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RESUMEN

En este trabajo final de master se usan isétopos estables de >N y **C para conocer el factor de
discriminacion del desarrollo ontogenético de merluza europea cultivada en laboratorio. Las
larvas fueron cultivadas en la Planta Experimental de Cultivos Marinos del Centro
Oceanogréfico de Vigo (IEO). Se midié la proporcion de is6topos estables de N y C en huevos
y larvas de hasta 24 dias después de la eclosion (larvas preflexion). Se ha visto que el
crecimiento en longitud de las larvas es de alrededor de 1 mm en los primeros 24 dias de vida,
lo que es consecuente con otros experimentos similares; también se ha observado que el 3°N
disminuye a lo largo del desarrollo larvario y el 33C, por el contrario aumenta. La cantidad de
carbono y nitr6geno en los tejidos disminuye hasta el dia 8, a partir del cual empieza a
aumentar, lo que puede deberse a que las larvas comienzan a alimentarse de manera exdgena
(antes se nutrian del saco vitelino). En cuanto al factor de discriminacion A para el
enriquecimiento en isétopos estables de N y C, sigue una correlacion lineal respecto a latallay
a la edad de las larvas; gracias a lo cual hemos creado 4 modelos para estimar la cantidad de
isotopo estable que ha sido transmitido por la madre a la larva (huella isotopica de las madres).
Los valores de 8Xm estimados por los modelos para los huevos de merluza europea son de
5'°N=13,369+0,868 y 5'°C=-18,731+0,980, para la talla y de 3°N=13,370+0,756 y &5°C=-
18,731+0,744 para la edad, coincidiendo con los valores observados de 5'°N=13,370+0,503 y
5'°C=-18,718+0,309.

1. INTRODUCCION

1.1 La merluza europea Merluccius merluccius (Linnaeus, 1758): caracteristicas
generales.
La merluza europea Merluccius merluccius (Linnaeus, 1758) es una especie marina demersal
con un rango de profundidad de entre 30-1075 metros (Lloris et al., 2005), pero normalmente
vive entre 70-400 metros (Muus y Nielsen, 1999). En la madurez alcanza una longitud de entre
20-70 cm, lo més comun es alrededor de 45 cm, un peso maximo reportado de 15 kg (Cohen et
al., 1990) y una edad maxima de 20 afios (Muus y Nielsen, 1999). Se distribuye por la parte
oeste del Atlantico; desde Islandia y Noruega hasta Mauritania. También se encuentra en el
Mediterrdneo y a lo largo de la costa sur del mar Negro. Los adultos viven cerca del fondo
durante el dia, pero se separan de él durante la noche. Se alimentan principalmente de
pescado (merluzas pequefas, boquerones, sardinas, arenques, bacalaos) y calamares. Los
juveniles se alimentan de crustaceos (eufasiaceos y anfipodos). La puesta es en grupo (Murua
y Saborido-Rey, 2003).
La merluza europea es una de las especies demersales mas importantes en los ecosistemas
marinos del Atlantico Norte. Esta especie esta fuertemente explotada por las pesquerias de

varios paises de Europa, destacando entre ellos Espafia y Francia. La pesqueria espafiola
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dedicada a la captura de merluza explota dos stocks: el stock Sur, ubicado en la costa
cantabrica, Galicia y Portugal y, el stock Norte, que corresponde a aquellas capturas realizadas
en zonas localizadas dentro o al norte de la Bahia de Vizcaya. Debido a su sobrepesca, se ha
invertido un importante esfuerzo en el intento de cultivarla: engordando adultos previamente
pescados (lglesias et al., 2010; Jolivet et al., 2012), que tras aproximadamente un afio de
aclimatacién tienen puestas espontaneas. Gracias a estas puestas se han podido criar larvas
en condiciones de laboratorio (Bustos y Landaeta, 2005; Bjelland y Skiftesvik, 2006; Sanchez et
al., 2011). Pero es complicado porque se estresan facilmente debido al manejo y a las

condiciones de pesca inadecuadas.

1.2 Ecologia larvaria de la merluza europea.

Los estudios de huevos (Guevara-Fletcher et al., 2016) y larvas de merluza europea son
escasos Yy principalmente analizan distribucibn en relacion con caracteristicas
medioambientales en el Atlantico noreste (Coombs y Mitchell, 1982; Valdés et al., 1996; Motos
et al., 2000; Alvarez y Cotano, 2001) y en el Mediterraneo (Olivar et al., 2003).

Los huevos son pelagicos, lisos, esféricos y transparentes y tardan unos 4 dias en eclosionar a
12,7°C en laboratorio, en el mar a 10-13°C (Bjelland y Skiftesvik, 2006). Las puestas en el golfo
de Vizcaya son mas intensas de Marzo a Abril cuando la temperatura del mar oscila entre 10-
13°C y estan presentes los giros ciclonicos y anticiclonicos (Alvarez et al., 2001); el alimento es
lo suficientemente abundante como para no ser un factor limitante en el crecimiento larvario
(Alvarez y Cotano, 2005).

.-
-

.- J e K o,

Figura 1. Desarrollo larvario de Merluccius merluccius. A) larva recién eclosionada de 2,5 mm, B)

larva de 3,8 mm, C) larva de 6,5 mm, D) larva de 9,1 mm. Tomado de Palomera et al., 2005.
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Los juveniles se encuentran en aguas profundas (<17 cm) y después van a aguas costeras
donde alcanzan una longitud media de 33 cm. La mayoria de los individuos se encuentran en
areas de cria donde se alimentan y crecen y se trasladan a areas mas profundas para realizar
la puesta. Se encuentran en cardidmenes, en aguas profundas en invierno y mas hacia la costa
en verano.

