 20 meses. EI masculo rosa
de D. labrax y S. aurata (RamirezZarzosa et al., 1995) fue detectado a find de la vida
larvaria (60-80 dias) por su actividad oxidativa (NADH).

Mascarello et al. (1995) estudiaron € desarrollo de la musculatura lateral en S.
aurata, y encontraron similares resultados a los hallados por RamirezZarzosa et al. (1995)
en esta especie. Asi, a la eclosion distinguen solo s tipos de fibras. unas en la capa
interna del miotomo, con una actividad mATPasa e inmunorreactividad semejante a las
fibras adultas blancas répidas; y las otras en la monocapa superficial, con diferente perfil
MATPasico e inmunolégico a de las fibras pjas adultas. Las fibras de la monocapa
presentan fuerte alcalinoestabilidad y reaccion positiva frente a suero anti miosina rapida.
A los 6 dias, aparecen las primeras fibras lentas en e septo horizontal, en la superficie
medial de la linea lateral. Trasla fase larvaria su nimero es suficiente como para formar
una capa muscular continua de fibras lentas, extendiéndose hacia las regiones apicales de
los miotomos. En opinion de estos autores esto se debe, en parte, ala transformacion de las
fibras de la monocapa en fibras lentas (alos 100 dias), pero principalmente, a laformacion
de nuevas fibras (a los 60 dias). Ambos fendmenos se producen préximos a la linea lateral
y también a lo largo de la superficie interna de la monocapa superficial, extendiéndose
hacia los extremos del miotomo. Las primeras fibras rosas se describen a los 46 dias. Asi,

los 3 tipos principales de fibras adultas aparecen a fina de la vida larvaria, antes del
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comienzo de la fase postlarvaria hiperplasica, cuando las nuevas fibras son formadas entre
las fibras blancas rgpidas.

LopezAlbors et al. (1998) estudiaron e perfil histoquimico de S. aurata y D.
labrax y hallaron similares resultados a los encontrados por Mascarello et al. (1995) y
RamirezZarzosa et al. (1995). Las diferencias encontradas por LépezAlbors et al. (1998)
entre S. auratay D. labrax estuvieron relacionadas con la actividad mATPasa de las fibras
rojas. En D. labrax, la actividad mATPasa de todas las fibras rojas cambio
progresivamente de alta a baja (tras la aplicacion de preincubaciones acidas y acalinas), a
final del estadio larvario (50-60 dias). En este estadio, en S. aurata, s6lo un pequefio grupo
de nuevas fibras rojas, localizadas bajo las fibras superficiades a nivel de la linea laterd, y
observadas desde la eclosién, manifiesta baa actividad mATPasa. Esas fibras,
progresivamente, se extienden hacia los limites epi e hipoaxiales, mientras que las fibras
superficiales rojas no adoptan su perfil mMATPasico adulto hasta los 120 dias.

En otras especies, ®mo B. rerio (Van Raamsdonk et al., 1982) y P. reticulata
(Veggetti et al., 1993), de pequefio tamafio y que maduran muy pronto, € perfil
inmunohistoguimico de sus fibras larvarias adquiere rdpidamente | as caracteristicas propias

de las fibras adultas.

Las diferencias observadas entre especies en la expresion de las isoformas de
miosina, pueden ser atribuidas a los diferentes mecanismos de crecimiento, relacionados
con el tamafio corporal (Veggetti et al., 1993). En especies que alcanzan un gran tamario,
como D. labrax, S. aurata, A. anguilla, €tc., las isoformas de miosina larvarias tardan mas
tiempo en transformarse, y la hiperplasia es méas importante que en especies como P.
reticulata o B. rerio, donde el crecimiento es fundamentaimente por hipertrofia y la
madurez fibrilar es muy rdpida (Benfield et al., 1983; Lowey et al., 1983; Veggetti et al.,
1993).

11-2.3. DINAMICA DE CRECIMIENTO MUSCULAR EN LA FASE POSTLARVARIA.

En los peces que alcanzan un gran tamafio durante la fase adulta, a la fase
embrionariay larvaria del crecimiento muscular, prosigue una segunda fase de crecimiento
durante €l periodo postlarvario (Weatherley y Gill, 1981; Weatherley et al., 1988).
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Finalizada la metamorfosis larvaria, en e musculo blanco se generan fibras alrededor y en
estrecho contacto con las fibras maduras de largo diametro, dando a mulsculo una
apariencia de mosaico en su seccion transversal. La expresion miosinica en esas nuevas
fibras muestra notables variaciones interespecificas (Carpene y Veggetti, 1981; Rowlerson
et al., 1985; Romanello et al., 1987; Scapolo et al., 1988; Rowlerson, 1994), y € origen
celular de esas fibras no es totalmente conocido (Koumans et al., 1993b; Rowlerson et al.,
1995).

La aparicion del mosaico en e musculo blanco es consecuencia de procesos de
hiperplasia y generalmente ocurre sdlo en los peces que acanzan un gran tamafo final
(Wesatherley et al., 1980, 1988; Carpene y Veggetti, 1981; Weatherley y Gill, 1981,
Stickland, 1983; Romanello et al., 1987; Veggetti et al., 1990; Koumans et al., 1991,
Rowlerson et al., 1995).

El perfil mATPasico y la inmunorreactividad de las fibras de pequefio didametro del
mosaico del musculo blanco (fibras de nueva generacion) varian ampliamente entre
especies. En S trutta y S salar, estas fibras no son diferentes de las fibras de gran
diametro (Rowlerson et al., 1985; Higgins, 1990). En Mujil capito, como en S. aurata, solo
difieren en su actividad mATPasa (Carpene y Veggetti, 1981; Rowlerson et al., 1985;
Mascarello et al., 1995), mientras que en C. carpio, A. anguillay D. labrax, difieren en los
perfiles mATPasicos e inmunologicos (Rowlerson et al., 1985; Romanello et al., 1987;
Scapolo et al., 1988). En & musculo blanco de S. auratay D. labrax, LopezAlbors et al.
(1998) y RamirezZarzosa et al. (1998) observaron un mosaico histoquimico formado por
tres tipos fibrilares que difieren en tamafio y perfil mATPéasico.

El mosaico postlarvario del musculo blanco ha sido explicado mediante dos
posibles mecanismos de génesis fibrilar: la hiperplasia 0 generacion de nuevas fibras
musculares (Willemse y Van der Berg, 1978; Weatherley y Gill, 1981; Johnston, 1982;
Stickland, 1983; Scapolo et al., 1988; Koumans et al. 1994; Stoiber y Sanger, 1996), o €l
“splitting” o rgjamiento a partir de células maduras (Willemse y Lieuwma-Noordanus,
1984; Romanello et al., 1987). RamirezZarzosa et al. (1998) observaron células
miosatélites en los musculos blanco y rosa durante los estadios juvenil y adulto
respectivamente, lo cual indica una fuente potencia de nuevas fibras. Estos autores
consideran que las fibras con didmetro medio y moderada actividad mATPasa pueden ser
una forma previa de transicion a las fibras con largo didmetro y baja actividad mATPasa.
Este proceso de transicion fibrilar se asemeja al que tiene lugar en los mamiferos: las fibras

gue surgen de células miosatélites contienen isoformas de miosina embrionaria 'y neonatal
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(Sartore et al., 1982), que sera gradualmente sustituida por la definitiva miosina adulta
(Whalen et al., 1981). Rowlerson et al. (1985) indicaron que, en C. carpio y A. anguilla,
las fibras pequefias blancas presentaban una reaccion positiva frente a sueros antimiosina
rapiday antimiosina lenta, y sugirieron que € tipo de miosina presente en e musculo del
pez puede ser similar a la miosina embrionaria de los mamiferos. No obstante, también
podria tratarse de fibras hibridas con miosina lenta y rdpida. Semejantes resultados a los
encontrados en C. carpio y A. anguilla fueron obtenidos por Scapolo et al. (1988) en
juveniles de D. labrax, y asi, las fibras pequefias blancas del mosaico mostraron un perfil
inmunohistogquimico diferente al patrén observado en las otras fibras adultas y en las fibras
larvarias. Dichas fibras pequefias reaccionaban frente a los sueros de miosina rgpida y lenta
y presentaban una alta actividad mATPasica acalino y &cidoestable. Estos autores
sugirieron que estas fibras producidas en fases adultas, son derivadas de células satélites, y
adquieren una isoforma de miosina caracteristica (sW), similar a la observada en pequefias
fibras blancas de otros teledsteos (Rowlerson et al., 1985; Romanello et al., 1987), la cua
se transforma lentamente hacia e patron adulto (AW) a medida que incrementa su
diametro.

El perfil histoquimico de las fibras rosas de |os tel edsteos se define normalmente al
final de la vida larvaria (Scapolo et al., 1988; Mascarello et al., 1995; RamirezZarzosa et
al., 1995; LopezAlbors et al., 1998). En los estadios juveniles se mantiene dicho perfil,
pero se observan zonas de transicion histoquimica en relacion con los musculos blanco y
rojo. La zona préxima al musculo interno contribuye a la imagen de mosaico del misculo
blanco, mientras que la que est4 junto a musculo rojo da la apariencia de “fibras rosas
desplazadas’ (D. labrax y S. aurata, LopezAlbors et al., 1998; RamirezZarzosa et al.,
1998). Estas zonas de transicion se consideran implicadas en el crecimiento del miotomo,
mediante el aporte de nuevas fibras a los musculos rojo y blanco (LépezAlbors et al.,
1998; RamirezZarzosa et al., 1998)

En los periodos juvenil y adulto de S. aurata (Mascarello et al., 1995; Lépez
Alborset al., 1998) y D. labrax (LopezAlbors et al., 1988), el musculo rojo también crece
por hiperplasia, mostrando apariencia de mosaico. Ademés de la participacion de
miocitosatelocitos, al musculo rojo adulto se incorporan nuevas fibras por medio de una
transformacién miosinica de las fibras de las “rosetas’ (RamirezZarzosa et al., 1995), que
participan también de esta forma en el crecimiento de este musculo (LopezAlbors et al.,
1998; RamirezZarzosa et al., 1998).
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11-2.4. DINAMICA DE CRECIMIENTO MUSCULAR EN JUVENILESY ADULTOS

La dindmica de crecimiento (incremento en e numero y/o diametro de las fibras)
determina la capacidad de crecimiento miotomal (Weatherley y Gill, 1987), de manera que
una disminucion en el aporte de nuevas fibras conlleva que e crecimiento del miotomo
dependa Unicamente del incremento en e didmetro fibrilar. Cuando esto ocurre €
crecimiento esta limitado por el mayor diametro fibrilar fisiolégicamente eficiente. Esto
quiere decir que el diametro de las fibras es capaz de limitar €l crecimiento muscular y con
ello e méaximo tamafio que es capaz de alcanzar una especie.

Parece que en e musculo blanco de las especies de mayor y més rapido crecimiento
se contintian generando nuevas fibras hasta un tamafio corporal grande (aproximadamente
el 70% de su tamario final, Weatherley y Gill, 1985), mientras que en especies pequefias 0
de crecimiento lento, e crecimiento del miotomo pronto llega a ser consectencia
Unicamente del incremento en el diametro de las fibras, con poca o ninguna hiperplasia
(Wesatherley y Gill, 1987).

En gemplares adultos de D. labrax, Veggetti et al. (1990) observaron que la
generacion de fibras disminuye gradualmente, y cesa cuando el pez alcanza
aproximadamente 48 cm. de longitud. En este momento, el crecimiento hipertrofico
continuia, fundamentalmente en las nuevas fibras del mosaico. En juveniles de S. aurata, €l
crecimiento muscular hallado por Rowlerson et al. (1995) fue fundamentalmente debido a
hipertrofia. En juveniles y adultos de C. carpio la hipertrofia también es e principal
mecanismo de crecimiento (Koumans et al., 1993b).

Investigaciones sobre & crecimiento del musculo de los teledsteos han demostrado
gque la hipertrofia e hiperplasia pueden ser reguladas independientemente, y pueden
competir una con otra. En S trutta, Westherley y Gill (1981) encontraron que la
generacion de nuevas fibras estaba directamente relacionada con € grado de crecimiento
en juveniles pequefios, pero no encontraron esta relacion en estadios mas avanzados. En
juveniles de S. salar (Higgins y Thorpe, 1990), la hiperplasia fue intensa durante las fases
de crecimiento rgpido, mientras que la hipertrofia comenzd a ser més importante durante el
crecimiento lento. No obstante, en S. trutta, Kiessing et al. (1991) encontraron que €l
crecimiento rapido favorecia la hipertrofia fibrilar, mientras €l crecimiento lento favorecia

la hiperplasia.
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La expresion y regulacion de los mecanismos de crecimiento hipertréfico e
hiperplasico de la musculatura varian con la edad, los ciclos biologicos y las condiciones
medioambientales (Romanello et al., 1987; Taesara 'y Urfi, 1987; Scapolo et al., 1988;
Veggetti et al., 1990). A este respecto, describimos a continuacion los principales
resultados de los estudios que evallan la influencia de la temperatura sobre el desarrollo y

crecimiento de |os teledsteos.

[1-3. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE EL DESARROLLO Y
EL CRECIMIENTO MUSCULAR.

Latemperatura g erce un profundo efecto sobre el desarrollo de los peces (Blaxter y
Hempel, 1963; Herzig y Winkler, 1986; Blaxter, 1988, citados por Kamler, 1992). Cada
especie posee un rango Optimo para su desarrollo, incrementandose la mortaidad y las
anormalidades corporales a medida que la temperatura se alga de ese rango (Polo et al.,
1991). En diferentes especies de tel edsteos se ha demostrado que la temperaturainfluye en
la secuencia de aparicion de los caracteres externos y los 6rganos (Fukuhara, 1990), en €
estado de desarrollo a que tiene lugar la eclosion (Herzig y Winkler, 1986), en € numero
de vértebras (Tanning, 1952), y también en las caracteristicas estructuraes vy
ultraestructurales de las fibras musculares (Stickland et al., 1988; Vieiray Johnston, 1992).

Interacciones de la temperatura con €l desarrollo proporcionan una fuente potencial
de variaciones morfolégicas y fisiolégicas que podrian afectar la supervivencia de los

estadios larvarios, y con €llo, €l reclutamiento de los stocks adultos (Johnston, 1993).

11-3.1. INFLUENCIA SOBRE LA ORGANOGENESIS (MIOGENESIS).

El efecto de la temperatura sobre el desarrollo muscular y la organogénesis ha sido
estudiado recientemente en embriones y larvas de varios teledsteos. Estos estudios han
estado centrados principalmente en C. harengus, y en todos ellos se observa que la
temperatura tiene un pronunciado efecto sobre la tasa'y grado de expresion del programa
de desarrollo del embrion (Johnston et al., 1995, 1996). Asi, en embriones de C. harengus
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incubados a diferentes temperaturas (comprendidas entre 5 y 15 °C, segln el estudio), las
bajas temperaturas retrasaron la miogénesis, mientras que a mayores temperaturas todos
los Organos y tejidos corporales se desarrollaban mas répidamente (Johnston, 1993;
Johnston et al.,, 1995, 1997, 1998). A continuacion detallamos los resultados y
conclusiones mas relevantes hallados en estos trabajos.

En huevos de C. harengus incubados a 5, 8 y 12 °C, Johnston (1993) observé que
todos los Grganos y tejidos se desarrollaban mas &pidamente a altas temperaturas. El
desarrollo de algunos érganos, como la notocorda, 0jos e intestino, ocurrian a un punto
equivaente entre lafertilizacion y la eclosion a todas las temperaturas; sin embargo, en 1os
extremos de ese rango de temperaturas, € desarrollo de otros Organos y tejidos se
desacoplaba, reflgando una diferente sensibilidad a la temperatura durante la
organogeénesis. En particular, €l desarrollo de la médula espinal, pronefros, aleta pectoral y
fibras musculares del miotomo se retrasaban relativamente a 5 °C, comparado con 8 y 12
°C. Resultados similares fueron hallados en esta especie por Johnston et al. (1995). El
efecto de “desacoplamiento” o desincronizacion de la organogénesis por accion de la
temperatura, ha sido también documentado en otras especies de peces (Hayes et al., 1953;
Fukuhara, 1990). Segun dicho efecto, cambios en € tiempo relativo de organogénesis, y en
concreto de la miogénesis, pueden explicar € incremento de anormalidades corporales y
mortalidad, observadas atemperaturas extremas, superiores o inferiores, a las Optimas de
cada especie (Johnston, 1993; Johnston et al., 1996).

Por otra parte, se ha demostrado que la temperatura de incubacion puede influir en
la diferenciacién de los mioblastos durante un periodo critico de la embriogénesis
(Johnston, 1993). Esto se puso de manifiesto por la variacion en el grado de diferenciacion
de los mioblastos presentes a la eclosiéon, en miotomos de larvas de C. harengus incubadas
adistintas temperaturas. Segun € autor, estos resultados muestran un mecanismo potencial
gue puede influir en las caracteristicas de crecimiento futuro del miotomo.

Por otro lado, la temperatura también puede influir en la expresion génica de las
proteinas miofibrilares, tal y como mostraron Crockford y Johnston (1993) en C. harengus.
En gemplares de esta especie incubados a diferentes temperaturas, dichos autores
observaron, que, a la eclosion, la proporcion de isoformas embrionarias de troponina T
(TNT) era mayor en larvas incubadas a 5 °C que a 10 6 15 °C. Asimismo, tras la eclosion,
las isoformas embrionarias se mantenian durante mas tiempo en las fibras blancas de larvas
mantenidas a 5 °C. En cada estadio de desarrollo, la combinacion de isoformas proteinicas

de las miofibrillas dependia de |a temperatura de cultivo. Esto sugiere que la temperatura
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altera la expresion secuencial de los componentes de las miofibrillas en diferentes
niveles. Sin embargo, todavia no se conocen las consecuencias de la modificacion en la
expresion de una determinada isoforma de miosing, sobre la capacidad locomotora de la
larva (Crockford y Johnston, 1993).

Johnston et al. (1997) sometieron embriones de C. harengus a5, 8, 12y 15°Cy
estudiaron la miogénesis y la expresion de isoformas miofibrilares embrionarias. La
formacion de miotubos acontecié en estadios somiticos similares a todas las temperaturas,
pero la formacion de miofibrillas se retraso respecto a estadio de somita en los embriones
incubados a menor temperatura. Los resultados hallados por estos aittores les llevé a
sugerir algunas hipotesis. En primer lugar, dado que la diferenciacion muscular esta
determinada por la activacion de una familia de factores de transcripcion, como MyoD,
Miogenina, Myf-5 y MRF4 (familia miogénica de proteinas), las bgas temperaturas
pueden retrasar o reducir la produccion de sefiales requeridas para activar la expresion de
tales factores de transcripcion, y con ello la de los genes musculoespecificos.
Adicionamente, se puede retrasar € ensamblaje de proteinas contractiles en miofibrillas
organizadas.

Por otro lado, en este experimento se muestra también que los efectos de la
temperatura de incubacion sobre € tiempo relativo de desarrollo de la musculatura
embrionaria, persisten a lo largo de los estadios larvarios. Asi, aunque tras la eclosion
se aumentd la temperatura en todas las larvas, la desaparicion de las isoformas
embrionarias de 3 proteinas musculares estudiadas (LC2, TNT y TNI) se retrasO en
relacién a tamafio corporal, cuando las larvas habian sido incubadas a menor temperatura.
De igua forma, la inervacion del musculo rojo comenzd a ser multiple a un tamafo
inversamente proporcional alatemperatura de incubacion.

SegUn estos resultados, Johnston et al. (1997) concluyen que, durante el desarrollo
embrionario de los teledsteos, la temperatura influye sobre la velocidad de la
organogénesis y, en concreto, sobre la expresion del programa miogeénico, lo cual da
lugar a variaciones fenotipicas significativas en los musculos natatorios de los estadios
larvarios. La capacidad natatoria de la larva depende de la longitud corporal y la
temperatura (Batty et al., 1993). El hecho de que las altas temperaturas de incubacion den
lugar a un mayor desarrollo del musculo a una menor longitud corpora reflga un
mecanismo potencial por medio del cual, la experiencia térmica embrionaria podria
influir en la supervivencia y, con €llo, en la resistencia de las poblaciones de peces
(Johnston et al., 1997).
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11-3.2. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA MUSCULATURA DE LA LARVA.

En larvas sometidas a diferentes temperaturas de incubacion y/o cultivo se ha
observado que las células de la musculatura axia presentan respuestas diferentes, tanto

entre las distintas especies de teledsteos, como entre diferentes poblaciones de una misma

especie.

[1-3.2.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL TAMANO Y NUMERO DE FIBRAS
DEL MIOTOMO DURANTE LOS PRIMEROS ESTADIOSLARVARIOS.

Consideramos, en primer lugar, €l efecto de la temperatura de incubacién sobre el
crecimiento del miotomo a la eclosién y primeros estadios larvarios. La contribucion
relativa de la hipertrofia e hiperplasia a crecimiento muscular en las diferentes especies
estudiadas, esta significativamente influida por la temperatura de incubacién. Destacamos
a continuacion, los principales resultados hallados en diferentes especies de tel eosteos.

En S salar incubado a diferentes temperaturas (rango comprendido entre 1.6 y 11
°C, segun € estudio), se observd que los embriones incubados a mayor temperatura
presentaban a la ecloson una mayor hipertrofia de las fibras blancas y una menor
hiperplasia, que los incubados a menor temperatura (Stickland et al., 1988; Usher et al.,
1994; Nathanailides et al., 1995a). Sin embargo, la seccién transversal del total del
miotomo fue similar a todas las temperaturas en el momento de la eclosion.

Estos resultados demuestran que la temperatura parece gercer un efecto
diferente sobre la divisén celular (hiperplasia) que sobre la sintesis proteica
(hipertrofia) (Stickland et al., 1988). Es importante sfidar que, la tasa de desarrollo de
todos los parametros musculares estuvo incrementada a altas temperaturas (Stickland et al.,
1988), pero, para evaluar este efecto diferencial de la temperatura, los parametros se
midieron en e mismo estadio de desarrollo. EI hecho de que la hipertrofia muscular
estuviera incrementada en larvas que habian acelerado su crecimiento embrionario,
acortando € tiempo necesario para eclosionar, contrasta con el hecho generalizado, que
tiene lugar tras la eclosion, en que la hiperplasia es mayor en peces de rgpido crecimiento
(Weatherley y Gill, 1987; Higginsy Thorpe, 1990).

Por otro lado, Johnston y Mclay (1997) estudiaron la influencia de la temperatura

51



Revision bibliografica

en 5 familias de S salar, con € fin de analizar € efecto combinado de la temperatura 'y €l
genotipo. A la eclosion observaron que, tanto la hipertrofia como la hiperplasia fibrilares
eran menores a 8 °C, dando lugar a una menor area transversal total del miotomo, que a
temperatura ambiente (4.6 °C). Sin embargo, tras la reabsorcién del saco vitelino, se
igualaron las secciones transversales a todas las temperaturas, debido a un aumento en €l
nimero y area fibrilares, en los gemplares sometidos a mayor temperatura (8 °C). La
temperatura, por tanto, tuvo un efecto diferente sobre la dindmica de crecimiento
muscular en los periodos embrionario y larvario, lo que puede ser debido a diversos
factores, tal y como apuntaron Matschak y Stickland (1995). El mayor valor en €l area
transversal total observada en e momento de la eclosion a temperatura ambiente (4.6 °C)
coincide con la tendencia general encontrada en huevos de S salar incubados a bgas
temperaturas, los cuales producen alevines més grandes. Por otro lado, la correlacion
positiva entre €l crecimiento y el nimero de fibras observado en las diferentes familias tras
la reabsorcion del saco vitelino, coincide con € hecho genera encontrado en peces
juveniles, cuyo rapido crecimiento es asociado con la hiperplasia fibrilar (Weatherley y
Gill, 1987; Higgins y Thorpe, 1990). Estos estudios en S salar muestran que la
reabsorcion del saco vitelino conlleva una cambio en € patron de crecimiento muscular,
gue supone un punto de inflexion en la dinamica de crecimiento y en e efecto de la
temperatura sobre €lla, respecto a estadios anteriores.

Se halaron también diferencias entre las familias estudiadas, asi como
interacciones del efecto familiar con la temperatura. Las variaciones entre familias
fueron encontradas en la contribucién relativa de la hipertrofia e hiperplasia
fibrilares ala eclosion y al inicio de la alimentacion externa, pero dichas variaciones
fueron menores que las debidas al efecto de la temperatura (Johnston y Mclay, 1997).

En C. harengus se ha estudiado también la influencia de la temperatura de
incubacion (rango comprendido entre 5y 15 °C) sobre la musculatura ala eclosion. En esta
especie se observd que, los gemplares incubados a mayor temperatura presentaban un
aumento de la hiperplasia del musculo blanco, y una menor hipertrofia que los ejemplares
incubados a menor temperatura (Vieiray Johnston, 1992; Johnston et al., 1995), siendo la
seccion transversal total similar a todas las temperaturas. Sin embargo, en otro stock de
arenque, Johnston (1993) observé que las atas temperaturas aumentaban la hipertrofia de
las fibras blancas, mientras que la hiperplasia era mayor en los incubados previamente a

menor temperatura, que, a su vez, mostraron una menor seccion transversal del miotomo.
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En P. platessa, Brooks y Johnston (1993) encontraron que las altastemperaturas de
incubacion (15 °C) producian un aumento en € nimero y en € area de las fibras blancas a
la eclosion, pero la supervivencia era menor que en los incubados a menores temperaturas
(5y 10°C).

Gibson y Johnston (1995) incubaron embriones de S. maximusa 12y 16 °C, y no
encontraron diferencias en e nimero de fibras a la eclosion, pero e area transversal era

mayor a 16 °C, merced a un aumento significativo del érea de las fibras blancas.

El efecto de la temperatura de incubacion sobre la hipertrofia e hiperplasia del
musculo rojo ha sdo menos estudiado en estas especies. En S salar, la tendencia
observada en las fibras rojas es similar a la descrita para las fibras blancas, pero en C.
harengus se observan algunas diferencias. Los resultados hallados en estas especies son
expuestos a continuacion.

En embriones y larvas recién eclosionadas de S salar, Usher et al. (1994)
encontraron una disminucién en el nimero de fibras rojas, asi como un aumento de su area
fibrilar cuando eran incubados a altas temperaturas. En esta misma especie, Johnston y
Mclay (1997) observaron una disminucién tanto del nimero como del &reade fibrasrojas a

mayor temperatura de incubacion, en larvas recién eclosionadas.

En C. harengus, Johnston (1993) observd un aumento de la hiperplasia de las fibras
rojas a mayor temperatura de incubacién, mientras que la hipertrofia estaba incrementada a
menor temperatura. En esta misma especie, Johnston et al. (1995) no hallaron diferencias
en e numero de fibras rojas de gemplares incubados a diferentes temperaturas, pero su

area fue mayor en larvas mantenidas a menor temperatura.

La variabilidad intra e interespecifica observada, tanto en e musculo blanco como
en el muasculo rojo de las especies estudiadas, por efecto de la temperatura de incubacion,
se ha intentado explicar por diferentes autores. A continuacion, se exponen las principales

hipdtesis recogidas a este respecto.



Revision bibliografica

[1-3.2.1.1. DIFERENCIAS INTRAESPECIFICAS.

El tamafio y otros pardmetros corporales de las larvas de C. harengus varian de
acuerdo a tamafio de los huevos de la puesta (Blaxter y Hempel, 1963). Diferencias en €
volumen del saco vitelino y la calidad de los huevos podrian influir potencialmente en el
crecimiento y/o diferenciacion y provocar algunas de las variaciones interanuales
encontradas (Johnston, 1993). Las diferencias en el nimero de fibras entre poblaciones de
una misma especie podrian ser el resultado de las interacciones entre factores
medioambientales (como la temperatura) y € desarrollo, asi como de las influencias
genéticas (Johnston, 1993).

La variacion interfamiliar observada en S. salar del Atlantico (Johnston y Mclay,
1997) puede deberse, como en otras especies, a tamafio y calidad del huevo, que varian
entre poblaciones, y que influyen en el crecimiento y tamafio larvarios. Otros estudiosen S.
salar del Atlantico han mostrado diferencias en la supervivencia, crecimiento, y
maduracién de peces juveniles y adultos, atribuibles a influencias parentades e
interacciones genotipo- medioambiente (Thorpe y Morgan, 1978; Hanke et al., 1989;
Herbinger y Newkirk, 1990; Wild et al., 1994). En genera, los huevos més grandes
producen alevines mayores (Kazakov, 1981; Thorpe et al., 1984), aunque su tamafio
también se ve influenciado por la temperatura de incubacién (Hamor y Garside, 1977;
Petterson et al.,1977; Gunnes, 1979).

En algunas especies de peces, se han descrito separaciones de las frecuencias
génicas entre poblaciones, atribuidas a su diferente localizacion geogréfica, 10 que estaria
correlacionado con la temperatura medioambiental (Koehn y Rasmussen, 1967; Power y
Powers, 1975; Johnson, 1971, 1977). De hecho, se ha demostrado que temperaturas
medioambientales diferentes pueden producir una seleccion genética a lo largo de varias
generaciones. Esto se puede comprobar indirectamente al someter diferentes lineas
genéticas ante las mismas condiciones medioambientales (Atkinson, 1996), con lo que se
ponen de manifiesto las diferencias debidas a factores internos o genéticos.

Muchos enzimas musculares esquel éticos se localizan en diferentes formas alélicas
(variacion genética en un locus de gen simple), y diversos estudios hacen consistente la
idea de que existe una ventaja selectiva en la variacion alélica de esos loci de genes
(Johnston et al., 1982).
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La relevancia de esta diversidad genética y, ante todo, su importancia en la
acuicultura, no estan todavia suficientemente valoradas, ya que las diferencias descritas

entre stocks podrian ser debidas a un efecto adaptativo, o bien ala deriva genética

[1-3.2.1.2. DIFERENCIAS INTERESPECIFICAS.

El efecto del aumento de la temperatura sobre la hipertrofia fibrilar en las larvas de
S salar difiere de los resultados encontrados en las larvas de C. harengus (Vieira y
Johnston, 1992), en que la mayor temperatura aumentaba la hiperplasia de esta Ultima.
Puede ser que, en las larvas de C. harengus, € aprovechamiento de los nutrientes no sea un
factor limitante puesto que la captura de aimento y la natacion libre las efectlia
inmediatamente tras la eclosion, mientras que la larva de S. salar presenta un periodo
inactivo en el fondo sin comer, con lo que la sintesis proteica (hipertrofia fibrilar) podria
suponer un mejor método para obtener una mayor eficiencia energética, y asi incrementar
el tamafio corporal (Usher et al., 1994).

[1-3.2.2. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ULTRAESTRUCTURA DE LAS
FIBRASMUSCULARESDELASLARVAS.

Existen estudios donde el aumento de la temperatura de incubacién provoco una
mayor densidad de volumen miofibrilar en las fibras del musculo blanco de larvas recién
eclosionadas en P. platessa (Brooks y Johnston, 1993), C. harengus (Johnston, 1993) y S.
salar (Stickland et al., 1988; Usher et al., 1994). En otra poblacién de C. harengus, por el
contrario, este parametro permanecio constante (Vieiray Johnston, 1992).

Por su parte, la densidad de volumen mitocondrial aumenté en las fibras rojas de
las larvas incubadas previamente a mayor temperatura: P. platessa (Brooks y Johnston,
1993) y C. harengus (Vieiray Johnston, 1992; Johnston, 1993).

De acuerdo con estos resultados, en las especies estudiadas, € aumento de la
temperatura dio lugar a un incremento en la densdad de volumen mitocondrial de las
fibras superficiales y una mayor densidad de volumen miofibrilar de las fibras blancas. En
estas especies, las atas temperaturas provocan una aceleracion metabdlica general, que se

manifiesta en e musculo rojo mediante un aumento del metabolismo oxidativo, reflgjado
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en un incremento de la densidad de volumen mitocondrial (Brooks y Johnston, 1993). Esto,
a su vez, puede eevar la tasa metabdlicay € nivel de actividad esponténea, reduciendo la
energia aprovechable para e crecimiento, lo cual podria, en parte, explicar la ata
mortalidad observada en larvas recién eclosionadas de C. harengus incubados a 15 °C
(Brooks y Johnston, 1993).

La variabilidad y relevancia de los resultados estructurales y ultraestructurales,
hallados en las larvas recién eclosionadas ce las diferentes especies estudiadas, sugieren
que la division celular y la sintesis proteica miofibrilar son particularmente sensibles
a la temperatura (Stickland et al., 1988; Vieira y Johnston, 1992; Brooks y Johnston,
1993). Ademés, como ya se menciond anteriormente, las variaciones en e nimero de
fibras y su didametro por accién de la temperatura, podrian ser debidas a que la sintesis
proteica y la divison celular tienen diferente dependencia de la temperatura
(Stickland et al., 1988; Brooks y Johnston, 1993).



Revision bibliografica

Los principales aspectos que resumen el efecto de la temperatura sobre larvas
recién eclosionadas se recogen en laFig. 3.

EFECTO DE LA TEMPERATURA

DE INCUBACION.

Aumento de
anormalidades y
mortalidad larvaria
observada fuera
del rango 6ptimo.

Organogénesis (miogénesis): Cambios en el
— Efecto acelerador -3 tiempo l’€:|ath_0 de
Rango 6ptimo (Polo et al., 1991) organogenesis.

Parametros estructurales: - .
-Favorece la hiperplasia ( P. platessa, C. V§r|ab|I|dad |,n.tra

harengus) einterespecifica.
-Favorece la hipertrofia (S. maximus, S.

salar, otro stock de C. harengus, P.

platessa)

Parametros ultraestructurales:
I Aumento de mitocondrias muasculo rojo.
Aumento de miofibrillas musculo blanco.

- Aceleracion metabdlica
general.

Fig. 3. Efecto de latemperatura de incubacién sobre larvas recién eclosionadas.

[1-3.2.3. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LOS NUCLEOS Y CELULAS
MIOSATELITES.

Los estudios sobre estos aspectos han sido realizados fundamentalmente en S,
salar. En larvas recién eclosionadas de esta especie, incubadas a diferentes temperaturas, €
nimero de nucleos por fibra muscular fue menor en larvas previamente incubadas a mayor
temperatura, aunque € numero total de nlcleos en la seccion del miotomo estaba
incrementado (Usher et al., 1994). Nathanailides et al. (1995a) sometieron g emplares de
estaespecie a5y 11 °C desde lafertilizacion hasta las 3 semanas posteriores a inicio de la
comida, encontrando que, a la eclosion el nimero de nucleos en e &rea transversal del
musculo blanco eramayor a5 °C, pero posteriormente, la densidad de nacleos fue similar a
las dos temperaturas. Por otro lado, Johnston y Mclay (1997) observaron a la eclosion un

menor nimero de mionlcleogmiotomo en larvas de S salar sometidas a mayores
temperaturas.
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Matschak y Stickland (1995) cultivaron células satélitesde S. salar de 7.2cm. a5y
11 °C. La temperatura ejercio un pronunciado efecto sobre la fusion, diferenciacion y
crecimiento hipertréfico de las células satélites y miotubos. Asi, observaron que las células
fusionaban antes a 11 °C y su tamafio era mayor, mostrando también un incremento en el
crecimiento hipertréfico de los miotubos.

