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1. RESUMEN

El crustaceo decadpodo Pachygrapsus marmoratus, conocido como “cangrejo corredor™
0 "cangrejo zapatero”, es un organismo que habita en la zona intermareal rocosa de la costa. No
se caracteriza precisamente por su interés econémico pero resulta muy til para el analisis de
ciertas variables fisiologicas relacionadas con su modo de vida. En su condicién de
osmorregulador eurihalino, es capaz de regular los cambios bruscos de salinidad a los que se
encuentra sometido debido, principalmente, a la accion de las mareas. Es evidente que la
regulacion del medio interno implica un gasto energético que se ve traducido en un aumento de
la tasa metabolica. En este estudio se aborda el analisis del coste energético de la
osmorregulacion cuando estos animales son sometidos a diferentes salinidades asi como la
influencia que tienen otras variables, tales como la masa corporal y el tiempo que transcurren
los animales en dicha condicién, sobre la tasa metabdlica en un proceso de aclimatacion. Debido
a su gran importancia tanto fisiolégica como ecolégica, en el presente estudio se trata de
analizar la relacion alométrica que presentan el peso y el metabolismo a fin de evaluar en qué
medida influye la talla de los organismos sobre éste Gltimo. Tal y como se esperaba la salinidad
presenta un efecto claro sobre el metabolismo puesto que una dilucién de ésta supone un
aumento en la tasa de consumo de oxigeno. Por otro lado, la influencia de la masa corporal y del
tiempo es también muy notoria ya que a medida que transcurren los dias expuestos a la nueva
condicidn, los cangrejos de mayor tamafio registran tasas de consumo de oxigeno que van en
aumento mientras que los de pequefio tamafio descienden sus tasas de consumo de oxigeno.
Cabe destacar que el hecho de haber estado expuestos a las condiciones del laboratorio, lugar en
el que son mantenidos los ejemplares de este crustaceo, hace que estén sometidos a un estrés

continuo que puede influenciar en menor medida, las tasas metabdlicas analizadas.



ZTF-FCT

Zientzia eta Teknologia Fakultatea
Facultad de Ciencia y Tecnologia

2. INTRODUCCION

El cangrejo de mar Pachygrapsus marmoratus (Fabricius, 1787),  conocido
coloquialmente como el “cangrejo zapatero™ o "cangrejo corredor”, es un crustaceo de pequefio
tamafio que pertenece a la clase Malacostraca, orden Decapoda e infraorden Brachyura. Este
crustaceo no es comestible y por ello, no tiene interés econémico. No obstante, no deja de ser
una pesca codiciada para el marisqueo de ocio veraniego y de utilizarse a modo de carnada para
la pesca deportiva. En consecuencia, se han llegado incluso a poner en peligro de extincion sus
poblaciones y actualmente su distribucion se encuentra limitada a la costa del Atlantico Norte,

costa Cantébrica, Mediterraneo y Mar Negro (Vidal-Paya, 2011).

El caparazon de estos crustaceos es cuadrangular y ronda los 4cm aproximadamente en
animales adultos, pudiendo ser desde colores oscuros hasta jaspeados claros. Una de las
caracteristicas distintivas de Pachygrapsus marmoratus es que las quelas del primer par de
pereiépodos son ligeramente desiguales, adquiriendo estas un mayor tamafio en machos que en
hembras; mientras que los otros 4 pares de pereidpodos son simples apéndices marchadores con
pelos. Ademas, la zona ventral de su cuerpo presenta un color palido. Los crustaceos decapodos
poseen también muy buena vision, la cual viene regida por un par de ojos compuestos (Richter,
2002). De esta forma, la busqueda de refugios, la comunicacion, las respuestas antidepredatorias
asi como la busqueda de alimento son comportamientos que se ven favorecidos gracias a este
sentido (Hemmi y Zeil, 2003b).

Su cuerpo posee un aplanamiento dorso-ventral que les aporta la capacidad de ser
reptantes lo cual es afin al modo de vida que llevan y es que habitan entre las grietas de las rocas
(Garcia Socias et al., 1988) de escolleras de puertos y de zonas intermareales e infralitorales, si
bien la mayoria de las poblaciones se localizan en el intermareal (Cannicci et al., 1999)
ocupando toda la zona de accién de la marea (Flores y Paula, 2001). Por tanto, puede decirse
gue son animales que llevan a cabo un modo de vida semi-terrestre y a pesar de que no son
buenos nadadores es comln que habiten en zonas intermareales que quedan sumergidas hasta
2m de profundidad. Para poder hacer frente a estas condiciones semi-terrestres, estos animales
son capaces de regular su alimentacion consumiendo tanto algas como otros animales
(preferentemente lapas y mejillones); de manera que llevan a cabo una dieta omnivora sin llegar

a ser considerados simples oportunistas (Cannicci et al., 2002).

La zona o franja intermareal se caracteriza por ser un habitat altamente variable gracias
a la accion de las mareas y del hidrodinamismo que éstas provocan. El hidrodinamismo trae

consigo una renovacion constante del agua que llega a la zona bent6nica y en consecuencia
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nuevos alimentos, bien a modo de particulas en suspension o mediante el arrastre de animales
y/o algas. Sin embargo, puede actuar como elemento desestabilizador de las comunidades si se
vuelve demasiado intenso. Por otro lado, la luz es otro factor abiético determinante en esta zona
ya que limita la distribucién de las comunidades en funcion de la cantidad y tipo de luz que
necesiten para vivir. También la temperatura es otro factor influyente, principalmente por dos
motivos: una elevada temperatura disminuye la solubilidad de los gases en el agua y por tanto,
la concentracién de oxigeno se ve reducida; y ademas, cuando baja la marea y la temperatura es
elevada, parte del agua que se queda en las cubetas de la zona intermareal se evapora haciendo
que la concentracion salina del agua de dichas cubetas aumente. Este hecho obliga a los
animales y algas que viven alli a tener diferentes estrategias para hacer frente a estos cambios

bruscos de salinidad ya que entran en juego los factores osmaticos.

La 6smosis se define como el transporte pasivo de agua a través de una membrana
semipermeable (como por ejemplo las membranas celulares) teniendo como resultado final que
el flujo de agua pasa de la zona de baja concentracion (medio hipotonico) a la de alta

concentracion de soluto (medio hipertonico) (Hill et al., 2004).