Las larvas y juveniles mas pequefios se alimentan de pequefios crustaceos (euphasiaceos,
decapodos y misidaceos), y conforme van aumentando de talla los peces van adquiriendo mas
importancia en su dieta (Cartes et al., 2004).

La supervivencia de las larvas es en funcién del crecimiento. Segun Bjelland (Bjelland, 2001;
Bjelland y Skiftesvik, 2006), los cambios en la tasa de crecimiento se pueden definir como: una
fase lenta de crecimiento, probablemente asociada a la disminucién del saco vitelino y la gota
lipidica, su alimentaciéon es enddgena y tiene lugar en los dias 4-6 post-eclosion (en éstas
larvas aun no ha tenido lugar la flexion de la notocorda) y una fase de crecimiento rapido (14-
33 dias) relacionada con la alimentacion exdgena (larvas post-flexion).

Se han estimado las tasas de crecimiento de los juveniles de un afio y sus variaciones
espaciales e interanuales midiendo el crecimiento diario del otolito de muestras recogidas en el
golfo de Vizcaya y el mar Céltico, las principales areas de cria de estas merluzas (Kacher y

Amara, 2005) y en el Mediterraneo (Palomera et al., 2005).

1.3 El cultivo de merluza europea.

La merluza europea es una especie comercial muy popular en Europa. En el Atlantico Noreste
hay dos stocks: el stock del Sur cuyas areas de puesta son en el noroeste de la peninsula
ibérica y el stock del Norte con puestas en el golfo de Vizcaya (de donde proceden los
reproductores de nuestras larvas), el mar Céltico, el mar del Norte, Skagerrak, Kattegat, el
oeste de Escocia, y el mar de Irlanda. Es una de las especies demersales mas capturadas en
el Atlantico noreste, se han llegado a capturar hasta 175000 toneladas al afio (Casey y Pereiro,
1995), pero estas capturas han ido disminuyendo desde 1989 (ICES 2002) con 80000
toneladas en 1995 y 42000 toneladas en 2002, pues debido a su sobrepesca se han tomado
medidas para su proteccion (ICES 2002). Debido a esta sobrepesca y a su alta tasa de
crecimiento, las merluzas son interesantes candidatos para el cultivo (Quémener et al., 2002).
Pero hay un gran inconveniente; la merluza europea pone a profundidades de 70-150 m en
aguas de 10-13°C y ademas se estresan facilmente con la manipulacion, por lo que son muy
dificiles de mantener vivas después de capturarlas y por ello raramente son mantenidas en
cautividad. Pero hay esperanzas pues en Noruega se ha creado un protocolo de cultivo de
merluza semiintensivo: fecundaron a los adultos en el barco y después mantuvieron los huevos
y larvas en el laboratorio; gracias a lo cual describieron su desarrollo larvario y crecimiento
durante los estadios tempranos y la influencia de la temperatura en su desarrollo y
supervivencia (Bjelland y Skiftesvik, 2006).

En el instituto oceanografico de Vigo también han conseguido aclimatar ejemplares adultos de

merluza europea capturados en la ria de Vigo (Iglesias et al., 2010). Han logrado que pongan
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huevos, la eclosion de estos huevos y que se desarrollen las larvas (Sanchez et al., 2011).
Larvas de estas puestas son las que se usan en éste trabajo fin de master.

Ademas se han conseguido cultivar en laboratorio ejemplares de otras especies de merluza
como la merluza del sur Merluccius australis con bastante éxito, esta especie también presenta

alta demanda y disminucion de capturas (Bustos y Landaeta, 2005).

1.4 Relaciones tréficas: is6topos estables de carbono y nitrégeno y transferencia
materna.
Muchos elementos de la Tabla Periddica y entre ellos, el H, C, N, O y S, poseen dos 0 mas
isétopos, es decir, atomos del mismo elemento quimico que presentan el mismo numero
atdmico (numero de protones en el nicleo y de electrones) pero tienen diferente ndimero
masico pues el numero de neutrones del nlcleo es distinto. Estos isétopos pueden ser:
= Radiois6topos o radionucleos: son radiactivos, se desintegran para dar lugar a
otros nucleidos emitiendo particulas o radiacion electromagnética.
= |sOtopos “estables” que no participan en ningun proceso de desintegracion nuclear, de

ahi su nombre.
Estos elementos (y sus is6topos) se encuentran ampliamente distribuidos por la litosfera,
hidrosfera, biosfera y atmésfera formando las diferentes moléculas, constituyendo unos
excelentes trazadores naturales de procesos fisicoquimicos. En los is6topos estables, las
diferencias de masa son lo suficientemente grandes como para que las caracteristicas fisicas y
quimicas de las moléculas que los contienen, sean ligeramente diferentes. En la naturaleza
tienen lugar muchos procesos fisicoquimicos (incluyendo las reacciones enzimaticas) que
determinan la forma en que los is6topos se reparten entre diferentes sustancias o entre
diferentes fases de una misma sustancia, y a esto se le conoce como fraccionamiento
isotopico (Fry, 2008). Como resultado de estos procesos de fraccionamiento nos encontramos
con sustancias que difieren ligeramente en la distribucion de is6topos estables y por tanto en
su masa, diferencias que pueden medirse mediante la Espectrometria de Masas de Razones
Isotopicas (IRMS o GIRMS, en sus siglas inglesas) en lo que denominamos estudios de
abundancia natural, por ello son muy utilizados en ecologia, para ver las reacciones
metabdlicas y los flujos de materia en los ecosistemas.
Los més utilizados, son los correspondientes a los elementos ligeros como el hidrégeno, el
oxigeno, el carbono, el nitrégeno y el azufre que son precisamente los mas abundantes en la
naturaleza (Fry, 2008).
De modo general los valores isotdpicos de un organismo van a depender de su dieta. Varios
estudios (Abend y Smith, 1997; Polunin et al., 2001) infieren que el andlisis de is6topos
estables es una técnica muy Util para estudiar las relaciones troficas en las redes alimentarias
acuaticas, pues esta puede proporcionar una referencia de la alimentacién asimilada por un

organismo.
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En concreto nosotros vamos a analizar la proporcién de los dos isétopos pesados que mas se
usan para determinar los niveles tréficos 3°N y 8"°C que se acumulan en los tejidos de
nuestras larvas de merluza.