En aevines de D. labrax sometidos a diferentes temperaturas (temperatura
ambiente, 20-26 °C, frente a 13 °C) & numero de nlcleos estaba incrementado en la
seccion del miotomo a mayor temperatura, pero el nimero de nicleos por fibra no variaba
(Nathanailides et al., 1996). Tras 6 semanas de aclimatacion, la disminucion del
crecimiento en gemplares sometidos a menor temperatura fue paralela al descenso de la
hiperplasiay del nimero de niicleos en la seccion del miotomo.

Johnston et al. (1998) mantuvieron larvas de C. harengus a diferentes temperaturas
hasta el comienzo de la aimentacion, y las transfirieron posteriormente a una temperatura
comun. En € momento de la transferencia, no hubo diferencias significativas en la
densidad de nucleos del total del musculo. Sin embargo, alos 80 dias de la transferencia el

porcentaje de nucleos a 8 °C fue considerablemente mayor que a5 °C.

[1-3.2.4. INFLUENCIA DE LA EXPERIENCIA TERMICA PREVIA SOBRE EL
DESARROLLO CORPORAL Y EL CRECIMIENTO DE LA MUSCULATURA, A LO LARGO

DE LA METAMORFOSISLARVARIA E INICIO DE LA FASE POSTLARVARIA.

En C. harengus la metamorfosis larvaria va asociada a cambios en los sistemas
sensoriales y de comportamiento (Batty, 1984; Blaxter, 1988; Johnston y Horne, 1994).
Las fibras rojas y blancas larvarias son gradualmente reemplazadas por fibras musculares
lentas y répidas, respectivamente. Esto, a su vez, tiene lugar de forma paralela a desarrollo
de las agdlas y la circulacion capilar (Batty, 1984; El-Fiky y Wieser, 1988). Cambios
similares han sido observados en ciprinidos (El-Fiky et al., 1987) y otras especies.

Johnston et al. (1998) estudiaron €l efecto de diferentes temperaturas de incubacion
sobre larvas y juveniles de C. harengus. El crecimiento inicial tuvo lugar Unicamente por
hipertrofia fibrilar hasta los 12-15mm., momento en el que comenzo la hiperplasia de las
fibras blancas, mientras que en las fibras rojas comenzé alos 22mm.

Para una longitud dada (18.4 mm.), ro hubo diferencias significativas en el &rea

58



Revision bibliografica

tota ded miotomo ni en e numero de fibras, en gemplares incubados a diferentes
temperaturas. Sin embargo, la tasa diaria de crecimiento en longitud fue significativamente
menor a5 °C que a8y 12 °C, alcanzandose € fina de la metamorfosis (37mm.) antes, a
mayor temperatura.

Tras la metamorfosis larvaria, la seccion transversal fue similar a todas las
temperaturas, pero €l nimero de fibras blancas y rojas del miotomo era significativamente
mayor en los genplares previamente incubados a mayor temperatura. Estos autores
realizaron otro experimento con larvas de esta especie, alas que mantuvieron ab, 8y 12 °C
hasta el inicio de la primera comida, momento en el cual las transfirieron a una misma
temperatura. En este caso |as diferencias significativas comenzaron a detectarse alos 60-80
dias de la transferencia, en cuyo momento se aprecié un aumento significativo del nimero
y area de fibras blancas, asi como del érea transversal del musculo blanco en los
gjemplares previamente incubados a mayor temperatura. En dichos gjemplares se observo
también una mayor hipertrofia del musculo rojo, un mayor nimero de fibras rojas en €
septo horizontal y una mayor longitud corporal.

En base a estos resultados, Johnston et al. (1998) muestran que la experiencia
térmica durante las fases iniciales del desarrollo modula la tasa de generacion de
fibrasy la hipertrofia en los estadios larvarios posteriores, y tales efectos pueden ser
claramente diferenciables de los efectos de la temper atur a sobr e las fibras muscular es
embrionarias. El mecanismo de modulacion por € que esto tiene lugar es desconocido,
pero los autores sugieren que pueden estar implicadas alteraciones en el nimero de células
musculares precursoras y/o en € nimero y propiedades de los numerosos tipos celulares
implicados en la regulacion del crecimiento muscular. Esta hipotesis ya fue expuesta
anteriormente por estos autores, para explicar el efecto de la temperatura de incubacion
sobre la miogénesis y & numero de fibras a la eclosion (ver Fig.1). Los procesos de
proliferacion y de diferenciacion de las células musculares precursoras son mutuamente
excluyentes, y se regulan mediante un balance de sefiales celulares opuestas y sistemas de
control multiples y altamente redundantes. Por gjemplo, la familia MyoD de proteinas de
union a ADN vy factores reguladores miogénicos (MRFs) actian inhibiendo la
proliferacion y promoviendo la diferenciacion celular (revision en Olson, 1992; Rudnicki y
Jaenisch, 1995).

En base a la accion de este tipo de mecanismos, la experiencia térmica temprana
podria modular potencialmente uno o0 mas de los numerosos genes y circuitos

regulador es, determinando de esta forma el nimero de fibras muscularesy el tamafio
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miotomal de estadios posteriores(Johnston et al., 1998).

Es importante resaltar que tales efectos de la experiencia térmica temprana son
relativamente sutiles comparados con las grandes variaciones en la tasa de crecimiento
observada entre diferentes estirpes genéticas, o0 como consecuencia de diferentes
densidades de cultivo, niveles de racién, composiciones de la dieta, regimenes de
temperatura de cultivo y fotoperiodo (Weatherley y Gill, 1987). Concretamente, algunos
estudios ponen de manifiesto importantes diferencias en el nimero de fibras blancas entre
diferentes stocks de C. harengus. Por gemplo, C. harengus Blackwater, un stock de
estuario que se desarrolla normalmente en aguas més frias que C. harengus Bank, presenta
hasta 1.9 veces més fibras musculares a acanzar la madurez biologica (Greer-Walker et
al., 1972). Aunque estas diferencias pueden ser atribuidas a diferencias genéticas, €
estudio de Johnston et al. (1998) revela que la variacion térmica puede proporcionar una
explicacion aternativa o adicional

El efecto de la temperatura ambiental embrionaria sobre el posterior crecimiento
larvario ha sido analizado por Nathanailides et al. (1995a). Dichos autores mantuvieron
gemplares de S salar a diferentes temperaturas desde la fertilizacidn hasta 3 semanas tras
la primera comida. Un grupo se mantuvo a temperatura ambiente (iniciadmente a5 °C y
gue aument6 gradualmente a 10 °C tras la eclosién), y otro se sometié a 11 °C de manera
constante. Sus resultados muestran que la temperatura de incubacion puede tener un efecto
significativo sobre el crecimiento larvario @ menos hasta las 3 semanas tras la primera
comida. Las pequeiias diferencias iniciales en €l tamarfio de las larvas recién eclosionadas
fueron algo mas aparentes a comienzo de la primera comida exdgena, y se incrementaron
posteriormente. Los mayores crecimientos obtenidos a final del experimento fueron
hallados en los gemplares mantenidos a temperatura ambiente, 1o que fue acompanado de
un nimero de fibras significativamente mayor que en los incubados a 11 °C. El &rea de las
fibras también fue mayor a temperatura ambiente, aunque no de forma significativa.

En g emplares de S. maximus mantenidos a 12 y 16 °C hasta 26 dias tras la eclosion
(Gibson y Johnston, 1995), se observd que € crecimiento muscular inicia tuvo lugar
tnicamente por hipertrofia hasta una misma longitud en todas las larvas, tal y como ocurrio
en C. harengus (Johnston et al., 1998). En este momento, préximo a la metamorfosis, la
hiperplasia comenzé a participar significativamente en e crecimiento del miotomo siendo
mas notable en los cultivados a mayor temperatura, y de forma significativa. Aunque la
contribucién relativa de la hipertrofia e hiperplasia al crecimiento en ambas

temperaturas varia con e tiempo, esto dependié principalmente de la longitud del pez
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(Gibson y Johnston, 1995), y asi, la hiperplasia comenzé a ser importante a una misma
longitud a las dos temperaturas (a los 11 dias a 16 °C, y a los 26 dias a 12 °C), y la
distribucion de tamarios fibrilares (histogramas) era semejante para una longitud dada a las

dos temperatuas.

En larvas de C. carpio cultivadas a 17 y 27 °C (Nathanailides et al., 1995b), el
nimero de fibras fue estimado a las 6 semanas. Este momento coincidié con la
metamorfosis en € grupo mantenido a 17 °C, mientras que las larvas cultivadas a 27 °C
habian finalizado la metamorfosis una semana antes. El nimero de fibras tedrico fue mayor
en este ultimo grupo, pero € principal efecto de la temperatura en los estadios larvarios
segun estos autores, parece estar en la distribucion y diferenciacion de las fibras
musculares, mas gque en latasa de crecimiento. Esto coincide con Calvo y Johnston (1992),

gue obtuvieron resultados similares en S. maximus.

11-3.3. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA MUSCULATURA Y

COMPOSICION CORPORAL EN POSTLARVAS.

El efecto de la aplicacion de diferentes temperaturas en estadios postlarvarios ha
sido estudiado en diversas especies. Exponemos a continuacion agunas de las
investigaciones que se han realizado, principalmente en D. labrax.

Nathanailides et al. (1996) sometieron alevines de D. labrax durante 6 semanas a
dos temperaturas diferentes (temperatura ambiente: 20-26 °C, y 13 °C), y encontraron que
el mayor crecimiento se daba dentro de su rango éptimo de temperatura (20-26°C),
observandose un aumento en la seccion transversal del miotomo a medida que se elevaba
la temperatura, merced a un incremento significativo en e nimero de fibras del miotomo.
El area de las fibras blancas no mostro variaciones significativas entre las 4 y 6 semanas en
ambos grupos, aungue en los gemplares cultivados a menor temperatura observaron una
disminucion de este parametro desde las 0 alas 6 semanas.

Es sabido que la temperatura actia sobre la toma de alimento, la actividad
esponténea y e crecimiento del pez (Fry, 1971; Moksness et al., 1995), y que la sintesis
proteica y e crecimiento de la musculatura axial aumenta con la ingesta de alimento

(Greer-Walker, 1971) y e gercicio (Houlihan y Lauren, 1977). De acuerdo con estas
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premisas, la temperatura de 20-26 °C empleada en juveniles deD. labrax (Nathanailides et
al., 1996) indujo un incremento de la ingesta y de la actividad natatoria, 1o que dio lugar a
una mayor tasa de crecimiento. A su vez, este fenébmeno fue asociado a un aumento en €
numero de fibras musculares (paralelamente al del nimero de nucleos). Por € contrario, en
los ejemplares de 6 semanas cultivados a baja temperatura, se produjo una disminucion del
area fibrilar, que pudo ser debida a una atrofia de fibras musculares por la reduccion en la

ganancia neta protei ca de este grupo.

En juveniles de C. carpio cultivados a 25 y 5 °C (Nathanailides et al., 1995b), la
hiperplasia fue mayor a 25 °C. A esta temperatura, la actividad mATPéasica de las fibras
blancas también fue mayor que en & grupo cultivado a5 °C, y las fibras més pequefias del
mosaico del musculo blanco mostraron actividad acidoestable, mientras que, en peces
aclimatados al frio, todas las fibras eran acidolabiles, independientemente de su tamafio.
Hay algunas evidencias que llevan a sugerir que, en C. carpio, estan presentes diferentes
isoformas de miosina a temperaturas frias y calientes (Gerlach et al., 1990), pero no esta
claro s son debidas a una isoforma distinta encontrada en |as fibras blancas maduras por
efecto de la temperatura caliente, o a la presencia de un mayor nimero de fibras pequefias
con una isoforma miosinica propiay distinta a la de las fibras blancas maduras.

Otros efectos de la temperatura ambiental en D. labrax, fueron observados por
Alliot et al. (1983) y Santulli et al. (1993). En aevines de D. labrax de 50 dias sometidos a
15y 22 °C, Alliot et al. (1983) comprobaron que €l indice de consumo (alimento seco
distribuido/ganancia de peso fresco), era menor en peces sometidos a mayor temperatura.
Ademes, en estos gjemplares se observo una mayor tasa de proteinas, un mayor contenido
en cenizas y menor contenido acuoso. La eficacia en la busgueda de alimento, €l
crecimiento (peso) y la actividad enzimatica digestiva fue también mayor en los peces
sometidos a altas temperaturas. Los peces cultivados a menor temperatura mostraron un
mayor contenido en lipidos.

Santulli et al. (1993) mantuvieron alevines de D. labrax de 26 gramos a 15, 20y 25
°C y observaron que las bajas temperaturas reducian la evacuacion gastrica y aumentaban
la absorcion de los lipidos, mientras que las altas temperaturas (25 °C) producian € efecto
contrario. Las altas temperaturas aumentaron la evacuacion gastrica, lo que produjo un
aumento en la frecuencia de la ingesta. Sin embargo, las bajas temperaturas disminuyeron

lavelocidad de trénsito intestinal aumentando la absorcion.
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11-3.4. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA MUSCULATURA EN ESPECIES

ADULTAS.

En especies adultas sometidas a diferentes temperaturas, como lubina americana,
Morone saxatilis Walbaum, (Jonesy Sidell, 1982), y diferentes peces antérticos (Crockett
y Sidell, 1989), se observo que, a medida que disminuia la temperatura, aumentaba el
porcentaje de musculo rojo paralelamente a un mayor consumo de oxigeno y de la
actividad de las enzimas aerobias. En C. carpio, Johnston y Maitland (1980) observaron un
aumento de la densidad de volumen mitocondria de las fibras rojas a menor temperatura,
con disminucion de miofibrillas en todas las fibras del miotomo. Esto podria representar
una respuesta homeostética que parcialmente compensa los efectos adversos de las bagjas
temperaturas sobre la produccion aerébicade ATPy sobre e grado de difusién del oxigeno
y metabolitos (Sidell, 1983). Los efectos sobre €l contenido de mitocondrias de las fibras
musculares en especies adultas, son opuestos a los descritos anteriormente en los estadios
inicides de las larvas.

En genera, hay una correlaciéon entre la magnitud de la respuesta que tiene una
especie ante un cambio de temperatura y la variacion de temperatura diurna o estacional
encontrada en su habitat natural (Johnston et al., 1982). La respuesta inmediata ante una
bajada de la temperatura del agua da lugar a un menor consumo de oxigeno debido a una
disminucién en la tasa metabdlica. No obstante, después de un tiempo de aclimatacién de
varios dias 0 semanas, la tasa metabdlica a menudo aumenta a un nuevo nivel
caracteristico del estado de aclimatacién a frio (Johnston et al., 1982). Los mecanismos
celulares por los que tiene lugar €l gjuste estacional de latasa metabdlica son complejos, y
Se piensa que en su regulacion estan involucrados la expresion de componentes genéticos,
la sintesis y degradacion proteica, y cambios en e micromedioambiente de los sistemas
enzimaticos (Sheklee et al., 1977; Johnston y Maitland, 1980).

Algunos estudios han demostrado una compensacion parcial en la actividad
locomotora con la aclimatacion a la temperatura (Griffiths y Alderdice, 1972; Smit et al.,
1974). Asi, en el carpin dorado, Carassius auratus (L.), aclimatado durante varios meses a
temperaturas invernales, los cambios en la actividad locomotora esponténea fueron
asociados con un incremento en el porcentgje de fibras aerobias en la musculatura lateral
(Johnston y Lucking, 1978; Sidell, 1980). No se sabe s esto ocurre debido a la

proliferacion de células miosatélites o es €l resultado de una transformacion de las fibras
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existentes (Johnston et al., 1982). Por otro lado, un aumento en la fraccién de volumen
fibrilar ocupado por mitocondrias, incrementaria la disponibilidad del ATP para la
contraccion muscular. Por € contrario, un aumento del volumen fibrilar ocupado por
miofibrillas incrementaria la tensién maxima que un musculo es capaz de gjercer (Johnston
et al., 1982).

II-4. EFECTO DE LA INTERACCION TEMPERATURA-ALIMENTACION
SOBRE EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO LARVARIOS.

Incluimos este apartado en la revision bibliografica de este trabajo, porque permite
en gran medida, entender |a estrecha relacién existente entre e crecimiento muscular y el
desarrollo y el crecimiento de latotalidad del pez.

La influencia de la temperatura sobre e tamafio corpora (longitud y peso) y €
desarrollo larvario ha sido documentada a través de diversos trabgjos, |os cuales ponen de
manifiesto una interaccion entre la temperatura'y la alimentacion en dicha influencia.

Inicialmente, el pez adquiere la energia del vitelo, hasta que abre la bocay es capaz
de adquirir € aimento externo. Latemperatura afecta a desarrollo y crecimiento larvarios,
pero su influencia es diferente en cada una de las etapas del periodo larvario. A
continuacion, describimos el efecto observado en diferentes especies durante las etapas

iniciales de vidalarvaria.

11-4.1. PERIODO DE ALIMENTACION ENDOGENA.

El periodo endégeno larvario comienza con la fertilizacion y finaliza con €
comienzo de la aimentacion exdgena. Dentro de esta etapa se distinguen la fase
embrionaria (desde la fertilizacion hasta la eclosion) y la fase eleuteroembrionaria o
prelarvaria (desde la eclosién hasta la apertura de la boca y la reabsorcion del saco

vitelino).
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[1-4.1.1. INFLUENCIA SOBRE EL DESARROLLO.

La temperatura influye decisivamente en el desarrollo larvario durante e periodo
vitelino de los teledsteos marinos, lo cual determina en gran medida las caracteristicas de
lalarva cuando comienza a comer (Hunter, 1981).

Las diferentes especies de peces difieren ampliamente en la temperatura éptima
para € desarrollo embrionario. Aparte de las diferencias interespecificas, existe una gran
variabilidad intraespecifica en los rangos de temperatura 6ptimay viable. La localizacion
geogréfica, la estacion del afo, los factores parentales, asi como las condiciones
experimentales y los diferentes criterios para definir esos rangos, pueden contribuir a esta
variabilidad (Humpesch, 1985; Zhukinskij, 1986, citados por Kamler, 1992).

Latasa de desarrollo (inversa del tiempo necesario desde la fertilizacion hasta la
culminacion de un estadio de desarrollo concreto) esta estrechamente relacionada con la
temperatura: es lenta a bajas temperaturas y se incrementa con aumentos de la temperatura.
El efecto acelerador de la temperatura sobre la embriogénesis, con un acortamiento del
tiempo necesario para eclosionar, ha sido demostrado en muchas especies: C. harengus
(Vieiray Johnston, 1992; Johnston et al., 1995, 1997), S salar del Atlantico (Stickland et
al., 1988; Usher et al., 1994; Nathanailides et al., 1995a) P. platessa (Brooks y Johnston,
1993) y S. maximus (Gibson y Johnston, 1995). En todas estas especies, las altas
temperaturas también disminuyeron el tiempo de reabsorcién del saco vitelino.

Los grados dia (°D) necesarios para alcanzar un estadio de desarrollo dado suelen
ser independientes de la temperatura. Sin embargo, en algunos casos se ha observado una
disminucion de los grados dia ante incrementos de temperatura (Tatarko, 1965;
Kokurewicz; 1970, 1971; Vovk, 1974, citados por Kamler, 1992). Por lo generd, en las
especies de agua fria, dentro del rango 6ptimo, los grados dia son menos dependientes de
latemperatura.

Aungue existen bastantes estudios acerca de la influencia de la temperatura de
incubaciéon sobre la tasa de desarrollo larvario (Kamler, 1992), se considera que el
comienzo de la alimentacion exdgena es méas decisivo para la vida larvaria que €
tiempo para eclosionar (Balon, 1985). Ademas, e tamario y grado de diferenciacion en €
momento de la transicién tienen una considerable importancia para la supervivencia
larvaria (Blaxter, 1988).

Polo et al. (1991) sometieron gjemplares de S. aurata a diferentes temperaturas
(entre 12 y 30 °C) desde la fertilizacidn hasta la reabsorcion del saco vitelino. Las mayores
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supervivencias se obtuvieron en el rango de 16-22 °C. Fuera de ese rango, los huevos no
eclosionaban, y las anormalidades corporales eran frecuentes. En otros estudios, realizados
también en S aurata por otros autores, se encontraron variaciones en los limites de
tolerancia (Ucal, 1983, citado por Kamler, 1992; Camus y Koutsikopoulos, 1984,
Divanach, 1985). En base a la tasa de eclosion y a la frecuencia de anormalidades a la
eclosion, Camus y Koutsikopoulos (1984) estimaron la temperatura éptima a 14 °C. Esta
temperatura difiere de la encontrada por Polo et al. (1991), pero en ambos casos |os vaores
se gproximan a la temperatura a la que se mantenian los progenitores. También se han
encontrado diferencias en los limites de tolerancia en otras especies, como e lenguado,
Solea solea (L.) (Irvin, 1974) y €l jurel, Trachurustrachurus (L.) (Pipey Walker, 1987), lo
gue ha sido relacionado con la temperatura natural de desove en cada latitud. En D. labrax,
Coveés et al. (1991) emplean temperaturas de 15-16 °C durante € periodo embrionario, y
posteriormente aplican un aumento gradual hasta alcanzar los 20 °C a los 20 dias. Con este
régimen de temperatura, dichos autores describen una tasa de supervivencia media del 50
% (35-65%) a los 45 dias, y un porcentgje de peces con vejiga natatoria bien desarrollada

gue oscila entre e 80-100%.

[1-4.1.2. INFLUENCIA SOBRE EL CRECIMIENTO.

El crecimiento embrionario se caracteriza por un incremento multiplicativo del
tamario corporal en un corto tiempo (Kamler, 1992). Sin embargo, alo largo del desarrollo
larvario hay determinadas ocasiones en las que se aprecia una disminucion de la tasa de
crecimiento corporal, lo que se asocia a una transicion entre dos estadios de desarrollo
sucesivos, y alaintensificacion de los procesos de diferenciacion (Kamler, 1992). Unavez
finalizado cada proceso de diferenciacion organica, se observa una aceleracion del
crecimiento desde €l inicio del siguiente estadio de desarrollo.

El crecimiento corpora de cada especie se ve influido de diferente forma por la
temperatura, observandose también una gran variabilidad intraespecifica. Describimos a
continuacion la tendencia observada en diversas especies.

En S salar (Ryzhkov, 1976, citado por Kamler, 1992) y S. trutta (Zalicheva, 1981,
citado por Kamler, 1992), no hubo una influencia aparente de la temperatura de incubacién
sobre € tamariio final a la eclosion, ni a comienzo de la alimentacion en Cottus bairdi
(Docker et al., 1986, citados por Kamler, 1992), ni en el momento de la reabsorcion
completadel saco vitelino en S, maximus (Quantz, 1985, citado por Kamler, 1992).

66



Revision bibliografica

Sin embargo, en otros estudios realizados en S salar (Nathanailides et al., 1995a),
C. harengus (Vieira y Johnston, 1992), S maximus (Gibson y Johnston, 1995) y P.
platessa (Brooks y Johnston, 1993), las bajas temperaturas aumentaron el tiempo de
incubacion, y dlo fue acompafiado de una mayor longitud corporal a la eclosion.
Asimismo, en larvas de S. salar (Hamor y Garside, 1976, 1977) y otras especies (Kamler,
1992) se ha demostrado una correlacién negativa entre €l peso corporal y latemperatura de
incubacién, hecho ya advertido por Blaxter (1969).

Por otro lado, en larvas de Eopsetta jordani (Alderdice y Forrester, 1971) y tenca,
Tinca tinca (L.) (Kokurewicz, 1981, citado por Kamler, 1992) se ha observado una mayor
eficiencia de conversion del saco vitelino en tgjido a mayor temperatura de incubacion.

En S. trutta (Kowalska, 1959, citado por Kamler, 1992), perca, Perca fluvialisL., y
lucioperca, Sizostedion lucioperca L. (Kokurewicz, 1969, citado por Kamler, 1992), €l
maximo tamafio final resultdé a partir de temperaturas intermedias, lo que implica la
existencia de un éptimo de temperatura.

A partir de estos resultados dispares se han propuesto tres posibles explicaciones
(Kamler, 1992) (Fig. 4):

1) El periodo embrionario se acorta a atas temperaturas de incubacion, lo que
puede estar relacionado con un aumento de la movilidad embrionaria. Esto origina
eclosiones precoces que, en ocasiones, van acompafiadas de un menor tamafio de las
larvas. También ha sido observada esta circunstancia ante temperaturas proximas a limite
del rango 6ptimo de viabilidad, o que genera una desincronizacion entre la secrecion de
enzimas que determinan la eclosion y € propio crecimiento de la larva.

2) Teoria “atroposica’ (del griego atropos: sin retorno, sin remedio): € nimero de
vértebras esta determinado por dos procesos. diferenciacion y crecimiento; que son
simulténeos, pero independientes uno de otro. Cuando ha culminado un proceso de
diferenciacion se produce una stbita terminacion del proceso de crecimiento, quedando
fijado en este momento € numero final de vértebras. Lindsey y Arnason (1981)
propusieron este modelo para explicar la variacion en el nimero de vértebras a la eclosion
en diversas especies de peces incubadas a diferentes temperaturas. Esta teoria reflgja un
condicionamiento del crecimiento a la diferenciacion, por lo que la accion de la
temperatura sobre este Ultimo proceso puede influir indirectamente sobre el crecimiento.

3) Teoria bioenergética: el vitelo aporta una cantidad de energia predeterminada,
gue se reparte entre la produccion de tgjido y a respiracion. Ambos componentes compiten

entre si por la fuente de energia enddgena, con lo que un incremento del metabolismo
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resultard en una disminucion del crecimiento. La temperatura actla positivamente sobre
todas las tasas (tasa de desarrollo, tasa de absorcion del vitelo, tasa de crecimiento y tasa
metabolica), pero no necesariamente con la misma intensidad, con lo que € efecto de la
temperatura sobre € crecimiento dependera del grado de dependencia de las respectivas

tasas en cada especie.

TEORIAS ACERCA DE LA VARIABILIDAD EN LA RESPUESTA DEL
CRECIMIENTO ANTE LA TEMPERATURA.

Puede suponer una

A} Altas temperaturas: Tmuvilidad embrianaria —— Eclosiones precoces — " "7 F .
disminucién del tamafio.

B} Tearia Atropdsica: aleanzar el nivel eritica para el procese da diferenciacion causa una sihita
terminacian del procese de crecimiento.

C) Teoria Bioenergética: el vitelo presenta una cantidad determinada de energia.

\

Produccion de tejido < » Respiracion (metabolisme)

Un aumenta del metsbolismo pusde resultar en una disminueion del erecimiento,

Fig. 4. El esqguema resume tres hipétesis que tratan de explicar la variabilidad en la respuesta que
presentan las diferentes especies ante latemperatura.

Dos especies, M. saxatilisy O. mykiss, fueron incubadas a diferentes termperaturas,
y se observé que la temperatura Optima para la supervivencia era més bagja que la
temperatura a la que se obtenian las larvas mas largas, 10 cua no es extrafio, ya que la
supervivenciay € tamafio corporal acanzado al final de la reabsorcion vitelina depende de

varios procesos con diferente dependencia de la temperatura (Kamler, 1992).

[1-4.1.3. INFLUENCIA SOBRE EL METABOLISMO.

Los huevos de |os peces contienen una cantidad predeterminada de reservas, por las
cuales compiten las demandas de a@ecimiento y metabolismo, tal y como se ha descrito
mediante |a teoria bioenergética. La eficiencia de aprovechamiento energético del vitelo en
el periodo embrionario es aproximadamente del 84%. Tras la eclosion disminuye debido a

un incremento del metabolismo, resultando una eficiencia del 55% desde la fertilizacion
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hasta el final del periodo de alimentacion endégena.

Durante € periodo de alimentacion endégena no hay pérdida de energia con las
heces, y e metabolismo activo es bgo, 1o que permite una alta eficiencia en la conversion
de la energia del saco vitelino. No obstante, la competicion entre crecimiento y
metabolismo por |la energia del saco vitelino, conlleva variaciones en la eficiencia. El
efecto de la temperatura sobre la eficiencia de conversion energética depende de su
influencia sobre las tasas metabdlica y de desarrollo. Asi, durante e periodo de
alimentacion enddgena, las grandes eficiencias se consiguen cuando las altas temperaturas
aceleran més el desarrollo que la respiracion.

Segln los experimentos, se observa que en unas ocasiones aumenta la eficiencia
con la temperatura, y en otras disminuye (Kamler, 1992). En otros casos se han observado
las mayores eficiencias a temperaturas Optimas (Ryzhkov, 1976; Elliott, 1976; Brett y
Groves, 1979; Winberg, 1987, citados por Kamler, 1992).

Durante el periodo de incubacion, prevalecen unas condiciones anaerobias, pero
tras la eclosién ocurre un cambio sustancia de las condiciones oxigénicas. En este
momento una capa unicelular de fibras rojas (la monocapa roja) exhibe una fuerte
actividad citocromo oxidasa arededor del cuerpo de larvas de ciprinidos recién
eclosionados y sirve como érgano tempora de intercambio de gas (E-Fiky et al., 1987; EI-
Fiky y Wieser, 1988) ya que las agallas son estructuras rudimentarias en larvas recién
eclosionadas.

El consumo de oxigeno fue medido en embriones a “estadios equivaentes’ dentro
de un rango de temperaturas. El resultado fue una curva en U, de tal manera que en los
extremos del rango de temperatura, el coste metabolico de desarrollo fue mayor que en la
zona intermedia. La zona de bajo coste metabdlico es considerada por Ozernyuk (1985,
citado por Kamler, 1992) como la temperatura Optima para € desarrollo (la mayor
supervivencia de embriones se encontré por Vovk, 1974, a esas temperaturas).

La existencia de un rango de temperaturas, dentro del cua e metabolismo es
menos dependiente de la temperatura que en los extremos, fue apuntado por Stroganov
(1956, citado por Kamler, 1992) para peces, y confirmado para otros poiquilotermos
(Duncan y Klekowski, 1975; Gakovskaya y Sushchenya, 1978; autores citados por
Kamler, 1992) asi como para larvas de 3 especies de ciprinidos (Wieser y Forstner, 1986,
citados por Kamler, 1992).

El efecto de la temperatura en la tasa metabdlica de poiquilotermos acuaticos ha

sido objeto de numerosos estudios. El incremento del grado metabdlico con € aumento de
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temperatura puede ser descrito por e coeficiente de temperatura Q10 o Q1. Este
coeficiente Q10 es aproximadamente 2.3 en peces (Brett y Groves, 1979), dentro del rango

Optimo de cada especie.

La Fig. 5 resume algunas caracteristicas del desarrollo, crecimiento y metabolismo

durante el periodo enddgeno larvario, asi como e efecto de la temperatura sobre ellas.

PERIODO DE ALIMENTACION ENDOGENA.

1. DESARROLLO. 2. CRECIMIENTO. 3. METABOLISMO.
-Tasa de desarrollo -Periodo embrionario: multiple -Metabolismo activo: bajo.
(1/dias desde la fertilizacion incremento corporal. -Metabolismo estandar/unidad
hasta la aparicién de algin -Estadios de transicion: de peso: aumenta con el tamafio
estadio de desarrollo) disminuye el crecimiento. corporal.

CON AUMENTOS DE TEMPERATURA:

T |

Aumenta la Variabilidad intra e interespecifica. - Competicién
tasa de 4 posibilidades: crecimiento-metabolismo (Teoria
desarrollo - Ausencia de influencia. bioenergética).
- Aumento de la formacién de - Disminuye el coste metabdlico en
tejido. rangos 6ptimos

- Disminucion de tamafio corporal
(longitud y peso).

- Mayor crecimiento en rangos
6ptimos de temperatura.

Fig. 5. El esguema representa algunas caracteristicas del periodo enddgeno larvario, asi como el
efecto de latemperatura sobre el desarrollo, crecimiento y metabolismo.

11-4.2. TRANSICION DESDE LA ALIMENTACION ENDOGENA A LA EXTERNA

(PERIODO MIXTO DE ALIMENTACION).

Es recomendable que la comida sea ofrecida a las larvas cuando adquieren la
habilidad de comer, es decir, cuando empiezan a nadar y buscar comida con el saco todavia
no reabsorbido (Goryczko, 1968; Jones, 1972; Elliott, 1984; Appelbaum, 1989, citados por
Kamler). De esta manera, la larva aprendera a aceptar € alimento y a procesarlo de forma
progresiva.

La duracién del periodo mixto de alimentacion enddgena/exdgena depende de la
especie y la temperatura: es mas largo en especies gque ponen huevos mas grandes, y en
larvas que se desarrollan a més baja temperatura (Kamler, 1992). La larva resiste sin comer
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mas tiempo a bajas temperaturas (Blaxter y Hempel, 1963; Lasker et al., 1970).

El tiempo de transicidon de la comida enddgena a exdgena es reconocido como un
periodo critico, por la considerable vulnerabilidad de las prelarvas a diversos factores. Los
principales factores que determinan la mortalidad embrionaria y larvaria pueden ser: 1) de
naturaleza enddgena, y 2) factores exdgenos. En este Ultimo caso, se pueden clasificar en:

2.a. Bidticos. fadta de comida cuando la larva inicia la aimentacion externa,
predacion, enfermedad y parasitismo.

2.b. Abidticos: disminucion del contenido de oxigeno, temperaturas extremas, pH y
salinidad inadecuados, y presencia de sustancias toxicas.

Los principales periodos criticos en el desarrollo embrionario son la division del
huevo, la gastrulacion y e comienzo de la organogénesis. Los defectos embrionarios
transmitidos a partir de los padres, o adquiridos durante los estadios de desarrollo
temprano, pueden resultar en un fracaso del desarrollo normal, y finalmente, en mortalidad
gue se manifiesta en los momentos criticos. Los estudios sobre este tema consideran los
periodos criticos asociados primordialmente a factores endégenos. No obstante, |a escasez
de comida durante el periodo mixto ha sido reconocido como la primera causa de

mortalidad entre larvas de peces.

11-4.3. PERIODO DE ALIMENTACION EXOGENA.

El efecto de la temperatura sobre €l grado de desarrollo, crecimiento y reproduccion
puede depender de la interrelacion de diversos factores (Summerfield et al., 1991; Wayne
y Block, 1992, citados por Atkinson, 1996).

[1-4.3.1. INFLUENCIA SOBRE EL DESARROLLO.