En los seres vivos, este movimiento de agua a través de la membrana celular puede
producir consecuencias fatales para las células: por una parte que las células se arruguen a causa
de una pérdida excesiva de agua y por otra parte puede ocurrir que las células se hinchen y
revienten por un aumento excesivo de agua. Para evitar estas dos situaciones es necesaria una
regulacion en la que las células expulsen el agua o los iones mediante un transporte que requiere

cierto gasto de energia.

La tasa metabdlica (o indice metabolico) se define como la velocidad de consumo de
energia, o lo que es lo mismo la velocidad de conversion de energia quimica en calor y trabajo
externo. Dicha energia se obtendria, de manera directa, midiendo la velocidad con la que el
calor abandona el cuerpo de un animal y se expresaria en calorias o joules. Sin embargo, a
menudo se utiliza el consumo de oxigeno como medida de la tasa metabdlica ya que se trata de
un método indirecto de medicién que representa un indicador fiable y facilmente mensurable de
su indice de medida. EI consumo de oxigeno mide la velocidad de intercambio gaseoso entre el
aparato respiratorio del animal y el medio externo. De esta forma, es posible expresar la tasa

metabolica como cantidad de oxigeno consumido por unidad de masa.

Cabe destacar que la tasa metabdlica de un animal viene influenciada principalmente
por tres factores: la intensidad de su actividad fisica, la temperatura ambiental (a mayores

temperaturas, las tasas metabolicas seran mas elevadas) y la masa corporal (Parry, 1983).
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Ademas, existen otros factores que también pueden tener efectos sobre dicha tasa como por son
la ingestion de alimentos, la edad, el sexo, la hora del dia, el estado reproductivo, el estrés y la

salinidad.

La relacion entre la tasa metabolica y el tamafio corporal resulta de gran interés dentro
del ambito de la fisiologia puesto que presentan una relacion alométrica entre si, lo cual ocurre
debido a que el metabolismo no aumenta en la misma medida en que lo hace el peso,
obteniéndose una curva potencial regida por la ecuacién: Y = a - W®, donde Y representa la tasa
fisioldgica, a seria la constante de proporcionalidad, W representa el peso y b representa la
potencia que da cuenta de la dependencia de la tasa fisiologica con el peso (Randall et al.,
2002).

Algunos estudios han concluido que P. marmoratus es un crustaceo costero eurihalino
(Toullec et al., 2006); es decir, que es capaz de vivir en un amplio rango de concentraciones
salinas sin que se produzcan grandes variaciones en la concentracion osmética de su hemolinfa,
lo cual implica que se trata de un organismo regulador. Las branquias de este crustaceo
participan activamente en los procesos osmorregulatorios (Spanings-Pierrot et al., 2000) y de
esta manera hace frente a los problemas que puedan producirse por los cambios de salinidad. En

los organismos reguladores, los mecanismos empleados suponen un gasto de energia.

En este estudio se analizan los costes energéticos que supone la osmorregulacion en el
crustaceo Pachygrapsus marmoratus cuando es sometido a diferentes condiciones de salinidad.
Para ello, sera necesaria la determinacién de las tasas metabdlicas a partir del consumo de
oxigeno. Asimismo, se realiza también un estudio alométrico a fin de observar la influencia del
peso sobre la tasa metabdlica de estos animales. La hipdtesis que se sostiene es que la respuesta
aguda que se produce cuando los animales son cambiados de condicion sea mas acusada que la
que se logra pasados 7 0 14 dias (respuesta aclimatada). Esta respuesta, por supuesto, traducida
en tasas de consumo de oxigeno. En cuanto al estudio de la alometria, se espera que los
organismos de mayor tamafio consuman una mayor cantidad de oxigeno que los pequefios. En
definitiva, se esperan cambios significativos en las tasas de consumo de oxigeno gque vengan

impuestos por todas las variables que se miden: salinidad, masa corporal y tiempo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ejemplares utilizados

Se decide realizar un estudio para evaluar cdmo responde el metabolismo de los
crustaceos a los cambios de salinidad, y de esta manera y sabiendo que se trata de organismos
reguladores, analizar el coste que les supone la osmorregulaciéon. Para poder realizar
correctamente este estudio es necesario un numero relativamente elevado de ejemplares por lo
que se realiza un muestreo en el que se recogen 30 individuos de P. marmoratus de tamafio
similar, de unos 4 gramos de peso de media. Dicha medida se obtiene pesando a los animales en

vivo, sin secarlos previamente.

Estos ejemplares fueron recogidos en la reserva de la biosfera de Urdaibai, en una
escollera de puerto cercana a la playa de Laida (Ibarrangelu, Vizcaya), tal y como se aprecia en
la figura 1. EI muestreo fue realizado el dia 23 de Febrero del 2014 (domingo) y el agua del mar

se encontraba a 15°C de temperatura.

Figura 1. Fotografia del area de muestreo (satélite) donde se recogieron los
ejemplares de Pachygrapsus marmoratus. Se muestra la escollera de puerto en
las proximidades de la playa de Laida (Ibarrangelu, Vizcaya), dentro de la
reserva de la biosfera de Urdaibai.

Posteriormente, se decide realizar un nuevo estudio en el que se pongan de manifiesto
las relaciones alométricas entre los parametros del peso y del metabolismo de dichos crustaceos,
por lo que es necesario realizar un nuevo muestreo. En esta ocasion, se aumenta el nimero de

ejemplares recogidos a 39 y no todos son de talla similar sino que se intenta abarcar todo el
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rango posible de tamafios desde ejemplares que pesan alrededor de 1 gramo hasta ejemplares
gue pesan hasta 19 o incluso 27 gramos.

Dicho muestreo se realiza el dia 02 de Marzo del 2014 (domingo) en la misma area
mencionada anteriormente. En este caso, la temperatura del agua también era de 15°C.

Ademas, se requieren otros 10 ejemplares para volver a repetir uno de los estudios ya
que fallecen algunos de los anteriores y el nimero de individuos para ese experimento podria no
resultar significativo. Por esta razon, se vuelve a muestrear nuevamente en las mismas
condiciones y en la misma zona para recoger Unicamente 10 ejemplares que presenten
aproximadamente la misma talla; es decir, que tengan caracteristicas similares entre si. Este

altimo muestreo se realiza el dia 05 de Marzo del 2014 (miércoles).