Los alimentos ingeridos por los animales a menudo muestran firmas isotépicas caracteristicas.
En general los alimentos obtenidos de fuentes marinas presentan diferente composicion
isotépica que los derivados de fuentes terrestres y de agua dulce (Chisholm et al., 1982). Las
proporciones de los is6topos estables en los tejidos pueden utilizarse para reconstruir las dietas
(Angerbjo et al., 1994; Koch et al., 1995), para seguir los movimientos de la especie (Schell et
al., 1989), para evaluar la condicién fisiologica (Hobson et al., 1993) y para determinar el
destino de los nutrientes asimilados dentro del animal (Tieszen y Fagre, 1993). Los isétopos
estables también son utilizados para determinar el nivel tréfico y la condicion corporal del
animal. Estas dos Ultimas aplicaciones son consecuencia del proceso bioquimico de
asimilacién del alimento, la proteina en los consumidores tiene una mayor relacién de “N/*N
que las de su alimento (Ambrose y De Niro, 1986), esta diferencia parece deberse al uso
preferencial de los grupos amina con N contenido por las enzimas responsables de la
desaminacion de aminoacidos y transaminacién (Macko et al., 1987). Esta diferencia es
conocida como enriquecimiento isotopico y se utiliza para calcular la posicion trofica de los
organismos (Post, 2002) siguiendo la siguiente légica: si conocemos el 5"°N del nivel tréfico
“‘base” y el 5N de un consumidor, el nimero de veces gque se incrementa el enriquecimiento
entre estos dos valores daria una medida de la posicion tréfica (Hobson y Welch, 1992).

Las diferencias en un ecosistema en los pardmetros fisico-quimicos (temperatura y salinidad),
las concentraciones de nutrientes o la composicion de especies del sistema, afectan a los
valores de "N y 5'*C de los productores primarios y por tanto de sus consumidores (Walker
etal., 1999).

En nuestro experimento, como vemos la cantidad de isétopos en los huevos ademas de en las
larvas, esto nos permite inferir que el contenido isotdpico estimado en los huevos y en larvas
con saco vitelino es transmitido maternalmente (Hoffman et al., 2011; Le Bourg et al., 2014)
pues la huella isotépica materna es conservada por las larvas en los primeros estadios, por lo
gue no existen diferencias en la discriminacion isotopica entre el tejido somatico de la madre y
el tejido del saco vitelino (Hoffman et al., 2011; Uriarte et al., 2016).

No hay ningun estudio que haya examinado estos factores de discriminacion ni en adultos ni en
larvas de Merluccius merluccius; por lo tanto éste es el propésito de esta tesis final de master.

2. OBJETIVOS

= Describir la variacion de la huella isotopica a lo largo del desarrollo ontogenético de

larvas pre-flexion de merluza europea de cultivo.

=  Proponer un modelo de prediccién de la huella isotdpica de origen materno de las

larvas de merluza europea.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cultivo y eclosion de larvas de merluza europea.
A partir del afio 2010 se han realizado multiples experiencias de cultivo larvario de merluza en
Espafia, siendo la Planta Experimental de Cultivos Marinos del Centro Oceanogréfico de Vigo
(IEO) el equipo de investigacion pionero que ha desarrollado esta fase de investigacion.
Gracias a sus avances para iniciar el cultivo larvario de merluza, se ha podido llevar a cabo el
disefio experimental de la presente Tesis Final de Master. Para detalles ver (Sanchez et al.
2011; Jolivet et al., 2012; Iglesias et al. 2010).
El 21 de agosto de 2014, y transcurridos 4 dias después de la fecundacién (dpf), los embriones
eclosionaron de acuerdo con Sanchez et al., 2011. Posteriormente, 3 dias después de la
eclosion, las larvas fueron transferidas a tanques de pvc de 500 L. en una concentracion de 20
ind-L™ con agua de mar ultra-filtrada (0.1 pm) a una temperatura de 16,0 + 0,5° C y salinidad de
35%o, bajo condiciones naturales de fotoperiodo y un flujo bajo de renovacion. Durante el cultivo
larvario se utilizaron nauplios de artemia (Artemia franciscana AF480) hasta el dia 12 después
de la eclosion (dph) y a partir de aqui artemia enriquecida (“larva viva Multigane”) como
alimentacion exdgena. Complementariamente se afiadieron microalgas Isochrysis galbana y
Nanochloropsis sp. cada dia al tanque.
Las muestras de larvas se recogieron en tubos de 1.5 ml con agua de mar y fueron congelados
inmediatamente a -80° C. Quince huevos por tubo (y su réplica) fueron muestreados los dias 1
y 4 dpf. Seguidamente, se recogieron quince larvas por tubo (y su réplica) cada 2 dias hasta el
dia 12 dph y cada 3 dias hasta el dia 24 dph (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21 y 24 dph).

3.2 Analisis de laboratorio.

Las larvas obtenidas en el muestreo anteriormente descrito, fueron enviadas en crioviales
congelados en hielo seco desde el Instituto Oceanografico de Vigo al laboratorio de Ecologia
Larvaria del Centro Oceanogréafico de Malaga, donde fueron procesadas. Ademas para esa
puesta tenemos artemia de los dias 8, 10, 12, 15, 18, 21y 24.
Las larvas de los dias 0 y 2 post hatching no han podido ser usadas por encontrarse en un
estado de conservacion deficiente. El resto de muestras fueron procesadas y encapsuladas
para el analisis de su contenido en isétopos estables tanto del carbono como del nitrégeno.