El desarrollo implica diferenciacion de tegjidos y crecimiento del organismo, por
ello no puede ser separado del crecimiento del organismo (Atkinson, 1996). El rango de
temperatura que permite el desarrollo es generamente més estrecho para embriones, més
ancho para larvas, y todavia mas ancho para juveniles (Rombough, 1988).

Los estudios del efecto de la temperatura en el desarrollo larvario presentan la

dificultad de separar e efecto de la temperatura de la influencia de la comida, que es
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consumida mas intensamente a mayor temperatura (Herzig y Winkler, 1985; Winberg,
1987, citados por Kamler, 1992). Es obvio que las altas temperaturas y la disponibilidad de
alimento aceleran la diferenciacion de estructuras morfologicas y Organos internos de las
larvas, capacitandolas para atravesar mas rapidamente la fase larvaria (tal y como fue
observado en el bacalao, Gadus morhua L., por Hunt von Herbing, 1996). No obstante,
todavia no existe una teoria general del efecto combinado temperatura-alimentacion sobre

el desarrollo larvario.

[1-4.3.2. INFLUENCIA SOBRE EL CRECIMENTO.

La tasa de crecimiento es particularmente sensible a los efectos de la temperatura,
el tamario corporal de cada especie, la calidad y la cantidad de comida. EI aumento de la
temperatura generamente incrementa el crecimiento cuando los recursos son abundantes
(Atkinson, 1996). Por otro lado, Brett et al. (1969) y Elliott (1976) mostraron en
salménidos juveniles que, ante una disminucién de laracién, €l optimo de temperatura para
el crecimiento disminuia

Las interacciones existentes entre la temperatura'y la calidad y disponibilidad de los
recursos, tienen importantes efectos sobre la biologia de cada especie, y puede explicar por
gué e desarrollo suele ser mas sensible a la temperatura que e crecimiento. Atkinson
(1994) hizo un estudio con ectotermos sometidos a diferentes temperaturas, y mostré que
un aumento de temperatura reducia el tamafio corporal a un estadio de desarrollo dado. Al
acortarse el periodo de tiempo entre dos estadios de desarrollo consecutivos, se reduciria la
cantidad total del crecimiento. Sin embargo, los efectos de la temperatura sobre el tamafio
corporal de los ectotermos constituyen aln una incognita, ya que otros autores han
sefialado incrementos en el tamafio corporal en respuesta al mayor desarrollo acanzado a

altas temperaturas.

[1-4.3.3. INFLUENCIA SOBRE EL METABOLISMO.

Los peces, a no ser homeotermos, no gastan mucha energia en la termorregul acion.
Tras la fase de aimentacion enddgena, € metabolismo activo aumenta, 10 que a su vez, se
ve incrementado con la temperatura. Por otra parte, con € comienzo de la alimentacion,
parte del gasto metabdlico se dirige a la “conversion de la comida’. La eficiencia de

converson varia con € volumen de la racion. En diferentes investigaciones se ha

72



Revision bibliografica

observado que raciones altas de comida disminuyen la eficacia de la conversion en peces,
debido a un aumento del gasto metabdlico para su procesamiento. La optimizacién de la
cantidad de comida suministrada en relacion al tamafio y a la temperatura todavia
permanece sin resolver para algunas larvas de peces comerciales.

La Fig. 6 muestra algunas caracteristicas del periodo larvario de aimentacién

ex6gena, asi como € efecto de la temperatura sobre éstas.

PERIODO LARVARIO DE ALIMENTACION EXOGENA

1. DESARROLLD. 2, CRECIMIENTQ, 3. METABQLIEMD.
- Cambios anatémicos, funcionales - El crecimiento se acelera - Met. estandar/unidad de peso:
y de comportamiento, que al comienzo de cada estadio ~ disminuye.
caracterizan la metamorfosis larvaria.  de desarrollo. - Met. activo: aumenta.

- Met. de conversion de comida.

CON AUMENTOS DE TEMPERATURA 'Y DISPONIBILIDAD DE REGURBOS ALIMENTICIOS:

A y ]

Se acelerala Aumenta el Se incrementa
diferenciacion de crecimiento el metabolismo.
estructuras.

Fig. 6. Efecto de la temperatura sobre el desarrollo, crecimiento y metabolismo durante el periodo de
alimentacion exdgena larvaria. 1) El desarrollo implica diferenciacion de tejidos y crecimiento, por ello no
puede ser separado del crecimiento del organismo (Atkinson, 1996). 2) El aumento de la temperatura
incrementa el crecimiento cuando |0s recursos son abundantes (Kamler, 1992; Atkinson, 1996). 3) Existe una
competicién entre el metabolismo activo y el metabolismo de conversién de comida (Priede, 1985, citado por
Kamler, 1992). La optimizacion de la cantidad de comida respecto a tamafio corporal y la temperatura
permanece sin resolver.

11-5. ASPECTOSBIOLOGICOSY ACUICOLASDE Dicentrarchuslabrax.

D. labrax pertenece a la Familia de los Serranidos, Orden Perciformes. ES una
especie tipicamente mediterranea, aunque puede encontrarse en el Océano Atlantico. Posee
habitos litorales, pero suele abandonar las cercanias de la costa en su época de puesta. Son
peces euritermos y eurihalinos, pudiendo soportar temperaturas que oscilan entre 5y 30 °C,
pero no se aimentan por debajo de 7 °C. Los hébitos alimenticios son carnivoros. D.
labrax sufre la gametogénesis desde Septiembre a Enero. Mas tarde, tiene lugar la puesta,
abarcando los 34 meses siguientes, seguida de un periodo de reposo sexual que suele

producirse en verano.
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11-5.1. INTERES ACUICOLA DE Dicentrarchus labrax.

D. labrax es una de las especies que mas interés ha despertado en el campo de la
acuicultura marina, tanto por la viabilidad de su reproduccion en cautividad, posterior
cultivo larvario y engorde hasta talla comercial, como por su alto valor en e mercado.

En esta especie es imposible obtener alevines del medio natural con laregularidad y
en la cantidad que un cultivo industrial requiere. Por este motivo, ha sido necesario poner a
punto técnicas de reproduccién en cautividad, desarrolladas a partir de los afios 70 en
Esparfia, (centro del Mar Menor del 1.E.O, Ortega A. comunicacion personal), y en Francia
(Barnabéy Billard, 1983).

Bésicamente, las investigaciones se han centrado, por un lado, en € control de la
reproduccion mediante fotoperiodo y temperatura, 10 que ha permitido que los criaderos
produzcan alevines alo largo de casi todo €l afio; y, por otro, en las condiciones de cultivo

como son la calidad del aguay la manipulacion, alimentacion y nutricion de las larvas.

I1-5.2.  ASPECTOS BIOLOGICOS DEL DESARROLLO LARVARIO DE

Dicentrarchus labrax.

El periodo embrionario en D. labrax es de 112h. a 15 °C (Barnabé, 1991). La etapa
larvariade D. labrax dura 60-80 dias, comprendiendo desde la eclosion (3.5-4 mm.) hasta
el final de la metamorfosis (20-25 mm., 50-100mg).

El desarrollo larvario se produce en dos fases:

0 FASE VITELINA.
Comprende los primeros dias de vida de la larva, hasta que se produce la
reabsorcion del vitelo y de la gota de grasa (7-10 dias). Cuando la larva aln no ha abierto

laboca (5-6 dias) se le denominaprelarva.

0 M ETAMORFOSIS.

Finalizada la fase viteling, la larva experimenta una serie de cambios progresivos

hasta tomar la apariencia de un pez adulto (60-80 dias).
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A lo largo del desarrollo larvario se aprecian las siguientes etapas.

- 0-5DiAs.

Las larvas recién nacidas se nutren de sus reservas vitelinas (alimentacion
enddgena). Son inactivas, flotan en la superficie del tanque y no estan pigmentadas. A los
5-6 dias abren la boca y ya estén desarrolladas las aetas pectorales. Progresivamente
adquieren la pigmentacion. La prelarva manifiesta actividades motrices estereotipadas, no
orientadas, por 1o que € ritmo enddgeno es sensible a las caracteristicas del medio (como
la temperatura). Este periodo se corresponde con la fase prelarvaria lecitotrofa (Barnabé,
1991).

- 5°-10° DiA.

Hacia el séptimo y octavo dia se termina de reabsorber la vesicula viteling, y se
produce e primer inflado de la vejiga natatoria. El gldbulo de grasa alin permanece 23
dias mas, siendo entonces la pigmentacion de la larva perfectamente patente. Los 0jos se
hacen funcionales y comienzan las actividades orientadas. Son caracteristicas del
comportamiento de las larvas la fototaxia positiva (lo que asegura e mantenimiento diurno
del animal en la zona superficia), la menotaxia u orientacién por identificacion luminica, y
la reotaxia que esta asociada a la natacion a contracorriente. Estas actividades orientadas
permiten una verdadera prospeccion del medio en el momento en que las larvas son aptas
para alimentarse de manera autonoma. Este periodo se corresponde con la fase larvaria
heterétrofa (Barnabé, 1991).

- 30-35 DiAs.
Comienza la metamorfosis, cuando la larva tiene un tamafio aproximado de 10-12
mm. Suele darse cierto canibalismo en los estanques, s no se clasifican adecuadamente,

debido ala dispersion de tallas.

- 60-80 DiAS.
Finaliza la metamorfosis, cuando e alevin mide 20-25 mm., D. labrax adquiere la
morfologia del adulto y comienza e periodo juvenil. En este momento aparecen las

escamas.
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D. labrax se adapta bastante bien al aimento inerte por lo que este cambio de
alimentacion no es muy problemético.

Es importante resaltar la importarcia de las clasificaciones, tal y como indicamos
anteriormente. D. labrax es un pez muy voraz, y s ho se clasifican adecuadamente los
gjemplares de un mismo tanque, se pueden presentar problemas de canibalismo, debido a
la dispersion de tallas. Lo mas usual es redizar una clasificacion recién terminado €
destete, coincidiendo con € final de la metamorfosis.

Entre las maformaciones que presenta esta especie destaca la hiperdilatacion de la
vejiga natatoria, que ocasiona la muerte de la larva por aplastamiento de los demas 6rganos
internos. Este problema se suele presentar entre los 20 y 40 dias de cultivo. Suele deberse a
deficiencias nutricionales o a factores estresantes en el cultivo, tales como excesiva luz o
temperatura, manejo inadecuado, etc.

D. labrax es bastante sensible a contraer infecciones bacterianas del tipo de
vibriosis, sobre todo s la temperatura de cultivo es elevada. Este riesgo se acentla a
efectuar las clasificaciones porque el pez sufre descamaciones por roce, y porgue € estrés
causado por el manegjo lo debilitay lo hace més susceptible. Es conveniente tomar medidas
profilacticas del tipo de bafios preventivos en formol antesy después de las clasificaciones,
y en caso de que se presente lainfeccion, se trata con antibioticos.

Otros problemas que pueden presentarse son infestaciones por parésitos,
enfermedad de la burbuja, etc. Las deformaciones esqueléticas y ausencia de veiga
natatoria eran problemas muy comunes, pero las nuevas técnicas de cultivo han disminuido
mucho su incidencia.

Los mejores indices de supervivencia que se obtienen durante el cultivo larvario de
esta especie oscilan arededor del 40 %.

11-5.3. FASE POSTLARVARIA.

D. labrax adquiere la morfologia de adulto con una tala aproximada de 30mm.
(Barnabé, 1991), aungue a veces se da muy precozmente (a una talla de 20mm.). En este
momento aparecen las escamas. Estos estados se alcanzan en los meses célidos del afio,
teniendo en cuenta el periodo en el que tiene lugar la puesta. Su crecimiento se interrumpe
por las bajas temperaturas invernales. Tessyre (1979, citado por Barnabé, 1991) ha

observado que, en cautividad, los juveniles de D. labrax, aunque contintien alimentandose,
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apenas crecen cuando la temperatura es inferior alos 10 °C.

En este periodo D. labrax, hasta ahora pelégica, se vuelve demersal, y a menudo
vivira cerca del fondo. Este estadio marca una etapa fundamental desde el punto de vista
eco-etol bgico: es en este momento cuando la especie adquiere el carécter ubicuista. Se han
puesto en evidencia fendbmenos de gregarismo tanto en cautividad como en e medio
natural.
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11I-MATERIAL Y METODOS

[11-1. ANIMALESY CONDICIONES EXPERIMENTALES EMPLEADAS.

En este trabgjo se consideran dos experimentos fundamentales y una prueba
experimental adicional, redizadas en e Ingtituto Espafiol de Oceanografia (Centro
Oceanogréfico de Murcia, Planta de cultivos de Mazarrdn), a partir de puestas obtenidas de
progenitores de Dicentrarchus labrax, adaptados a la vida en cautividad.

El primer experimento se realizd con caracter preliminar, y en é se definieron unas
condiciones experimentales, que consistieron basicamente en incrementar la temperatura
ambiental de incubacion y/o cultivo, con € fin de estudiar su efecto sobre el desarrolloy €l
crecimiento larvario de D. labrax mediterranea

En € segundo experimento, aplicamos temperaturas de cultivo mayores a los
empleadas anteriormente, y estudiamos su efecto en dos poblaciones distintas de D. labrax:
alantica y mediterranea; procedentes de reproductores genéticamente distintos. Este
experimento se incluia en un proyecto de investigacion donde se pretendia evauar la
influencia del componente genético y de la temperatura sobre la capacidad de crecimiento
larvario y postlarvario de esta especie. Nuestra contribucion a proyecto consistié en la
valoracion del efecto de la temperatura sobre e crecimiento muscular de ambas

poblaciones de D. labrax.
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Finalmente, se realizO una prueba adicional a partir de una puesta de D. labrax
atlantica obtenida en 1998. La finalidad de esta prueba era introducir agunas
modificaciones en la temperatura de incubacion, y comparar sus resultados con los
obtenidos en |os experimentos anteriores.

A continuacién, se detallan las citadas experiencias:

111-1.1. EXPERIMENTO 1°(1996).

En & primer experimento la puesta fue obtenida a principios del mes de febrero de
1996, a partir de un stock de reproductores de D. labrax mediterranea -60 machos y 30
hembras- que se mantenian en un tanque de 45 nT, con temperatura y fotoperiodo
naturales. El criterio de seleccion de la puesta se fundamenta en los siguientes parametros
de calidad: flotabilidad, transparencia del huevo, esfericidad perfecta, simetria de las
divisiones, y un porcentgje de fecundacién mayor del 80 %. En este caso se seleccion6 una
puesta de aproximadamente 217000 huevos con un 94.2 % de fecundacion obtenida a una
temperatura de 15.4 °C. Dicha puesta se repartio en 4 lotes de aproximadamente 50000
huevos, que se colocaron en 4 tanques de cultivo larvario de 1 nT de capacidad, cilindricos
y de fibra de vidrio, donde tuvo lugar tanto la incubacion como €l posterior cultivo
larvario. Se utilizdé € método de cultivo en oscuridad, sin aimentacion hasta los @60 °C-
dia, momento en que se pusieron con iluminacién continua y se inici6é la aimentacion
larvaria directamente con nauplii de Artemia salina. En el dia 18 de vida se cambi¢ el
fotoperiodo a12/12 (8-20h. luz). Los vaores de oxigeno disuelto se mantuvieron alrededor
de 6.5mg/litro. Este experimento finalizd a los 120 dias de edad. Las temperaturas de
incubacion utilizadas fueron aproximadamente 15 °C y 17 °C, y las de cultivo fueron la
temperatura ambiental (@5 °C) y 17 °C, de modo que los cuatro lotes experimentales
estudiados fueron sometidos a las siguientes combinaciones de temperatura: 15
°C/lambiental, 15/17 °C, 17 °C/ambiental y 17/17 °C, refiriéndonos a la temperatura de
incubaci on/temperatura de cultivo respectivamente (Fig. 7).
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Fig. 7. Registros de temperatura: la aplicacion de altas temperaturas se realizd6 aumentando
aproximadamente 1 °C/dia.

111-1.2. EXPERIMENTO 20 (1997).

En 1997, se realiz6 un segundo experimento, a partir de dos lotes de reproductores
de D. labrax de distinta procedencia geografica: atlantica (11 machos y 23 hembras) y
mediterranea (60 machos y 30 hembras), que se mantuvieron en tanques de 45 n? con
temperatura y fotoperiodo naturales. La puesta de ambos stocks de reproductores tuvo
lugar en el periodo comprendido desde el 10 de enero a 10 de marzo. En D. labrax
atlantica se selecciond una puesta de aproximadamente 309000 huevos, obtenida a finales
de enero, con un 88 % de fecundacion a una temperatura de 14.6 °C. En D. labrax
mediterranea se empled una puesta de aproximadamente 384000 huevos con un 89 % de
fecundacion, recogida a primeros de febrero, a una temperatura de 15.3 °C. Los huevos de
D. labrax atlanticay de D. labrax mediterrénea se distribuyeron en 4 lotes, en ambos
casos, y se incubaron en tanques troncoconicos y de fibra de vidrio, con una capacidad de
0.5 n?, resultando una densidad de 50-100 huevos/litro. El cultivo larvario se realizé en
tanques cilindricos de 1nt, a una densidad de 50 larvas/litro. Se utilizd el método de
cultivo en oscuridad sin alimentacion hasta los 160 °C-dia, momento en que se inicié la
alimentacion larvaria directamente con nauplii de Artemia salina, siguiendo la misma
metodol ogia que en el primer experimento. Este experimento finaliz6 alos 90 dias de edad.
Las combinaciones de temperatura incubacion/cultivo aplicadas fueron (Fig. 8): en D.
labrax atlantica 14.6 °C/ambiental, 16.6 °C/ambiental, 14.6/19 °C y 16.6/19 °C; y en D.
labrax mediterranea 15.3 °C/ambiental, 17.3 °C/ambiental, 15.3/19 °C y 17.3/19 °C. Los
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valores de estas temperaturas presentaron ligeras oscilaciones ¢0.5 °C), por 1o que, a
efectos précticos, a referirnos a las temperaturas aplicadas en ambas poblaciones, 1o
haremos de la siguiente forma: 15 °C/ambiente, 17 °C/ambiente, 15/19 °C y 17/19 °C. Se
hicieron 2 réplicas de cada uno de los lotes, por 1o que € total de tanques experimentales
fue de 8 en cada una de las poblaciones de D. labrax (atlantica y mediterranea). La
finaidad de duplicar los tanques fue garantizar € aprovisionamiento de gemplares,
previniendo asi posibles contratiempos; y aumentar la fiabilidad de los datos medidos al
disponer de un mayor tamafio de muestra, dada la gran variabilidad y heterogeneidad que
suelen presentar 10s g emplares de esta especie.
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Fig. 8 (a,b). Temperaturas aplicadas sobre larvas de D. labrax atlantica (a) y mediterranea (b). La
aplicacion de altas temperaturas se realizd aumentando 1 °C/dia.

[11-1.2.1. ANALISISGENETICO.

El andlisis genético de los reproductores fue realizado por e Departamento de
Genética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Mdaga, que constituye uno de
los grupos de investigacion que participaron en la realizacion del proyecto llevado a cabo
en 1997 (experimento 2°). Los resultados hallados fueron cedidos por los investigadores
responsables para la elaboracion del informe final del citado proyecto. Se resumen, a
continuacion, los aspectos mas importantes.

Todos los reproductores atlanticos y mediterraneos que habian sido marcados
previamente con un sistema electrénico “pit-tag” fueron anestesiados, pesados y medidos,

y seles extrgjo una muestra de sangre para el andlisis de ADN.
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El objetivo del andlisis genético perseguia valorar e grado de diferenciacion
genética existente entre los dos lotes de reproductores empleados en € proyecto: Atlantico
(A) y Mediterraneo (M), asi como estimar posibles efectos de deriva genética en la
descendencia (F1), ocasionada por un “tamario efectivo pequefio”, o lo que es lo mismo,
por la participacion de un nimero reducido de progenitores.

La primera parte del objetivo se llevd a cabo analizando la variabilidad de dos loci
de microsatélites Dla 6 y Dla 11, desarrollados para D. labrax por Castillo y Mc Andrew!
(1998). Para €ello, se hizo extraccion del ADN de muestras de sangre procedente de 79
individuos reproductores del stock (M) y 61 del stock (A). Se intentaron otros dos loci
microsatélites, pero la resolucién no fue suficiente como para generar informacion fiable.
No obstante, el alto nimero de alelos detectados a partir de Dla 6 (11) y de Dla 11 (14)
permitia la obtencién de parametros fiables de variabilidad genética y diferenciacion entre
ambos stocks.

Los parametros de estructura genética y de diferenciacion de ambos stocks se
calcularon con los programas GENEPOP GENETIX 2.

Los resultados obtenidos en las frecuencias genotipicas, indican que ambos
cumplen las condiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg, p=0.772 para (A) y p=0.190
para (M), con lo cua se esperaria que, en ausencia de efecto de deriva genética, las
frecuencias aélicas de equilibrio se tendrian que mantener en la descendencia. Sin
embargo, este Ultimo aspecto no pudo ser probado ya que hubo una alta mortandad en la
F1 de algunos lotes, y no se pudieron analizar muestras representativas de la progenie.

El estadistico empleado para valorar € grado de diferenciacion genética entre
ambas muestras fue e Fst, cuyo valor (Fst=0.091) tras ser sometido a un test de
significacién, indica que la probabilidad de que ambos stocks sean diferentes es del 97%.
Otro parametro, €l Test de diferenciacion, corrobora estos datos.

Estos resultados sugieren que en base a los marcadores utilizados, € stock (A) y €

(M) deben ser considerados genéticamente diferentes.

!Castillo R. and B. Mc. Andrew, 1998. Two polymorphic microsatellite markers in the european seabass,
Dicentrarchus labrax (L). Animal Genetics, 29 (2):151.

“Raymond M. and F. Rousset, 1995. GENEPOP (1.2.) population genetics software for exact tests and
ecumenicism. J. Heredeity, 86: 248-249,

Belkhir K., P. Borsa, J. Boudet and F. Bonhomme, 1996. GENETIX, logiciel sous Windows pour la
genetique des populations. Laboratoire Genome et populations, CNRS UPR 9060, Université de Montpellier
I, Montpellier.
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111-1.3. EXPERIMENTO 3 (1998).

Finalmente se realizé una prueba adicional complementaria en 1998. En esta prueba
se empled una puesta de aproximadamente 126000 huevos de progenitores de D. labrax
atlantica, obtenida en similares condiciones a las indicadas anteriormente; y se distribuy6
en dos lotes que fueron sometidos respectivamente a 19/19 °C y a 19 °C/ambiental (Fig. 9),

siguiendo la metodologia descrita en los otros experimentos. Esta prueba finalizd a los 40
dias.
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Fig. 9: Registros de temperatura: la aplicacion de altas temperaturas se realizé aumentando
aproximadamente 1 °C/dia

La tabla 1 muestra las combinaciones de Tadncubacion/T4acultivo utilizadas en todos los
experimentos incluidos en este trabajo:

Tabla 1.
Experimento 1° (1996) Experimento 2° (1997) Experimento 3° (1998)
D. labrax mediterréanea D. labrax D. labrax atlantica

atlantica y mediterranea

15 °C/ambiente 15 °C/ambiente 19 °C/ambiente
17 °C/ambiente 17 °C/ambiente 19/19°C
15/17°C 15/19°C
17/17°C 17/19°C
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[11-2. TOMA DE MUESTRAS.

Las muestras se tomaron en distintos momentos del desarrollo larvario y en la fase
postlarvaria. Cada uno de los puntos de toma de muestras se definié en funcion de la
culminacién de algun estadio de desarrollo caracteristico (“hecho biol6gico”) o de acuerdo
con la pauta de alimentacion (Fig. 10). En los estadios correspondientes a la eclosion,
apertura de la boca y escamacion, las muestras se tomaron cuando la mayoria de los
gjemplares de cada tanque (alrededor del 90 %) alcanzaron este estadio. A continuacion, se
detalla €l calendario de toma de muestras y los estadios correspondientes para cada
experimento (Tablas 2-4).

Tabla 2.

Experimento 1° (1996), D. labrax mediterranea

Toma de muestras Edad °C-Dia.
(hecho bioldgico o nutricional) (dias posteclosion)
Eclosion 0 dias (incubacién: 2 diasa 17 °C). 35.5°C-d.
0 dias (incubacion: 3 dias a 15 °C). 45.4°C-d.
5 dias (17/17 °C). 122 °C-d.
Apertura de la boca 6 dias (15/17 °C). 129.6 °C-d.
7 dias (17 °Clambiente). 157.3 °C-d.
8 dias (15 °C/ambiente). 148.4 °C-d.
Plena fase de alimentacion viva 15 dias.

con nauplii de artemia

Comienzo del destete 35 dias.

(pienso de arranque)

Final del destete 50 dias.
(sdlo dimentacidn inerte)
Fin de lametamorfosis larvaria 78 dias (17/17 °C y 15/17 °C).
(escamacion) 89 dias (17 ®C/ambiente).
110 dias (15 °C/ambiente).
Fase postlarvaria (alevines) 120 dias.
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Tabla 3.

Experimento 2° (1997), D. labrax atlanticay mediterranea

Toma de muestras
(hecho bioldgico

o nutricional)

D. labrax atlantica

D. Labrax mediterranea

Edad °C-dia Edad °C-dia
(dias posteclosion) (dias posteclosion)
Eclosion 0d. (inc. 3d. a17°C) | 496°C-d. || 0d.(inc. 25d. a17 °C) | 435 °C-d.
0d.(inc.4d. al15°C) | 594°C-d. | 0d.(inc.3d. a1l5°C) |45.9°C-d.
4d. (17/19°C). 142 °C-d. 3d. (17/19°C). 1286 °C-d.
Aperturadelaboca|  4d. (15/19°C). 151.1 °C-d. 4d. (15/19°C). 136.3 °C-d.
6d. (17°Clamb). | 1586°C-d. | 5d.(17°C/amb). |146.6°C-d.
6 d. (15°C/amb.). 162.9 °C-d. 6 d. (15°C/amb.). 146.9 °C-d.
Alimentacion viva 20 dias. 20 dias.
(nauplii de artemia)
Comienzo destete 48 dias. 55 dias.

(pienso de arranque)

Fin metamorfosis
larvaria

(escamacion)

52 d. (15/19 °C y 17/19 °C).
71 d. (15°C/amb. y 17 °Clamb.).

52 d. (1519 °C y 17/19 °C).
67 d. (17°C/amb.).
73d. (15 °C/amb.)

Fase postlarvaria

(alevines)

90 dias.

90 dias.
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Tabla4.
Experimento 3° (1998), D. labrax atlantica

Toma de muestras Edad (dias posteclosion) °C-Dia.

(hecho bioldgico o nutricional)

Eclosion O dias (inc. 2 dias). 37.8°C-d.
Aperturade laboca 3 dias (19 /19 °C). 126.5°C-d.
4 dias (19 °C/ambiente). 113.7 °C-d.
Aimentacion viva 20 dias.

(nauplii de artemia)

Comienzo del destete 40 dias.

(pienso de arranque).

De cada estadio de toma de muestras correspondiente a cada experimento (1°, 2°,
39), serecogieron 50-100 larvas por tanque experimental, para su anadlisis morfomeétrico. El
transporte de los especimenes a laboratorio del Area de Anatomia y Embriologia de la
Facultad de Veterinaria de Murcia se realizd mediante contenedores de agua opacos
provistos de oxigenadores. Tras un periodo de reposo de unos 30 minutos, 1os peces fueron
sobreanestesiados en los contenedores por adicion a agua del acido 3-aminobenzoico etil
éster de la sal metanosulfonato (MS222, SIGMA), y se digieron a azar 10

especimenes/tanque experimental para ser procesados.

Por otro lado, en &l Centro Oceanogréfico de Mazarron (1.E.O) se llevo a cabo la
medicion de diversos parametros corporales. Asi, en e experimento 1° (1996), se tomaron
muestras de la longitud corporal de forma periddica (cada 210 dias) desde la eclosion
hasta los 120 dias; y se midieron los pesos corporales en e periodo comprendido desde los
37 alos 58 dias. De la misma forma, en e experimento 2° (1997), se midié la longitud
corporal desde la eclosion hasta los 90 dias, y |0s pesos corporales se registraron desde los
40 dias hasta €l final del estudio. En este segundo experimento se midieron también el
diametro de los huevos a lo largo de la fase embrionaria, y la longitud del saco vitelino

durante la fase vitelina, con la ayuda de una lupa binocular acoplada a un micrémetro.
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Todas las medidas se redlizaron a partir de 10 larvas/tanque de cultivo cada uno de
los dias de toma de muestras. Ademas, en € experimento 2° (1997) se emplearon tanques
duplicados resultando un total de 16 tanques experimentales. En todos ellos se midieron los

citados parametros y el porcentaje de supervivenciafinal.

[11-3. PROCESADO.

Comienza con la fijaciéon de los especimenes seleccionados (la totalidad de la larva
0 su segmento caudal, segin e tamafio) en glutaraldehido a 2.5% en tampdn cacodilato
0.1M (pH 7.2-7.4) durante 3 horas, a una temperatura de 4 °C. A continuacion, € material
se mantiene durante una noche en solucién lavadora 0.35% de sacarosa en tampdn
cacodilato 0.1 M (pH 7.2-7.4), ala misma temperatura. El resto del procesado, detallado a
continuacion, se completd en el Servicio de Microscopia Electronica de la Universidad de
Murcia (Método de Wansony Drochman, 1968).

111-3.1. INCLUSION EN EPON.

La metodologia usada fue la siguiente:
-Postfijacion en acido 6smico a 1%, 2 horasy mediaa 4 °C.
-Tincion en acetato de uranilo a 4.8% en tampon verona (pH 7.2-7.4) durante 2
horas, a4 °C.
-Deshidratacion en escala ascendente de al coholes (30%, 50%, 70%, 90% y 100%),
dando un pase de 20 minutos por cada uno de ellos, y dos pases por €l absoluto.
-Oxido de propileno, dos pases de 30 minutos.
-Preinclusion en mezclas de 6xido de propileno y EPON (3/1, 3/2, 1/3) una hora
cada una, para degarlo posteriormente en EPON puro durante una noche a
temperatura ambiente (Luft, 1961).
-Inclusion en cépsulas de EPON puro, 48 horas a 75 °C.

Se obtuvieron 10 muestras (blogues de EPON) por cada tanque experimental en

cada uno de los dias de toma de muestras.
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[11-3.2. SECCIONES.

A partir del material encapsulado en bloques de EPON, se eligieron a azar 5
especimenes en cada uno de los estadios definidos. Hemos considerado suficiente €l
ndimero de 5 ejemplares, dado que en los estudios morfométricos realizados hasta ahora en
musculo de peces, € numero més frecuente de especimenes procesados es de 3 a 5
(Stickland et al., 1988; Veggetti et al., 1990, 1993; Nathanailides et al., 1995a; Johnston et
al., 1998).

Se redlizaron cortes transversales semifinos de 0,5-1um. de espesor, con un
ultramicrotomo Reichert Jung modelos ultracut y ultracut-E. El punto de corte elegido fue
inmediatamente caudal a la apertura anal. Las secciones semifinas fueron tefiidas usando la
ténica Ontell (1974).

111-3.3. TINCION: Técnica de Ontell (1974).

Esta técnica tiene un elevado poder de resolucion en los estudios de microscopia
optica (Fig. 11), por lo que puede ser usada para estudios descriptivos sobre los
mecanismos celulares de crecimiento muscular y para la redizacion de estudios
morfomeétricos relacionados. La aplicacion de la técnica precisa que € material de partida
se encuentre incluido en EPON o sustancia semejante, segin e protocolo descrito
anteriormente. La tincion requiere como condicion previa la deseponizacién de los cortes,

para que los colorantes histol 6gicos puedan penetrar en €l tejido.

[11-3.3.1. DESEPONIZACION.

-Poner los cortes semifinos como minimo 1 hora en una solucion saturada de
hidroxido sodico en acohol etilico absoluto. Esta solucion ha de realizarse con dos
o tres dias de antelacion para que en e momento de su utilizacion tenga un color
marron pajizo.

-Secar bien los portaobjetos en papel de filtro.

-Bario de los cortes durante 5 minutos en alcohol etilico absoluto.

- Repetir esta operacion en acohol nuevo.
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-Introducir los cortes durante 5 minutos en tampon fosfato pH:7.

-Lavar muy bien con agua destilada.

[11-3.3.2. TINCION.

-Previamente debemos fabricar dos soluciones: Solucion A (0.4% de fucsina basica
en metanol a 25%) y solucién B (mezclar volumenes iguales de Azur Il a 1% en
agua destilada, Azul de metileno a 1%, Bicarbonato sodico a 5% y Alcohol
metilico absoluto). A la solucion obtenida de la mezcla se le afiade una cantidad
igual de agua destilada:

-Tefiir durante 7-8 minutos en la solucion A calentada a 54 °C.

-Lavar bien con agua destilada.

-Téfir durante 20 segundos en la solucion B también a 54 °C.

-Lavar varias veces en agua destilada. Si la tincidn es débil retefiir en la solucion B
durante algunos segundos mas.

-Secar los portas d aire.

-Pasar |os portaobjetos por xilol y montar con D.P.X.

[11-4. FOTOGRAFIADO.

Con € fin de hacer mas cémoda la interpretacion de los resultados morfométricos,
se redizaron fotografias de los campos histologicos después de las tinciones. Las
preparaciones de microscopia optica son fotografiadas a color con un microscopio LEITZ

DIALUX 20, con equipo automético de fotografiado.

111-5. ANALISISMORFOMETRICO.

I11-5.1. PARAMETROS

El andlisis morfométrico consistio en la cuantificacion de los siguientes parametros

en cada uno de los g emplares:
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. Area transversal total de los misculos rojo y blanco. Area transversal total del
miotomo.
- Numero de fibras de los mascul os blanco y rojo.

. Area'y diametro minimo de las fibras de los miscul os blanco y rojo.

111-5.1.1. AREAS TOTALES DE LA SECCION TRANSVERSAL DE LOS MUSCULOS

BLANCO Y ROJO. AREA TRANSVERSAL TOTAL DEL MIOTOMO.

Las areas transversales de los musculos blanco y rojo se midieron por separado en
las dos mitades corporales de cada larva. El muasculo rosa, definido segin sus
caracteristicas estructurales desde los 50 dias, aproximadamente, ha sido considerado como
parte del musculo blanco, a efectos morfométricos.

El &rea transversal total del miotomo se hallé mediante la suma de las éreas de los
musculos rojo y blanco. El areatotal del miotomo incluye las dos mitades del cuerpo de la
larva, excluyéndose la musculatura de las aletas dorsal y ventral. Se determind también la
proporcién de los masculos rojo y blanco, respecto a total del miotomo, a lo largo del
desarrollo.