3.2. Mantenimiento

Al ser recogidos los individuos de P. marmoratus eran introducidos en un cubo con

agua de mar y mantenidos a temperatura ambiente hasta que se transportaban al laboratorio.

Una vez alli se mantenian en tanques
con agua de mar a temperatura ambiente, que
frecuentaba los 17-18°C, y aireacion constante
proporcionada gracias a oxigenadores que
llevaban sujetas varias piedras difusoras de
aire. De este modo, el agua estaba
perfectamente oxigenada asegurando la

supervivencia de los crustaceos. Esto puede

apreciarse en la figura 2.

Figura 2. Tanque en el que eran mantenidos los
ejemplares de P. marmoratus. Nétese la utilizacion
de oxigenadores.

Los individuos de P. marmoratus eran separados en tres grupos, de tal modo que un
grupo era mantenido en un tanque que contenia agua de mar al 100% (con una salinidad del
35%.), otro grupo era mantenido en otro tanque que contenia agua de mar diluida al 75% (y por
tanto una salinidad del 26.25%o.) y un ultimo grupo era mantenido en un tanque que contenia
agua de mar diluida al 50% (o lo que es lo mismo, una salinidad del 17.5%.). Cabe destacar que
el agua de los tanques era recambiada diariamente de forma que pudiera mantenerse siempre lo

mas limpia posible.
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En cuanto al régimen de alimentacion, tal y como se ha comentado anteriormente los
ejemplares de Pachygrapsus marmoratus llevan a cabo una dieta omnivora, alimentdndose
preferentemente de mejillones y lapas. Es por ello, que eran alimentados diariamente con
mejillones (Mytilus chilensis).

3.3. Procedimiento experimental

En su condicion de osmorreguladores eurihalinos, los crustaceos decapodos
Pachygrapsus marmoratus son capaces de mantener constante su medio interno en un amplio
rango de salinidades. Estos animales toleran la dilucion del agua del mar hasta cierto grado con

una modificacion minima de la concentracion osmética de su hemolinfa (Fanjul, 2008).

Para poder observar dicho supuesto, se decide realizar un experimento en el que se
mantengan 10 ejemplares en condiciones de agua de mar al 100%, otros 10 en agua de mar
diluida un 25% (o lo que es lo mismo, agua de mar al 75%) y otros 10 en agua de mar diluida un
50%; es decir, agua de mar al 50%. Todos ellos se mantendrian en dichas condiciones durante

un periodo de 15 dias.

De esta manera, seria posible estudiar las tasas metabdlicas en funcion del tiempo
puesto gue se realizan un total de tres mediciones por cada grupo: la primera medicién tendria
lugar un dia después del cambio de condicion (lo que se corresponderia con la respuesta aguda);
posteriormente, pasados 7 dias, se realizaria una segunda medicion y pasados otros 7 dias la que
supondria la tercera medicion. Asi, resulta posible obtener la respuesta aguda y la respuesta
crénica o a largo plazo del periodo de aclimatacién a la nueva condicion que seguirian los

ejemplares de crustaceo.

Ademas de todo esto, se decide realizar un segundo estudio en el que se tenga en cuenta
la relacion alométrica entre el metabolismo y el peso para poder ver verdaderamente en qué
medida influye la talla de los crustaceos sobre la tasa metabdlica. Para realizar este experimento,
se lleva a cabo exactamente el mismo procedimiento que se acaba de explicar, pero en este caso
no se utilizan 10 ejemplares por cada condici6n sino que se aumenta un poco mas el nimero de
individuos, utilizando 13 para cada concentracion salina y abarcando todo el rango de tamafios

posibles.
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3.4. Determinaciones fisiologicas

i. Determinacion de la tasa metabdlica

Debido a que son las tasas metabolicas las que van a dar cuenta del coste
energético que supone la osmorregulacion, éstas se miden de manera indirecta; es decir,

mediante las tasas de consumo de oxigeno (VO,; en mlO,-h™).

La técnica empleada para este fin recibe el nombre de respirometria en camara
cerrada y consiste en la introduccion de cada ejemplar de crustaceo en una camara o
respirébmetro con una capacidad de 300ml de volumen, repleta de agua bien oxigenada.
Estos respirémetros se encuentran sellados de manera que no tengan contacto directo
con el exterior. Para su sellado se emplea un tapén perforado por el que se introduce
una sonda LDO de HACH (LANGE) que se conecta a un oximetro en su extremo
(Medidor HQ40d multi-electrodo de oxigeno STD HACH (LANGE)). Dicho oximetro
es quien realiza las lecturas del oxigeno que queda en los respirometros en unidades de
mg/L. Ademas, los respirdmetros sellados son sumergidos completamente en un tanque

0 bafio con agua a temperatura ambiente (17-18°C).

Las medidas son recogidas en intervalos de 5 minutos y cada respirometria
consta de 8 medidas, ademas de la que se realiza a tiempo 0, por lo gue la duracion de
cada una de ellas es de 40 minutos. Cabe destacar que en cada respirometria que se
realiza ha de haber un respirdmetro control en el que no hay ningan animal introducido
y que sirve para la comprobacion de la concentracion de oxigeno en el agua. En caso de
cambios bruscos en este respirometro control, seria posible afiadir las pertinentes

correcciones a las demas medidas de consumo de oxigeno.

ii. Concentracion osmotica de la hemolinfa

A fin de comprobar la concentraciéon osmoética de la hemolinfa de P.
marmoratus, se decide utilizar un osmémetro de descenso crioscopico. El descenso
crioscépico es una propiedad coligativa que depende de la concentracion total de las

particulas en solucion, por lo que permite determinar la osmolaridad de las mismas.

Este aparato ejerce sobre la muestra una temperatura mas fria que la
temperatura de congelacién, por lo que la muestra es superenfriada. La lectura e

interpretacion de los resultados ocurren cuando la temperatura crioscopica se alcanza y

10
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permanece estable. Las ventajas de este tipo de osmdmetro radican en la necesidad de
volimenes de muestra muy pequefios (de tan solo 100ul) ademas de que son aparatos
de facil mantenimiento y calibrado.