3.2.1 Caracterizaciéon biométrica de las larvas
Para conocer la talla, se fotografié cada larva con una camara nikon ajustada al macro de una
lupa usando el software libre Q Capture Pro. Se midio la longitud estandar (mm) utilizando un
programa de andlisis de imagen (Image J) calibrado con los pixel de las imagenes (fotos)
obtenidas. Las larvas se preservaron en tubos de plastico tipo eppendorf de 1,5 ml enumerados
y ordenados dentro de cajas y conservados a -80°C.
Para determinar el peso seco se liofilizd cada caja durante 24h, posteriormente se pesaron las

larvas en una balanza con una precision de 0,001lmg y se congelaron nuevamente a -80°C,
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para posteriormente encapsularlas para mandar a analizar sus is6topos estables de carbono y
nitrégeno.

3.2.2 Andlisis elemental de Carbono y Nitrégeno y sus is6topos estables
Para determinar el contenido total de carbono y nitrégeno, hay que encapsular (en capsulas de
acero inoxidable de 0,03 ml) una muestra (0,1-2 mg) de cada larva previamente liofilizada.
Como estas larvas de merluza eran muy pequefias y pesaban mucho menos de 0,1 mg, hubo
que hacer pool con 3, 4, 5 larvas (dependiendo de la talla) para que entrara en el rango lineal
de medida del espectrémetro de masas.
La abundancia natural de N (3"°N, %N) y C (3"°C, %C) fueron medidos usando un analizador
elemental EA1108 (Carlo Erba Instruments) unido a un espectrometro de masas de relaciones
isotépicas MAT253 (ThermoFinnigan) de la Unidad de Técnicas Instrumentales de Analisis
(UTIA) de la Universidad de La Corufia. Las relaciones isotépicas para N™°/N** y C**/C*® se
expresaron en notacién delta convencional (), en relacion con la metodologia estandar
internacional, que usa como estandares 5'°N (%o) versus AIR (N, en el aire) y 5'°C (%o) versus
VPDB (Pee-Dee Belemnite, fosil marino del Cretacico Belemnitella americana),
respectivamente. Se utiliz6 acetanilida como estandar.
Debido a la poca cantidad de muestra, no habia posibilidad de una correccién de lipidos a
través de una extraccién quimica anterior. Pero se realiz6 un ajuste posterior de los datos de
5'3C para el contenido de lipidos, mediante la férmula empirica resultante de una extraccion
quimica de lipidos en larvas de Merluccius merluccius y posterior correccién, que dio como
resultado esta ecuacion: y= 1,212x + 5,286. Fue llevada a cabo por la estudiante de doctorado
Amaya Uriarte en una estancia en La Corufia. Por lo tanto, para corregir los valores del §°C se
ha utilizado un modelo generado con muestras de prejuveniles de esta especie (Ver Uriarte et
al., 2013).
El factor de discriminacién (A) de isGtopos estables (C y N) es la diferencia en la composicion
isotépica entre el animal y su fuente de alimento (Caut et al., 2009). Este factor esta
influenciado por la huella isotépica materna en los estadios larvarios en preflexion, pues la
huella isotépica de los huevos es muy similar a la de las larvas recién eclosionadas (Le Bourg
et al.,, 2014). Por lo tanto para estimar el factor de discriminacion isotépica debido a la
transferencia materna hemos utilizado el modelo propuesto por Uriarte et al. 2016 (en revision)
(Uriarte et al., 2014) (AXadre= AXhuevo) para larvas en pre-flexion (1):
(1) AXnadre= 8Xpre-fiexion0Xhuevo
Donde 6X representa el fraccionamiento isotdpico (C o N) de los huevos de merluza y de las
larvas en pre-flexidn. El factor de discriminacion isotopica de la transferencia materna (AX,,) fue
estimado por la diferencia entre los valores de fraccionamiento isotdpico de los huevos y de las
larvas en pre-flexion.
La estima de la huella isotopica de origen materno, fue calculada con las ecuaciones (2 y 3):
(2) 8Xmadre= 8Xiarva* (AXmadre*SLiarva pre-fiexion)
(3) 8Xmadre= 8Xjarvat (AXmadre*dias pre-fiexion)
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Donde 8Xnadre representa el fraccionamiento isotdpico (C o N) de origen materno a través de la
longitud estandar o la edad en dias de las larvas en pre-flexion.

El ratio C:N se determind a partir del porcentaje en peso de cada elemento.

3.3 Anélisis Estadistico
Las diferencias entre las distintas variables (3"°N, 5'°C, %N, %C y C/N) respecto a los distintos
dias, se sometieron a la prueba de andlisis de la varianza (ANOVA de una via) una vez se
verificaron las asunciones de normalidad y homogeneidad de varianzas. En un caso hubo que
transformar la variable logaritmicamente (3"°N) para que cumpliera las asunciones. A
continuacion se llevaron a cabo andlisis post-hoc (test de Tukey) para ver las diferencias entre
los distintos grupos (las variables anteriores frente a dias post eclosion, que es la variable
independiente nominal). En los casos en los que, a pesar de la transformacion, no se cumplia
la hipotesis de normalidad (613C y CIN), se llevd a cabo el test no paramétrico de Kruskal-
Walllis. El nivel de significacion se fij6 para todos los analisis en a = 0,05. Todas las pruebas

estadisticas se realizaron con Statistica 7.0 (Statsoft Inc. EE.UU).
4. RESULTADOS