Las mediciones se realizaron a partir de las secciones tefiidas mediante la técnica
Ontell (1974), excepto en los Ultimos estadios de las experimentos 1° y 2° (escamacion y
120 diasen D. labrax de 1996, y alos 90 dias en € stock de D. labrax de 1997). En dichos
estadios, dado €l gran tamafio de estas larvas, se realizaron secciones transversales de la
totalidad de la larva a nivel de la apertura anal, y las muestras obtenidas se congelaron en
2-metilbutano, enfriado sobre nitrégeno liquido. Posteriormente, se seccionaron en
criostato Reichert Jung (modelo Criocut E) a 8 um. de grosor, y se tifieron con
hematoxilina-eosina.

Las imégenes se captaron mediante camara de video conectada a un microscopio
Axioskop (Zeiss) a diversos aumentos. La medicion se realiza sobre € monitor, mediante
un sistema de andlisis de imagen disponible en € Servicio de Estudio y Proceso Digita de
Iméagenes de la Universidad de Murcia. El hardware consiste en el Sistema IMCO 10
Kontron bildanalyse (IMCO 10 Image Computer), mientras que & software lo compone €

paquete MIP.
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[11-5.1.2. NUMERO Y AREA DE LASFIBRASDE LOSMUSCUL OSBLANCO Y ROJO.

Se contaron y midieron las fibras de los misculos blanco y rojo de la seccién
transversal del miotomo. Mediante la cuantificacion del area transversal de las fibras a lo
largo de los estadios se valora la hipertrofia muscular. EI andlisis morfométrico incluy6
también la cuantificacion del didmetro minimo de las fibras, s bien, dado que los
resultados fueron similares a los obtenidos para € area fibrilar, no hemos hecho referencia
a este pardmetro en la exposicién del trabajo. No obstante, los resultados correspondientes
guedan recogidos, en su mayoria, en e Anexo. La hiperplasia muscular se obtiene a
comparar € nimero total de fibras musculares que presentan los gjemplares de cada tanque
en cada estadio larvario. El contge fibrilar se realizd directamente sobre montajes

fotograficos a un aumento suficiente.

111-5.2. NUMERO DE EJEMPLARESMEDIDOS,

Para la medicion de los pardmetros musculares referidos se utilizaron 5 gjemplares
de cada tanque en cada estadio de toma de muestras, excepto en los Ultimos estadios de los
experimentos 1°y 2° (120 dias en D. labrax de 1996, y 90 dias en el stock deD. labrax de
1997), en los que se midieron 2 larvas/tanque (D. labrax de 1996) y 2-4 larvas/tanque (.
labrax de 1997).

111-5.3. NUMERO DE ESTRUCTURASMEDIDASEN CADA EJEMPLAR.

[11-5.3.1. NUMERO DE FIBRAS.

Se contaron todas las fibras blancas y rojas correspondientes a una mitad corporal
de la larva (a partir del septo transverso y hacia los limites epi e hipoaxial de la seccién
transversal del miotomo). Este contaje no se pudo realizar en los estadios correspondientes
alaescamacion y alos 120 dias de D. labrax de 1996 (experimento 1°); y alos 90 dias en

D. labrax de 1997 (experimento 2°). Esto fue debido a gran tamafio que presentaban los
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gemplares en estos Ultimos estadios, 1o que dificultdé & procesado y no nos permitio
realizar un contagje preciso del nimero de fibras en las muestras obtenidas. Por €llo, en
estos estadios se realizd una estimacion del nimero de fibras blancas a partir de los datos
correspondientes a area transversal del musculo blanco y su érea fibrilar, de manera que
dividiendo ambos parametros se hallé un nimero estimado o tedrico de fibras blancas, para
este estadio.

111-5.3.2. AREA MEDIA DE LA SECCION TRANSVERSAL DE LASFIBRAS.

A la eclosién y a la apertura de la boca, se midieron la préctica totalidad de las
fibras blancas y rojas de una mitad corporal de lalarva (desde e septo transverso hacialos
limites epi e hipoaxial del miotomo). Desde € siguiente estadio (15-20 dias) hasta € final
de cada experimento, dado el gran nimero de fibras, se €ligié una zona representativa en la
gque se midieron todas las fibras. Esta zona del miotomo se corresponde con la zona
intermedia de los cuadrantes epi e hipoaxiales (Fig. 11a), y proporciona un ndmero
suficiente de fibras, para hacer significativo el muestreo, con fines estadisticos.

Para la obtencion de todos los resultados morfométricos se han utilizado los medios
del Servicio de Estudio y Proceso Digital de Iméagenes de la Universidad de Murcia

[11-6. ANALISISDE LOS DATOS.

L os resultados obtenidos han sido interpretados bajo dos perspectivas: crecimiento

absoluto y tasas de crecimiento y desarrollo.

> El crecimiento absoluto o neto es una descripcion cuantitativa de cémo
acontece el crecimiento del miotomo, en sus dos componentes: hipertrofia e hiperplasia
Estos mecanismos de crecimiento han sido cuantificados en cada estadio de toma de
muestras, mediante la medicién de todos los parametros musculares (area y nimero de
fibras blancas y rojas, y seccion transversal de los musculos blanco, rojo y total del

miotomo). Los resultados obtenidos (en valor absoluto) se expresan mediante el valor

9%
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medio de cada parametro y su error standar ( X = sem). En € capitulo de resultados, solo
se hace referencia a los valores medios ( X ), omitiendo € error estdndar (sem) con € fin
de smplificar su exposicion y representacion gréficas. No obstante, €l Anexo que se
adjunta a final de este trabajo recoge todos los datos mencionados.

El andlisis estadistico de los datos se realizd con los programas STATGRAPHICS
(3.0), y SYSTAT (P.win. 5.0). En este sentido, se ha utilizado la estadistica descriptivay el
andisis de la varianza, para un grado de confianza que en ningun caso fue menor a 95%
(Anova, p<0.05). El andlisis “post-hoc” se realizd mediante el test de Tuckey. El andlisis
de la varianza se aplico para cada uno de los estadios de toma de muestras, |0 que nos
permitié determinar la influencia de la temperatura de incubacion y de cultivo, asi como la
interaccion entre temperatura de incubacion/temperatura de cultivo (T4nc.* T4cult.), sobre
el tamafio del miotomo y sobre € area y nimero de fibras, en las diferentes etapas de
crecimiento larvario.

El andlisis estadistico llevado a cabo en 1997 (experimento 2°) se realizd siguiendo
un doble criterio, dado que se emplearon 2 poblaciones de D. labrax genéticamente
digtintas. por un lado, se trataron los datos separando ambas poblaciones, o que nos
permite definir e comportamiento propio de cada poblacion frente a la temperatura. Por
otro lado, se realizd un tratamiento conjunto agrupando los resultados hallados en ambas
poblaciones, con lo que se pretende valorar la existencia de diferencias en la dindmica de
crecimiento muscular entre las dos poblaciones.

Finalmente, se realizaron histogramas de frecuencia del area de las fibras, lo que
permite caracterizar la poblacion fibrilar en cada eemplar, y, poder asi, comparar su

distribucion (% de cada tamafio) en cada combinacién de temperaturas.

» Tasa de crecimiento muscular y tasa de desarrollo. La tasa de crecimiento
muscular se corresponde con € crecimiento relativo o incremento diario que experimenta
el masculo; y la tasa de desarrollo equivale a la inversa de los dias necesarios para
completar un estadio de desarrollo dado.

Ambos conceptos, por tanto, muestran la eficiencia de dos parametros biol6gicos
gue estan estrechamente relacionados. crecimiento muscular y desarrollo corpora de las
larvas (Atkinson, 1996), por lo que, lavaloracion del efecto de la temperatura sobre la fase
larvaria, implica @ estudio de ambos fendmenos. Con € fin de asociar estos dos
parametros, la tasa de crecimiento fue calculada en 3 estadios de desarrollo caracteristicos:

eclosion, apertura de labocay escamacion.
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> A partir de la representacion gréfica de los valores de las tasas de crecimiento
muscular y de desarrollo corporal, se han hallado ecuaciones experimentales que tratan de
expresar numéricamente € grado de sensibilidad del crecimiento muscular y del desarrollo
corporal frente a latemperatura, alo largo de lafase larvaria

L as ecuaciones experimental es obtenidas para la tasa de desarrollo y de crecimiento
vienen expresadas de la siguiente manera: D=a+bT?2 y C=atbT2 donde D y C son tasa de
desarrollo y tasa de crecimiento, respectivamente; T2 es latemperaturay b es la pendiente
de la recta. Estas ecuaciones se han realizado mediante interpolacion o gjuste lineal, segin
los casos, de los datos hallados para cada estadio de desarrollo frente a la temperatura. La
pendiente de la recta obtenida, representa numéricamente la sensibilidad del crecimiento y
del desarrollo frente a la temperatura. Es importante sefialar que e objetivo de estas
ecuaciones es meramente orientativo, ya que necesitariamos mayor nimero de datos para
poder halar una ecuacién que defina reamente la sensibilidad del desarrollo y del
crecimiento muscular de D. labrax frente a la temperatura. No obstante, las ecuaciones
obtenidas aportan una visién aproximada de la tendencia de ambos procesos frente a la
temperatura en esta especie, facilitando la comprensién de los resultados. Similares
ecuaciones han sido halladas por otros autores para describir la influencia de la
temperatura sobre el desarrollo larvario de los peces (Winberg, 1987, citado por Kamler,
1992).

Para este tipo de estudios, los estadios de desarrollo incluidos en este trabagjo han
sido los siguientes. eclosion, apertura de la boca y escamacion; hechos bioldgicos que
determinan el final de los periodos embrionario, prelarvario ylarvario, respectivamente.
Los mecanismos de crecimiento hipertréfico e hiperplasico dependen de numerosos
factores, tales como las caracteristicas del desarrollo larvario, la pauta de alimentacion, etc.
Para comprender € efecto de latemperatura sobre los estadios de desarrollo, es importante
conocer las caracteristicas que los definen. Los aspectos més destacados de estas fases son

los siguientes:

v Periodo de incubacion: es la fase embrionaria, que comprende desde la
fertilizacion hasta la eclosion.
v Periodo prelarvario o eleuteroembrionario: es un periodo inactivo, en el que

la larva recién eclosionada permanece flotando en la superficie del agua. Durante esta
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etapainicia la larva ain no ha abierto la boca 'y se mantiene de las reservas vitelinas. Este
periodo comprende desde la eclosion hasta la apertura de 1a boca.

v Periodo larvario: e wuna fase de transicion (metamorfosis)
en la que acontecen una serie de cambios morfolégicos y funcionales que culminan con la
madurez biologica de los tgidos y 6rganos, con la excepcion de los érganos reproductivos.
Asi, durante esta etapa las agalas se hacen funcionales y la monocapa muscular roja
adquiere las caracteristicas propias del musculo rojo adulto. La larva es capaz de
aimentarse por si misma, y e comportamiento natatorio va perfeccionandose,
coincidiendo con la transicion de las fibras larvarias a adultas (Batty, 1984; Blaxter, 1988,
citado por Kamler, 1992). Como referencias principales para definir este periodo, se
considera que comienza con la apertura de la boca y se completa con la aparicién de las
escamas, hecho gque determina e fin de la metamorfosis larvariay € comienzo de la etapa

dedevin.

El siguiente cuadro (Tabla 5) resume los 3 experimentos incluidos en este trabajo, y

recoge las tomas de muestras que engloba cada estadio de desarrollo:

Tablab.

Experimento 2° (1997)

D. labrax atlanticay

Experimento 1° (1996)
D. labrax mediterranea

Experimento 3°
(1998)

mediterranea D. labrax atlantica

Estadios de

desarrollo Toma de muestrasy edad de los g emplares

Periodo embrionario.

Eclosion.

Eclosion.

Eclosion.

Periodo prelarvario.

Aperturaboca: 5-8d.

Aperturaboca: 3-6 d.

Aperturaboca: 3-4 d.

Periodo larvario.

- 15 dias.
- Inicio destete: 35dias.
- Fin destete: 50 dias.

-20dias.

- Inicio destete: 48-55 d.

- 20dias
-40 dias.

Fin metamorfosis

larvaria.

Escamacion: 78-110 dias.

Escamacion: 52-73 dias.

Inicio dela fase

postlarvaria.

120 dias.

90 dias.
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|V.-RESULTADOS

Como yaindicamos en € capitulo de material y métodos, este trabajo incluye varias
experiencias realizadas con diferentes poblaciones de lubina, Dicentrarchus labrax L. El
primer experimento se llevd a cabo en 1996, con larvas de D. labrax mediterréanea
sometidas a diferentes regimenes de temperatura, con e fin de estudiar € efecto de la
temperatura sobre e desarrollo y e crecimiento larvario de esta especie. Para ello se
midieron los pardmetros musculares, las tallas y pesos corporales de las larvas, y se
registraron algunos datos referentes a la supervivencia.

Tras esta primera experiencia, pretendimos abordar con mas profundidad el efecto
de la temperatura, introduciendo diferentes regimenes de temperatura a los empleados
anteriormente, y estudiando su efecto en dos poblaciones de D. labrax: atlantica y
mediterranea, procedentes de reproductores genéticamente distintos. Con ello evaluamos
la influencia del componente genético y de la temperatura sobre la capacidad de
crecimiento larvario y postlarvario de esta especie. Este ultimo trabajo se llevo a cabo en
1997, y en @ se midieron los mismos parametros que en 1996, pero se incluyeron otras
medidas, tales como el tamafio de los huevos de |a puesta de ambas poblaciones de D.
labrax, lalongitud de los sacos vitelinos y la supervivencia final.

Finalmente, se realizd una prueba adicional a partir de una puesta de D. labrax
atlantica obtenida en 1998. La findidad de esta prueba complementaria fue la de
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introducir algunas modificaciones en la temperatura de incubacién, y comparar sus

resultados con los obtenidos en |os experimentos anteriores.

En la exposicion de los resultados obtenidos en cada uno de los experimentos,

vamos a seguir el siguiente orden:

1°) Descripcion general de la estructura de la musculatura axial.

2°) En cada uno de los experimentos, se muestran en primer lugar los resultados
correspondientes al  crecimiento muscular absoluto o neto (" X = sem). El crecimiento
muscular, en valores absolutos, ha sido hallado en cada estadio de toma de muestras para
todos los pardmetros musculares (&rea y nimero de fibras blancas y rojas;, y éreas
transversales de los musculos blanco, rojo y total del miotomo).

3°) A continuacion, se redliza la valoracion del efecto de la temperatura sobre la
tasa de crecimiento de la musculatura y la tasa de desarrollo corporal. Ambos
parametros se han calculado paratres estadios de desarrollo caracteristicos:

- Periodo de incubacion o fase embrionaria: comprende desde |a fertilizacion hasta
laeclosion.

- Periodo prelarvario o eleuteroembrionario: desde la eclosion hasta la apertura de
laboca

- Periodo larvario: comienza con la apertura de la boca y la reabsorcion del saco
vitelino, y se completa con la aparicion de las escamas, 10 que determina € fina de la

metamorfosis.

» La tasa de crecimiento muscular (crecimiento relativo) indica e incremento
diario que experimenta e musculo (crecimiento absoluto/dias transcurridos para
alcanzarlo), y ha sido hallada en los estadios de desarrollo (eclosion, apertura de la boca 'y
escamacion) para los parametros mas representativos. area total del miotomo, y nimero y
area media de las fibras blancas. Dado que |os estadios de desarrollo se completan antes en
los gemplares cultivados a altas temperaturas, el concepto de tasa de crecimiento nos
permite hallar la eficiencia o velocidad de crecimiento muscular de las larvas sometidas a

diferentes regimenes de temperaturas.
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» Latasa de desarrollo equivale alainversa de |los dias necesarios para completar
un determinado estadio de desarrollo.

> A partir del calculo de dichas tasas hemos obtenido ecuaciones experimentales
que tratan de expresar numéricamente el grado de sensibilidad del crecimiento y del

desarrallo, frente ala temperatura.

4% Representacion grafica de los datos de los pardmetros corporales mas

importantes, fundamentalmente longitudes y pesos corporales; asi como supervivencias.

59 Corolario: se compara el crecimiento muscular entre algunas de las poblaciones
incluidas en este trabgjo, a las que se les aplicaron diferentes temperaturas de incubacion.
Ademas, se redliza el tratamiento conjunto de las tasas de desarrollo obtenidas en todas las
poblaciones con €l fin de hallar la tendencia general del desarrollo corporal de esta especie

frente alatemperatura.

6°) Anexo (véase a fina de la monografia): incluye las tablas donde se recogen

detalladamente los valores de los pardmetros musculares medidos en este estudio.

Aungue vamos a describir los resultados hallados en todos los lotes, estos seran
tratados con mas profundidad en la experiencia de 1997, que constituye € e principa de
este trabgo, ya que contiene un mayor niumero de aspectos que en e resto de

experimentos.

Describimos a continuacion, |as caracteristicas generales que presenta el miotomo de

las larvas alo largo de este estudio.
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IV-1. ESTRUCTURA DE LA MUSCULATURA AXIAL

A la eclosion (dia cero) (Fig. 12), las larvas de D. labrax presentan 2 estratos
musculares: musculo superficial rojo y musculo interno blanco. Las fibras superficiales
integran una monocapa, caracteristica de los estadios iniciaes larvarios. Estas fibras se
extienden desde € septo horizontal hasta los extremos epi e hipoaxiales del miotomo, y
estdn situadas bagjo la piel, dispuestas a modo de columna. Poseen gran porcentaje de
mitocondrias, que ocupan la zona del sarcoplasma mas proximaalapiel.

Las fibras blancas internas son poligonales y constituyen la mayor parte de la
seccion transversal del miotomo. La miofibrillogénesis es todavia incompleta, y suelen

presentar un nlcleo central, caracteristico de las fibras inmaduras (miotubos).

En d momento de la apertura de la boca (3-8 dias) alin se observan nlcleos en
posicion central en las fibras blancas, s bien se aprecia un aumento considerable del

contenido miofibrilar (Fig. 13).

Desde los 15-20 dias, las fibras blancas estan perfectamente diferenciadas, con un
ato contenido de miofibrillas, y los nicleos situados en la periferia (Figs. 11ad, 14). Se
aprecian zonas germinales de fibras de nueva generacion en los extremos epi e
hipoaxiales del miotomo, y en la estrecha zona situada en € limite entre los musculos
blanco y rojo que se extiende desde € septo horizontal hasta las zonas apicales. De igua
forma, comienzan a observarse agunas fibras peguefias, muy escasas, entremezcladas en
el grosor de la zona intermedia del miotomo. En esta etapa se observan también nuevas
fibras rojas que presentan alto contenido miofibrilar y escasas mitocondrias. Estas fibras
se sittian bgjo la monocapa de fibras superficiales, agrupadas a nivel del septo horizontal,
y alos 40-50 dias constituyen un estrato de 5-7 capas de fibras. Al mismo tiempo, entre
los musculos rojo y blanco se van diferenciando las fibras del musculo rosa,
caracterizadas por un contenido relativamente abundante tanto en mitocondrias como en

miofibrillas.

Al final del desarrollo larvario y en la etapa postlarvaria, los tres estratos
musculares (musculos rojo, intermedio 0 rosa y blanco) son histol6gicamente

diferenciables (Figs. 11b). Se observa una gran diversidad de tamafios fibrilares extendida
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por todo el grosor del miotomo (Fig. 15), constituyéndose el mosaico caracteristico de las
especies gque alcanzan un gran tamafnio durante la fase adulta (Weatherley y Gill, 1981,
Weatherley et al., 1988).

En los extremos apicales del miotomo, el nimero de fibras pequefias disminuye
debido a un aumento de su area fibrilar, respecto a estadios anteriores; y bajo € musculo
rojo contintia observandose una zona proliferativa de fibras.

En estas fases, e musculo rojo manifiesta también cierta apariencia de mosaico,

por la aparicion de fibras pequefias de nueva generacion.
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Fig 12 (ab) & labrax de | dia, incubada a 17 °C B: musculo blanco: R: mon weapa de
ibras rojas, . nucleo de miolubo, N: notocorda. M: meédula espinal (%350, v xX%i
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Fig. 14 Larva de 20 dias de /2. fabrax sometida a 15/197C (x33 B: musculo blanco, R: muiscul
rojo, nr: fibras rojas de nueva generacion, nb: fibras blancas de nueva weneracian, She sept

horizontal St septo transvierso

Fig 15 Muscule blanco de larva de /3 fabray de 35 dias (fin de la meramortfosis) sometida a 17719 %(

({x323) Se observa un mosaico de tamanos fibnlares B: fibras del musculo blanco, nb: fibras blancas de

NUSVA deNeracion. n: :Z'..l...'.:L'l'
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IV-2. CRECIMIENTO MUSCULAR Y DESARROLLO LARVARIOS:
EXPERIMENTO 1° (1996).

En € estudio llevado a cabo en 1996, se emplearon gjemplares procedentes de una
puesta de D. labrax mediterranea, sobre los cuales se aplicaron las siguientes
combinaciones de T4nc/Tacultivo: 15 °C/ambiente, 17 °C/ambiente, 15/17 °C, 17/17 °C.

La temperatura ambiente inicialmente fue de @5 °C, y aumentd progresivamente

de forma gradual (ver Fig. 7 de materia y méodos).

En primer lugar, se exponen los resultados més significativos (X = sem)
correspondientes al crecimiento absoluto o neto de los parametros musculares. Con €l fin
de simplificar los resultados obtenidos, solo se presentan las gréficas mas representativas.
No obstante, en € Anexo que complementa los resultados se incluyen las tablas que
recogen todos los datos hallados en este estudio.

La vaoracion estadistica de los datos se ha realizado mediante un Andlisis de la
Varianza (Anova, p<0.05) considerando conjuntamente las cuatro combinaciones de

temperatura empleadas. En € andlisis post hoc se empleo € test de Tukey.

IV-2.1. CRECIMIENTO MUSCULAR.

Las Figs. 16-18 representan el efecto de la temperatura sobre el crecimiento de la
musculatura desde la eclosion hasta €l final del estudio. Tal y como se puede apreciar, la
dindmica de crecimiento muscular y el efecto que gerce la temperatura sobre €lla, varian
en las diferentes etapas del desarrollo larvario.

Los resultados més significativos hallados en cada una de estas etapas fueron los

siguientes.

IV-2.1.1. FASESEMBRIONARIA Y PRELARVARIA.

En esta etapa incluimos dos hechos bioldgicos relacionados con e desarrollo:
eclosion (dia cero o final de la fase embrionaria) y apertura de la boca (5-8 dias

posteclosion, final de la fase prelarvaria).
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Durante la fase prelarvaria se aprecia un aumento en €l area de las fibras blancas
respecto a la eclosion, mientras que €l nudmero de fibras blancas y rojas permanece
préacticamente constante, no observandose una repercusion significativa de la temperatura
sobre ambos procesos (hipertrofia e hiperplasia fibrilares) (Fig. 16b-d). Al final de la fase
prelarvaria (5-8 dias), el area de las fibras rojas de las larvas cultivadas a temperatura
ambiente es significativamente mayor que en larvas cultivadas a 17 °C de cultivo (p<0.05)

(Fig. 16e).

IV-2.1.2. FASESLARVARIA Y POSTLARVARIA.

Describimos en esta etapa el crecimiento muscular que tiene lugar desde el comienzo
de la aimentacion externa hasta €l final del desarrollo larvario (fase larvaria) y alos 120
dias (fase postlarvaria). Para su exposicion, desglosamos esta etapa en dos. desde los 15
hasta los 50 dias; y desde el final de la metamorfosis larvaria (escamacion) en adelante.

1V-2.1.2.1. 15-50 DIAS (Figs. 16 y 17).

Los resultados hallados en esta fase se exponen separando € efecto de la
temperatura de cultivo del efecto causado por la temperatura de incubacién, con e fin de

facilitar la descripcién de la influencia de ambas variables sobre e crecimiento muscular.

Efecto de la temperatura de cultivo.

Para estudiar este efecto se comparan g emplares que, habiendo sido incubados a
una misma temperatura, fueron aclimatados tras la eclosion a diferentes
temperaturas de cultivo (15 °C/ambiente frente a 15/17 °C; y 17 °C/ambiente frente
a 17/17 °C). No obstante, tal y como indicamos anteriormente, el tratamiento
estadistico (Anova), asi como las representaciones gréaficas se realizan teniendo en
cuenta las 4 combinaciones de temperatura conjuntamente. Los resultados del test
de Tukey solo se exponen para precisar diferencias concretas entre determinados

tanques de cultivo.

Con & comienzo de la dimentacion se observa una activacion del crecimiento

muscular en las larvas cultivadas a mayor temperatura (17 °C). Asi, desde los 15
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hasta los 50 dias se observa un efecto positivo de las atas temperaturas de cultivo
sobre la hipertrofia e hiperplasia de las fibras blancas y rojas (Fig. 16b-€); de tal

forma, que e crecimiento de todos los parametros fibrilares medidos es
significativamente mayor en larvas cultivadas a 17 °C (excepto € nimero de fibras
rojas alos 15 dias), mostrando € nimero de fibras blancas un nivel de significacion
mayor que €l area de fibras blancas (por gjemplo, alos 35 dias, p=0.036 para el area

de lasfibras; p=0.000 para €l nimero de fibras blancas).

Efecto de la temperatura de incubacion.

En este caso comparamos gemplares cuyos huevos fueron incubados a diferentes
temperaturas, pero sometidos tras la eclosion a una misma temperatura de cultivo (15
°C/ambiente frente a 17 °C/ambiente; 15/17 °C frente a 17/17 °C).

Desde los 15 a los 37 dias no se observa un efecto significativo de la temperatura
de incubaciéon. No obstante, a los 37 dias (inicio del destete), los gemplares que
habian sido incubados a 17 °C y cultivados posteriormente a temperatura ambiente
(17 °C/ambiente) presentaron un mayor nimero de fibras blancas que los incubados a
15 °C (15 °C/ambiente), aunque estas diferencias no fueron significativas (Fig. 16b).
El estudio de la distribucion de tamafios fibrilares a esta edad (Fig. 17), mostré la
existencia de una mayor proporcién de fibras blancas menores de 50 pm? en los

gjemplares incubados a 17 °C, independientemente de |a temperatura de cultivo.

A los 50 dias, se observo que, a comparar larvas que habian sido mantenidas en
unas mismas condiciones de cultivo, € areay numero de fibras blancas y rojas eran
mayores Si previamente la temperatura de incubacion habia sido ata (Fig. 16). El
andlisis estadistico (Anova) revel6 que este efecto era significativo sobre el nimero
de fibras blancas (p=0.005) y € area de las fibras rojas (p=0.000). La aplicacion del
test de Tukey manifestd diferencias significativas entre |os gjemplares de los tanques

17 °C/lambiente y 15 °C/ambiente, para ambos parametros.

109



Resultados

Area total del miotomo (um2)

5000000

15 °C/ambiente
—17 °C/ambiente
=15/17 °C
<17/17 °C

500000

50000

5000
0 10 20 30 40 50

Edad (dias)
N° fibras rojas

2251

1751

125

0 “H———————— 75 -

(t)) 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
- Edad (dias) C. Edad (dias)
200 _Area fibras blancas (um2) 250 __Area fibras rojas (um2)
600 A 300 1
500 T 250 1
400 A 200 1
300 1 150 1
200 1 100 1
100 1 50 1
0 : : et : 0-
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
d

Edad (dias) e. Edad (dias)

Fig. 16 (a-€). Efecto de la temperatura sobre €l crecimiento del total del miotomo (a) y del area'y
nimero de fibras desde la eclosi6n hastalos 50 dias (b-€). a) es unarepresentacion semilogaritmica
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IV-2.1.2.2. FIN DE LA METAMORFOSS LARVARIA (ESCAMACION) Y FASE

POSTLARVARIA (120 DiAS) (Fig. 18).

La escamacion determina € final del desarrollo larvario y € comienzo de la etapa
postlarvaria (alevin). Las atas temperaturas adelantaron el final de la metamorfosis
larvaria, que tuvo lugar alos 78 dias en larvas cultivadas a 17 °C, y a los 89-110 dias en

larvas cultivadas a temperatura ambiente.

El crecimiento del total del miotomo a la escamacion y a los 120 dias, fue
significativamente mayor en larvas cultivadas a 17 °C (Anova, p=0.002 para el érea total
del miotomo a la escamacién), no detectandose una influencia clara de la temperatura de
incubacion (Fig. 18). No obstante, € nimero de ejemplares medidos a los 120 dias
(2/tanque de cultivo) no fue suficiente para realizar el tratamiento estadistico a esta edad,

lo que impide valorar con precision los resultados hallados en este caso (alos 120 dias).

o5 _Area total del miotomo (Millones um2)

==-15 °C/ambiente
— 17 °C/ambiente
—=+15/17 °C
—=17/17 °C

(0] 20 40 60 80 100 120
Edad (dias)

Fig. 18. Efecto de la temperatura sobre el areatotal del miotomo desde la eclosion hastalos 120 dias.

Se describen a continuacion las tasas de desarrollo y crecimiento haladas en esta

poblacién de D. labrax.
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V-2.2. TASASDE CRECIMIENTO Y DESARROLLO.

IV-2.2.1. TASA DE CRECIMIENTO MUSCULAR.

La tasa de crecimiento ha sido calculada al final de los periodos embrionario
(eclosion), prelarvario (apertura de la boca) y larvario (escamacién). Para ello, hemos
hallado e incremento diario que experimenta e miotomo en cada una de estas etapas de
desarrallo, en los diferentes regimenes de temperatura, 10 que nos indica la velocidad de
crecimiento gue tiene lugar en cada caso. A continuacion, se muestran los resultados mas

representativos.

IV-2.2.1.1. FASESEMBRIONARIA Y PRELARVARIA.

LaFig. 19 (a-c) ilustra & incremento diario del area'y nimero de fibras blancas, y
del area total del miotomo desde la fertilizacion hasta la apertura de la boca, en larvas de
D. labrax sometidas a diferentes regimenes de temperatura.

Durante la fase embrionaria, e crecimiento muscular experimenta un rapido
incremento en poco tiempo, 1o que se pone de manifiesto por las elevadas tasas de
crecimiento hipertrofico e hiperplésico haladas a la eclosion. A su vez, e crecimiento
muscular se ve incrementado en gemplares incubados a 17 °C respecto a los incubados a
15°C.

En la fase prelarvaria, a contrario que en el periodo de incubacion, disminuye la

tasa de crecimiento muscular en todos los tanques de cultivo.

V-2.2.1.2. FASE LARVARIA.
Tras la apertura de la boca, |a tasa de crecimiento (incremento diario) del area total

del miotomo aumenta en todos los tanques de cultivo, pero este incremento es mayor en

larvas cultivadas a 17 °C que a temperatura ambiente, tal y como se apreciaen laFig. 19d.
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Fig. 19 (a-d). Tasa de crecimiento del dreay nimero de fibras blancas (a,b) y del dreatotal del miotomo (c)
de D. labrax a la eclosién y ala apertura de la boca, mantenida a distintas temperaturas. (d) Tasa de
crecimiento del total del miotomo de D. labrax desde la apertura de la boca hasta el final del desarrollo
larvario (fase larvaria), adiferentes temperaturas.
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Una vez estudiada la tasa de crecimiento de esta poblacion de D. labrax, hemos
representado los valores obtenidos frente a la temperatura, y, mediante interpolacion,
hemos obtenido ecuaciones experimentales de tipo lineal. Estas ecuaciones vienen
expresadas como C=a+bT? donde C estasa de crecimiento y T2 es temperatura. El valor
de la pendiente de la recta (b) indica la influencia de la temperatura sobre la tasa de
crecimiento.

Con € fin de simplificar los resultados obtenidos, s6lo se exponen los datos
hallados para €l area total del miotomo, como pardmetro mas representativo del
crecimiento de la musculatura. La Fig. 20 (ab) muestra e comportamiento de este
pardmetro en larvas mantenidas a 15 °C/ambientey a 17/17 °C.

La temperatura aumenta la tasa de crecimiento del miotomo, fundamental mente tras
la apertura boca, apreciandose un mayor incremento de la velocidad de crecimiento
muscular a final de la metamorfosis en las larvas cultivadas a mayor temperatura (17 °C)
(Fig. 20b). En las etapas iniciales del desarrollo (hasta la apertura de la boca), la influencia
de la temperatura sobre € crecimiento del miotomo es mayor en el periodo embrionario
gue en el periodo prelarvario (Fig. 20a).

L as ecuaciones obtenidas para estos dos regimenes de temperatura fueron:

Eclosion. C=-10048.6+850.3T2

Aperturade la boca. C=-4935.3+375.6T2

Escamacion. C= -400994.895+30225.635T2

120 T
100 1

80T

401

20T

Crecimiento del miotomo (Miles um2/dia)
Crecimiento del miotomo (Miles um2/dia)

0 +——————— — 0——H—|—|—H—|—|—|—i:-l=’|=‘T-—H—l—l—l—|

10 12 14 16 18 20 10 12 14 16 18 20

a. Temperatura (°C) b. Temperatura (°C)
[<Elosion B Ap. boca |—P Eclosién M Ap. boca -rvEscamacién|

Fig. 20 (a,b). Incrementos diarios (tasas) del areatotal del miotomo de gjemplares de D. labrax a15
°C/ambientey a 17/17 °C, hastala aperturade laboca (a) y hastalaescamacion (b).
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IV-2.2.2. TASA DE DESARROLLO.

En la tabla 2 (ver material y métodos) se resume la duracion de los estadios de

desarrollo estudiados en esta poblacién de D. labrax.

Tal y como se deduce de dicha tabla, durante el periodo embrionario, las atas
temperaturas de incubacion aceleran el desarrollo. Tras la eclosion, las larvas cultivadas a
17 °C acortan el tiempo necesario para completar cada estadio de desarrollo, gerciendo la
temperatura de incubacion un ligero efecto adicional a provocado por las atas
temperaturas de cultivo.

Por otra parte, tras la eclosion, las dtas temperaturas de cultivo disminuyen los

grados dia necesarios para completar € periodo prelarvario (apertura de la boca).

La Fig. 21 muestra la tasa de desarrollo de los gemplares de D. labrax mantenidos
a 15 °Clambiente y 17/17 °C. Se aprecia que e desarrollo estd correlacionado
positivamente con la temperatura, de manera que las altas temperaturas acortan el tiempo
necesario para completar cada estadio.

Las ecuaciones experimentales (D=a+bT? donde D es tasa de desarrolloy T2 es
temperatura) se han obtenido de forma similar a las halladas para la tasa de crecimiento.