La técnica consiste en la extraccion de 100ul de hemolinfa del ultimo
pereiépodo de los crustdceos mediante una aguja de insulina (muy estrecha). Esta

muestra recogida seria llevada al osmometro para medir su concentracién osmoética.

Sin embargo, y a pesar de que el volumen de extraccion requerido es minimo, el
pequefio tamafio de los ejemplares de crustaceo hace que sea imposible la sustraccion
de 100ul de hemolinfa, por lo que se decide no llevar a cabo la lectura de la

concentracion osmoética de la hemolinfa.
Contenido hidrico de los tejidos

Por Gltimo, y no por ello menos importante, se mide el contenido hidrico de los
tejidos. Para tal fin, una vez medidas todas las tasas de consumo de oxigeno, los
ejemplares de P. marmoratus son congelados hasta su muerte. Se elige la técnica de la
congelacion puesto que ésta no les causa ningun tipo de dolor y ademas, no provoca
variaciones en sus 6rganos, sino que simplemente su metabolismo se ralentiza a causa

del frio hasta que no son capaces de soportar dichas condiciones y mueren.

Una vez muertos, son pesados en una
balanza digital de alta precision para obtener la
medida del peso fresco (PF). Posteriormente, se
introduce cada uno en una pequefia bandeja de
papel de aluminio, previamente pesada también, y
se llevan a la estufa, donde permanecen un total

de 2 dias a 80°C tal y como se muestra en la

figura 3. De esta manera, se elimina todo el agua F .

. P
Figura 3. Ejemplares de P.
marmoratus transcurridas 48
horas en una estufa.

gue pueda quedar en sus tejidos.

Transcurrido ese tiempo, se pesan nuevamente en la balanza mencionada
anteriormente obteniendo asi la medida del peso seco (PS). Mediante la diferencia entre
el peso fresco y el peso seco se determina el contenido hidrico de los tejidos de los

animales. Y es que, sabiendo que estos crustaceos son osmorreguladores, deberian

11
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controlar la entrada o salida de agua de su organismo, manteniéndola relativamente

constante.

Ya que la obtencion de este resultado es de especial interés puesto que es
determinante para saber si los crustceos son o no reguladores, se decide realizar este
mismo proceso con dos ejemplares que habian muerto previamente durante el

experimento por no soportar la dilucion a la que estaban sometidos.

3.5. Tratamiento de datos

Si se quiere calcular las tasas de consumo de oxigeno a partir de los datos que

_ (b=b") vol-0,7-60

proporcionan los oximetros, es necesario el empleo de la formula: VO, = ——— . En

1000

esta férmula, que proviene a partir de VO,= ([O;]; - voli/ t) - ([O], - voly/ t), o lo que es lo

mismo VO,= ([0]:-[0;]2) - vol / t, la diferencia entre las dos concentraciones de oxigeno

medidas (la medida que se realiza y el control) simbolizan la pendiente de la recta, que en el

caso de la ecuacion empleada se ve sustituida por (b-b"). El vol seria el volumen del

respirémetro menos el volumen de agua desplazado por el cuerpo del animal asumiendo que 1

gramo de masa equivale a 1ml de volumen. 0,7 es la relacion volumen/masa, es decir, el

volumen de oxigeno que hay en 1mg de masa cuando se dan condiciones estandar, o lo que es lo

mismo, a una presion de latm y a una temperatura de 273K de tal forma que 22.4ml/32g=

0.7ml/mg. Y por ultimo, 60 seria la conversion del factor tiempo de minutos a horas.

Por otro lado, en cuanto al contenido hidrico de los tejidos se refiere, se calculan los

porcentajes hidricos para lo que se determina la diferencia entre el peso fresco y el peso seco

respecto del peso fresco segin la férmula: H% =

PF-PS

- 100, donde PF seria el peso fresco

expresado en gramos Yy el PS seria el peso seco expresado en gramos también. Ademas, se

calcula la media total de contenido hidrico de cada condicién (100% agua de mar, 75% agua de

mar y 50% agua de mar) junto con el error tipico, para poder compararlas entre si.

3.6. Procedimientos estadisticos

Una vez obtenidas las tasas de consumo de oxigeno tanto de la respuesta aguda como la

de los 7 y los 14 dias, se procede al andlisis estadistico de los datos. La relacion entre el

consumo de oxigeno y el peso se expresa de acuerdo a un modelo potencial en el que Y=a - W,

por lo que a fin de simplificar el andlisis los datos se tranforman logaritmicamente ya que de

esta manera el modelo potencial se convierte en un modelo lineal.
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Sin embargo, no solamente es necesario el establecimiento de una relacion entre el
logaritmo del peso y del metabolismo, sino que existen otras variables tales como la salinidad y
el tiempo que también juegan un importante papel sobre las tasas de consumo de oxigeno. Para
estudiar estas relaciones entre el metabolismo y cada una de las demds variables y determinar si
son o no significativas, se realizan ajustes a modelos lineales maltiples. Asimismo, se establece
un ajuste por minimos cuadrados, técnica de optimizacion matematica que determina los valores
de los pardmetros a y b de la ecuacion lineal, en la cual hay mas de una variable, que mejor se

ajusta a los datos experimentales (Ross, 2005).

Las variables que se estudian en relacion con el metabolismo (variable dependiente) son
la salinidad (S), el tiempo (T) y la masa corporal (W), ademas de todas las posibles
interacciones entre ellas. También se transforma logaritmicamente la variable tiempo, de la
misma manera que se hizo con la tasa de consumo de oxigeno y con el peso, ya que se
comprueba que el ajuste (R?) a los datos experimentales presenta una mejoria con respecto a la

variable sin la transformacion logaritmica.

Por otro lado, cabe destacar que las variables peso, tiempo y tasas de consumo de
oxigeno son variables cuantitativas mientras que la variable salinidad se toma a modo de
variable cualitativa de tal forma que tomara valor 0 en los casos de 100% agua de mar y valor 1
en los de 75% agua de mar. No se considera la condicion del 50% agua de mar puesto que todos
los animales sometidos a dicha condicidon fallecieron a excepcion de un Gnico ejemplar. Es por

ello, que se decide excluir este dato del analisis.