4.1 Crecimiento larvario.
Hemos analizado un total de 8 pool de huevos y 63 muestras de larvas pre-flexién. Cada
muestra de larvas es un pool de 4-5 larvas. Su edad va desde los 4 dias después de la
eclosioén hasta los 24 dias (fig.2). En estos dias ha habido un incremento en talla de alrededor
de 1 mm (~2,9 mm con 4 dias hasta ~3,8 mm con 24 dias). Presentan una talla media de 3,33

+ 0,42 mm, la larva mas grande mide 4,41 mm y la mas pequefia 2,54 mm.
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Figura 2. Relacion (p < 0.05) entre los dias después de la eclosion y la talla en larvas de cultivo de
merluza europea. R2:0,6622 y=2,7497+0,0506*X.
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4.2 Variacion isotopica.
La composicion isotépica de N y C muestra diferencias durante el desarrollo larvario de la
merluza europea cultivada (ANOVA p<0,05 y Kruskal-Wallis p<0,05 respectivamente), desde el

huevo (0 dias) hasta el dia 24 después de la eclosion.
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Figura 3. (a) Relacién (p < 0.05) entre el 8N y los dias después de la eclosion R’= 0,7352
y=12,9637-0,17*x y (b) el 8°N vy la talla R°=0,5570 y=18,6653-2,3114*x en larvas de cultivo de

merluza europea.
En cuanto al "N, presenta un valor medio de 11,25+1,45 (n=71). Los valores de 5'°N van

disminuyendo a lo largo del desarrollo larvario, presentando un maximo de 13,98 en el huevo y
un minimo de 7,78 en larvas de 24 dias (fig. 3a). Si comparamos el 3N con la talla de las
larvas se aprecia exactamente la misma tendencia, una disminucién progresiva del valor desde
13,25 en la larva mas pequefia (2,54 mm) hasta los 7,78 que presenta una larva de 4,05 mm
(fig. 3b).

Por otro lado, el §"3C presenta una tendencia inversa al 5*°N, aumenta conforme las larvas van
creciendo en lugar de disminuir. Se han encontrado valores desde -19 (huevos) hasta -14,31

(dia 24 después de la eclosion), (fig. 4a). El valor medio es de -17,75+1,54 (n=71).
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5 13C (%)
5 13C (%4
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Figura 4. (a) Relacion (p < 0.05) entre el 8°C y los dias después de eclosién R’= 0,7353 y=-
19,5761+0,1807*x y (b) el 8'°C y la talla R?=0,6053 y=-27,4335+2,9481*x en larvas de cultivo de

merluza europea.

Estos valores han ido aumentando a lo largo del desarrollo larvario, presentando el minimo (-

20,65) el dia 8 después de la eclosion (ese dia presenta valores muy dispersos en todas las
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variables, es un dia clave) y un maximo (-14,31) en larvas de 24 dias como ya apuntamos
antes (fig. 4a). Si comparamos el 3°C con la talla, también se aprecia esta tendencia de
aumento del valor del 3'°C conforme las larvas van creciendo: -18,3 en la larva mas pequefia

(2,54 mm) hasta los -15,1 que presenta la larva mas grande (4,41 mm) (fig. 4b).

4.3 Contenido en Ny C de las larvas.
El contenido total de N y C también presenta un aumento a lo largo de los primeros estadios de
desarrollo de las larvas de merluza europea cultivada (ANOVA p<0,05), a medida que éstas
van aumentando la talla. La relaciéon C/N disminuye progresivamente con el aumento de la talla
(Kruskal-Wallis p<0,05).

Respecto al %N, se aprecia una tendencia hacia el aumento progresivo en este porcentaje con
1,4% en una de las larvas mas pequefias (2,6 mm) y un maximo de 5,81% en una larva de 4,1

mm (fig. 5). El valor medio es de 2,98+1,17 (n=71) presentando bastante dispersion.

5

%N

0
24 26 2,8 3,0 3,2 34 36 38 40 42 44 46

Talla

Figura 5. Relacién (p<0.05) entre el %N y la talla en larvas de cultivo de merluza europea. R?=0,1961
y=-0,3736+0,9238*x.

En el %C también se aprecia un aumento con 13,5% en la larva mas pequefia (2,54 mm) y
18,3% en la larva de més talla 4,41 mm (fig. 6). El valor medio es de 19,96+7,1 (n=71), hay aun
mas dispersion que en el %N y dos valores extremos que aumentan la desviacion estandar.

Al contrario que en los dos casos anteriores, a relacion C/N presenta una tendencia general a
disminuir conforme las larvas van aumentando de tamafio (aumento de la cantidad de
nitrégeno respecto a la de carbono en los tejidos de las larvas), a pesar de que hay mucha
dispersion (fig. 7). El valor medio es de 6,88+1,21 (n=71).
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Figura 6. Relacion entre el %C y la talla en larvas de cultivo de merluza europea. R®=0,0499
y=8,6992+2,9215*X.
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Figura 7. Relacion (p<0.05) entre la variacion C/N y la talla en larvas de cultivo de merluza europea.
R?=0,1249 y=10,4268-1,037*x.

En cuanto a la progresion de la cantidad de N y C en los tejidos de las larvas con el avance del
desarrollo, se aprecia claramente una disminucién en ambos porcentajes desde la eclosién
hasta el dia 8, pues las larvas estan nutriéndose de las reservas; a partir de éste dia aumentan

tanto el %N (fig. 8) como el %C (fig. 9) ya que empieza la alimentacion exégena.
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Figura 8. %N en los tejidos de las larvas de merluza europea a lo largo del desarrollo desde el
huevo 0 dias hasta los 24 dias después de la eclosién. Las lineas verticales indican +SD (n=71).
Las letras indican los diferentes grupos (test de Tukey).
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Figura 9. %C en los tejidos de las larvas de merluza europea a lo largo del desarrollo desde el

huevo 0 dias hasta los 24 dias después de la eclosién. Las lineas verticales indican +SD (n=71).