La influencia de la temperatura sobre € desarrollo es méxima en el periodo de
incubacion (eclosion), y disminuye progresivamente en los sucesivos estadios de
desarrollo. La sensibilidad a la temperatura de la tasa de desarrollo difiere, por tanto, de la
descrita anteriormente para la tasa de crecimiento del miotomo, en la que se apreciaba una

mayor influencia de latemperatura tras las fases iniciales del desarrollo.
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L as ecuaciones halladas para cada estadio de desarrollo fueron las siguientes:
Eclosion. D= -0.944+0.085 T2
Apertura de laboca. D=-0.3+0.03T2
Escamacion. D= -0.013+0.001T2

06T
05T

04T

Tasa de desarrollo (1/dias desde fertilizacion)
o
w
|

0,2T

O’l__ ./.

0 +——t+————+—— :/_._T_.A./. ——+——
10 12 14 16 18 20

Temperatura (°C)

|’»+Ec|osién B Ap. boca 9—Escamacic’)n|

Fig. 21.Tasade desarrollo de D. labrax a diferentes temperaturas.

IV-2.3. LONGITUDESY PESOS. SUPERVIVENCIA.

Los datos correspondientes a las tallas y pesos corporaes fueron obtenidos por €
personal del I.E.O. (Centro Oceanografico de Murcid). Exponemos a continuacion 1os
resultados obtenidos.

Las larvas de D. labrax eclosionaron con una longitud aproximada de 3.8-4.15mm.
en todos los tanques experimentales. Durante la fase vitelina (7-8 dias), la longitud de las
larvas se mantuvo précticamente constante (Fig. 22a), y no se observé influencia de la
temperatura. Tras este periodo inicial, comenz6 a aumentar la longitud de las larvas, y este
incremento fue mayor a lo largo del desarrollo larvario en larvas cultivadas a 17 °C. De
igual forma, el peso fue mayor en las larvas cultivadas a ata temperatura (Fig. 22b).

El fina de la metamorfosis larvaria, determinado por la escamacion, tuvo lugar a
los3 £ 0.4 cm. a todas las temperaturas, pero esta longitud se alcanzd antes en los
giemplares cultivados a 17 °C. A los 120 dias, la longitud fue significativamente mayor en

los gjemplares cultivados a altas temperaturas (p<0.05).
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Por otro lado, si observamos la evolucion del total del miotomo frente ala longitud
(Fig. 22c) vemos que, € érea del total del miotomo a temperatura ambiente (15
°C/ambiente) y a 17 °C de cultivo (17/17 °C) es similar para una longitud dada, lo que
indica que ambos parametros estén relacionados de forma directa 'y proporcional.

Por ultimo, aunque no se contabilizod la supervivencia final, se observo que ésta fue

mayor en eemplares cultivados a temperatura ambiente, fundamentamente a 15

°C/ambiente.
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’é\ —
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20 | { . [y
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b. Edad (dias)

JFe15°C/ambiente
17°C/ambiente
15°C/17°C

217°C/17°C

Area total miotomo (Milones pm2)

L Longitud (mm.)

Fig. 22 (a-c). (a) Longitudes de las larvas de D. labrax desde |a eclosion hasta los 120 dias. Tras un gjuste
lineal las ecuaciones obtenidas fueron: L=2.04+0.27t (r?=0.94) a 15 °C/ambiente (donde L es longitud, y t es
dias post-eclosion); L=2.34+0.29t (r’=0.96) a 17 °C/ambiente; L=1.57+0.39%t (’=0.97) a 15/17°C;
L=1.72+0.49t (r*=0.97) a 17/17 °C. (b) La gréfica representa el peso alcanzado por las larvas de D. labrax
desde los 37 hasta los 58 dias. Tras un gjuste lineal las ecuaciones obtenidas fueron: P=4.2+0.43t (*=0.76) a
15 °C/ambiente (donde P es peso, y t es dias posteclosion); P=4.15+0.73t (*=0.98) a 17 °C/ambiente;
P=5.06+2.4t ("=0.99) a 15/17°C; P=4.6+3.8t (r>=0.97) a 17/17 °C. (c) Evolucién del &reatransversal del total
del miotomo frente alalongitud alo largo del desarrollo larvario y en lafase postlarvaria.
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IV-3. CRECIMIENTO MUSCULAR Y DESARROLLO LARVARIOS DE D.

labrax ATLANTICA Y MEDITERRANEA: EXPERIMENTO 2°(1997).

Las combinaciones de Tancubacion/Tecultivo a las que se sometieron las larvas
fueron las siguientes. @5 °C/ambiente; @7 °C/ambiente; @5 °C/19°Cy @7 °C/19°C

La temperatura ambiente fue inicialmente @15 °C y aumentd gradual mente hasta el
final del experimento (ver Fig. 8 de material y métodos).

Tal y como hemos hecho en e experimento anterior, las representaciones gréficas,
asi como € tratamiento estadistico de los datos obtenidos (Anova) se ha realizado

considerando todas las combinaciones de temperatura conjuntamente.

Describimos a continuacion e crecimiento absoluto o neto de los diferentes

parametros muscul ares.

IV-3.1. CRECIMIENTO MUSCULAR DE D. labrax ATLANTICA Y

MEDITERRANEA.

IV-3.1.1. FASESEMBRIONARIA Y PRELARVARIA.

En esta etapa incluimos dos estadios de desarrollo: la eclosion (final de lafase

embrionaria), y la apertura de la boca (fina de lafase prelarvaria).

IV-3.1.1.1. D. labrax ATLANTICA

A la eclosion (dia cero), las &reas transversales del misculo blanco y del total del
miotomo, asi como e area de las fibras blancas y rojas, son menores en los g emplares
incubados a 17 °C (Figs. 23ay 24a,b). La tendencia en el nimero de fibras (blancas y

rojas), sin embargo, difiere de la que muestra el area de las fibras, apreciandose un
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aumento de este parametro a mayor temperatura de incubacion (Fig. 24c,d). La
temperatura, por tanto, influyd sobre los mecanismos de crecimiento (hipertrofia e
hiperplasia fibrilares), aungue no llegaron a detectarse diferencias significativas.

La distribucion de tamarfios de las fibras blancas muestra una mayor proporcion de

fibras pequefias (<50pum?) a 17 °C de incubacion que a 15 °C (Fig. 23c,d).

A laapertura de la boca (4-6 dias), las areas transversales del total del miotomo y
del masculo blanco, asi como €l area de las fibras blancas son significativamente mayores
a 19 °C de cultivo (p=0.000 musculo blanco; p=0.003 érea fibras blancas) (Figs. 23a 'y
249). El numero de fibras blancas permanece practicamente invariable respecto a la
eclosion, aungue detectamos una interaccion Tancubacién* Tacultivo en los gjemplares de
los tanques 15/19 °C y 17 °C/ambiente, que determina un aumento significativo de este
parametro (Fig. 24c).

El &ea transversal del musculo rojo, muestra también una interaccion
Tdnc.* Tault., siendo la combinacion mas Optima 17 °C/ambiente (p<0.05) (Fig. 23b); y
similar tendencia manifiesta el area de sus fibras, aunque no de forma significativa. El
numero de fibras rojas no aumenta respecto a la eclosion en los giemplares incubados a 15

°C, y se observa una disminucion en las larvas incubadas a mayor temperatura.

> A modo de resumen encontramos que, a la eclosion, la temperatura de
incubacion de 15 °C determina mayores valores del miotomo y del érea de sus fibras que a
17 °C. Tras la eclosion, € crecimiento del miotomo se produce fundamentalmente por
hipertrofia fibrilar, viéndose ésta influida significativamente por |as atas temperaturas de

cultivo.
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Fig. 24 (a-d). Areay nimero de fibras (blancas y rojas) de larvas de D. labrax atlantica a diferentes
temperaturas, alaeclosion y alaapertura de laboca.
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IV-3.1.1.2. D. labrax MEDITERRANEA

A la eclosion (dia cero), € érea de las fibras blancas y rojas, asi como las &reas
transversales de los musculos blanco y rojo del miotomo son significativamente mayores
en los gemplares incubados a 17 °C (p=0.022 musculo blanco; p=0.000 é&rea fibras
blancas) (Fig. 25 a-d).

El nimero de fibras blancas es ligeramente mayor a alta temperatura de incubacion,
pero no de forma significativa; € nuimero de fibras rojas no se ve influido por la

temperatura (Fig. 25 ef).

Desde la eclosion hasta laapertura de la boca (3-6 dias), acontece una hipertrofia
de las fibras blancas y rojas respecto a la eclosion, no detectandose diferencias entre los
tanques experimentales por efecto de la temperatura (Fig. 25c,d).

El nimero de fibras (blancas y rojas) précticamente no aumenta respecto a la
eclosion, e incluso puede apreciarse una disminucion acusada de este pardmetro en el
tanque 17/19 °C (Fig. 25¢,f). El andlisis estadistico pone de manifiesto un efecto negativo
de las atas temperaturas de incubacion sobre el nimero de fibras rojas (Anova, p=0.039).

Las éreas transversales de los musculos blanco y rojo d fina de la fase prelarvaria
(apertura de la boca) son mayores que a la eclosion, y similares a todas las temperaturas
(Fig. 25a,b).

» Enresumen, alaeclosion, el areatransversal del miotomo y el érea de sus fibras
son significativamente mayores a 17 °C de incubaciéon que a 15 °C. El crecimiento del
miotomo desde la eclosion hasta la apertura de la boca se produce Unicamente por

hipertrofia fibrilar, no detectdndose hiperplasia de las fibras en este momento.
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Fig. 25 (a-f). (ab) Area transversal de los mlsculos blanco y rojo, y &reay ndmero de las fibras
blancas y rojas (c-f) en larvas de D. labrax mediterranea ala eclosion y a la apertura de |a boca,

bajo diferentes condiciones de temperatura.
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IV-3.1.1.3. COMPARACION D. labrax ATLANTICA Y MEDITERRANEA

En este apartado se redliza un andlisis conjunto del comportamiento descrito por
ambas poblaciones de D. labrax atlantica y mediterrdnea a la eclosion y a la apertura de la
boca (Figs. 23-25), y Fig. 26.

El crecimiento total o global del miotomo muestra un comportamiento similar al
gue manifiesta € érea de sus fibras, tanto en D. labrax atlantica como en D. labrax
mediterrdnea. No obstante, el efecto de la temperatura sobre e crecimiento muscular es
diferente entre ambas poblaciones de D. labrax. Asi, a la eclosion, €l crecimiento del
miotomo de D. labrax atlantica se ve incrementado en larvas incubadas a bajas
temperaturas, que presentan a su vez, mayor area fibrilar que los g emplares incubados a
ata temperatura. Las larvas de D. labrax mediterranea, por e contrario, se muestran
positivamente influidas por las altas temperaturas de incubacion, de ta forma que, a la
eclosion, e areatransversal del miotomo y el area de sus fibras estan incrementados en las
larvas incubadas a 17 °C. Por tanto, la influencia de la temperatura de incubacién sobre
crecimiento del miotomo y del area de sus fibras es diferente entre ambas poblaciones de
D. labrax (interaccion significativa origen poblacional* Téncubacion para € area de las
fibras blancas, p=0.001; y para e é&rea transversal del musculo blanco y del total del
miotomo, p=0.013).

Tras la eclosién y hasta la apertura de la boca, el misculo blanco en larvas de D.
labrax atlanticay mediterranea aumenta paralelamente a incremento del area de sus fibras,
y la temperatura actlia significativamente sobre este parametro en prelarvas de D. labrax
atlantica, no observandose dicha influencia sobre D. labrax mediterranea. El andlisis
estadistico pone de manifiesto de nuevo unainteraccion significativa origen* Tecultivo para
el érea de las fibras blancas (p=0.003) y € area transversal del musculo blanco (p=0.000)

durante la fase prelarvaria.

Por otro lado, s comparamos e crecimiento que alcanzan los g emplares de cada
poblacion de D. labrax (independientemente del efecto de la temperatura sobre cada
tanque experimental), se pone de manifiesto que, a final de lafase prelarvaria (apertura de

laboca), e numero de fibras blancas es significativamente mayor en los gemplares de D.
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labrax atlantica (Fig. 26f) que en D. labrax mediterranea; esta Ultima poblacion, sin
embargo, presenta valores significativamente mayores en el area de las fibras blancas que

los gemplaresde D. labrax atlantica (Fig. 26d)
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Fig. 26 (a-f). Area total del miotomo, &rea y nimero de fibras blancas de larvas de D. labrax
atlantica(Atl.) y mediterranea(Med.) alaeclosiony alaaperturade laboca.
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IV-3.1.2. FASE LARVARIA.

Tras la apertura de la boca y la reabsorcion del saco vitelino, comienza la etapa
larvaria. El estudio de este periodo o dividimos en 2 apartados: desde los 20 dias hasta €

comienzo del destete (48-55 dias); y final de la metamorfosis larvaria (escamacion).

1V-3.1.2.1. DESDE L0S20 DiIASHASTA EL COMIENZO DEL DESTETE (48-55DIAS).

Se describen los resultados separando el efecto de la temperatura de cultivo del
efecto producido por la temperatura de incubacion, con € fin de facilitar la comprension de
la influencia de ambas variables sobre el crecimiento muscular. Para estudiar €l efecto de
la temperatura de cultivo se comparan egjemplares que, habiendo sido incubados a una
misma temperatura, fueron cultivados tras la eclosion a diferentes temperaturas (15
°C/ambiente frente a 15/19 °C; y 17 °C/ambiente frente a 17/19 °C). Por su parte, el efecto
de la temperatura de incubacion lo estudiamos comparando gjemplares cultivados a una
misma temperatura tras la eclosion, pero incubados a diferente temperatura (15
oC/ambiente frente a 17 © C/ambiente; y 15/19 °C frente a 17/19 °C). No obstante, tal y
como hemos hecho anteriormente, las representaciones gréficas, asi como € tratamiento
estadistico de los datos obtenidos (Anova) se ha realizado considerando todas las

combinaciones de temperatura conjuntamente.

IV-3.1.2.1.1. D. labrax ATLANTICA

Efecto de la temperatura de cultivo (Fig. 27 ad).

A los 20 dias, todos |os parametros musculares medidos son mayores en las larvas
cultivadas a altas temperaturas. La Anovareflgja que este efecto de latemperatura de
cultivo es significativo para todos ellos, excepto para €l area de las fibras rojas. A su
vez, e efecto de la temperatura de cultivo a esta edad fue més significativo sobre €l

nimero de fibras blancas (p=0.003) que sobre el areafibrilar (p=0.044).
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A los 48 dias (inicio del destete), las éreas transversales de los misculos blanco y
rojo, son significativamente mayores en larvas cultivadas a 19 °C (Anova, p<0.05),
particularmente en el tanque 15/19 °C seguin revela el test de Tukey. Este resultado se
complementa con la distribucion de tamafios fibrilares, que muestra que la mayor
proporcion de fibras blancas pequefias (<100pm?) la presentan los gemplares de
dicho tanque (Fig. 27¢e,f), lo que se corresponde con la aparicion de fibras de nueva

generacion.

Efecto de la temperatura de incubacion (Fig. 27 a-d).

Durante estas fases, la temperatura de incubacion no gercio un efecto significativo.
No obstante, |a tendencia observada fue la siguiente:

En larvas cultivadas a altas temperaturas € valor de los parametros musculares fue
mayor, en general, s las larvas habian sido previamente incubadas a menor
temperatura (15 °C).

En larvas cultivadas a temperatura ambiente no se define una tendencia clara. Asi,
el nimero de fibras blancas y rojas, a los 20 dias, es mayor en larvas previamente

incubadas a menor temperatura, mostrando |a tendencia contraria alos 48 dias.

> Por lo tanto, € crecimiento muscular en la fase larvaria es muy intenso y se ve
estimulado de forma significativa por las atas temperaturas de cultivo. Se pone de
manifiesto una alta contribucion hipertrofica e hiperplasica a total del miotomo, que
presenta, en general, una correlacion positiva con las altas temperaturas de cultivo. Por su

parte, la temperatura de incubacién no muestra un efecto significativo en este periodo.
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IV-3.1.2.1.2. D. labrax MEDITERRANEA

Efecto de la temperatura de cultivo (Figs. 28, 29).

A los 20 dias, todos los parametros musculares son significativamente mayores a
19 °C de cultivo (Anova, p<0.05), excepto el area de fibras rojas, que no muestra una
tendencia definida ante | as diferentes temperaturas.

A los 55 dias (inicio del destete) las areas transversales de los musculos blanco y
rojo, asi como & numero de fibras blancas y rojas, son significativamente mayores
en larvas cultivadas a dtas temperaturas (p=0.005 musculo blanco; p=0.008 nimero
de fibras blancas). Los histogramas reflejan el mayor porcentaje de fibras pequefias
blancas y rojas (<100um?) a 19 °C, lo que se corresponde con una gran generacion de
fibras a altas temperaturas de cultivo (Fig. 29 a-d).

El area de las fibras blancas y rojas es mayor a 19 °C de cultivo, aunque no de

forma significativa

Efecto de la temperatura de incubacion (Figs. 28, 29):

La temperatura de incubacion no influyé de forma significativa sobre €
crecimiento muscular en estos estadios. No obstante, se observa la siguiente
tendencia en los diferentes tanques experimental es:

A los 20 dias, no se observa una tendencia constante en el comportamiento de los
diferentes parametros musculares frente a la temperatura de incubacion. A los 55 dias
Se aprecia que en larvas cultivadas a altas temperaturas, € area transversal de los
muscul os blanco y rojo es mayor si previamente se incubaron a baja temperatura (15
°C). Sin embargo, en larvas cultivadas a temperatura ambiente, el crecimiento de las

areas transversales fue mayor ante altas temperaturas de incubacion (17 °C).

» En resumen, a lo largo de estas fases se evidencia un fuerte crecimiento del
miotomo, que tiene lugar tanto por hipertrofia como por hiperplasia fibrilares, viéndose
ambos fendmenos influidos positivamente por las altas temperaturas ce cultivo. No se
define, sin embargo, un efecto significativo de las altas temperaturas de incubacién sobre

el crecimiento muscular.
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Fig. 28 (a-d). Influencia de la temperatura sobre el area transversal de los musculos blanco y rojo
(a,b), y sobre el nimero de fibras blancasy rojas (c,d) de larvas de D. labrax mediterraneadesde la

eclosion hastael inicio del destete.
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IV-3.1.2.1.3. COMPARACION D. labrax ATLANTICA Y MEDITERRANEA (FIGS. 27-29)

En esta etapa, € crecimiento del miotomo en ambas poblaciones de D. labrax es
significativamente mayor que en estadios prelarvarios (p=0.000). El tratamiento estadistico
de los resultados, considerando las dos poblaciones conjuntamente, refleja un efecto global
de la temperatura de cultivo sobre e crecimiento del miotomo de las larvas a lo largo de
estos estadios; de ta manera que, las dtas temperaturas de cultivo aumentan
significativamente las éreas transversales del miotomo, tanto en D. labrax atlantica como
en D. labrax mediterrénea.

El crecimiento del miotomo se produce por hipertrofia e hiperplasia fibrilares,
viéndose la generacién de fibras mas significativamente influida por las atas temperaturas
de cultivo que la hipertrofia fibrilar. Esto se manifiesta en el andlisis estadistico aplicado
sobre ambos pardmetros, que revela niveles de significacion mayores para € nimero de
fibras blancas que para el érea de las mismas, tanto en D. labrax atlantica como en D.
labrax mediterranea.

La correlacion positiva de las atas temperaturas de cultivo sobre la hiperplasia
fibrilar va asociada a un rapido crecimiento del miotomo. Esto se observa en los
histogramas, en los que aparece un gran numero de fibras de pequefio tamarfio al inicio del
destete, correspondientes a fibras de nueva generacion.

La temperatura de incubacién no influy6 significativamente en e crecimiento
miotomal durante estas fases. No obstante, al comienzo del destete, se aprecia cierta
interaccion Tancubacion* Tecultivo, que, aunque no llega a ser significativa, pone de
manifiesto la existencia de combinaciones de temperatura, cuyos efectos son diferentes de
los que se derivarian de considerar la influencia de ambas variables por separado. Asi,
observamos que la temperatura de incubacion no influye de igua forma en g emplares
posteriormente cultivados a altas temperaturas, que en larvas cultivadas a temperatura
ambiente: en larvas cultivadas a 19 °C, €l areatransversal de los musculos blanco y rojo es
mayor a 15/19 °C que a 17/19 °C; sin embargo, en larvas cultivadas a temperatura
ambiente, se observa cierta tendencia a aumentar € valor de sus pardmetros musculares,
cuando han sido incubadas previamente a altas temperaturas, siendo esto Ultimo mas

manifiesto en D. labrax mediterranea que en D. labrax atlantica.
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De acuerdo con los resultados descritos, €l efecto de la temperatura sobre el
crecimiento muscular fue similar en ambas poblaciones de D. labrax. No obstante, los
gemplares de D. labrax mediterranea alcanzaron en esta etapa un crecimiento
significativamente mayor que los eemplares de D. labrax atlantica, en todos los
pardmetros musculares excepto en € numero de fibras blancas, que presentd valores

similares entre ellas.

1V-3.1.2.2. ESCAMACION (FIN DE LA METAMORFOSIS).

1IV.3.1.2.2.1. D. labrax ATLANTICA .

La escamacién se produce antes en los gjemplares sometidos a mayor temperatura
de cultivo. Asi, acontece a los 52 dias a 19 °C de cultivo, y a los 71 dias a temperatura
ambiente. En este estadio, por tanto, comparamos ejemplares de diferentes edades, pero
con una madurez biol égica equiparable.

LaFig. 30 representa el crecimiento muscular alcanzado al final de la metamorfosis
en todos los tanques experimentales. El andlisis estadistico de los resultados encontrados
en este estadio de desarrollo, pone de manifiesto que la temperatura de cultivo y de
incubacion interaccionan entre si, por lo que describimos conjuntamente el efecto de

ambas variables sobre el crecimiento.

Las &reas transversales de los masculos blanco y total del miotomo (Fig. 30a), son
significativamente mayores a 19 °C de cultivo (Anova, p=0.025) si bien estas diferencias
se manifiestan principalmente respecto a las larvas mantenidas a 15 °C/ambiente. En este
sentido, la aplicacion del test de Tukey sdlo revela diferencias entre 15 °C/ambiente y
17/19 °C (p=0.051, valor ligeramente superior a nivel de confianza establecido como
estadisticamente significativo). El area transversal del musculo rojo (Fig. 30b) muestra el
mayor valor a 17 °C/ambiente, pero e andlisis estadistico no rewela diferencias
significativas con e resto de combinaciones de temperatura.

El area de las fibras blancas (Fig. 30c) manifiesta una interaccion de la
temperatura de incubacion con la temperatura de cultivo (p=0.002), que revela la

combinacion 17 °C/ambiente como la mas Optima. El test de Tukey manifiesta que estos
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valores a 17 °C/ambiente son significativamente mayores a los hallados a 15 °C/ambiente y
a17/19 °C. Similar tendencia muestra el area de las fibras rojas (Fig. 30d) aungue no de
formasignificativa.

El nimero de fibras blancas (Fig. 30€) es mayor a 19 °C de cultivo (p=0.001). El
test de Tukey muestra que e numero de fibras blancas a 15 °C/ambiente es
significativamente menor que € de los gemplares cultivados a 19 °C. El nimero de fibras
rojas (Fig. 30f) muestra también un ligero incremento en los gjemplares cultivados a altas

temperaturas, pero no de forma significativa.

La distribucion de tamafios fibrilares (Fig. 31) presenta un ato porcentgje de fibras
blancas pequefias (<100pun?) en todos los tanques experimentales, excepto a 15
°C/ambiente (Fig. 31c). A su vez, dicho porcentgje, correspondiente con la aparicion de
fibras de nueva generacion, es ligeramente mayor en larvas cultivadas a 19 °C. En €
musculo rojo se aprecia una ata proporcion de fibras pequefias (<50pm?) a todas las

temperaturas (Fig. 31d-f), siendo ligeramente mayor en larvas cultivadas a 19 °C.

» A modo de resumen, a final de la metamorfosis larvaria, e miotomo presenta
una constitucion fibrilar que muestra la siguiente dependencia de la temperatura: € niUmero
de fibras blancas esta positivamente correlacionado con la temperatura de cultivo, mientras
gue e area de las fibras se influye por una interaccion Tdnc.* Tecultivo, que manifiesta la

combinacion 17 °C/ambierte como la més 6ptima
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1V.3.1.2.2.2 D. |labrax MEDITERRANEA.

Los gemplares cultivados a altas temperaturas finalizaron la metamorfosis
(escamacién) a los 52 dias, mientras que las larvas cultivadas a temperatura ambiente
completaron este estadio de desarrollo a los 67 dias (17 °C/ambiente) y a los 73 dias (15
°C/ambiente).

La Fig. 32 representa e vaor de los parametros musculares en las diferentes
combinaciones de temperatura. Al igua que en D. labrax atlantica, los resultados hallados
en D. labrax mediterranea manifiestan interacciones entre la temperatura de cultivo y de

incubacién, por 1o que describimos e efecto de ambas variables conjuntamente.

Las éreas transversales de los musculos blanco y total del miotomo presentan €l
mayor valor en las larvas mantenidas a 17 °C/ambiente, |0 que reflgja una interaccion
significativa Tanc.* Tacultivo (p=0.019) (Fig. 32a). EI musculo rojo también mostré esta
misma tendencia, pero no de forma significativa (Fig. 32b).

El area de las fibras blancas manifiesta también una interaccion T4nc.* Tacultivo
(p=0.049), lo que se reflga en las larvas sometidas a la combinacidn de temperatura 17
°C/ambiente, que alcanzan el mayor valor en este parametro (Fig. 32c). La aplicacion del
test de Tukey a estos resultados revela que el &rea de las fibras blancas a 17 °C/ambiente es
significativamente mayor que € valor que presenta este parametro en larvas cultivadas a
19°C. El érea delas fibras rojas no revel ¢ diferencias significativas (Fig. 32d).

El ndmero de fibras blancas y rojas no muestra diferencias significativas entre los

tanques de cultivo (Fig. 32ef).

Los histogramas de tamarios fibrilares muestran un ato porcentgje de fibras
pequefias blancas (<100pn?) a todas las temperaturas, s bien es ligeramente mayor en
larvas cultivadas a mayor temperatura (Fig. 33a-C).

El porcentaje de fibras pequefias rojas (<100um?) es elevado en todos |os tanques

experimentales, excepto a 15 °C/ambiente (Fig. 33d-f).

» En resumen, a fina del desarrollo larvario (escamacion), € crecimiento del
miotomo y de las fibras musculares se ve influido por la temperatura de la siguiente forma:

el érea tota dd miotomo y e area de las fibras blancas manifiestan una interaccion
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significativa Tanc.* Teul. que es Optima en la combinacion 17 °C/ambiente. Por su parte,

el nimero de fibras no se mostr6 significativamente influido por la temperatura en este

momento.
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Fig. 32 (a-f). Efecto de la temperatura sobre las areas transversales de los musculos blanco y rojo
(ab), y sobre las fibras blancas y rojas (c-f) a final de la metamorfosis larvaria en D. labrax
mediterranea.
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IV-3.1.2.2.3. COMPARACION D. labrax ATLANTICA Y MEDITERRANEA

Como ya se ha descrito, se observa una interaccion Tancubacion* T3cultivo sobre
el area de las fibras blancas en D. labrax atlantica y mediterranea, mostrando la
combinacion mas Optima de temperaturas para este parametro a 17 °C/ambiente (Fig. 34b).
Esta interaccion Tanc.* Tecult. se observa también en el &rea total del miotomo, aunque de
forma significativa solo en D. labrax mediterranea (Fig. 34).

Es importante conocer la existencia de estas interacciones, ya que pone de
manifiesto que hay combinaciones de temperatura (T4nc./T8ult.) que pueden resultar
ventajosas 0 idoneas para el crecimiento, o, por € contrario, provocar efectos negativos o
adversos.

La temperatura de cultivo determina diferencias significativas en el nimero de
fibras blancas y en las &reas transversales de los musculos blanco y total en larvas de D.
labrax atlantica cultivadas a altas temperaturas, pero este efecto no se observo en D. labrax
mediterranea (Fig. 34a,c).

Por tanto, la respuesta frente a la temperatura de cultivo, a final del desarrollo
larvario, es diferente entre ambas poblaciones de D. labrax.

Estos resultados muestran un efecto de la temperatura de cultivo menos manifiesto
gue en las fases de crecimiento anteriores, de tal forma, que éste sdlo es significativo en
determinados casos. Esto se corresponde con € siguiente hecho: mientras en los estadios
anteriores compardbamos ejemplares con una misma edad cronoldgica, en e presente
estadio hemos seguido un criterio de desarrollo, comparando g emplares con una misma
edad fisiolégica (fin de la metamorfosis), la cual se alcanzd antes a altas temperaturas de
cultivo. Por tanto, consideramos que la temperatura de cultivo produce durante la fase
larvaria un efecto acelerador del crecimiento muscular, mas que un efecto neto sobre €

crecimiento total alcanzado a final del desarrollo larvario.
Por otra parte, € crecimiento muscular a final de la metamorfosis larvaria fue

significativamente mayor en D. labrax mediterranea que en D. labrax atlantica, excepto en

el nimero de fibras blancas y rojas, que fue similar entre ellas (Fig. 34).
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Fig. 34 (a-c). Area total del miotomo, &rea y nimero de fibras blancas de larvas de D. labrax
atlantica(Atl.) y D. labrax mediterranea(Med.) al final del desarrollo larvario (escamacién).
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V-3.1.3. FASE POSTLARVARIA: 90 DiAS.

En este estadio solo se han medido |os pardmetros del musculo blanco. Este periodo
lo vamos a tratar conjuntamente en D. labrax atlantica y mediterranea, dado que la
respuesta del crecimiento muscular frente a la temperatura fue similar en ambas

poblaciones.

Las altas temperaturas de cultivo (19 °C) aumentaron significativamente todos los
parametros del masculo blanco en D. labrax mediterranea (Anova, p<0.05). El mismo
efecto se detect6 en D. labrax atlantica, aunque no de forma significativa para el érea de
las fibras blancas. Estos resultados definen una clara tendencia en postlarvas cultivadas a
altas temperaturas, pero debemos considerarlos de modo orientativo, ya que €l tratamiento
estadistico de los parametros medidos en este estadio se realizé a partir de un reducido
nimero de g emplares (2-4 gjemplares/tangque de cultivo). Ademas, hay que tener en cuenta
gue alos 90 dias, no todas las larvas tienen la misma edad fisioldgica, ya que las cultivadas
a 19 °C finalizaron su metamorfosis 15-20 dias antes que las larvas cultivadas a
temperatura ambiente.

La Fig. 35 muestra la influencia de la temperatura sobre el area transversal del

musculo blanco a final del desarrollo larvario y alos 90 dias.
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Fig. 35 (ab). Crecimiento del &ea transversal del musculo blanco de D. labrax atlantica (a) y
mediterranea(b), al final de la metamorfosis (escamacién) y alos 90 dias.
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IV-3.2. PORCENTAJES DE MUSCULO BLANCO Y ROJO RESPECTO AL TOTAL

DEL MIOTOMO.

La proporcién de musculo rojo respecto al total del miotomo, tanto en D. labrax
atlantica como en mediterranea, es mayor en los primeros estadios de desarrollo larvario
(Fig. 36). A partir de los 20 dias comienza a disminuir, estabilizandose al comienzo del

destete, cuando acanza de forma permanente valores minimos.
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Fig 36 (a,b). Porcentaje de musculo blanco (bl.) y rojo (r.) respecto al total del miotomo alo largo
del desarrollo larvario en D. labrax atlantica (a) y mediterréanea (b).
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IV-3.3. TASASDE CRECIMIENTO MUSCULAR Y DESARROLLO

IV-3.3.1. TASASDE CRECIMIENTO MUSCULAR

Las Figs. 37 y 38 muestran la tasa de crecimiento muscular (incremento diario) alo
largo de las diferentes etapas de desarrollo larvario (fases embrionaria, prelarvaria y
larvaria). Describimos, a continuacion, la tendencia observada en el &rea 'y nimero de las
fibras blancas, asi como en € area total del miotomo, en larvas de D. labrax atlantica 'y

mediterrdnea sometidas a diferentes temperaturas.

IV-3.3.1.1. D. labrax ATLANTICA

0 FASESEMBRIONARIA Y PRELARVARIA.

El area de las fibras blancas muestra una elevada tasa de crecimiento durante la
fase embrionaria en los ggemplares de todos los tanques experimentales, no observandose
una influencia de la temperatura de incubacion sobre este parametro (Fig. 37a). Durante la
fase prelarvaria disminuye la tasa hipertréfica en todos los tanques experimentales, pero
fundamental mente en |os cultivados a temperatura ambiente.

Durante el periodo embrionario la tasa hiperplasica es elevada, y se ve nodificada
por la temperatura de incubacion, de tal forma que, a la eclosion, la tasa de generacion de
fibras es mayor a 17 °C de incubacién que a 15 °C (Fig. 37b). En la fase prelarvaria, sin
embargo, se aprecia una disminucion muy acentuada de la produccion diaria de fibras a
todas |as temperaturas.

La tasa de crecimiento del total del miotomo manifiesta una tendencia similar a la
descrita por € area de las fibras blancas: es elevada a la eclosion (y no presenta influencia
de la temperatura), y disminuye durante la fase prelarvaria, principamente en los

gjemplares cultivados a temperatura ambiente (Fig. 37c).
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Fig. 37 (a-d). Tasas de crecimiento del areay nimero de fibras blancas (a, b) y del total del miotomo
(c,d), alo largo del desarrollo larvario de D. labrax atlantica, sometida a diferentes temperaturas.
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0 FASE LARVARIA.

En larvas sometidas a 17/19 °C se mantiene una elevada tasa de hipertrofia fibrilar
alolargo ddl desarrollo larvario (Fig. 374). En € resto de tanques de cultivo tiene lugar un
aumento progresivo de la tasa hipertrofica, de tal forma que al finalizar la metamorfosis
(escamacion), la tasa de crecimiento de este parametro es similar a todas las temperaturas,
aunque ligeramente menor a 15 °C/ambiente.

En € periodo larvario la hiperplasia fibrilar es continua y creciente en todos los
tanques de cultivo. La produccion diaria de fibras es mayor en las larvas cultivadas a altas
temperaturas (Fig. 37b), mientras que en las larvas cultivadas a temperatura ambiente, se
observa un incremento mas gradua de la tasa hiperplasica

El area total del miotomo (Fig. 37d) aumenta como resultado de la hipertrofia e
hiperplasia fibrilares, si bien, la contribucion de ambos pardmetros a la tasa de crecimiento
del miotomo varia en funcién de la temperatura de cultivo. Al final del desarrollo larvario,
la tasa de crecimiento del miotomo es mayor en larvas cultivadas a 19 °C, gque presentan

una mayor tasa hiperplésica que las larvas cultivadas a temperatura ambiente.