Dado que se trata de una regresion mdaltiple, se parte de la siguiente ecuacién, que
incluye las tres variables independientes y las interacciones entre ellas: logR=a + by-logW +
b2-S + bz-logT + by-(logW-S) + bs-(logW-logT) + be-(logT-S). A partir de aqui se retiran una a
una las variables que no sean significativas; es decir, que no alcanzaban el nivel de significacion
estadistica requerido (p< 0.05). Todo este analisis se lleva a cabo mediante el programa de
ordenador IBM SPSS Statistics 19.
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4. RESULTADQOS

4.1. Registro de muertes

A raiz de la repeticion de un estudio completo debido a la repentina reduccion del
namero de individuos de P. marmoratus, se comienza a tomar parte del nimero de muertes en
funcién del tiempo. De esta manera queda un registro del porcentaje acumulado de ejemplares
que mueren cada dia que transcurre de la aclimatacion tal y como se muestra en las figuras 4 y
5.

En la figura 4 se representan los porcentajes acumulados de las muertes pertenecientes a
los decapodos que se encuentran sometidos a unas condiciones de 50% agua de mar. Es
apreciable que durante los dias 7 y 8 de aclimatacion es cuando mayor nimero de muertes se
producen: 8 y 13 animales consecutivamente. En total y como puede apreciarse en la figura 4,
muere un 80% de la poblacion que se encontraba en dichas condiciones salinas. En la figura 5 se
representan de igual modo los porcentajes acumulados de las muertes pertenecientes a los
decépodos sometidos a condiciones el 75% agua de mar. En este caso, se aprecia que los dias de
aclimatacion 3, 10 y 14 son los que mas muertes registran, presentando 2 muertes cada uno de
los dias sefialados. Sin embargo, en este caso solo fallece el 30% de la poblacion que se
encontraban en dicha condicion. Es por tanto evidente que la condicion del 50% de agua de mar
es la que mayor numero de muertes registra, mientras gque la condicion de 100% de agua de mar

no registra ninguna muerte.

Porcentajes acumulados de muertes (50%
agua de mar)

B0

B Porcentajes acumulados de
muertes (30% de agua de mar)

% acumulados muertes

1 2 3 45 6 7 & 9 1011121314 15

Tiempo (dias)

Figura 4. Representacion gréfica del registro del porcentaje acumulado de
individuos del crustdceo Pachygrapsus marmoratus que mueren en funcion de los
dias transcurridos cuando se encuentran sometidos a unas condiciones del 50%
agua de mar.
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Porcentajes acumulados de muertes (75%
agua de mar)

80
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30 muertes (75% de agua de mar)

% acumulados muertes

20

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415
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Figura 5. Representacién grafica del registro del porcentaje acumulado de
individuos del crustaceo Pachygrapsus marmoratus que mueren en funcién de los
dias transcurridos cuando se encuentran sometidos a unas condiciones del 75%
agua de mar.

4.2. Contenido hidrico de los tejidos

A causa de la imposibilidad de medir la concentracion osmoética de la hemolinfa, se
decide estudiar el contenido hidrico de los tejidos para poder comprobar cudnta agua acumulan
los animales en los tejidos blandos y asi poder dilucidar si estan llevando a cabo 0 no una
osmorregulacién. La figura 6 muestra dicho contenido hidrico de los tejidos para las

condiciones de 100% y 75% agua de mar.

Dado que a la condicion de 50% agua de mar Unicamente sobrevive un ejemplar, no se
va a utilizar el dato del contenido hidrico de sus tejidos (71.45%) ya que no se puede obtener
resultados concluyentes a partir de un solo dato. Ademas, con el fin de contrastar los datos
obtenidos con los de cangrejos que habian muerto previamente a causa de que no habian sido
capaces de soportar las condiciones a las que estaban sometidos, se tomaron dos muestras de
cangrejos muertos de la condicién de 75% agua de mar y otros dos de la condicion de 50% agua
de mar. Del mismo modo, a pesar de obtener los valores de sus porcentajes hidricos, 69.96% y
68.19% de agua en los tejidos en el caso de los de la condicion de 75%, y un 68.33% y 70.52%

en el caso de la condicion de 50% agua de mar, no es un nimero de muestra lo suficientemente
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elevado como para obtener un resultado concluyente tampoco. Es por esto, que dichos datos no

van a ser utilizados para el analisis.

Contenido hidrico de los tejidos (%H)
75

70

65

W Contenido hidrico de
los tejidos (%H)
60

Comtenido hidrico (%:H)

55 A

50 +

100 % de agua de mar 75

Figura 6. Representacion gréfica del contenido hidrico de los tejidos de los
decapodos Pachygrapsus marmoratus en funcion las condiciones de 100%
agua de mar y 75% agua de mar. Asimismo se representan los errores
tipicos de cada condicién.

Tal y como puede observarse en la figura 6, los porcentajes hidricos de los tejidos de las
dos condiciones analizadas poseen un valor medio semejante: 65.71% en el caso de 100% agua
de mar y 65.12% en el caso de la condicion de 75% agua de mar. A efectos de comprobar si la
diferencia entre los resultados resulta o no significativa se analizan los datos mediante una
prueba t de student en la que se asumen varianzas iguales. Los resultados de este andlisis se
recogen en la tabla 1.

Varigble 1 Variogble 2
Media 6571837762 65,12444144
Varianza 1501010142 14 31338604
Observaciones 23 15
Varianza agrupada 14,73915655
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 36

Estadistica t

0,466145193

P({T==t) una cola

0,321959961

Walor critico de t {una cola)

16882976084

P(T==t)dos colas

0,643919923

Walor critico de t (dos colas)

2 0ZE093987

Tabla 1. Test de la t de student para dos variables (porcentajes hidricos de la
condicién 100% agua de mar y porcentajes hidricos de la condicion 75% agua de
mar) suponiendo varianzas iguales. En verde se representan los niveles de

significacion.
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En la tabla 1 se pueden apreciar, ademas de los estadisticos descriptivos, los valores de
significacion (p). Puede, por ello, afirmarse que las diferencias entre ambos no son significativas
puesto que p > 0.05.

4.3. Metabolismo

En cuanto al modelo de regresion multiple con el que se trabaja y en el que el
metabolismo queda sujeto a la influencia de diferentes variables, se ajustan los datos al modelo
para poder obtener los valores de los parametros a, by, by, bs, bs, bs y bg (tabla 5). Se aplica un
ajuste por minimos cuadrados en el que Unicamente se estudiaran las variables que resulten

significativas. Los resultados que se obtienen quedan representados en las tablas 2, 3y 4.