Las letras indican los diferentes grupos (test de Tukey).

En correspondencia con los datos de %N y %C anteriores, hay en aumento progresivo de la
cantidad de C respecto a la de N hasta el dia 8 después de la eclosion (fig. 10), y a partir de
aqui, aumenta la cantidad de N respecto a la de C pues, como ya hemos mencionado

anteriormente, las larvas empiezan a alimentarse de forma exégena por lo que aumenta la
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sintesis de proteinas. El dia 8 tiene una desviacion estandar muy amplia al ser un dia clave, en

él se aprecia el cambio de la tendencia.
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Figura 10. Relacién C/N de los tejidos de las larvas de merluza europea a lo largo del desarrollo
desde el huevo 0 dias hasta los 24 dias después de la eclosion. Las lineas verticales indican +SD
(n=71). Las letras indican los diferentes grupos (test de Kruskal-Wallis).

4.4 Factor de discriminacion (A) de larvas pre-flexion.
Los valores 8N vy 5®C de Merluccius merluccius son trasmitidos maternalmente a la
descendencia, pues en los huevos se ha visto la misma composicidn isotépica que en las
madres y su variacion sigue un patrén lineal en el tiempo. EI '°N empieza con su maximo en
los huevos y va disminuyendo progresivamente hasta el dia 24; por el contrario, el d=C
comienza siendo minimo en los huevos para aumentar después (fig. 11). Se aprecian
diferencias significativas entre los distintos grupos de muestras de cada dia (analisis post-hoc,

test de Tukey para el 3"°N y test no paramétrico de Kruskal-Wallis para 5*°C).

El factor de discriminacién (A) para el enriguecimiento en isétopos estables de N y C originado
por la dieta, sigue claramente una correlacion lineal respecto a la talla (fig. 12) y también
respecto a la edad de las larvas (fig. 13). Gracias a esta relacién lineal, se pueden crear dos
modelos (con cada is6topo, N y C) para estimar la cantidad de isotopo estable que ha sido
transmitido por la madre a la larva; para ello hay que tener en cuenta la talla de las larvas para
uno de los modelos, (fig. 12) y la edad de las larvas para el otro modelo, (fig. 13). La
composicién isotopica estimada de origen materno no difiere significativamente de la huella
isotopica encontrada en los huevos (Kruskal-Wallis, p>0.05) (Tabla 1). Por lo tanto, usando
éstos 4 modelos propuestos en la tabla 1, se pueden predecir las huellas isotépicas

transmitidas por sus madres a las larvas de merluza europea en estado pre-flexion.
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Figura 11. Boxplot del 5°N y &'°C a lo largo del desarrollo de larvas de merluza europea desde el
huevo 0 dias hasta los 24 dias después de la eclosion (n=71). Los simbolos azules corresponden al
5N y los verdes al 5°C. Las letras indican los diferentes grupos (test de Tukey para el §'°N y test
de Kruskal-Wallis para el §°C).
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Figura 12. Correlacion de los factores de discriminacion frente a la talla (mm) en larvas de merluza
europea desde el huevo 0 dias hasta los 24 dias después de la eclosion. Las lineas discontinuas

rojas son las bandas de regresion con un intervalo de confianza del 0,95%.



Ontogenia de la huella is6topica en larvas preflexion de merluza europea (Merluccius merluccius) cultivadas

A'C,=-1,279+2,0817*Edad
r=0,88

dlarva- 8huevo

Amt:

AN,,=-0,6057+0,1570*Edad @ - '
r=-0,82
[ ]
5 \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ .
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Edad (dias)
Figura 13. Correlacién de los factores de discriminacion frente a la edad (dias después de la
eclosion) en larvas de merluza europea desde el huevo. Las lineas discontinuas rojas son las
bandas de regresion con un intervalo de confianza del 0,95%.

5N (%0)= 8"°Njarva+(5,2953-2,311*Tallagnm)  -0,75 13,370+0,503 13,369+0,868
5'°C (%0)= 8"°Ciarvat(-8,715+2,9481*Talla;my) 0,78 -18,718+0,309 -18,731+0,980
8N (%0)= 8"°N,arvat+(-0,6057+0,1570*Edad)  -0,82 13,370+0,503 13,370+0,756
5"°C (%o)= 8"°Carvat(-1,279+2,0817*Edad) 0,88 -18,718+0,309 -18.731+0,744

Tabla 1. Modelo para predecir la huella isotépica (5"°N y 5"°C) transmitida maternamente 5X, en

larvas pre-flexion de merluza europea usando la talla (mm) y edad (dias).

5. DISCUSION
Los estudios de isétopos estables estdn muy extendidos para evaluar los trazadores
bioquimicos de los flujos troficos que tienen lugar entre los distintos niveles de las redes
alimentarias en los ecosistemas (Post, 2002; Pepin y Dower, 2007; Bode et al., 2007). Sin
embargo estos isotopos son poco usados para la comprension de los procesos fisiolégicos
relacionados con el desarrollo larvario de especies de interés comercial y la interpretacion de
las estimas de estos isGtopos en éstas larvas, como por ejemplo las de atin (Laiz-Carrién et
al., 2014; 2015). Menos estudios aun se han hecho en larvas en condiciones experimentales
(Gamboa et al., 2008; Tanaka et al., 2012; Uriarte et al., 2013; 2016). El de Uriarte et al., 2016
es en larvas de atin y es en el que se basa este trabajo. Por lo tanto, el objetivo de ésta

memoria es analizar la evolucién de la huella isotépica de N y C de merluza europea
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(Merluccius merluccius L.) de cultivo, a lo largo de la etapa pre-flexion de su desarrollo
ontogenético y la creacion de un modelo para predecir la huella materna a partir de la de las

larvas.