IV-3.3.1.2. D. labrax MEDITERRANEA

0 FASESEMBRIONARIA Y PRELARVARIA.

Durante la fase embrionaria, € area de las fibras blancas presenta una elevada tasa
de crecimiento (Fig. 38a), observdndose un mayor incremento diario a 17 °C de
incubacion. Posteriormente, en la fase prelarvaria, se observa un descenso de este
parametro en todos los tanques de cultivo, pero fundamentalmente en los gemplares que
fueron incubados a 17 °C.

La generacion diaria de fibras blancas (Fig. 38b) es elevada en e periodo
embrionario a todas las temperaturas. Por € contrario, en la fase prelarvaria, la tasa
hiperplasica disminuye considerablemente en todos los tanques de cultivo, Ilegando
incluso a ser negativa en €l tanque mantenido a 17/19 °C.

Latasa de crecimiento del area total del miotomo muestra una tendencia similar a

ladel éreade lasfibras blancas (Fig. 38c).

147



Resultados

25

Tasa de hipertrofia fibrilar (um2/dia)

15 °C/ambiente
=17 °C/ambiente

—15/19 °C
217/19 °C
5 —_—
01 ; ; ; ; ; ; f |
0 10 20 30 40 50 60 70 80
a. Edad (dias posteclosion)
N° de fibras blancas/dia
80 7 o
60
40
20
o -
-20 ; ; ; ; ; f f |
0 10 20 30 40 50 60 70 80
b.

Edad (dias posteclosion)

5 _Crecimiento del miotomo (Miles um2/dia)

4 -+

3 -

2 -

l -

0 t t t t i
0 2 4 6 8 10
C. Dias desde la fertilizacion

60 _Crecimiento del miotomo (Miles pm2/dia)

50T
40
30 1

20 7

0 10 20 30 40 50 60
d. Edad (dias posteclosion)

70 80

Fig. 38 (a-d). Tasas de crecimiento del areay nimero de fibras blancas (a,b) y del total del miotomo (c,d) alo
largo del desarrollo larvario de D. labrax mediter raneamantenida a diferentes regimenes de temperatura.
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0 FASE LARVARIA.

Tras la apertura de la boca, la tasa de hipertrofia fibrilar (Fig. 38a) se mantiene
précticamente constante en todos los tanques de cultivo, excepto en larvas mantenidas a 17
°C/ambiente, en las que tiene lugar un aumento gradual de este parametro, alcanzando ala
escamacion un valor maximo. No obstante, la tasa hipertréfica a fina del desarrollo
larvario no muestra grandes diferencias entre tanques.

El nimero de fibras del miotomo (Fig. 38b) se incrementa mas rapidamente en las
larvas cultivadas a mayor temperatura.

La tasa de crecimiento del area total del miotomo aumenta a lo largo de la fase
larvaria en todos los tanques (Fig. 38d). EI mayor incremento final se observa en las larvas
mantenidas a 15/19 °C y a 17 °C/ambiente, combinaciones de temperatura en las que tiene
lugar la mayor tasa hiperplasica e hipertrofica, respectivamente. Por tanto, la contribucion
de ambos parametros a total del miotomo es diferente en funcion de la temperatura de

cultivo.

IV-3.3.1.3. COMPARACION D. labrax ATLANTICA Y MEDITERRANEA

0 FASESEMBRIONARIA Y PRELARVARIA.

La hipertrofia e hiperplasia fibrilares presentan un mayor incremento en la fase
embrionaria que en la fase prelarvaria en ambas poblaciones de D. labrax, pero su
respuesta frente a la temperatura es distinta entre ellas. Asi, en D. labrax atlantica, latasa
hiperplasica se muestra més influida por |as atas temperaturas durante la fase embrionaria;
sin embargo, la tasa de crecimiento del area de las fibras es mas sensible a la temperatura
en la fase prelarvaria. En D. labrax mediterranea, la tasa hipertréfica se muestra mas
influida por la temperatura en el periodo embrionario que en la fase prelarvaria, no
observandose influencia de la temperatura sobre |la tasa hiperplasica.

En ambas poblaciones de D. labrax |la tasa de crecimiento del total del miotomo

muestra la misma tendencia que la del area de sus fibras.
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0 FASELARVARIA.

Tanto en D. labrax atlantica como en D. labrax mediterranea, la temperatura de
cultivo fue determinante para completar la metamorfosis, produciéndose antes en los
gjemplares cultivados a mayor temperatura (52 dias en los cultivados a altas temperaturas,
frente a 8-73 dias en los cultivados a temperatura ambiente). El répido crecimiento que
experimenta e miotomo en los gemplares de ambas poblaciones cultivados a alta

temperatura, fue paralelo a una mayor generacion de fibras (tasa hiperplésica).

En D. labrax atlantica, la mayor tasa de crecimiento final del miotomo se alcanza
en larvas cultivadas a altas temperaturas, cuya tasa hiperplésica es mayor que en larvas
mantenidas a temperatura ambiente. En D. labrax mediterranea las mayores tasas finales se
alcanzan a 15/19 °C (que presentan la mayor tasa hiperplasica de todos los tanques de
cultivo) y a 17 °C/ambiente (con una mayor tasa hipertréfica que en e resto de
combinaciones). Por tanto, ambas poblaciones de D. labrax no manifiestan e mismo
comportamiento frente a la temperatura. En D. labrax atlantica, el crecimiento final del
miotomo se ve més influido por las altas temperaturas de cultivo, y esta correlacionado
fundamentalmente con una mayor generacién de fibras. D. labrax mediterranea manifiesta
una interaccion T4nc.* Tacult., con una participacion mas homogénea de ambos parametros

(érea’y nimero de fibras) a total del miotomo.
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Una vez estudiadas las tasas de crecimiento muscular de D. labrax atlantica y
mediterranea, a partir de los datos experimentales se han hallado ecuaciones que tratan de
representar numeéricamente la tasa de crecimiento del muasculo ante las diferentes
temperaturas. Con € fin de smplificar los resultados obtenidos, sdlo se exponen las
ecuaciones correspondientes a los tanques donde se aplicaron bagjas y altas temperaturas de
forma continua desde la fertilizacion hasta la escamacion (15 °C/ambiente y 17/19 °C),

obviando € resto de combinaciones de temperatura usadas en este estudio.

Las Figs. 39 (ac) y 40 (ac) representan las tasas de crecimiento frente a la
temperatura de D. labrax atlantica y mediterranea, respectivamente. Ta y como se aprecia
en estas figuras, la sensibilidad de la musculatura frente a la temperatura, varia a lo largo
del desarrollo larvario. Asi, en ambas poblaciones de D. labrax, la tasa de crecimiento del
total del miotomo es baja en las fases iniciales de su desarrollo (eclosion y apertura de la
boca) y su sensibilidad a la temperatura muestra un comportamiento mas similar a que
describe € érea de sus fibras que a que presenta el nimero de fibras. Posteriormente, tras
la fase prelarvaria, se aprecia un incremento sustancial en la tasa de crecimiento del
miotomo, y una mayor sensibilidad de éste frente a la temperatura que en las fases
iniciales, correlacionada fundamentalmente con una mayor tasa hiperplasica en larvas
cultivadas a 19 °C. A su vez, lainfluencia que gjerce la temperatura sobre la generacion de
fibras es mayor en larvas de D. labrax atlantica que en D. labrax mediterranea, 1o que
viene dado por un mayor valor de la pendiente de la recta en cada estadio de desarrollo

(ver ecuaciones).
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Fig. 39 (a-c). Tasas de crecimiento muscular (incremento/dia) a la eclosion, a la apertura de la boca
y ala escamacion, de larvas de D. labrax atlantica sometidas a 2 regimenes de temperatura (15

°C/ambientey 17/19 °C)
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Fig. 40 (a-c). Tasas de crecimiento muscular (incrementos/dia) ala eclosion, a la apertura de la boca
y alaescamacion de larvas de D. labrax mediterranea sometidas a 2 regimenes de temperatura (15

°C/ambientey 17/19 °C).
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IV-3.3.2. TASAS DE DESARROLLO DE D. labrax ATLANTICA Y

MEDITERRANEA.

En la Tabla. 3 (ver material y méodos), se muestra la duracién de los diferentes
estadios de desarrollo estudiadosen D. labrax atlanticay mediterranea.

Las atas temperaturas de incubacion (17 °C) acortaron €l periodo embrionario en
ambas poblaciones de D. labrax. Tras la eclosion, en las larvas cultivadas a 19 °C se redujo
el tiempo necesario para completar las fases prelarvaria (apertura de la boca) y larvaria
(escamacion); ademas, se observa un ligero efecto adicional de la temperatura de
incubacion sobre la apertura de la boca y la escamacion en larvas de D. labrax
mediterranea, de tal marera que, en larvas cultivadas a una misma temperatura, ambos
hechos biologicos se adelantaron en aguellas incubadas previamente a 17 °C, no
observandose dicho efecto en larvas de D. labrax atlantica

Por otro lado, se observa una disminucion de los grados dia necesarios para
finalizar la fase prelarvaria (apertura de la boca) en larvas cultivadas a 19 °C, aungue esto
es mas evidente en D. labrax mediterranea que en D. labrax atlantica.

La reabsorcidn del saco vitelino se muestra también influida por la temperatura, y
asi, tuvo lugar en los siguientes momentos. 3 dias posteclosion en larvas de D. labrax
atléntica y mediterranea sometidas a 15/19 °C y 17/19 °C; 5 dias a 17 °C/ambiente en
ambos lotes; 6 y 7 dias a 15 °C/ambiente en los lotes mediterraneo y atlantico

respectivamente.

La Fig. 41 representa la tasa de desarrollo de larvas de D. labrax atlantica y
mediterranea, mantenidas a temperatura ambiente desde la fertilizacion hasta el fina del
desarrollo larvario (15 °C/ambiente), frente a larvas sometidas a altas temperaturas (17/19
°C).

La influencia de la temperatura sobre e desarrollo viene representada por la
pendiente de la recta obtenida para cada estadio. En este sentido, observamos que todas las
fases de desarrollo estan correlacionadas positivamente con la temperatura, tanto en D.
labrax atlantica como en D. labrax mediterrdnea, y asi, en los embriones y larvas

sometidos a mayor temperatura se acorta el tiempo necesario para conpletar cada estadio.
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Ademas, la sensibilidad a la temperatura en ambas poblaciones de D. labrax es mayor en
las etapas iniciales de desarrollo, siendo méaxima a la eclosion.
L as ecuaciones obtenidas para cada estadio de desarrollo fueron las siguientes. En

D. labrax atlantica:

Eclosion. D=-0.334+0.04T2

Aperturadela boca. D=-0.042+0.009T2

Escamacion. D=-0.003+0.0011T2
En D. labrax mediterranea:

Eclosion. D=-0.2+0.035T2

Apertura de laboca. D=-0.18+0.02T2

Escamacion. D=-0.0076+0.0014T2
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Fig. 41 (a,b). Influencia de la temperatura sobre |a aparicion de hechos biol 6gicos rel acionados con
el desarrollo (eclosién, apertura de labocay escamacion) en larvasde D. labrax atlantica(a) y
mediterranea (b).
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IV-3.4. TALLAS Y PESOSCORPORALES, DIAMETROS DE LOSHUEVOS,
LONGITUDESDEL SACO VITELINO Y SUPERVIVENCIAS.

A lo largo del estudio llevado a cabo con D. labrax atlantica y mediterranea, se
tomaron medidas de los siguientes parametros corporales. didmetros de los huevos,
longitudes de los sacos vitelinos, longitudes y pesos corporales, y supervivencias.

Para cada combinacién de temperaturas se emplearon tanques de cultivo
duplicados, resultando un total de 16 tanques. Las medidas se tomaron periddicamente por
parte del personal del 1.E.O (Centro Oceanografico de Mazarrén) desde la fertilizacion
hasta los 90 dias.

La longitud de las larvas de D. labrax atlantica y mediterrénea a los 3 dias
posteclosion, fue similar (@mm.) en todos los tanques de cultivo; y se mantuvo
précticamente constante durante la fase viteling, sin observarse influencia de la
temperatura. Posteriormente, la longitud comenzd a aumentar en todos los tanques de
cultivo, pero principamente en las larvas cultivadas a atas temperaturas, en ambas
poblaciones de D. labrax. A partir de los 50-55 dias, las longitudes y pesos corporales de
las larvas cultivadas a 19 °C fueron significativamente mayores que en larvas cultivadas a
temperatura ambiente (Figs. 42y 43).

La temperatura de incubacién solo mostré cierta influencia positiva en el tanque 17
°C/ambiente de D. labrax mediterranea, donde se alcanzaron mayores valores de longitud y
peso que a 15 °C/ambiente, y este mismo resultado se hallé en D. labrax atlantica, pero
s0lo hasta los 25 dias.

El mayor crecimiernto observado a ata temperatura de cultivo (19 °C) en D. labrax
de ambas procedencias fue acompaiado de una elevada mortalidad desde € inicio de la
etapa larvaria, obteniéndose una menor supervivencia final que en los tanques cultivados a
temperatura ambiente (Fig. 44). Por su parte, las larvas cultivadas a temperatura ambiente,
aunque mas tardiamente, alcanzan el fina de la metamorfosis con un longitud similar alas
cultivados a 19 °C. La longitud a la que se completd este estadio estuvo comprendida
dentro del rango 20 £ 5mm., si bien dentro de este rango la mayor longitud se alcanz6 a 17
°C/ambiente de D. labrax mediterranea.

La elevada mortalidad registrada en las larvas cultivadas a 19 °C nos lleva a sugerir

que la aplicacion de esta temperatura desde la eclosion (con aumentos de 1 °C/dia a partir
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de la temperatura ambiente) sobrepasa e limite del rango considerado éptimo para los
primeros estadios larvarios en esta especie.

La Fig. 45ab representa la longitud del saco vitdino en D. labrax atlantica y
mediterranea. En ambas poblaciones, la reabsorcion del saco vitelino a 19 °C de cultivo
tuvo lugar muy pronto (@ dias), 1o que indica una aceleracion del metabolismo que podria

ser perjudicial parala supervivencialarvaria

Por otra parte, la poblacion de D. labrax mediterrdnea present6 un bajo indice de
supervivencia. Sin embargo, los gemplares de esta poblacion acanzaron un mayor
crecimiento en longitud y peso corporales que los gjemplares de D. labrax atléntica, o que
pudo estar asociado a una menor densidad de cultivo en D. labrax mediterranea, motivada

por su alta mortalidad.
La Fig. 45c muestra € valor medio del diametro de los huevos procedentes de la

puesta de ambas poblaciones de D. labrax alo largo de la fase embrionaria. Tal y cono se

apreciaen lafigura, € tamafio es similar entre ellos (1171-1290 um).
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Fig 42 (a,b). Longitudes de las larvas de D. labrax atlantica(a) y D. labrax mediterréanea (b) desde la
eclosién hasta los 90 dias. a) Tras un agjuste lineal, las ecuaciones obtenidas en D. labrax atlantica fueron:
L=1.5+0.31t (’=0.97) a 15 °C/ambiente, donde L es longitud, y t es dias posteclosion; L=2.28+0.29t
(*=0.98) a 17 °C/ambiente; L=2.03+0.41t (r?=0.99) a 15/19 °C; L=1.65+0.38t (’=0.98) a 17/19 °C. b) Tras
un ajuste lineal, las ecuaciones obtenidas en D. labrax mediterranea fueron: L=2.77+0.27t (*=0.99), a 15
oC/ambiente; L=1.88+0.37t (r°=0.98) a 17 °C/ambiente; L=1.17+0.45t (r*>=0.97) a 15/19 °C; L=1.58+0.44t
(*=0.94) a 17/19 °C.
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Fig. 43 (a,b). Pesos de las larvas de D. labrax atlantica (a) y D. labrax mediterranea (b) desde los 40 hasta
los 90 dias. (a) Tras un agjuste lineal, las ecuaciones obtenidas en D. labrax atlantica fueron: P=-207.2+4.7t
(*=0.81) a 15 °C/ambiente, donde P es peso, y t es dias posteclosién; P=-200.9+4.5t (r°=0.81) a 17
oC/ambiente; P=-664.8+14.8t (*=0.82) a 15/19 °C; P= -541.64+11.7t (r*=0.83) a 17/19 °C. (b) Tras un ajuste
lineal, las ecuaciones obtenidas en D. labrax mediterrdnea fueron: P=-137.5+3.2t (r*=0.75), a 15
°C/ambiente; P=-389.2+8.3t (r*=0.72) a 17 °C/ambiente; P=-912.2+19.1t (r’=0.86) a 15/19 °C;
P=-894.6+18.7t (r°=0.74) a 17/19 °C.
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Fig 44 (a,b). Porcentaje de supervivencia de larvas de D. labrax atlantica(a) y mediterranea(b) a
los 90 dias en todos | os tanques de cultivo (incluidos los tanques duplicados).
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Fig. 45 (a-c). Longitud del saco vitelino delaslarvasde D. labrax atlantica(a) y mediterranea(b),

medidos desde la eclosion hasta su reabsorcion. (¢) Diametro de los huevos procedentes de las
puestas de D. labrax atlantica (atl) y mediterranea (med) medidos desde la fertilizacion hasta la

eclosion.
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IV-4. CRECIMIENTO MUSCULAR EN D. labrax ATLANTICA:

EXPERIMENTO 3° (1998).

En esta prueba empleamos dos | otes obtenidos de una puesta de D. labrax atlantica,
gue fueron mantenidos a 19 °C/ambiente y 19/19 °C, respectivamente (ver Fig. 9 de
material y métodos).

La Fig. 46 representa el crecimiento muscular de ambos lotes. La dinamica de
crecimiento que muestran las larvas de D. labrax desde la eclosién hasta los 40 dias, en

que finalizo6 la prueba, fue la siguiente:

Durante la fase prelarvaria se aprecia un crecimiento hipertréfico de las fibras
blancas y rojas sin influencia significativa de la temperatura. No se observa hiperplasia de
las fibras blancas, e incluso se aprecia una disminucion del nimero de fibras rojas respecto
alaeclosion.

Desde los 20 dias, comienza a detectarse la influencia de |a temperatura de cultivo,
de tal forma que todos los pardmetros musculares son mayores a 19 °C de cultivo, de forma
significativa para € nimero de fibras blancas y rojas (p=0.032 nimero de fibras blancas).
A los 40 dias contindia la misma tendencia que en el estadio anterior, siendo significativa

para todos los parametros musculares, excepto para el niumero de fibras blancas y rojas.
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Fig. 46. Efecto de latemperatura de cultivo sobre el dreatotal del miotomo (a), y el &reay nimero
defibrasblancas en larvas de D. labrax atlanticahastalos 40 dias (b,c).
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IV-5. COROLARIO.

IV-5.1. COMPARACION DE LAS POBLACIONES DE D. labrax pe 1996, 1997 v

1998 (Experimentos 1°-3°). EFECTO DE LA TEMPERATURA DE INCUBACION.

En este apartado se pretende \alorar € efecto de la aplicacion de altas temperaturas
de incubacién sobre € crecimiento posterior de larvas mantenidas a temperatura ambiente
trasla eclosion. Para ello, se compara el crecimiento muscular alcanzado a 19 °C/ambiente
de 1998 con el que presentaron el resto de poblaciones incubadas a menor temperatura (17
°C/ambiente y 15 °C/ambiente). Se consideran, por tanto, distintas poblaciones de D.
labrax, lo que implica la introduccion de nuevos factores que pueden interrelacionar con
la temperatura, y enmascarar la influencia de esta variable, tales como diferencias
genéticas, etc., Por ello, la valoracion posterior de los resultados que aqui se exponen, se

realizara de forma cautelosa 'y sin una finalidad aplicativa.

IV-5.1.1. COMPARACION DE LAS POBLACIONES DE D. labrax DE 1996 Y 1998
(EXPERIMENTOS 1°Y 3°).

La Fig. 47 describe los resultados hallados a comparar los valores obtenidos a 19
°C/ambiente (1998) con los encontrados a menor temperatura de incubacion en larvas

correspondientes a la poblacion de 1996 (17 °C/ambiente y 15 °C/ambiente).

A laeclosion y a la apertura de la boca, tanto e nimero como € area de las fibras
(blancas y rojas) no se muestran influidos significativamente por la temperatura de
incubacion (Fig. 47b,c.ef).

Desde los 20 dias hasta €l final del estudio (40 dias) las larvas que habian sido
incubadas a 19 °C, presentan valores significativamente mayores en € nimero y &rea de
sus fibras musculares blancas gque los de las larvas incubadas a menor temperatura. Sin
embargo, € crecimiento del musculo rojo se mantuvo independiente de la temperatura de
incubacion hasta los 40 dias. En este momento, € area de las fibras rojas y € area
transversal del musculo rojo son significativamente mayores en los giemplares que habian
sido incubados a 19 °C, si bien e numero de fibras rojas no presenta variacion entre

tanques.
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Fig. 47 (a-f). Efecto de la temperatura de incubacién (a temperatura ambiental de cultivo) sobre el
crecimiento total del miotomo (a-c), y sobre el musculo rojo (d-f) en larvas de D. labrax atlantica de 1998 y
de D. labrax mediterranea de 1996. a) y d) son representaciones semilogaritmicas.
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IV-5.1.2. COMPARACION DE LAS POBLACIONES DE D. labrax DE 1997 Yy 1998

(EXPERIMENTOS 2°Y 3°).

En este caso exponemos los resultados hallados a comparar € lote de D. labrax
atldntica mantenido a 19 °C/ambiente (1998) con larvas de D. labrax atléntica y

mediterranea de 1997 incubadas a menor temperatura (17 °C/ambiente y 15 °C/ambiente).

Al mntrario que en e apartado anterior, en este caso no encontramos diferencias
significativas entre las larvas de D. labrax mediterranea de 1997 y las larvas de D. labrax
atlantica de 1998 (Fig. 48a,b).

Por su parte, a comparar la poblacion de D. labrax atlantica de 1997 con D. labrax
atlantica de 1998 (Fig. 48c,d), solo se obtienen algunos datos puntuales, como que, a la
apertura de la boca, e érea de las fibras blancas es significativamente mayor a 19
°C/ambiente que a menor temperatura de incubacion. La misma tendencia se observa para
el nimero de fibras blancas a los 20 dias (Fig. 48c,d.).
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Fig. 48 (ad). Efecto de la temperatura de incubacion sobre el crecimiento muscular en larvas
cultivadas a temperatura ambiente. (a,b) Nimero y area de las fibras blancas a 19 °C/ambiente (D.
labrax atlantica 1998) y a 17 °C/ambiente y 15 °C/ambiente (D. labrax mediterranea1997). (c,d)
Numero y areade las fibras blancas a 19 °C/ambiente (D. labrax atlantica 1998) y a 17 °C'ambiente
y 15 °C/ambiente (D. labrax atlantica 1997).
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IV-5.2. TASA DE DESARROLLO DE D. labrax. TRATAMIENTO CONJUNTO DE

LASPOBLACIONES

Con € finder

DE 1996, 1997 Y 1998 (EXPERI MENTOS 1°-3°).

epresentar |a tendencia general que presenta la tasa de desarrollo de

D. labrax sometida a diferentes temperaturas se han unido los resultados de todos los

experimentos: D. labrax mediterranea de 1996; D. labrax atlanticay mediterréanea de 1997,

y D. labrax atlantica d

Ta y como m

e 1998, y hemos realizado la regresion de los datos obtenidos.

uestra la Fig. 49 la sensibilidad del desarrollo corporal frente a la

temperatura es mayor en las fases iniciales, segin el siguiente orden: periodo

embrionario>periodo prelarvario>etapa larvaria.
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Eclosion. D= -0.47+0.05T?. (r2=0.73)

Ap.

boca. D= -0.34+0.03T2. (r2=0.81)

Escamac. D= -0.01+0.001T2. (r2=0.84)

Fig. 49. Tasa de desarrollo de D. labrax frente a la temperatura, obtenida de la regresion conjunta de

|os datos hallados

en esta especie a diferentes temperaturas.
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V.-DISCUSION.
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V.-DISCUSION,

V-1. DESARROLLO Y CRECIMIENTO DE LA MUSCULATURA AXIAL.

En este apartado se contrastan nuestros resultados sobre el crecimiento de la
musculatura axial de Dicentrarchus labrax, en relacion a estudios previos realizados en

esta especie.

V-1.1. FASE VITELINA.

A la eclosion, las larvas de D. labrax de nuestro estudio presentan 2 estratos
musculares: musculo superficial rojo y musculo interno blanco. EI musculo blanco lo
integran varias capas de fibras, las cuales presentan evidentes signos de inmadurez:
miofibrillogénesis incompleta, posicion central del nacleo, etc. Las fibras superficiales
(rojas) presentan un alto contenido mitocondrial y estén dispuestas en monocapa, desde €l
septo horizontal hasta los extremos epi e hipoaxial. Estas caracteristicas coinciden con las
descritas en esta especie por otros autores (Veggetti et al., 1990; Ramirez Zarzosa et al.,
1995, 1998; LopezAlbors et al., 1998). La inmadurez fibrilar observada a la eclosion,

esta relacionada con € corto periodo de incubacion en esta especie. Al fina de lafase
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prelarvaria, con la apertura de la bocay la reabsorcion del saco vitelino, ain se observan
naicleos en posicion centra en las fibras internas de D. labrax, pero se aprecia un
considerable aumento del contenido miofibrilar de las fibras blancas. Todos estos hechos
se han observado también en otras especies, como en S aurata (LOpezAlbors, 1994;
Patruno et al., 1998).

Durante el periodo embrionario, latasa de crecimiento muscular de D. labrax es
alta en todos los parametros musculares medidos. Durante esta fase se describe un
incremento multiplicativo del tamafio corporal en un corto periodo de tiempo (Kamler,
1992), hecho que se debe a una dta eficiencia de transformacion de la energia que
contiene € vitelo del huevo en produccion de tgido. Durante la fase préarvaria, las
larvas no reciben alimentacion externa, sino que dependen de las reservas energéticas del
saco vitelino, que, a su vez, se reparten entre produccion de tgido (desarrollo y
crecimiento) y respiracion (metabolismo). En nuestro estudio, observamos una
disminucion en latasa de crecimiento deD. labrax en esta fase, 1o que indica, que gran
parte de la energia disponible se dirige a satisfacer las necesidades de desarrollo, tanto del
musculo como de otros tgjidos. En general, numerosas especies de teledsteos presentan
una disminucion de la tasa de crecimiento cuando predominan los procesos de

diferenciacion de tgjidos (Kamler, 1992).

El escaso crecimiento neto alcanzado por el total del miotomo de D. labrax en la
fase prelarvaria, tuvo lugar Unicamente por hipertrofia de las fibras (blancas y rojas),
mientras que el nimero de fibras permanecié practicamente constante. En otras
especies, como P. major (Matsuoka, 1984), C. harengus (Johnston, 1993; Johnston et al .,
1995, 1998) y S. maximus (Gibson y Johnston, 1995), el crecimiento durante esta fase fue
también debido sdlo ala hipertrofia fibrilar. Una posible explicacion a este hecho, comun
a todos los lotes incluidos en este estudio, seria que la sintesis proteica (hipertrofia
fibrilar) es un méodo menos costoso, en términos de gasto energético, que la génesis
fibrilar, en un periodo en € que no se recibe aimentacion externa. Por €l contrario, la
hiperplasia fibrilar, asociada generamente a las fases de répido crecimiento, ocurre

principalmente cuando los niveles nutricionales no estén limitados y el pez puede adquirir
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toda la energia necesaria para la generacion de nuevas fibras (Usher et al., 1994). En D.
labrax se evidencia claramente este hecho, y asi, tal y como se ha indicado, no se
producen fibras durante la fase prelarvaria. Por otra parte, el muisculo alin no interviene en
la natacion continua durante esta etapa, observandose Unicamente actividades motrices
estereotipadas, no orientadas (Barnabé, 1991), tal y como ha sido observado también en
otras especies, como en S. aurata por Patruno et al. (1998). Estos Ultimos autores sefidlan
que la adquisicion de la funcionalidad natatoria conlleva un aumento de la participacion

hiperplasica en €l crecimiento del miotomo.

En larvas recién eclosionadas, las agalas son estructuras rudimentarias, y la
monocapa de fibras rojas sirve de 6rgano tempora de intercambio de gas, 10 que va
acompafiado de un aumento del porcentgje de dicho musculo respecto a total del
miotomo durante esta etapa, tal y como se ha visto en ciprinidos (El-Fiky et al., 1987) y
en S aurata (Ayda et al., 1999). En este trabgjo hemos hallado resultados similares para
D. labrax, y asi, e porcentgje de musculo rojo hallado durante la fase vitelina resulto ser

mayor gque en estadios posteriores.

V-1.2. DESDE EL COMIENZO DE LA ALIMENTACION VIVA HASTA EL DESTETE.

Las caracteristicas morfolégicas que presentan las fibras durante esta etapa, son
similares a las descritas en otros trabajos realizados en D. labrax (Scapolo et al., 1988;
Veggetti et al., 1990; RamirezZarzosa et al., 1995; LopezAlborset al., 1998).

Desde los 15-20 dias, las fibras blancas aparecen perfectamente diferenciadas (en
términos de morfologia externa apreciable al microscopio éptico), con un alto contenido
de miofibrillas ocupando cas la totalidad de la fibra. Las fibras superficiales presentan
mayor madurez que en estadios anteriores, y contienen abundantes mitocondrias,
agrupadas alrededor de las miofibrillas. En la zona del septo horizontal, bagjo las fibras
superficiales, se aprecia un grupo de fibras con mayor desarrollo y organizacion
miofibrilar que las fibras superficiales. Dichas fibras se corresponden con las fibras rojas
adultas identificadas por otros autores en esta especie, mediante técnicas
inmunohistoguimicas y de mATPasa, a partir de los 25 dias (Scapolo et al., 1988;
RamirezZarzosaet al., 1995; L 6pezAlbors et al., 1998).
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La dinamica de crecimiento muscular de D. labrax ha sido estudiada previamente
por diversos autores (Veggetti et al., 1990; RamirezZarzosa et al., 1995, 1998;
Nathanailides et al., 1996; LoOpezAlbors et al., 1998), que describen una gran
participacion hiperplasica en el crecimiento del miotomo a partir del inicio de la
alimentacion exégena. Similares resultados hemos encontrado en este trabgjo. Asi, en esta
etapa, la dindmica de crecimiento reflgja la participacion de la hipertrofiay la hiperplasia
fibrilares, con un claro predominio de la hiperplasia; apareciendo zonas germinales de
fibras de nueva generacion en los extremos epi e hipoaxiales del miotomo, asi como en la
estrecha zona situada en € limite entre los misculos blanco y rojo, que s extiende desde
el septo horizontal hasta las zonas apicales. De igua forma, comienzan a aparecer algunas
fibras pequefias entremezcladas en la zona intermedia del miotomo.

La correlacion positiva entre €l rgpido crecimiento en este periodo y el elevado
nimero de fibras de nueva generacion observado en todos los lotes, es caracteristico de
las especies que alcanzan un gran tamafio de adulto, cuyo rapido crecimiento ha sido
asociado a la hiperplasia fibrilar (Weatherley y Gill, 1987; Higgins y Thorpe, 1990;
Patruno et al., 1998). A su vez, €l crecimiento caracteristico de esta etapa coincide con un
cambio en el comportamiento alimentario y natatorio tras la reabsorcion del saco vitelino
de las larvas, que manifiestan una gran actividad relacionada con la bisqueda de
alimento, tal y como ha sido descrito en D. labrax (Barnabé, 1991) y recientemente en S.

aurata (Patruno et al., 1998).

V-1.3. FINAL DEL DESARROLLO LARVARIO Y FASE POSTLARVARIA.

En estos estadios, observamos una gran diversidad de tamafios fibrilares extendida
por todo € grosor del miotomo, o que corresponde con la aparicion del mosaico de
tamafios fibrilares caracteristico de las especies que acanzan un gran tamafio durante la
fase adulta (Wesatherley y Gill, 1981; Weatherley et al., 1988; Patruno et al., 1998). En
estas fases, € musculo rojo manifiesta también cierta apariencia de mosaico, por la
aparicion de fibras pequefias de nueva generacion. En los extremos apicales del miotomo
comienza a disminuir € numero de fibras pequefias, merced a un aumento en su area
fibrilar; y bajo e musculo rojo continla observandose una zona proliferativa de fibras.

Similares caracteristicas han sido también descritas en esta especie por Ramirez Zarzosa
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et al. (1998) y LopezAlbors et al. (1998), y en S. aurata por Mascarello et al. (1995) y
LopezAlbors et al. (1998).

En definitiva, en este estudio se ponen de manifiesto diferentes etapas de
crecimiento muscular, descritas también por otros autores en los teledsteos (Stoiber y
Sanger, 1996): en un primer momento (fase embrionaria), el miotomo lo constituyen fibras
musculares derivadas directamente de las céulas indiferenciadas del  somito;
posteriormente, se describe un crecimiento aposicional en los extremos dorsoventrales del
miotomo; y, finalmente, en las especies que acanzan un gran tamafio, tiene lugar un tercer
mecanismo de crecimiento hiperplasico, que da lugar a una apariencia tipica de mosaico.
Deigual forma, estas etapas han sido descritas por Veggetti et al. (1990) y LopezAlbors
(1994) en D. labrax.

V-2. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL DESARROLLO
LARVARIO.

El efecto de la temperatura sobre el desarrollo muscular y la organogénesis ha sido
estudiado recientemente en embriones y larvas de varios teledsteos (Stickland et al.,
1988; Viedra y Johnston, 1992; Brooks y Johnston, 1993; Johnston, 1993; Usher et al.,
1994; Johnston et al., 1995, 1997; Nathanailides et al., 1995a). En dichas investigaciones
se pone de manifiesto una aceleracion de la miogénesis y, en general, del desarrollo de los
organos y tejidos corporales de embriones y larvas, por efecto de la temperatura,
ocasionando una aceleracion de hechos biol 6gicos tales como la eclosion y la reabsorcion
del saco vitelino.

Tal y como ha sido observado en otras especies, en nuestro estudio, la tasa de
desarrollo de D. labrax ha mostrado una clara correlacion positiva con la
temperatura. Asi, nuestros resultados muestran una disminucién del periodo embrionario
en los huevos incubados a mayor temperatura, coincidiendo con estudios previos en esta
especie (Jennings y Pawson, 1991, citados por Picket y Pawson, 1994). Tras la eclosion,
el resto de hechos bioldgicos relacionados con e desarrollo, tales como la apertura de la
boca, la reabsorcion del saco vitelino y la escamacion se completaron antes en larvas

sometidas a mayor temperatura de cultivo.
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La aplicacion de altas temperaturas durante € periodo de incubacién gercio sobre
el desarrollo larvario posterior alaeclosion, un ligero efecto adicional al provocado por la
temperatura de cultivo, siendo este hecho més evidente en D. labrax mediterranea
(poblaciones correspondientes a los afios 1996 y 1997) que en D. labrax atlantica
(poblacion de 1997). Asi, aungue en todos los lotes de D. labrax las altas temper aturas
de cultivo aceleraron la culminacion de | os diferentes estadios de desarrollo, en D. labrax
mediterranea las altas temperaturas de incubacion también intervinieron adelantado
ligeramente el desarrollo tras la eclosidon. Se pone asi de manifiesto, que el efecto de la
temperatura de incubacion sobre €l desarrollo de D. labrax mediterrdnea persiste a largo
plazo, tal y como ocurre en C. harengus(Johnston et al., 1997). En esta Ultima especie, se
incubaron huevos a diferentes temperaturas, y se observé que, a los 20 mm. de longitud,

laaetaana estaba méas desarrollada en larvas incubadas a mayor temperatura.