Variables introducidas/eliminadas®

Wariahles Wariables .
Madelo introducidas eliminadas Metodo
1 logPxlogT, 5, Introducir
LogPeso,
logTiempn

a. Todas las variables solicitadas introducidas.
b wariable dependiente; LoghMetabalismao

Tabla 2. Totalidad de las variables significativas que
finalmente se obtienen tras el ajuste por minimos.

Resumen del modelo

R cuadrada Error tip. de la
Modelo R R cuadrado carregida estimacion
1 ,82g4 636 B¥a 2070833

a. Variables predictoras: (Constante), logPxloaT, 5, LogPeso,

logTiempn

Tabla 3. Cuadro resumen en el que se representa la bondad del ajuste para
una poblacion de n=122 muestras y su error tipico.

Coeficientes®
Coeficientes Intervalo de confianza de 95,0%
Coeficientes no estandarizados tipificados para B
. . L Limnite
Modelo B Error tip. Beta 1 Sin. Lirnite inferiar superiar
1 {Constante) - 700 0FA -10,839 oan -828 - 672
LogPeso B4E 090 a7 7164 aan A8 825
g 086 038 18 2276 25 011 61
logTiempo -,2480 0ar -,337 -2,886 Rilila - 422 -078
logPxlogT 445 123 487 3,604 aan 201 6490

a.Wariable dependiente: LoaMetaholismo

Tabla 4. Cuadro resumen en el que se analizan las variables que influyen sobre el metabolismo y su significacion

estadistica, asi como los coeficientes asociados a cada una de las ellas.
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En la tabla 2 Unicamente se representan las variables que poseen significacion
estadistica y que por tanto, van a ser analizadas gracias al modelo de regresién multiple. Por su
parte, la tabla 3 indica cual es el ajuste R? para el anélisis que se realiza, tratandose de un
volumen elevado de datos (n=122). Cabe destacar que dicha R?adquiere un valor de 0.686 para

el modelo que se trata en este estudio.

Tal y como indica la tabla 4, el valor del parametro a vendria dado por el valor -0.7. El
estudio de la salinidad resulta claro, al contrario que lo que ocurre con el tiempo y el peso, los

cuales son algo mas complejos.

Cuando los animales son expuestos a la nueva condicién en el laboratorio; es decir, el
dia 1 (lo que se traduce en que logT= 0), se obtiene la siguiente ecuacién: logR= -0'7 +
0'646-logW + 0'086-S. Sin embargo, cuando los crustaceos pasan 7 dias en el laboratorio, es
decir, cuando el logaritmo del tiempo es 0.845, la ecuacion del modelo queda como logR= -
0.911 + 1.022:-log W + 0.086-S. Cuando los crustaceos pasan otros 7 dias en el laboratorio, es
decir, 14 dias en total, el log T = 1.146 y por tanto, la ecuacién del modelo queda como logR= -
0.987 + 1.156-logW + 0.086-S. Para calibrar dichas ecuaciones y poder deducir como afectan el
peso y el tiempo al metabolismo, es necesaria la sustitucion de diferentes valores de W, como

por ejemplo 1g, 59 y 10g.

Estas sustituciones van a permitir ver el efecto que tiene el peso sobre el metabolismo
tal y como se observa en las figuras 7 y 8, en las que se representa la tasa de consumo de
oxigeno frente al peso para tres tiempos diferentes y cuando la salinidad adquiere el valor 0 (es

decir, 100% agua de mar) y el valor 1 (lo que se corresponderia con el 75% agua de mar).

VO2 frenteal Peso, 5=0 VO2 frenteal Peso, 5=1
16 2
1,4 A
1z 72 1,5
. = -
Eog+— - E i}
5 o _ ——t=1 5 1 7 ——t=1
= D*4 _ g —-—t=7 = s —-t=7
0,2 / =14 J / =14
0+ . : . : 0 +— . . |
1 3 5 7 3 0 5 10 15
Peso [gramos) Peso (gramos)

Figura 7. Representacion gréfica de la variacion de
la tasa de consumo de oxigeno en funcion del peso
para tres tiempos distintos (1 dia, 7 dias y 14 dias)
cuando la salinidad es 0 (100% agua de mar).

Figura 8. Representacion gréafica de la variacion de la
tasa de consumo de oxigeno en funcion del peso para
tres tiempos distintos (1 dia, 7 dias y 14 dias) cuando
la salinidad es 1 (75% agua de mar).
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En estas figuras puede apreciarse que las tasas de consumo de oxigeno de los animales
de mayor tamafio son mas elevadas que las que presentan los pequefios. Ademas, a medida que
transcurren mas tiempo en el laboratorio el consumo de oxigeno aumenta en el caso de los
animales de mayor tamafio, mientras que los de menor tamafio disminuyen su tasa de consumo
de oxigeno. Puede observarse también que los valores de tasas de consumo de oxigeno
registradas en los casos en que la salinidad es 1 para los animales gue se encuentran en 75%
agua de mar son mas elevadas que las de los animales que se encuentran a 100% agua de mar;
consumiendo un 22% mas de oxigeno. Esto demuestra que a medida que disminuye la salinidad,

aumenta el consumo de oxigeno.

De la misma forma, es posible observar con mas detalle las variaciones de la tasa del
consumo de oxigeno en funcion del tiempo, en el caso de organismos de 1g, 5g y 10g de peso,

tal y como se muestra en las figuras 9y 10.

VO2 frente a tiempo, S=0 VO2 frente atiempo, S=1
16 2
14 L8 —
16 .
_ 12 14
g 1! £ 12
5 08 ——W=1 E 1 ——W=1
g gi _ s s g: = - W=s
! W=10 0.4 W=10
0,2 6—-—._.________.__—_. 02 —
0 T T | 0 T T |
0 5 10 15 0 5 10 15
Tiempao (dias) Tiempo (dias)
Figura 9. Representacion grafica de la variacion de Figura 10. Representacion gréafica de la variacion de
la tasa de consumo de oxigeno en funciéon del la tasa de consumo de oxigeno en funcién del
tiempo para tres pesos diferentes (1g, 59 y 10g), tiempo para tres pesos diferentes (1g, 5g y 10g),
cuando la salinidad es 0 (100% agua de mar). cuando la salinidad es 1 (75% agua de mar).