5.1 Crecimiento larvario.

Desde el punto de vista ecolégico, el crecimiento larvario es primordial para su supervivencia
(Anderson, 1988). Para las especies comerciales, la supervivencia de las larvas esta
directamente relacionada con el reclutamiento y también con la variacién de los procesos
fisicos oceanogréficos (Jeffrey y Taggart, 2000) o con la depredacién de las larvas o juveniles
por otras especies o por canibalismo (Grote et al., 2012), lo que tiene importantes implicaciones
en la gestion de las pesquerias. Se ha observado en estudios de ecologia trofica de larvas de
peces que hay un “periodo critico” en la transiciéon de la fase de saco vitelino a alimentacion
exdgena, que es vital para la supervivencia de las larvas (Fortier y Leggett, 1985).

En cuanto a las larvas de cultivo, los distintos tipos de dietas o de presas tienen consecuencias
en el crecimiento (Tanaka et al., 2010; 2012). Debido a que las condiciones experimentales en
las que se ha llevado a cabo el presente cultivo larvario difieren de manera importante de las
condiciones naturales, el crecimiento larvario observado en este experimento es notablemente
inferior al referenciado en la literatura para larvas de merluza en condiciones salvajes (ver
Alvarez y Cotano 2005). Sin embargo el crecimiento observado en el presente disefio
experimental es similar al observado previamente para larvas cultivadas (Palomera et al., 2005;
Bjelland et al., 2006; Sanchez et al., 2011).

En el desarrollo larvario de merluzas europeas se ha visto que: el cuerpo crece en talla mas
lentamente que algunas porciones corporales como el pedinculo caudal que presenta gran
desarrollo (relacionado con actividad locomotora); también crecen mas rapido la cabeza y
regiones del intestino (relacionado con el régimen alimenticio) (Palomera et al., 2005). Esto es
consecuente con nuestros datos ya que nuestras larvas crecen en talla alrededor de 1mm en
sus primeros 24 dias de vida (fig. 2). El desarrollo ontogenético de estas especies con un
crecimiento alométrico positivo en la parte anterior del cuerpo en relacion con la longitud
estandar, indica que las larvas tienen mayor crecimiento en grosor que en longitud (Palomera
et al., 2005); estos datos son de larvas en el campo. Nuestros datos de peso de las larvas (no
mostrados) nos revelan que tampoco existe una ganancia importante en peso, lo que podria
ser debido a una alimentacién deficitaria en relacién a sus requerimientos energéticos, pues el
cultivo larvario de esta especie se encuentra actualmente en una fase de optimizacion de sus
condiciones, en especial su alimentacion, donde se estan focalizando los recursos de
investigacién en acuicultura de diferentes organismos e instituciones a nivel internacional.
Nuestros datos de tallas en los primeros 24 dias de las larvas coinciden con otros datos
experimentales de larvas de cultivo (Bjelland y Skiftesvik, 2006; Sanchez et al., 2011); en los
gue se ha visto que: recién eclosionadas las larvas miden 2.89+0.15mm, en los primeros 4 dias
aumentan en longitud en mas de 1mm, pero de los dias 4-11 no hay crecimiento en longitud y
peso significativo, pues lo que crece principalmente es la cabeza y el dia 25 las larvas miden

4.5mm.
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5.2 Variacion isotopica.

Es la primera vez que se analizan is6topos estables en larvas de merluza por lo tanto no hay
un referente para comparar nuestros datos. Sin embargo, estudios que se estan llevando a
cabo en larvas capturadas en aguas gallegas por el grupo de Ecologia Larvaria del Centro
Oceanogréfico de Malaga, revelan valores de 5"°N decrecientes junto con valores crecientes de
5"%C con la ontogenia (talla) (Laiz-Carrién et al., 2013), sugiriendo un efecto de transferencia,
tal y como los demuestran los resultados obtenidos en la presente Tesis de Master (ver figuras
12y 13).

En cuanto al valor del "N, hay un enriquecimiento en el isétopo pesado conforme se asciende
en las redes tréficas marinas (cerca del 3%o de incremento por nivel tréfico) (Minagawa y Wada,
1984). Esto estéa relacionado con la mayor energia asociada a los enlaces que establece el
isétopo pesado, que hacen que intervenga menos en las reacciones quimicas; por ello se
acumula més el pesado y se excreta el ligero (Fry, 2008). Debido a esto hay un maximo de
5N de 13,98 en nuestros huevos, pues esa huella isotdpica procede de la de la madre
durante la ovogénesis (Uriarte et al., 2016). A lo largo de los dias de desarrollo va
disminuyendo hasta 7,78 en larvas de 24 dias (fig. 3), esto puede ser debido a que la larva
hasta el dia 8 no empieza su alimentacién exdgena (antes se alimentaba del saco vitelino y de
la gota lipidica) (Bjelland y Skiftesvik, 2006) y a partir de este dia, su alimentaciéon es
deficitaria, por lo que la incorporaciéon de N exdgeno es muy limitada y disminuye su
discriminacion, llegando a excretar los is6topos pesado y ligero por igual. Esto, unido a que la
huella isotopica de partida (en el huevo) es elevada, al ser similar a la de la hembra madura
(predador apical), hace que los valores de &°N disminuyan a lo largo del desarrollo
ontogenético hasta que la larva alcance un equilibrio con su dieta y los valores tiendan a
estabilizarse.

Con el valor del 8"3C ocurre lo inverso al 3'°N; aumenta conforme las larvas van creciendo en
lugar de disminuir. EI C procede linealmente del que ingieren los consumidores primarios que
se alimentan del fitoplancton; este fitoplanton incorpora preferentemente C'? en la fotosintesis
por ello los valores de 5"C son muy negativos (Fry, 2008). Este 5'*C va aumentando con la
edad de las larvas (fig. 4) porque se van alimentando de la gota lipidica y se va gastando
proporcionalmente el c* (ligero). Cuando empiecen a alimentarse correctamente de forma
exdgena y comience la flexion (a partir del dia 24) el "°C volvera a disminuir de igual manera

que el 3"°N aumentara de nuevo si ocurre lo mismo que con el atin (Uriarte et al., 2016).