Mediante estudios cuantitativos, Winberg (1987, citado por Kamler, 1992)
encontro que el modelo de gjuste lineal describe adecuadamente la relacion entre la tasa
de desarrollo de muchos poiquilotermos acuaticos y la temperatura ambiental, dentro del
rango de temperaturas tolerable para cada especie. En D. labrax hemos hallado también,
tras la regresion conjunta de todos los datos obtenidos, que existe unarelacion lineal entre
la tasa de desarrollo y la temperatura, dada por la ecuacion D=a+bT? donde D es tasa de
desarrollo (1/dias desde la fertilizacion hasta la culminacion de un estadio de desarrollo),
y T2 es la temperatura. Mediante las ecuaciones experimentales obtenidas, lemos puesto
de manifiesto que la sensibilidad a la temperatura (representada numéricamente por la
pendiente de larecta) es especialmente alta durante las fasesiniciales del desarrollo de

D. labrax, decreciendo alo largo del desarrollo larvario.

En muchas especies de teledsteos, se ha observado que los grados dia (°C-d)
necesarios para alcanzar un estadio de desarrollo dado, se ven poco influidos por cambios
en la temperatura ambiental. No obstante, se han encontrado g emplos (Tatarko, 1965;
Kokurewicz, 1970, 1971; Vovk, 1974, citados por Kamler, 1992) que muestran una
disminucion de los grados dia al aumentar la temperatura. En general, en especies de agua
fria, dentro del rango éptimo para su desarrollo, los grados dia son poco dependientes de
la temperatura (Kamler, 1992). En D. labrax mediterrédnea (poblaciones de 1996 y 1997),
hemos observado una disminucién de los grados dia necesarios para la apertura de la boca

ante incrementos de la temperatura, mientras que en D. labrax atlantica (1997), los grados
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dia fueron menos dependientes de la temperatura, manifestando con €lo, un

comportamiento similar a de las especies de agua fria.

La duracion del periodo mixto de alimentacion (alimentacion vitelinay comienzo
de la alimentacion externa, con la apertura de la boca) es caracteristico de cada especie y
depende de la temperatura: es mas largo en especies que ponen huevos de mayor tamario,
y en larvas que se desarrollan a menor temperatura. En los giemplares de D. labrax de
nuestro estudio, no tuvo lugar un periodo mixto de alimentacién, ya que la reabsorcién
del saco vitelino coincidié con la apertura de la boca. Sdlo las larvas de D. labrax
atlantica mantenidas a 15 °C/ambiente, abrieron la boca un dia antes de |a reabsorcion del
saco vitelino. La existencia de un periodo mixto se considera ventgjoso para la
supervivencia ante escasez de recursos (Fukuhara, 1990); por lo que, las larvas de D.
labrax atlantica mantenidas a 15 °C/ambiente, manifestaron una respuesta mas favorable
para su supervivencia que € resto de larvas, cuya reabsorcion tuvo lugar muy

rapidamente.

En resumen, el principa efecto de latemperatura es un efecto acelerador sobre el
desarrollo, que es especialmente intenso durante las fases inicides (periodo
embrionario). Este hecho es constante en todos los lotes de D. labrax estudiados, y
prevalece sobre las ligeras variaciones intraespecificas encontradas. Dichas variaciones
pueden ser consecuencia de las diferencias genéticas entre los lotes, tal y como ha sido
encontrado en otras especies. Asi, Johnston (1993) atribuyo las diferencias encontradas en

el crecimiento de diferentes lotes de C. harengus, a interacciones genotipo-ambiente.

V-3. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL CRECIMIENTO
MUSCULAR.

V-3.1. FASE VITELINA.

En diferentes especies de teledsteos se ha estudiado € efecto de la temperatura
sobre el crecimiento del miotomo, a la eclosién y durante los primeros estadios larvarios
(Stickland et al., 1988; Vieiray Johnston, 1992; Johnston, 1993; Usher et al., 1994,
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Johnston y Mclay, 1997). La contribucion relativa de la hipertrofia e hiperplasia
fibrilares a crecimiento muscular se ve sdignificativamente influenciada por la
temperatura en las diferentes especies estudiadas, y muestra una gran variabilidad intra e
interespecifica De igual forma, en nuestro estudio se aprecian diferencias significativas
en los distintos lotes de D. labrax, en relacion a la respuesta que presentan los
mecanismos de crecimiento (hipertrofia e hiperplasia) frente a la temperatura. A la
eclosion, en D. labrax mediterranea (poblacion de 1996) observamos un aumento de la
tasa de generacion de nuevas fibras y de la tasa de crecimiento hipertréfico en las larvas
incubadas a ata temperatura (17 °C), s bien, e valor neto acanzado por ambos
parametros musculares a la eclosion no muestra diferencias significativas entre las
distintas temperaturas.

En D. labrax mediterranea, correspondiente a la poblacion de 1997, solo la tasa
hipertrofica es mayor en las larvas incubadas a mayor temperatura, no viéndose influida
la tasa de generacion fibrilar. El resultado neto a la eclosion es un aumento significativo
del &rea transversal de los musculos blanco y rojo, en las larvas incubadas a mayor
temperatura, merced a un aumento del area de sus fibras, sin diferencias en su nimero.
Semejantes resultados han sido hallados por Gibson y Johnston (1995) en larvas recién
eclosionadas de S. maximus, incubadas a12 y 16 °C. En las larvas de D. labrax atlantica
(1997), por su parte, € &ea del musculo blanco y la hipertrofia de sus fibras estén
aumentadas a 15 °C, mientras que la hiperplasia, por el contrario, se ve estimulada a altas
temperaturas de incubacion. En C. harengus ha sido también observado un aumento de la
hiperplasia, junto con un descenso de la hipertrofia a el evadas temperaturas de incubacion
(Vieiray Johnston, 1992; Johnston et al., 1995). Por su parte, Johnston y Mclay (1997)
encontraron en S. salar, que el crecimiento del miotomo a la eclosion, asi como la
hipertrofia e hiperplasia fibrilares estaban aumentados en gjemplares incubados a baja

temperatura.

Al findizar la fase prelarvaria, con la apertura de la boca, e comportamiento de
los pardmetros musculares frente a la temperatura (de incubacion y cultivo) mostré, de
nuevo, variaciones entre las diferentes poblaciones de D. labrax. En D. labrax
mediterranea (1996 y 1997), e &rea transversal del misculo blanco y € area de sus
fibras no mostraron influencia de la temperatura, coincidiendo estos resultados con los
hallados en C. harengus durante los primeros dias de vida larvaria (Johnston et al., 1998).

Sin embargo, en D. labrax atlantica (1997) estos mismos parametros (musculo blanco y
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area de sus fibras), aumentaron significativamente en las larvas cultivadas a mayor
temperatura.

Aparte de estas diferencias intraespecificas, en la fase prelarvaria destaca el hecho
de que la temperatura apenas modifica e numero de fibras en todos los lotes estudiados,
incluido € lote de 1998. En larvas de C. harengus, Johnston et al. (1998) tampoco
observaron influencia de la temperatura en e numero de fibras presente en esta fase, y

similares resultados fueron hallados en S. maximus por Gibson y Johnston (1995).

El efecto de la temperatura sobre la hipertrofia e hiperplasia del musculo rojo ha
sido menos estudiado, pero en genera, en los estudios realizados hasta e momento, la
respuesta descrita para este musculo es similar ala que presenta el musculo blanco (Usher
et al., 1994; Johnston et al., 1995; Johnston y Mclay, 1997). De igua forma, en este
trabgjo, € musculo rojo de D. labrax ha mostrado un comportamiento semejante a del
musculo blanco, tanto a la eclosion como a la apertura de la boca, aunque con algunas
variaciones en este Ultimo estadio. A laeclosion, tal y como indicamos anteriormente, las
altas temperaturas de incubacion aumentaron significativamente el area transversal de
este musculo y € érea de sus fibras en D. labrax mediterranea de 1997. Dado €l elevado
metabolismo aerdbico que caracteriza este musculo (E-Fiky et al., 1987), estos resultados
podrian indicar un aumento de la tasa metabdlica general a atas temperaturas. Esto ha
sido observado en larvas recién eclosionadas de diversas especies, en las que las atas
temperaturas de incubacion aumentaron € contenido mitocondrial de las fibras
superficiales (Brooks y Johnston, 1993). A la apertura de la boca, tal y como ocurre en €
musculo blanco, no se observa hiperplasia, e incluso, se aprecia una disminucion en €
nimero de fibras rojas en larvas de D. labrax atlantica y mediterranea (1997) incubadas
previamente a mayor temperatura. Estos resultados son semejantes a los hallados en
embriones de S. salar (Usher et al., 1994), en los que se aprecié un menor nimero de
fibras rojas, pero de mayor didmetro, a altas temperaturas de incubacion.

Por otra parte, en los lotes de D. labrax que hemos estudiado, la temperatura no
afectd a la proporcién del muasculo rojo respecto a total del miotomo, coincidiendo con

los resultados hallados previamente por Usher et al. (1994) en S salar.

Los resultados obtenidos en los musculos blanco y rojo muestran que la
hipertrofiay la hiperplasia musculares deD. labrax durante la fase embrionaria, son

bastante sensibles al efecto de la temperatura. Sin embargo, ambos parametros no se
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ven influenciados por la temperatura de igual forma, hecho que ha sido constatado
también en otras especies, como en S salar (Stickland et al., 1988) y C. harengus (Vieira
y Johnston, 1992). En la fase prelarvaria, sin embargo, disminuye la sensibilidad frente a
la temperatura de la musculatura de D. labrax, siendo especiamente significativo que la
tasa de generacion de fibras se reduce mucho, con independencia de la temperatura.

Las diferentes respuestas que presentan la hipertrofia e hiperplasia fibrilares frente
a la temperaura durante los periodos iniciales de desarrollo, podrian ser explicadas
porgue la sintesis proteica y la divisiéon celular tienen diferente grado de dependencia de
la temperatura (Brooks y Johnston, 1993). En este sentido, Johnston et al. (1996)
consderan que la temperatura puede influir sobre los mecanismos reguladores de la
miogénesis, y en base a esto, formulan dos hipbtesis para explicar e efecto de la
temperatura de incubacion sobre los pardmetros musculares en las larvas de C. harengus.
por un lado, sugirieron que la temperatura modifica la tasa de division de la poblacion de
células precursoras musculares durante e periodo embrionario, y en consecuencia, €l
nuimero de fibras del miotomo presentes ala eclosion (ver Fig. 1). Por otro lado, €l grado
de diferenciacion de los mioblastos a la eclosén puede variar en funcién de la
temperatura de incubacion (Johnston, 1993), lo que podriainfluir en las caracteristicas del
crecimiento del miotomo en el futuro. La diferenciacién muscular depende de complejos
mecanismos de control e induccion, procedentes de los tgidos proximos al somito,
particularmente la notocorda, que junto con € ectodermo inducen la transcripcion de los
factores reguladores miogénicos (MRFs) (Molkentin y Olson, 1996). La temperatura
podria actuar sobre la produccién de |as sefiales enviadas por |os tgjidos inductores parala
diferenciacion muscular (Johnston et al., 1996). La accion de estos mecanismos podria
determinar que algunos de los componentes que participan en e crecimiento futuro del
miotomo queden ya fijados desde las fases iniciales de la vida del pez (Johnston et al.,
1998). Para profundizar en esta hip6tesis, estos autores realizaron nuevos experimentos,
cuyos resultados (Johnston et al., 1998) seran discutidos con los nuestros a tratar €l
efecto de latemperatura a final de la metamorfosis (apartado V-3.3.).

Aparte de la posible influencia de la temperatura sobre |os mecanismos reguladores

de la miogénesis, dicha variable acta sobre aspectos muy importantes del desarrollo. Asi,
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en embriones y prelarvas, la temperatura puede acelerar tanto la tasa de transformacion de
energia en produccion de tejido, como el metabolismo (Blaxter, 1988, citado por Kamler,
1992). De este nodo, los peces tienen que adoptar una estrategia que posibilite un uso
Optimo de los recursos energéticos del saco vitelino. En Clarias gariepinus, Kamler et al.
(1994) encontraron la existencia de un optimo de temperatura en € cual se logra la
mayor eficacia de conversién energética del vitelo en tegjido. En S salar incubado a
diferentes temperaturas, Usher et al. (1994) observaron que las altas temperaturas
aumentaban € area de las fibras blancas a la eclosion, pero disminuian tanto la hiperplasia
como € nuimero de nucleos por fibra muscular. Este fendmeno fue atribuido a que la
distribucion de la fuente energética dio prioridad a la formacion de proteina muscular, que
determina € tamafio corporal, més que e numero de nicleos. Estos resultados son
similares alos hallados para la misma especie por Stickland et al. (1988). De igual forma,
en nuestro estudio encontramos que, aunque el crecimiento neto del miotomo de D.
labrax es cuantitativamente escaso durante la fase vitelina, € incremento diario o tasade
crecimiento del miotomo generamente es mayor a atas temperaturas, asociado a una
mayor hipertrofia fibrilar. EI hecho de que la hipertrofia muscular esté incrementada en
las larvas que ven acelerado su desarrollo por efecto de la temperatura, contrasta con €l
hecho general encontrado en peces juveniles, cuyo rapido crecimiento es asociado con la
hiperplasia fibrilar (Weatherley y Gill, 1987; Higginsy Thorpe, 1990).

La longitud corporal durante esta etapa se mantuvo practicamente constante (4-
5mm. en todas las poblaciones) y no se vio influenciada por la temperatura, tal y como ha
sido encontrado en otras especies como en S. salar (Ryzhkov, 1976, citado por Kamler,
1992), y S trutta (Zalicheva, 1981, citado por Kamler, 1992), en las que la temperatura
no modifico & tamafio a la ecloséon. Asimismo, en gemplares de S. maximus, la
temperatura no influyé sobre la longitud en e momento de la reabsorcion del saco
vitelino (Quantz, 1985, citado por Kamler, 1992). No obstante, e comportamiento de este
parametro no es uniforme en todas las especies, ni dentro de una misma especie. Asi, en
estudios realizadosen S. salar por Nathanailides et al. (1995a), y en otras especies (Vieira
y Johnston, 1992; Gibson y Johnston, 1995) las bajas temperaturas aumentaron el periodo
de incubacién, lo que fue acompafiado de una mayor longitud a la eclosion.

Por ultimo, cabe sefidar que, independientemente del efecto de la temperatura, v,
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consider ando conjuntamente todos los lotes que integran cada poblacion estudiada, se
observan también diferencias intraespecificas en algunos parametros. Asi, por emplo, €l
numero de fibras a la apertura de la boca fue mayor en gjemplares de D. labrax atlantica de
1997 que en D. labrax mediterranea de 1997; esta Utima, sin embargo, presentd un area
fibrilar mayor en dicho estadio. En otras especies se han encontrado resultados similares.
Concretamente, algunos estudios ponen de manifiesto importantes diferencias en €
numero de fibras blancas entre diferentes stocks de C. harengus. Por ggemplo, C. harengus
Blackwater, un stock de estuario que se desarrolla normalmente en aguas mas frias que C.
harengus Bank, presenta hasta 1.9 veces més fibras musculares a acanzar la madurez
biol6gica (Greer-Walker et al., 1972). A este respecto, Johnston (1993) sugiere que las
diferencias en el niUmero de fibras entre poblaciones de una misma especie, podrian ser €
resultado de las interacciones entre factores medioambientales y € desarrollo, asi como de

las influencias genéticas.

En definitiva, las diferentes poblaciones de D. labrax estudiadas muestran una gran
variabilidad intraespecifica en su respuesta a la temperatura. Dicha variabilidad es
referida, principalmente, a la contribucion relativa de la hipertrofia e hiperplasia al
crecimiento del miotomo, en las fases embrionaria y prelarvaria, ante las diferentes
temperaturas. En este sentido, Johnston y Mclay (1997) obtuvieron resultados semejantes
en 5 familias de S. salar, de tal forma que las principales diferencias fueron referidas a la
participacion de ambos mecanismos de crecimiento en la eclosén y a inicio de la
alimentacion externa. Estos autores atribuyeron dicha variabilidad interfamiliar, a tamafio
y calidad del huevo, que varian entre poblaciones, y que influyen en e crecimiento y
tamafio larvarios. Otros estudios en S salar atléntico han mostrado diferencias en la
supervivencia, crecimiento, y maduracion de peces juveniles y adultos, atribuibles a
influencias parentales e interacciones genotipo- medioambiente (Thorpe y Morgan, 1978;
Hanke et al., 1989; Herbinger y Newkirk, 1990; Wild et al., 1994). En C. harengus han
sido encontradas también variaciones interanuales (Vieira y Johnston, 1992; Johnston,
1993; Johnston et al., 1995) que pueden reflgjar variaciones genéticas y/o variaciones en la
calidad del huevo (Johnston et al., 1996).

Las diferencias debidas a factores genéticos se ponen de manifiesto indirectamente
cuando diferentes lineas genéticas se someten a las mismas condiciones medioambientales

(Atkinson, 1996). De acuerdo con edo, la diferente respuesta en el crecimiento entre D.
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labrax atlantica y mediterranea (1997) de nuestro estudio (sometidas a condiciones de
temperatura semejantes, y procedentes de reproductores genéticamente distintos), puede
ser debida, al menos en parte, a la interaccion entre e genotipo y e medio ambiente,
descrita para otras especies. A este respecto, Johnston (1999) sugiere que los factores
externos, tales como temperatura, luz, niveles de oxigeno, alimentacion y natacion pueden
interaccionar con el genotipo, dando lugar a variaciones en la contribucién hiperpléasica a
crecimiento del miotomo.

Por otra parte, se ha observado que las temperaturas medioambientales pueden
producir una seleccion de determinados genotipos a lo largo de varias generaciones
(Atkinson, 1996). Segun esto Ultimo, las diferencias genéticas halladas entre los
reproductores de D. labrax atlantica y mediterrdnea podrian ser atribuidas a un fenémeno
de adaptacion a su medio ambiente natural, ya que las temperaturas que se alcanzan en el
océano atlantico son menores que las que se acanzan en las costas mediterraneas. No
obstante, las diferencias entre los stocks analizados podrian ser también debidas a la deriva
genética, y haria falta profundizar més en este tipo de estudios para pder evaluar la

interrelacion genotipo- medioambiente.

V-3.2. DESDE EL COMIENZO DE LA ALIMENTACION VIVA HASTA EL DESTETE.

Durante la aimentacion exdgena, la tasa de crecimiento es particularmente
sensible a los efectos de la temperatura, calidad y cantidad de alimento (Kamler, 1992).
En nuestro estudio, tras dos semanas de alimentacion viva (15-20 dias), comenzé a
aumentar considerablemente la hipertrofia e hiperplasia fibrilares de los musculos blanco
y rojo, viéndose ambos fendmenos correlacionados positivamente con las altas
temperaturas de cultivo. Con el comienzo de laalimentacion inerte (inicio del destete),
continud la misma tendencia y asi, las altas temperaturas de cultivo aumentaron tanto la
hipertrofia como la hiperplasia fibrilares, siendo ete efecto mas significativo sobre €

numero de fibras, tal y como revel6 e andlisis estadistico.

La mayor influencia de la temperatura sobre €l nimero de fibras durante esta etapa,
va asociada a una mayor tasa o velocidad de crecimiento muscular y corporal en las larvas
cultivadas a altas temperaturas. Estos resultados han sido también descritos en S. salar

(Johnston y Mclay, 1997), y coinciden con e hecho general encontrado en peces
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juveniles, cuyo rapido crecimiento es asociado con la hiperplasia fibrilar (Weatherley y
Gill, 1987; Higginsy Thorpe, 1990).

Por tanto, el efecto de la temperatura sobre la dinamica de crecimiento en esta
etapa, es diferente del observado en la fase viteling, en la que € principal mecanismo de
crecimiento del miotomo era la hipertrofia, viéndose en genera més influida por la
temperatura que la generacion de fibras. Sin embargo, tras esa fase, la hiperplasa
adquiere un papel predominante en la dindmica de crecimiento, manifestando una gran
sensibilidad a las altas temperaturas. De igual forma, algunos estudios en S salar ponen
de manifiesto que, tras la reabsorcion del saco vitelino, los mecanismos de crecimiento
muscular y el efecto de la temperatura sobre €ellos, difieren del comportamiento muscular
en los estadios hiciales de desarrollo. Asi, en esta especie, Johnston y Mclay (1997)
encontraron que durante e periodo de incubacion las atas temperaturas fueron
acompafiadas de una menor hipertrofia e hiperplasa fibrilares, pero en la fase larvaria,

ambos parametros aumentaron a altas temperaturas.

Por otro lado, en esta etapa las longitudes y pesos corporales de larvas cultivadas a
dtas temperaturas fueron significativamente mayores que en larvas cultivadas a
temperatura ambiente, coincidiendo con estudios previos en esta especie (Alliot et al.,

1983), y en otras especies, como C. harengus (Johnston et al., 1998).

El efecto que gerce la temperatura sobre e crecimiento durante la fase larvaria,
puede ser interpretado en funcion de diversos aspectos relacionados con e desarrollo
larvario y e comportamiento alimentario. Por un lado, existe una interaccion
temperatura-alimentacion, tal y como ha sido descrito por diversos autores en otras
especies. Asi, Atkinson (1996) encontré que un aumento de la temperatura generalmente
incrementa € grado de crecimiento cuando los recursos son abundantes, y esto es lo que
hemos constatado en € tgjido muscular, ya que los recursos alimenticios no estuvieron
limitados en ningln momento. Por otra parte, la interaccion temperatura/alimentacion,
puede, a su vez, estar acompafiada por la aceleracion en € desarrollo de estructuras
relacionadas con la alimentacion y la respiracion, tal y como encontraron Hunt Von
Herbing et al. (1996) en huevos de dos poblaciones genéticamente distintas de G.
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morhua, sometidos a 10 °C y 5 °C. Estos autores observaron que, durante el periodo de
alimentacién enddgena, dichas estructuras estaban presumiblemente controladas en gran
parte por factores intrinsecos (genéticos), mostrando menor sensibilidad a la temperatura.
Sin embargo, cuando predomina la comida exégena, los factores extrinsecos como la
temperatura juegan un papel mas importante sobre € desarrollo larvario, mostrandose
influido por una combinacion de factores intrinsecos (genéticos) y extrinsecos
(medioambientales).

Es importante resaltar que, mientras en las fases inicides del desarrollo (de
alimentacion enddégena), se observaban diferencias en e comportamiento de la
musculatura de las distintas poblaciones de D. labrax frente a la temperatura, en esta
etapa de rgpido crecimiento, todas €ellas responden de forma similar. De acuerdo con los
resultados hallados por Hunt von Herbing et al. (1996), podemos pensar que las
diferencias observadas entre las poblaciones de D. labrax en lafase inicial del desarrollo
podrian atribuirse en gran medida a diferencias genéticas, mientras que, con el comienzo
de la dimentacion externa, incrementa la influencia de la temperatura
Consecuentemente, al disminuir la influencia genética en esta etapa, la respuesta del
crecimiento muscular frente a la temperatura es mas homogénea entre los lotes

poblacionales.

Por otra parte, durante esta etapa la temperatura de incubacion fue capaz de
marcar algunas diferencias entre los gjemplares cultivados a temperatura ambiente,
aungue estas diferencias solo fueron significativas en muy pocos casos. Asi, alos 50 dias,
el nimero de fibras blancas de las larvas de D. labrax de 1996 sometidas a 17
oC/ambiente, fue significativamente mayor que a 15 °C/ambiente. Esta tendencia fue
también puesta de manifiesto al comienzo del destete en algunos parametros musculares
deD. labrax atlanticay mediterranea de 1997, aunque no llegb a ser significativa.

Por otro lado, a comparar los datos obtenidos a 19 °C de incubacién (prueba
adicional de 1998) con € resto de poblaciones a las que se les aplicO menor temperatura
de incubacién (1996 y 1997), encontramos diferencias significativas con la poblacién de
1996. Asi, desde los 20 dias, la hipertrofia e hiperplasia fibrilares son significativamente
mayores a 19 °C/ambiente (1998) que en los gjemplares sometidos a 17 °C/ambiente y 15
oC/ambiente de la poblacion de 1996. Con € resto de poblaciones (1997), aunque se
observaron agunas diferencias, éstas no fueron muy relevantes. Como ya se ha

comentado en la exposicion de los resultados, la comparacion entre diferentes
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poblaciones conlleva la introduccion de nuevas fuentes de variacion, tales como
diferencias genéticas, calidad de la puesta, etc., por 1o que, considerar este resultado como
un efecto de la temperatura de incubacién puede no corresponderse completamente con la
realidad. Necesitariamos, por tanto de otras pruebas adicionales para comprobar y
profundizar en el efecto que gerce la golicacion de elevadas temperaturas de incubacion

(19 °C) sobre la dindmica de crecimiento de D. labrax.

V-3.3. FINAL DEL DESARROLLO LARVARIO.

La metamorfosis larvaria conlleva una serie de cambios anatémicos, funcionales y
de comportamiento que finalizan con la escamacién, hecho biolégico que marca €
comienzo de la etapa postlarvaria. El final de la metamorfosis larvaria marca una etapa
fundamental desde € punto de vista eco-etoldgico de D. labrax. En este periodo, D.
labrax, hasta ahora pelagica, se vuelve demersal, y generalmente vivira cerca del fondo. En

este momento la especie adquiere el caracter ubicuista (Barnabé, 1991).

En este estadio de desarrollo, hemos observado variaciones intraespecificas en la
respuesta de los mecanismos de crecimiento muscular frente a la temperatura y su
contribucion al dreatotal del miotomo. Asi, en € lote atlantico se observa mayor influencia
de la temperatura de cultivo sobre el crecimiento hiperplasico del miotomo que en €l lote
mediterraneo. En consecuencia, las principales variaciones intraespecificas son referidas
principalmente a la contribucion relativa de la hipertrofia e hiperplasia al total del
miotomo, tal y como ya se puso de manifiesto en la fase vitelina. Estas variaciones pueden
estar relacionadas como ya sugerimos, con las diferencias genéticas entre D. labrax
atlanticay mediterranea, tal y como encontraron Johnston y Mclay (1997) en 5 familias de
S salar. No obstante, y coincidiendo con los resultados hallados por estos investigadores,
en nuestro estudio se observa que €l efecto de la temperatura de cultivo prevalece sobre el
efecto familiar. En este sentido, la velocidad de crecimiento de ambas poblaciones de D.
labrax describe unas caracteristicas generales que definen una respuesta comin a la
temperatura. Asi, la tasa hiperplasica es mayor en todos los gemplares de ambas
poblaciones cultivados a altas temperaturas, los cuales alcanzaron € final de la

metamorfosis mas répidamente que los g emplares cultivados a temperatura ambiente.
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Estos resultados ponen de manifiesto que, la velocidad de crecimiento muscular
viene determinada por la dinamica de crecimiento (hipertrofia/hiperplasia), tal y
como ha sido constatado por Weatherley y Gill (1987). A su vez, el efecto de la
temperatura de cultivo sobre la velocidad de crecimiento muscular, semejante en
ambas poblaciones, esta en relacion directa con la generacion de fibras, coincidiendo
con previos estudios en alevines de esta especie (Nathanailideset al., 1996) y en las larvas
de otras especies como S. maximus (Gibson y Johnston, 1995), C. carpio (Nathanailides et
al., 1995b) y S salar (Johnston y Mclay, 1997).

Por otra parte, considerando conjuntamente todos los lotes que componen cada
poblacion, se aprecia que, tras la fase viteling, y hasta €l final del desarrollo larvario, €l
crecimiento fue mayor en D. labrax mediterranea que en D. labrax atlantica, en todos los
parametros, excepto en la hiperplasia del musculo blanco. No obstante, como veremos
posteriormente, los mejores resultados de crecimiento de D. labrax mediterranea fueron
acompafiados de una ata mortalidad en esta poblacion, por o que e mayor crecimiento
pudiera estar relacionado con una menor densidad de cultivo en D. labrax mediterranea
(ocasionada por dicha mortalidad), y con ello una menor competencia por €l espacio y €l
alimento en cada tanque experimental. No obstante, no podemos precisar los factores que
pudieron haber actuado, ya que no fueron objeto de nuestro estudio. En este sentido,
Weatherley y Gill (1987) sefialan la existencia de numerosos factores, tales como
diferencias en la densidad de cultivo, genéticas, etc., que provocan grandes variaciones
entre |las poblaciones.

Por otro lado, esta especie presenta un elevado crecimiento potencial, ya que
continta generando fibras hasta los @48 cm. (Veggetti et al., 1990), por lo que, aunque a
partir de nuestros resultados no podemos concluirlo, pensamos que € menor crecimiento
deD. labrax atlantica podria ser recuperado en fases posteriores de cultivo (Garcia-Alcazar
et al., 1999); sobre todo, teniendo en cuenta que la generacion de fibras de D. labrax
atléntica fue muy elevada alo largo de todo € desarrollo larvario, y en opinién de diversos
autores (Johnston et al., 1982; Weatherley y Gill, 1987), el nimero de fibras es el principal
pardmetro implicado en el potencial de crecimiento futuro, ya que € area fibrilar tiene un

maximo fisioldgico.

De acuerdo con las caracteristicas de crecimiento potencial que presenta esta

especie, seria necesario ampliar nuestro estudio hasta los estadios mas avanzados de su
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crecimiento, para conocer el grado de influencia de la temperatura sobre €l crecimiento
maximo que es capaz de alcanzar D. labrax. No obstante, en aguas europeas se ha visto
gue D. labrax, aungue crece mas rdpidamente en € Sur que en e Norte, € tamarfio final
alcanzado (aproximadamente 90 cm.), es similar entre ellas. La variabilidad de crecimiento
en D. labrax de ambos origenes geogréficos puede ser debida a factores medioambientales,
en particular, la temperatura, y factores biolégicos, tales como la comida y la competicion
interespecifica (Barnabé 1976b, citado en Picket y Pawson, 1994).

El masculo rojo muestra la misma tendencia que €l blanco ante los diferentes
regimenes de temperatura, pero el andisis estadistico no manifiesta diferencias
significativas. La participacion de este musculo en e crecimiento total del miotomo es
menor que la del masculo blanco, y sus caracteristicas morfoldgicas y funcionales no se
adquieren completamente hasta € fina de la metamorfosis. Por tanto, en este musculo
prevalecen los fendmenos de desarrollo sobre € crecimiento, 1o que puede motivar la
menor sensibilidad de sus parametros a la temperatura. Esto est4 relacionado con el
hecho observado en numerosas especies de que el desarrollo es més sensible a la
temperatura que €l crecimiento (Atkinson, 1996), de tal manera, que cuando prevalecen
los fendbmenos de desarrollo, la influencia de la temperatura sobre €l crecimiento puede

Ser menor.

La poblacion de D. labrax de 1996 acanzo e fina de la metamorfosis con 3 + 0.4
cm., mientras que la poblacion de 1997 completdé la metamorfosis larvaria en menos
tiempo, lo que fue acompafnado de una menor longitud (2 £ 0.5 cm) y menor crecimiento
fina del miotomo que en 1996. La precocidad que manifestd e lote de 1997 ha sido
descrita en diversas poblaciones de D. labrax (Barnabé, 1991), y en ella pueden estar
involucrados diversos factores, tales como variaciones en la calidad de la puesta, y la
interrelacion entre diferentes regimenes de temperaturay de alimentacion.

Por otro lado, las altas temperaturas de cultivo aumentaron el tamafio fina del

miotomo de las larvas de D. labrax de 1996 de forma més significativa que en la poblacién
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de 1997. Esto puede estar relacionado con las diferentes temperaturas de cultivo empleadas
(17°Cy 19 °C, en 1996 y 1997, respectivamente), de tal forma que las larvas sometidas a
19 °C finalizaron la metamorfosis muy pronto (a los 52 dias), mientras que las larvas
cultivadas a 17 °C culminaron su desarrollo larvario alos 78 dias. El hecho de que las atas
temperaturas aceleren el desarrollo puede implicar, en ocasiones, un menor crecimiento al
final de un estadio de desarrollo dado, alterando con €llo, la ratio desarrollo/crecimiento
(Atkinson, 1996). Esto puede explicar los resultados hallados a fina de la metamorfosis
de D. labrax de 1997, de tal forma que, las altas temperaturas empleadas en esta poblacién
(19 °C), s bien motivaron un mayor crecimiento en el lote atlantico, esto no ocurri6 en e

lote mediterréneo, que alcanzo e mayor crecimiento muscular a 17 °C/ambiente.

0 EFECTO DE LA EXPERIENCIA TERMICA INICIAL (T2 INCUBACION) SOBRE EL

CRECIMIENTO MUSCULAR AL FINAL DE LA METAMORFOSS.

En este apartado discutimos la influencia que ejerce la temperatura aplicada
durante e periodo embrionario, sobre € crecimiento muscular alcanzado a fina del
desarrollo larvario.

En larvas pertenecientes a la poblacion de 1996 no se detectd influencia de la
temperatura de incubacién a fina del desarrollo larvario, aungque en este caso solo pudo
cuantificarse el éreatotal del miotomo.

En la poblacién de 1997, si se midieron todos |os parametros musculares, y se hallé
la existencia de una interaccion Téncubacion* T8cultivo, lo que indica que la temperatura
de incubacién no actla de igual forma en todos los g emplares, sino que su efecto depende
de las condiciones de cultivo posteriores a la eclosién. Asi, miertras que en larvas
cultivadas a 19 °C no se aprecia una influencia significativa de la temperatura de
incubacion, en larvas cultivadas a temperatura ambiente se observa que € incremento de
la temperatura de incubacién gerce un efecto positivo sobre e crecimiento de sus
parametros musculares a final del desarrollo larvario. El andlisis estadistico de estos
resultados revela que esta interaccion Tanc* Tecultivo es significativa para € area de las
fibras blancas de D. labrax atlanticay mediterranea, y para €l &reatotal del miotomo deD.
labrax mediterranea.