En estas figuras, puede observarse como los ejemplares de pequefio tamafio disminuyen
su consumo de oxigeno a medida que transcurren mas tiempo en las condiciones a las que son
expuestos mientras que los ejemplares de mayor tamafio (tanto los de 5g como los de 10g)
siguen un patrdn totalmente contrario; es decir, su tasa de consumo de oxigeno aumenta. Dichos
aumentos y descensos se atentian conforme pasa el tiempo, razén por la cual mejora el ajuste al
transformar logaritmicamente la variable del tiempo. Nuevamente, puede observarse el efecto
de la salinidad, haciendo que en todos los casos las tasas de consumo de oxigeno sean mas

elevadas a medida que se diluye el medio.
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5. DISCUSION

En el estudio realizado sobre el analisis del coste de la osmorregulacion en los
crustaceos Pachygrapsus marmoratus, es esencial considerar en qué medida las variables que se
han analizado tienen influencia sobre el metabolismo de los organismos. Por ello, se considera

de vital importancia el estudio alométrico que relaciona las variables de peso y metabolismo.

En primer lugar, se decide excluir del analisis a los ejemplares expuestos a condiciones
de 50% agua de mar. Dado que resulta notorio el gran niGmero de muertes que se producen en
dicha condicion, las muertes de los crustaceos fueron registradas en el tiempo, y podrian
producirse por dos motivos diferentes: por la salinidad del medio al que estaban expuestos y por
ataques que se producian entre ellos. Seria posible pensar que estos crustaceos no son capaces
de soportar una salinidad tan baja ya que la mayoria de las muertes que se registran son
pertenecientes a individuos de esta condicion. El anlisis realizado para determinar el contenido
hidrico de los tejidos y de esta manera dilucidar si estan regulando la entrada de agua a su
organismo 0 no, no puede tomarse en cuenta ya que Unicamente se cuenta con un ejemplar de
esta condicion, lo cual no resulta concluyente. En principio, podria tratarse de un porcentaje tan

bajo de salinidad que estos animales no fueran capaces de soportarlo.

Sin embargo, hay que considerar que los crustaceos decapodos con los que se trata son
animales semi-terrestres y no estan habituados a vivir las 24 horas del dia sumergidos. Esto
implica que se encuentran sometidos a unas condiciones de estrés mucho mas elevadas que los
demas, puesto que permanecen en una continua sumersién y ademas, esta dilucién de la
salinidad es la condicién mas extrema que se trata en este estudio. Dicho estrés sumado al que
puede propiciarse debido a la territorialidad o lucha por el alimento puede provocar ataques
entre ellos, a pesar de que Pachygrapsus marmoratus no es considerada una especie
especialmente agresiva. En estas luchas, los de mayor tamafio presentan una mayor agresividad,
lo cual se demuestra en que los supervivientes encontrados son precisamente los de mayor

tamafio, mientras que los mas pequefios tienden a la huida (Hernandez-Benitez, 2007).

En cuanto al resto de los ejemplares, que se encontraban expuestos a condiciones de
agua de mar al 100% vy al 75%, se consigue un total de datos elevado: n=122. Al realizar un
ajuste al modelo para este conjunto de datos se consigue una R? = 0.686, tratandose de un ajuste
gue puede considerarse como muy favorable ya que se trabaja con un volumen de datos
relativamente amplio. Tras realizar el ajuste por minimos cuadrados y eliminar las variables no
significativas, se obtiene que la influencia de algunas de las variables es minima y puede que

gran parte de esa influencia se deba al azar, por lo que se descartan.
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Segun el modelo de regresion lineal, el efecto de la salinidad es muy claro tal y como se
esperaba. Se puede apreciar que cuando el medio en el que viven los animales esta mas diluido;
es decir, cuando se pasa de la condicion de 100% agua de mar al 75% y por tanto se produce un
descenso de la salinidad, su efecto se ve claramente reflejado en las tasas de consumo de
oxigeno. Y es que un descenso en la salinidad provoca un aumento en el consumo de oxigeno,
ya que los cangrejos que se encuentran al 75% agua de mar consumen un 22% mas de oxigeno
que los que se encuentran en la condicion de 100% agua de mar. Este hecho implica que la

osmorregulacion supone un coste energético.

Sin embargo, y dado que tanto los animales de la condicion de 100% agua de mar como
los de 75% agua de mar registran un aumento en su tasa de consumo de oxigeno, es bastante
probable que parte de ese ascenso en su metabolismo se vea influenciado por el estrés que les
supone a los animales la manipulacion del laboratorio, como por ejemplo la sumersion continua
a la que se encuentran sometidos, condiciones que no son las habituales en su vida cotidiana.
Asimismo, también es probable que su metabolismo se vea algo aumentado a causa de la
alimentacion que llevan a cabo asi como por una elevacion de la temperatura (Guillooly et al.,
2001), si bien el efecto de la temperatura podria elevar las tasas de consumo de oxigeno en un
primer momento y después podrian mantenerse o descender. Y es que estos animales fueron
recogidos del mar a una temperatura de 15°C y en el laboratorio se mantienen a 17-18°C

(temperatura ambiente).

El efecto que tienen el peso y el tiempo sobre el metabolismo es algo mas complejo,
maxime cuando la estancia de los animales se prolonga en el laboratorio. En este caso, la
variable logaritmo del peso, tal y como era de esperar, resulta significativa; es decir, posee
influencia sobre el metabolismo de los ejemplares de P. marmoratus. Pero ademas, se obtiene
que las variables logaritmo del tiempo asi como la interaccidn entre el logaritmo del tiempo y

del peso también resultan significativas.

El primer dia que los animales son expuestos a la nueva condicion, la relacién
alométrica que se obtiene es también la que se esperaba. Esto significa que a medida que el peso
aumenta, ascenderd también la tasa metabdlica de acuerdo con una relacién potencial en la que
Y = a - WP’. Como se observa en los resultados, el exponente (b) que se obtiene se encuentra

entre los limites de 0.468 y 0.825 y su valor es de 0.646.