5.3 Contenido en carbono y nitrégeno.
En cuanto al contenido total en C y N de las larvas, se aprecia un aumento general al aumentar
la talla lo que es habitual en larvas de peces con rapidos cambios morfoldgicos junto con
procesos de almacenamiento de energia (Coombs et al., 1999).
Primero se aprecia una clara disminucion de ambos porcentajes desde la eclosiéon hasta el dia

8 (figs. 8 y 9), esto es debido a que las larvas estan nutriéndose de las reservas (del saco
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vitelino y de la gota lipidica); el carbono cae mas bruscamente porque se gasta el vitelo
permaneciendo aln parte de la gota lipidica (Coombs y Mitchell, 1982; Marrale et al., 1996;
Bjelland y Skiftesvik, 2006).

A partir de éste dia 8 aumentan tanto el %N como el %C ya que empieza la alimentacion
exogena pues alrededor del dia 6 tuvo lugar la apertura de la boca y el dia 7-8 empiezan a
comer (Bjelland y Skiftesvik, 2006; Sanchez et al., 2011). La gota lipidica desaparece
completamente el dia 11; hasta este dia no empiezan a crecer las larvas en talla y peso
(Bjelland y Skiftesvik, 2006).

En correspondencia con éstos datos, hay en aumento progresivo de la relaciéon C/N hasta el
dia 8 (fig. 10), y a partir de aqui, aumenta la cantidad de N respecto a la de C pues, como ya
hemos mencionado anteriormente, las larvas empiezan a alimentarse de forma exégena por lo
que aumenta la sintesis de proteinas (crecimiento somatico).

El dia 8 después de la eclosion presenta mucha dispersion de los datos pues es el dia clave
o de transicién en el que unas larvas tienen la boca abierta y comienzan a comer, y en cambio

otras la tienen abierta pero aun no han establecido alimentacién exdgena con éxito.

5.4 Factor de discriminacion (A) de larvas pre-flexion.

En los primeros estadios larvarios hay una mortalidad alta porque el gasto de comida no
compensa completamente las tasas de crecimiento somaticas lo que lleva a una caida de los
radios isotdpicos (Uriarte et al., 2016). El papel de la influencia materna es capital para que la
descendencia esté sana, pues el estado de los huevos depende de la nutricion de la madre
(Pérez y Fuiman, 2015). Se ha comprobado en diversos estudios que el contenido isotpico de
los huevos y de la larvas lecitotroficas es transmitido maternalmente, lo que implica que no hay
practicamente diferencias entre el tejido somético materno y el saco vitelino (Hoffman et al.,
2011; Le Bourg et al., 2014). Por ello una madre sana tendra descendencia sana, pues como
ya sabemos el ambiente materno tiene un gran efecto en el fenotipo de la descendencia
(Grindstaff et al., 2003).

Los valores 8Xm de nuestros huevos de merluza europea son de 5"°N=13,370+0,503 y 5'*C=-
18,718+0,309 muy parecidos a los de los huevos de atun rojo de acuicultura (Uriarte et al.,
2016): 5'°N=12,30+0,04 y 5'*C=-17.80+0,03. En la presente memoria de tesis final de Master,
se proponen cuatro modelos (ver tabla 1) a través de los que se puede estimar la huella
isotopica de las madres que, como hemos comprobado, es practicamente la misma que la
observada en los huevos, a partir de una talla o edad conocida de la larva, validando los
modelos propuestos.

Esto es muy util pues conociendo la huella isotopica materna se pueden estimar las
condiciones tréficas de la madre lo que esta directamente relacionado con el crecimiento y

condicion de las larvas.



Ontogenia de la huella is6topica en larvas preflexion de merluza europea (Merluccius merluccius) cultivadas

6. CONCLUSIONES

= Las larvas de merluza europea cultivadas presentan un crecimiento lento en longitud
en sus primeros 24 dias de vida, alrededor de 1 mm. Pero esto es consecuente con
otros trabajos, pues en lugar de crecer en longitud aumenta el tamafio de la cabeza y

crecen en grosor.

* Los valores de &N disminuyen a lo largo del desarrollo larvario, en gran medida
debido a que la huella isotépica del huevo es elevada, por la transferencia materna,
junto con una elevada sintesis proteica en estos estadios de desarrollo, lo que produce

una reduccioén de la discriminacion isotdpica con el tiempo.

= Por el contrario los valores de 8°C aumentan a lo largo del desarrollo ontogenético,
debido a la baja huella isotépica del huevo, por transferencia materna, junto con un

elevado metabolismo de lipidos provocado por la absorcién de la gota lipidica.

= La cantidad de carbono y nitrégeno en los tejidos disminuye hasta el dia 8 pues las
larvas se nutren del propio saco vitelino y de la gota lipidica. A partir de aqui empieza a
aumentar, debido a la alimentacion exdgena y aumentando la proporcion de N respecto

de la de C reflejo de un aumento en la sintesis de aminoacidos estructurales.

= Se postulan 4 modelos para estimar la cantidad de isotopo estable (carbono y
nitrégeno) que ha sido transmitido por la madre a la larva (huella isotépica de las
madres) en funcién de la talla y/o la edad de la larva, debido a que el factor de
discriminacion A para el enriquecimiento en is6topos estables de N y C sigue una
correlacion lineal respecto a la talla y a la edad de las larvas. Los valores estimados

coinciden con los valores observados, validando dichos modelos.
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