Esta tendencia comenzo a detectarse en € estadio anterior, pero es en este momento

cuando se hace mas manifiesta, o que reflga un efecto gradual y tardio de la temperatura
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de incubacion, tal y como se hademostrado en C. harengus (Johnston et al., 1998). En esta
especie dichos autores realizaron un primer experimento, en e que los gemplares fueron
incubados a diferentes temperaturas (5, 8 y 12 °C), manteniéndol os a temperatura ambiente
tras la eclosion. Los pardmetros musculares fueron mayores en las larvas incubadas
previamente a mayor temperatura, pero estas diferencias no fueron significativas hasta
después de la metamorfosis. En un segundo experimento, estos autores mantuvieron las
larvas de C. harengus a diferentes temperaturas hasta el inicio de la comida, momento en
gue se transfirieron todas a temperatura ambiente. En este Ultimo experimento las
secciones transversales de los musculos blanco y rojo fueron mayores en los g emplares
sometidos inicialmente a mayores temperaturas, pero estas diferencias no se apreciaron
hasta que transcurrieron 60-80 dias desde la transferencia. En base a estos resultados,

Johnston et al. (1998) demuestran gue la experiencia térmica inicial modula la tasa de
gereracion de fibras y la hipertrofia a lo largo de la fase larvaria. A este respecto, en los
gemplares de D. labrax atlantica y mediterranea de nuestro estudio, los histogramas de
tamafios fibrilares a final de la metamorfosis muestran un ato porcentsje de fibras
pequefias de nueva generacion (<100 pm?) a todas las temperaturas, con la excepcion de
los gemplares mantenidos a 15 °C/ambiente de D. labrax atlantica. Esto pone de
manifiesto que € potencia de fibras podria venir determinado, a menos en parte, por la
historia térmica inicia a la que fueron sometidos los gemplares, tal y como sugirieron

Johnston et al. (1996, 1998). EI mecanismo por & que esta influencia tiene lugar es
préacticamente desconocido, pero estos autores sugieren, que podrian estar involucradas
alteraciones en e numero de las células precursoras de las fibras musculares y/o en €

numero y propiedades de los numerosos tipos celulares implicados en la regulacion del

crecimiento muscular (ver Fig. 1).

De acuerdo con los resultados hallados en C. harengus, € efecto de la temperatura
de incubacion observado en esta especie es mas significativo que e gue hemos encontrado
en D. labrax, ya que nuestros resultados no muestran un efecto significativo de la
temperatura de incubacion en todos los parametros, ni en todos los lotes estudiados. Una
posible explicacion a este hecho es € breve periodo de incubacion de D. labrax (3-5 dias),
lo que implica que las larvas eclosionen con cierto grado de inmadurez fibrilar. Sin
embargo, en C. harengus €l periodo de incubacion dura aproximadamente 10-25 dias
(segun la temperatura), con lo que la miogénesis y la inervacion de los miotomos estan
completados antes de la eclosion. Probablemente, s hubiéramos mantenido las altas

temperaturas de incubacion hesta la diferenciacion completa de las fibras en D. labrax, los
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efectos hubieran sido mas manifiestos. Esto, junto con € hecho de gque los incrementos de
temperatura aplicados en nuestro estudio fueron sdlo de @ °C por encima de la

temperatura ambiente, puede explicar que nuestros resultados fueran menos relevantes.

Por otro lado, tal y como indicamos anteriormente, en larvas cultivadas a altas
temperaturas tras la eclosion, no se detecta un efecto significativo de la temperatura de
incubacion. Esto puede ser debido a que la temperatura de cultivo gerce un efecto
inmediato y directo sobre e crecimiento, desde que las larvas empiezan a comer, por 1o
gue la temperatura de incubacion, cuyo efecto es gradual, no llega a apreciarse en estas

larvas.

V-3.4. FASE POSTLARVARIA.

Tras la escamacion, a los 90 y 120 dias (D. labrax de 1997 y de 1996
respectivamente) se aprecia un considerable aumento del crecimiento muscular, asi como
de las longitudes y pesos corporales, siendo significativamente mayor en los g emplares
cultivados a mayor temperatura. El crecimiento muscular observado en todos los lotes,
una vez finalizada la metamorfosis larvaria, se corresponde con € propio de las fases de
rapido crecimiento. Estas fases se suceden de forma caracteristica una vez que se ha
completado un determinado estadio de desarrollo. A este hecho hay que unir la
influencia del comportamiento natatorio y alimenticio, que es més activo en estas fases
gue en las etapas de desarrollo larvario, viéndose, a su vez, influido por las altas
temperaturas, que incrementan tanto la ingesta como la actividad natatoria (Fry, 1971,
Moksness et al., 1995).

El efecto de la temperatura durante e periodo postlarvario coincide con los
resultados hallados en otros estudios. Asi, Nathanailides et al. (1996) sometieron alevines

deD. labrax a diferentes temperaturas, y encontraron que el mayor crecimiento se daba a
mayor temperatura dentro de su rango o6ptimo (20-26 °C), merced a un aumento
significativo en e nimero de fibras del miotomo.

No obstante, aparte de la influencia de la temperatura, hay que considerar que los
gemplares cultivados a atas temperaturas de nuestro estudio acanzaron € final de la
metamorfosis antes, con lo que, a una misma edad, son fisiolégicamente mayores que las

larvas mantenidas a temperatura ambiente.
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V-4. SUPERVIVENCIA LARVARIA. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA.

En diversas especies se ha encontrado que |os defectos embrionarios transmitidos a
partir de los padres, o adquiridos durante los estadios de desarrollo temprano, pueden
resultar en un fracaso del desarrollo normal vy, finamente, en mortalidad, que se
manifiesta en los periodos criticos (eclosion, inicio de la comida externa, y, en general en
los periodos de transicion entre dos estadios distintos de desarrollo) (Kamler, 1992). En la
experiencia llevada a cabo en 1997, la supervivencia de las larvas de D. labrax atlantica
fue considerablemente mayor que la encontrada en D. labrax mediterranea. La puesta
obtenida en D. labrax mediterrénea de 1997 no debié reunir todas las condiciones
necesarias para garantizar la viabilidad futura larvaria, ya que se abtuvieron
supervivencias muy inferiores a los valores estandar obtenidos en e cultivo de esta
especie.

La caidad del desove esta influida por un efecto combinado de propiedades
enddgenas de los desovadores (factores internos), y de factores externos. Los trabajos
realizados hasta e momento sobre estos aspectos, consideran los periodos criticos de
supervivencia conectados principalmente con factores enddgenos de los progenitores
(Kamler, 1992). Se sabe que € peso y la edad de los reproductores son muy importantes
parala supervivencia de la progenie, pero estos dos factores fueron similares entre ambos
stocks de reproductores, por lo que otros aspectos pudieron estar involucrados en la
calidad de la puesta de D. labrax mediterranea. Las variables que caracterizan la calidad
de la puesta fueron completamente contrastadas en e 1.E.O. (Centro oceanogréfico de
Murcia), por 1o que creemos gue la baja supervivencia estuvo relacionada con factores
internos de los desovadores no apreciables con las técnicas que se usan actualmente para
la valoracion de la puesta. Gran parte de la investigacion actual esta centrada en la
evaluacion de los distintos parametros que influyen en la calidad de la puesta ya que, a
nivel productivo, resulta més rentable eliminar las puestas de mala calidad, que

conservarlas y obtener una baja viabilidad.

La baja supervivencia de D. labrax mediterranea fue acompafiada de un mayor

crecimiento muscular y corpora que en D. labrax atlantica. A este respecto pensamos que
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la alta mortalidad de D. labrax mediterranea pudo dar lugar a variaciones en las
condiciones de cultivo, como una menor densidad de gjemplares por tanque. Esto, a su
vez, podria explicar el mayor crecimiento encontrado en esta poblacion, provocado por
una menor competencia por el aimento y e espacio. Por tanto, los mejores resultados de
crecimiento absoluto alcanzados por D. labrax mediterranea podrian estar asociados a las
circunstancias descritas, y no aun mejor crecimiento intrinseco a esta poblacion.

Por otro lado, tanto en D. labrax atlantica como en D. labrax mediterranea, la
supervivencia fue menor en larvas cultivadas a mayor temperatura que en larvas
mantenidas a temperatura ambiente. Se sabe que €l rango de temperaturas que permite el
desarrollo es generamente mas amplio para larvas que para embriones, y es aln mayor
para juveniles (Rombough, 1988). En genera, las altas temperaturas van asociadas a
mayor mortalidad, y asi, los huevos de C. harengus pueden eclosionar a4 °C y 15-17 °C,
pero su supervivencia es menor a mayor temperatura (Johnston et al., 1996).

Aungue € efecto de la temperatura de incubacion sobre la supervivencia ha sido
muy estudiado, €l comienzo de la comida exdgena podria ser mas decisivo para la vida
larvaria que el tiempo para eclosionar (Balon, 1985). Fukuhara (1990) estudi6 el efecto de
latemperatura sobre larvas de diferentes especies marinas durante la fase de alimentacion
enddgena (vitelina), y observd un aumento de la mortalidad a mayor temperatura. Polo et
al. (1991) mantuvieron larvas de S. aurata entre 12-30 °C, desde la fertilizaciéon hasta la
reabsorcién del saco vitelino, y halaron la mayor supervivencia a temperaturas
intermedias (16 y 22 °C), obteniendo & mejor indice de conversion del saco vitelino a 16
°C.

Diversos autores han comprobado que la larva aguanta sin comer més tiempo a
bajas temperaturas (Blaxter y Hempel, 1963; Lasker et al., 1970; Jones, 1972, citados por
Kamler, 1992), y esto puede explicar los resultados hallados en S. aurata por Polo et al.
(1991), y en otras especies por Fukuhara (1990), de manera que el éptimo de temperatura
es menor durante la fase prelarvaria o de alimentacion endégena, que posteriormente. En
las larvas de D. labrax de nuestro estudio cultivadas a altas temperaturas se observa que
la reabsorcion del saco vitelino es muy répida (3-4 dias), lo que pone de manifiesto una
aceleracion del metabolismo que podria ser perjudicial para el aprovechamiento de las
reservas vitelinas durante esta fase, en la que lalarva no recibe aimentacién exégena. Por
su parte, Coves et al. (1991) describen en D. labrax temperaturas Optimas para €l cultivo
y la supervivencia de 15-16 °C, desde la fertilizacion hasta los 4-5 dias tras la eclosion,

momento en que comienzan a aplicar aumentos graduales de temperatura hasta llegar a
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los 19y 20 °C alos 15 y 20 dias, respectivamente. Seguin estos precedentes y en base a
nuestros resultados, pensamos que la temperatura de 19 °C aplicada sobre las larvas de D.
labrax durante la fase vitelina, se encuentra por encima del rango éptimo para las fases
iniciales de vida larvaria.

Otro factor a tener en cuenta es el nivel de desarrollo muscular que presentan las
diferentes especies ala eclosion. En C. harengus, con un periodo de incubacion largo, la
miogénesis y la inervacion de los miotomos estan bien completados antes de la eclosion.
Sin embargo, en D. labrax, la eclosion tiene lugar mucho antes, 1o que va asociado a
cierto grado de inmadurez muscular. Johnston et al. (1996) sugieren que algunos cambios
en e tiempo relativo de desarrollo de las fibras musculares y neuronas motoras, por efecto
de la temperatura, pueden producir diferentes fenotipos funcionales, o que puede influir
en latasa de mortalidad. Aunque se requieren rigurosos experimentos para profundizar en
esta idea, éstos serian de gran utilidad para la acuicultura, dado € bagjo porcentaje de

larvas de peces marinos que llegan a adultos.

El efecto de latemperatura sobre la tasa metabdlica de poiquilotermos acuaticos ha
sido objeto de numerosos estudios, encontrando la existencia de un rango de temperatura,
dentro del cual el metabolismo es menos dependiente de la temperatura que en rangos
mas frios o mas calientes (Stroganov, 1956; Duncan y Klekowski, 1975; Galkovskayay
Suschenya, 1978; Wieser y Forstner, 1986, citados por Kamler, 1992). No obstante, los
estudios realizados sobre los limites de tolerancia encontrados para cada especie,
presentan cierta variabilidad. Asi, para S. aurata, € rango de temperatura Optimo
encontrado por Polo et al. (1991) diferia del encontrado por Camus y Koutsikopoulos
(1984), pero en ambos casos los vaores estén cerca de la temperatura a la que los
reproductores fueron mantenidos. En S. solea también se han encontrado diferencias en
los limites de tolerancia, y esto ha sido relacionado con la temperatura natural de desove
en cada latitud. Por otra parte, se ha comprobado también que los cambios de temperatura
gue imitan & curso natura de la temperatura incrementan la supervivencia (Kokurewicz
et al., 1980; Lebedeva, 1981, citados por Kamler, 1992). De acuerdo con estos hechos, la
mayor supervivencia de las larvas de D. labrax cultivadas a temperatura ambiente podria
guardar relacion conel hecho de tratarse de la misma temperatura a la que se mantuvieron
los reproductores, asi como con € aumento gradual que experimenta la temperatura

ambiente, que se corresponde con la natural del mar en esa época del afio.
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De igua forma, en e experimento de 1996, aunque la supervivencia de D. labrax
no fue contabilizada, en general se observd una mayor supervivencia en las larvas
mantenidas a temperatura ambiente, fundamentalmente en las sometidas a 15

°C/ambiente.
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VI.-RESUMEN

En este trabgjo se ha estudiado € efecto de la temperatura de incubacion y cultivo
sobre e desarrollo y € crecimiento muscular de Dicentrarchus labrax. Para ello, se han
realizado diversas experiencias, combinando diferentes temperaturas. @5 °C (temperatura
ambiente) 17 y 19 °C. En uno de dichos experimentos se valoré comparativamente €l
efecto de la temperatura sobre dos poblaciones de D. labrax procedentes de reproductores

genéticamente distintos (lotes atlantico y mediterraneo).

Las muestras se tomaron en distintos momentos del desarrollo larvario, y en lafase
postlarvaria, a partir de ejemplares de D. labrax procedentes del Centro Oceanogréfico
de Murcia (Instituto Espariol de Oceanografia; Planta de Cultivos Marinos de Mazarron).
La cuartificacion del crecimiento de la musculatura lateral se realizé mediante andlisis
morfométrico del area mediay nimero de fibras, y el areatotal de los musculos blanco y
rojo. Asimismo, se midieron lalongitud, € peso, €l diametro de los huevos de la puestay

la longitud del saco vitelino de las larvas.
Los resultados muestran que, tal y como se ha descrito en otras especies, €
desarrollo y @ crecimiento larvario de D. labrax van unidos, de tal modo que las altas

temperaturas dan lugar a una aceleracion de ambos procesos. No obstante, dicha
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aceleracion no siempre va acompafiada de un mayor crecimiento neto a final de cada
estadio de desarrollo (eclosién, apertura de la boca, escamacion).

Las temperaturas de incubacion y de cultivo modulan las tasas de hipertrofia e
hiperplasa muscular de D. labrax a lo largo del desarrollo larvario. Durante la fase de
alimentacion enddgena la temperatura incrementa preferiblemente la hipertrofia fibrilar,
observandose una fuerte disminucion de la tasa hiperplasica en la fase prelarvaria, con
independencia de la temperatura. Con €l inicio de la alimentacion viva comienza una
etapa de rdpido crecimiento en la que las altas temperaturas de cultivo incrementan
principalmente la hiperplasia fibrilar. La distinta sensibilidad que muestran los
parametros musculares frente a la temperatura da lugar a diferencias significativas en la
congtitucion fibrilar del miotomo en cada régimen de temperatura, aunque al final de

cada estadio de desarrollo e crecimiento total del miotomo puede ser similar.

Los lotes atlantico y mediterraneo mostraron un comportamiento semejante frente a
la temperatura durante las fases de rapido crecimiento (larvario y postlarvario). Sin
embargo, al final de cada estadio de desarrollo se apreciaron diferencias en la influencia de
la temperatura sobre la hipertrofia e hiperplasia fibrilares y su contribucion relativa al total
del miotomo. En este sentido, a final de la metamorfosis larvaria, la hiperplasia estuvo
mas influida por la temperatura en € lote dlantico que en e mediterrdneo, posiblemente

debido alainteraccién del genotipo con la temperatura.

La aplicacion de pequerios incrementos de temperatura durante el corto periodo de
incubacion de D. labrax aumentd e crecimiento larvario posterior. Dicho efecto fue
gradual, manifiestandose principalmente a fina de la metamorfosis larvaria. Sin
embargo, las atas temperaturas de cultivo gercieron una influencia mas inmediata,
aumentando significativamente e crecimiento del miotomo en poco tiempo. Cono
consecuencia de la interaccion de ambas temperaturas (incubacién y cultivo), € efecto
positivo de la temperatura de incubacion se manifiestd principalmente en los gjemplares
gue fueron posteriormente cultivados a temperatura ambiente. Este hecho, unido a que
los g emplares cultivados a temperatura ambiente mostraron los mayores indices de
supervivencia, indican que la combinacion de temperaturas 17 °C/ambiente fue la més

idénea en este estudio.
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VI.-SUMMARY

The combined effect of incubating and rearing temperatures on the development
and muscle growth of Dicentrarchus labrax larvae.are studied in this work. Several
experiences were carried out combining different temperatures. @5 °C (ambient), 17 and
19 °C. In one of these experiments the combined effect of temperature and genotype was
studied comparing two populations of D. labrax (Atlantic and Mediterranean stocks),

obtained from genetically different progenitors.

Since hatching to the postlarval stage fish samples were obtained from the Centro
Oceanografico of Murcia (Spanish Ingtitute of Oceanography; Planta de Cultivos
Marinos de Mazarrén) at criticll moments of the larval development. Axial muscle
growth was measured by morphometric analysis of the following parameters. average
area and total number of white and red muscle fibres, and total white and red muscle

areas. The length, weight, diameter of the eggs and yolk sac were also measured.

As it has been described in other species both development and muscle growth of

D. labrax are directly related. Thus, the high temperatures accelerated both processes.

196



Resumen

Nevertheless, this acceleration did not always result in a greater net growth at the end of
each developmental stage (hatching, mouth opening, scaling).

The results shows the temperature modulates the rates of white and red muscle’s
hypertrophy and hyperplasia throughout the larval development. During the endogenous
feeding stage the temperature preferently increased muscle fibres hypertrophy. In the
prelarval stage the muscle fibre hyperplasia amost ceased, and this fact was hardly
modified by the rearing temperature. Later, during the rapid growth stage of external
feeding, the hyperplastic growth of the myotome was significantly higher in the warm
reared fishes (17 and 19 °C). Although at the end of each developmental stage the total
growth of the myotome could be similar in fishes reared under different thermal regimes,

the muscle celullarity of the myotome showed significative differences.

Muscle growth dynamics were very similar in the Atlantic and Mediteranean
stocks during most of the larval and early stages of the postlarval phase (rapid muscle
growth periods). However, a the end of each developmental stage the relative
contribution of the hypertrophy and hyperplasia of the white and red muscles to the total
myotomal growth differed between both stocks. Thus, white muscle’s hyperplastic rate
was more influenced by the rearing temperature in the Atlantic than in the Mediterranean
stock. It is likely to think that part of this effect is due to a different interaction between

the genotype and the temperature in each stocks.

The application of small increases of temperature during the short incubating
period of D. Labrax resulted in a gradua higher growth rate at the end of the larval
development. However, the rearing temperatures had a quicker and more marked effect
on the growth of the myotome. As a consequence of the interaction between the
incubating and rearing temperatures, the positive effect of a dighly elevation of the
incubating temperature was mainly observed after rearing the fishes in ambient
temperatures. Since tanks reared at ambient temperature showed the greatest survival
rates, it is likely to refer the 17 °C/ambient combination of temperatures as the most
suitable in this study.
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VII.-CONCLUSIONES

13) Las tasas de desarrollo larvario y de crecimiento muscular de D. labrax
estéan positivamente relacionadas con la temperatura, de tal forma que las altas
temperaturas acortan el tiempo necesario para completar cada periodo de
desarrollo (embrionario, prelarvario y larvario), y aumentan la velocidad de
crecimiento muscular. La aceleracion que provoca la temperatura sobre el
desarrollo puede implicar un menor crecimiento neto del miotomo a final de un
estadio de desarrollo dado.

29 La tasa de desarrollo muestra una sensibilidad frente a la temperatura
muy elevada en el periodo embrionario, y disminuye progresivamente a lo largo

delaetapalarvaria.

3¥) Tanto la temperatura de incubacion como la de cultivo actian sobre la
dinamica de crecimiento muscular, modulando la contribucion relativa de la
hipertrofia e hiperplasia fibrilares a lo largo del periodo larvario. Como

consecuencia de esto, la constitucion fibrilar del miotomo (ndmero y tamario de
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las fibras) muestra diferencias significativas en cada régimen de temperatura,
aunque el crecimiento total del miotomo puede ser similar a final de un estadio

de desarrollo dado.

4% Durante la fase vitelina la temperatura incrementa preferiblemente la
hipertrofia fibrilar. La tasa hiperplésica experimenta una fuerte disminucion
durante el periodo prelarvario, no observandose influencia de la temperatura sobre
este hecho. Con €l inicio de la alimentacion viva, comienza una etapa de répido
crecimiento en la que las altas temperaturas de cultivo aumentan la hipertrofia e
hiperplasia fibrilares, pero fundamentaimente la hiperplasia, que adquiere un

papel predominante durante esta etapa.

5% La dinamica de crecimiento de los lotes atlantico y mediterraneo de D.
labrax mostré un comportamiento similar frente a la temperatura en las fases de
rapido crecimiento (larvario y postlarvario). Sin embargo, a final de cada estadio
de desarrollo se aprecian diferencias en la influencia de la temperatura sobre la
hipertrofia y la hiperplasia fibrilares, observandose a la escamacion una mayor
sensibilidad de la hiperplasia en €l |ote atlantico que en el mediterraneo. Dado que
proceden de reproductores genéticamente distintos, las diferencias descritas

pueden ser atribuidas, al menos en parte, a este hecho.

69 Latemperatura actlia de forma similar sobre los musculos blanco y rojo,
aungue de forma mas significativa sobre e musculo blanco, que es € principal
musculo implicado en el crecimiento total del miotomo. Asimismo, la longitud y
peso corporales describen un comportamiento semejante al que presenta el

crecimiento del miotomo.

73 El incremento de la temperatura de incubacion ejerce un ligero efecto
positivo sobre el crecimiento muscular de D. labrax a lo largo del desarrollo
larvario. Dicho efecto es gradual, manifestandose especialmente a final de la fase

larvaria. Sin embargo, las altas temperaturas de cultivo actian de forma mas
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inmediata, provocando un aumento significativo del crecimiento en poco tiempo.
Las distintas combinaciones de temperatura de incubacion y cultivo aplicadas,
ponen de manifiesto un efecto de interaccion entre ellas. Como consecuencia de
dicha interaccion, la influencia de la temperatura de incubacion se manifiesta
principalmente en los ejemplares que son cultivados posteriormente a temperatura

ambiente.

89 El efecto de la temperatura de incubacion sobre la capacidad de
crecimiento larvario, unido a los buenos indices de supervivencia obtenidos a
temperatura ambiente, mostraron la combinacién de temperaturas 17 °C/ambiente

como lamas optima para el cultivo larvario deD. |abrax de este estudio.
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IX-ANEXO: TABLAS DE DATOS.

DATOS LUBINA MEDITERRANEA DE 1996

(EXPERIMENTO 1°).

AREA Y NUMERO DE FIBRAS BLANCAS.

Eclosién

T* incub.

Area fibras blancas (um?®) X (sem)

N° fibras blancas X (sem)

15°C

46.46 Q kY

188 (10.09)
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50 dias.

T* inc./T"cult.

Area fibras blancas (um’) X (sem)

N fibras blancas X (sem)

Lubina

mediterrinea

15 °C/ambiente
17 °C/ambiente
15°C/17°C
17°C/N7°C

367.69 (38.07)
473.97 (31.66)
585.60 (63.76)
632.40 (44.02)

2580 (129.18)
3315.6 (83.75)
3318 (251.64)
3669.3 (154.63)

AREA Y NUMERO DE FIBRAS ROJAS.

Apertura de la boca |

T* inc./T*cult.

Area fibras rojas

e

N° fibras rojas
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AREAS TRANSVERSALES M. ROJO Y TOTAL DEL MIOTOMO.

13707 (794.69)

i

Eclosion T* incubacién | Area total Miotomo (um?) X (sem) | Area M. rojo (am?®) X (sem)

15 °C/ambiente 8117.6 (316.31) 1677.77 (109.22)
Lubina 15°C/17°C 10665.4 (1189.477) 1793.58 (205.06)
mediterrdnea | 17 °C/ambiente 9134 (724.99) 1746.059 (130.63)
17°C/17°C 8813.05 (1336.656) 1763.05 (1947.02)

Aperturadela T* inc./T" cult. Area total Miotomo Area M. rojo

boca (5-8 dias) (um’) X(sem) (am”) X(sem)

15 °C/ambiente

2563.649 (316.97)
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Escamacién (78-110 dias) T*inc/T* cult. Area total Miotomo (um*) X (sem)
15 °C/ambiente 5357450 (1688131)
Lubina 17 °C/ambiente 3580559 (188819.2)
mediterrdnea 15°C/17°C 7734632 (435917)
17°C/17°C 8366288 (918435.5)
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DATOS LUBINA ATLANTICA Y MEDITERRANEA DE 1997
(EXPERIMENTO 2°).

AREA, DIAMETRO MINIMO Y N° DE FIBRAS BLANCAS.

Eclosién. Ttincub. | Area fibras blancas | Dismetro minimo fibras N® fibras blancas
(um?®). X (sem) | blancas (am?). X (sem) X (sem)
Lubina 15°C 57.872 (3.76) 6.95(0.32) 241.2(18.39)
atldntica 17°C 49.874 (3.7) 6.58 (0.23) 251.6 (26.17)
Lubina 15°C 44.335 (3.02) 6.19(0.23) 218.286 (11.04)
mediterrdnea 17°C 61.038 (2.06) 7.36 (0.13). 230.5 (10.12)

& J

T* inc./T* cult. | Area fibras blancas
I ‘

N° fibras blancas

fideiies
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3y e e

Escamaciéon | T*inc./T*cul. | Area fibras blancas | Didémetro minimo fibras N¢ fibras blancas
(52-73 dias) (um?) X (sem) | blancas (um®) X (sem) X (sem)
15 °C/ambiente | 551.758 (43.58) 21.43 (0.69) 3198.4 (131.28)
Lubina 17 °C/ambiente | 708.114 (39.72) 23.76 (0.83) 3366.4 (199.68)
atléntica 15/19°C 612.885 (21.99) 22.33(0.74) 3953.6 (150.31)
17/19 °C 529.382 (21.44) 20.27 (0.81) 3916.8 (95.56)
15 °C/ambiente 734.52 (44.06) 24.6 (0.77) 3162.4 (68.19)
Lubina 17 °C/ambiente | 937.476 (121.15) 27.76 (2.05) 3726.4 (230.23)
mediterrinea 15/19°C 671.728 (48.89) 22.34 (1.09) 3926.4 (239.49)
1719 °C 607.452 (35.22) 21.42(0.79) 3565.6 (471.48)
90 dias T*inc. /T cul. | Areafibras | Dikmetro minimo N° fibras blancas
blancas fibras blancas X (sem)
(um®) X (sem) | (um?) X (sem) (M. blanco/érea fibras
blancas)
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20dias | T*inc./T* cul. | Area fibras rojas | Diimetro minimo fibras | N°fibras rojas.
(um?) X (sem) rojas (um?) X (sem) X (sem)
15 °C/ambiente 55.943 (2.35) 5.95(0.21) 146 (6.13)
Lubina 17 °C/ambiente 63.934 (5.25) 6.589 (0.26) 136.8 (7.39)
atlintica 15/19°C 68.03 (7.37) 7.26 (0.39) 168.4 (10.998)
17/19°C 69.034 (2.52) 7.271(0.1) 156.8 (4.223)
15 °C/ambiente 104.098 (6.83) 8.052 (0.39) 139.6 (1.83)
Lubina 17 °C/ambiente 98.28 (9.66) 7.92 (0.38) 134 (8.53)
mediterrinea 15/19 °C 85.85 (9.15) 7.84 (0.37) 176.8 (12.09)
17119 °C 116.5 (8.62) 9.11 (0.53) 161.6 (5.15)
Inicio del destete | T* inc. /T" cul. | Area fibras rojas | Didmetro minimo fibras | N° fibras rojas.
(48-55 dfas) (pm?) X (sem) rojas (am?) X (sem) X (sem)
15 °C/ambiente 158.178 (8.39) 10.611 (0.33) 204 (12.64)
Lubina 17 °C/ambiente | 200.269 (13.8) 11.857(0.7) 226.4 (4.11)
atldntice, 210.868 (23.2) | 12,344 (0.73) 269 (35.15)
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Apertura | T*inc. /T* cul. Area M. Area M. Area total | %Blanco | %Rojo
De la boca Blanco Rojo_ Miotomo X (sem) | X (sem)
(3-6 dias) (um?) X (sem) | (um’) X | (um’) X (sem)
(sem)
15 °C/ambiente |  12518.04 2663.98 15182.03 82.31
(747.9) (53.27) (777.56) (0.75)
Lubina | 17 °C/ambiente 14577.4 3565.755 18143.16 80.47
atléntica (977.07) (365.83) (1315.2) (0.84)
15/19°C 18717.09 3248.268 21965.35 85.14
(560.7) (181.48) (417.68) (1.06)
17119°C 17045.68 2662.02 19707.7 86.48
(412.3) (70.9) (430.08) (0.36)
15 °C/ambiente |  15441.56 3495.47 18937.03 81.52
(658.7) (163.7) (781.67) (0.58)
Lubina | 17°C/ambiente | 17121.26 3396.33 20517.59 83.48
mediterrinea (1036.68) (270.85) (1261.88) (0.64)
15/19°C 15414 18703.99 82.32
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1909715

1156953 |

Iniciodel | T*inc./T*cul. | AreaM. AreaM. | Areatotal | %Blanco [ %Rojo
destete blanco (pm?) Rojo (nm?) Miotomo X (sem) | X (sem)
(48-55 dias) X (sem) X (sem) | (pm?) X (sem)
15 °C/ambiente 976793 59729.03 1036522 94.3 5.69
(112053.9) | (9120.47) | (121068.6) (0.19) | (0.19)
Lubina | 17°C/ambiente |  791295.4 54699.04 845994.5 93.38 6.62
atldntica (89987.16) | (5889.96) | (92277.26) ©0.73) | (0.73)
15/19 °C 1487073 99496.93 1586570 93.76 6.23
(202041) | (14837.14) | (216471.7) 0.18) | (0.18)
17/19°C 1026914 60756.75 1087670 94.5 5.5
(99878.34) | (11327.21) | (108271.7) 0.78) | (0.78)
15 °C/ambiente |  934523.5 72443.14 1006967 92.74 7.26
(84949.08) | (5207.19) | (89238.01) (036) | (0.36)
Lubina | 17°C/ambiente | 1437075 91284.01 1528359 93.68 6.31
mediterrinea (279602.4) | (14923.68) | (293331.8) 0.56) | (0.56)
15/19°C 2366548 134319.5 2500868 94.53 5.47
(554934) | (27177.07) | (577535.9) 0.73) | (0.73)
17/19°C 2025410 94.31 5.69
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LUBINA ATLANTICA DE 1998 (EXPERIMENTO 3°).

AREA, DIAMETRO MINIMO Y N° FIBRAS BLANCAS.

Eclosiéon | T Incub. Area fibras blancas Didmetro minimo fibras N fibras
(pm?) X (sem) blancas (um®) X (sem) | blancas. X (sem)
Lubina 19°C 47.2 2.79) 6.4(0.2) 217.6 (8.45)
atldntica
Aperturadela| T*inc/T*cult. | Area fibras blancas| Didmetro minimo N° fibras
boca (3-4 dias) (pm®) X(sem) fibras blancas blancas. X(sem)
(um?) X (sem)
Lubina 19 °C/ambiente 92.75 (4.24) 9.01(0.18) 2432 (20.18)
atlintica 19/19°C 85.31 (4.38) 8.53 (0.19) 235.8 (14.52)
T dts | T s T sult. | dros fibees blomess | BHRY gl Firas | dibrae Kamsss.
{zm® "%imm} ey (i’ 5 (oo X {nom)
Lubing | 10 Cambieme | 14664 07.68) 165 (5.74) 1)
aﬁi&iéﬁ% 3 IiesD 1R0%R {TﬁL;‘%_}i} i1 iy 1680 (776,13
4 diag T e e ot | Aren f’*&w@ blemens | Dikuatrn mmﬁmh iifmag | |
| Gum’y K ipem) | lsmess ') X g j .i ;w )
Lukdes | 19 "Clhcblems | 39 a“ﬁ @ 16.79 (0.65) | 48 (2030 #}t
stiipies | toiioec | ssiseqnsy | misd@en | 345805300
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40 dias T *inc./T* cult. | Area fibras rojas | Digmetro minimo fibras | N°fibras rojas.
(pm?) X (sem) rojas (um?) X (sem) X (sem)
Lubina 19 °C/ambiente 178.94 (22.35) 12.26 (0.93) 174.67 (3.53)
atldntica 19/19 °C 360.9 (4.66) 17.05 (0.44) 182 (4.16)

AREAS TRANSVERSALES M. BLANCO, ROJO Y TOTAL DEL MIOTOMO.

Eclosién | T incub. | Area M. blanco Area M. Rojo Area total %Blanco | %Rojo
(pm?) X (sem) | (um?) X (sem) Miotomo X (sem) | X (sem)
(pm?) X (sem)
Lubina 19°C | 8848.86 (230.67) | 1416.79 (111.34) | 10265.65 (264.6) | 86.21 13.78
atliintica (0.98) (0.98)
Aperturade | Tomeub /T eult. | AreaM. | AreaM. | Arentotal | %Bisuco | %Rojo
1a boes blanco (um?) | Rojo (pm’) | Miotomo (uw’) | X {sem) | X
{34 dlfns) X {vpen) X {sema) X (gemn) {sem)
Loulsins 19 *Clambiente 19652.12 316021 22821.33 §3.87 14.12
atidntics {1453.52) {124.86) {1447.94) (1.11% 1 €LIiL)
15/18°%C 18464.61 3537.14 21997.74 83.77 16,23
{1544.4) (249.59) {1726.54) {0,389} | ((L.B9)
20 dias | T ime/T cult. | Avea M. blanes | Arex M. Aves total | %Blasce | %Rojo
(s’ X (sem) | Raojo (pan’) Miotomo X (sem) X
X (eom) | (uan®) X (sem) {sem)
Lubing | 19 *C/ambiente 7213431 B402.08 BOS164 8927 10.72
aflémtics {12432.85) {1251.81) (13344329 {0.98) | {09
19719 °C 141074.2 13938.93 155013.1 £5.76 10.24
(31802.76) {1886.38) {33054.99) (L81) | {L51)
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