Aparentemente b se encuentra determinado por principios biolégicos universales y su
valor oscila entre 0.6 y 0.9, rondando normalmente entre valores de 0.65 y 0.75. Segun los

estudios realizados el valor del exponente en la relacion alométrica entre la tasa metabdlica y la
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masa corporal es sumamente constante en los distintos grupos filogenéticos. Asi pues, los
valores estipulados para dicho exponente en la ecuacion potencial resultan validos para
mamiferos, peces, crustaceos y la mayoria de las otras especies animales (Hill et al., 2004). En
el caso de Pachygrapsus marmoratus, por lo tanto, se puede afirmar que posee un valor del

exponente que relaciona el peso con el metabolismo que es tipico en los marcos de la fisiologia.

Al estudiar el primer dia en el que los animales son cambiados de habitat, es cierto que
la tasa de consumo de oxigeno es mas elevada cuando asciende el peso, pero sin olvidar que el
metabolismo también se encuentra a merced de la salinidad del modo en que se ha explicado
anteriormente y por ello, se alcanzan tasas de consumo de oxigeno mayores cuando desciende la

salinidad.

Las complicaciones aparecen cuando los animales son mantenidos en el laboratorio
durante mas tiempo. Sin dejar de lado la variable de la salinidad, es notorio nuevamente el
efecto del tamafio ya que los ejemplares mas grandes registran tasas de consumo de oxigeno

mas elevadas que los de pequefio tamafio.

Sin embargo, al contrario de lo esperado, a medida que transcurre el tiempo en el
laboratorio los cangrejos de pequefio tamafio descienden su tasa de consumo de oxigeno,
mientras que los de mayor tamafio tienden a aumentarlas. Esto ocurre tanto para la condicion de
100% agua de mar como para la condicion de 75% agua de mar. Si solamente ocurriese para la
condicién de 75% de agua de mar, podria pensarse que seria la condicion salina la que esta
influyendo en el comportamiento de estos individuos. Pero al darse también en la condicién de
100% agua de mar, condicién a la que estan habituados a vivir ya que es su medio ambiente,
este comportamiento podria achacarse a que a los cangrejos de mayor tamafio y a los de menor

tamafio no les afecta de igual modo el mantenimiento en el laboratorio.

Todos los parametros fisiolégicos que tienen que ver con el metabolismo se relacionan
por el tamafio, lo cual pone de manifiesto que la relacién entre la tasa metabdlica y el peso
corporal posee implicaciones fisioldgicas muy importantes. Los sistemas respiratorio y
circulatorio son los responsables de ofertar oxigeno a los tejidos, por lo que cabe suponer que
las caracteristicas principales de la fisiologia respiratoria y circulatoria también se relacionan de
forma alométrica con el peso corporal. Y es que, sin ir mas lejos, los animales de menor tamafio
requieren una mayor cantidad de oxigeno por gramo de peso corporal y su metabolismo
funciona de manera mas rapida. Esto quiere decir que los animales mas grandes consumen
menos energia por unidad de masa que los animales pequefios con lo que, metabdlicamente

hablando, resultan més rentables ya que consiguen vivir con un coste energético bastante
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inferior. A su vez, esta rentabilidad posee también importantes implicaciones ecolégicas, y es

que por esta razdn, los ecosistemas estables tienden a tener animales de mayor tamafio.

En el presente caso experimental, los datos son contrarios a esta afirmacion ya que no
puede explicarse la diferencia en el comportamiento de los animales de pequefio tamafio. Quiza
el estrés que supone la manipulacién en el laboratorio afecte de manera diferente en su
comportamiento. Los traslados de un tanque a otro para la limpieza de éstos, la introduccion de
los ejemplares en recipientes para la toma de peso, la sumersion continua, la lucha de
territorialidad en areas limitadas y la alimentacion entre otros, podrian ser los factores
principales que marquen la diferencia en el comportamiento de estos crustaceos, en cuanto a

consumo de oxigeno se refiere.

Por altimo, comentar que el hecho de que los crustaceos se mueran cuando se exponen a
condiciones de 50% agua de mar y que presenten una mayor tasa de consumo de oxigeno en
condiciones de 75% agua de mar, en ambos casos cuando su estancia en dichas condiciones
supera los 7 dias, es indicativo de que son animales eurihalinos. Resulta evidente que la
distribucion que presentan dentro de su entorno natural se ve limitada a zonas de salinidad
relativamente alta, lo que les resulta sencillo de lograr gracias a que habitan en zonas
intermareales. En la zona intermareal, cuando baja la marea pueden evitar facilmente las zonas
que presentan baja concentracién salina, si bien son capaces de tolerarlas siempre y cuando no

se expongan a estas condiciones durante tiempos prolongados.

6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

1. El efecto de la salinidad resulta muy claro en todos los cangrejos ya que un descenso en la
salinidad supone un aumento en las tasas de consumo de oxigeno. Dicho aumento es un 22%
mayor en el caso de los ejemplares que son mantenidos al 75% agua de mar frente a los que son
mantenidos en condiciones de 100% agua de mar. Esto implica que la osmorregulacion les

supone un coste energético.

2. Por encima de un cierto tamafio (unos 3 gramos de masa fresca) todos los cangrejos aumentan
su metabolismo, inclusive los que se supone que estan en sus condiciones naturales (condicién
de 100% agua de mar). Esto podria indicar que estd habiendo otros factores, ademas de las
variables que se estudian, que afecten a su metabolismo como podria ser el mantenimiento en el

laboratorio.
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lars
3. Por causas que se desconocen, el comportamiento de los ejemplares de pequefio tamafio es
diferente al comportamiento de los animales de mayor tamafio puesto que a medida que el
tiempo transcurre, los mayores aumentan su consumo de oxigeno mientras que los pequefios lo
disminuyen. Una posible hipétesis es que esta diferencia en su comportamiento se deba a que el

estrés de la manipulacion en el laboratorio les afecta en diferente medida a unos y a otros.

4. Es notorio el hecho de que los crustaceos presentan dificultades a la hora de regular cuando se
encuentran mas de una semana en condiciones de 75% agua de mar, lo cual se ve reflejado en el
ascenso que presentan sus tasas de consumo de oxigeno (en el caso de los animales de mayor
talla). Ademas, se pone de manifiesto la imposibilidad de regular cuando se encuentran en
condiciones de mayor dilucién, como es el caso de los de 50% agua de mar, los cuales presentan

una elevada mortalidad.
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