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RESUMEN

La langosta espinosa del Caribe, Panulirus argus, presenta una amplia distribucion
geografica en la region del Gran Caribe. Esta especie es uno de los recursos pesqueros mas
importantes en el Atlantico Centro-Occidental, y representa mas del 50% de la captura
mundial de langostas espinosas. La fase larvaria plancténica de P. argus se desarrolla en
aguas oceanicas y dura entre 5 y 9 meses, durante los cuales atraviesa 10 estadios antes de
llevar a cabo la metamorfosis a puerulo nectonico. El puerulo nada activamente desde el
océano abierto hasta los héabitats costeros de asentamiento, donde comienza a pigmentarse
en preparacion a la muda al primer estadio juvenil (JI). A diferencia de las filosomas, que
son planctotréficas, una caracteristica muy importante de los puerulos es que no se
alimentan, es decir, representan una fase lecitotrofica secundaria - que depende de sus
propias reservas energéticas - en el ciclo de vida de estas langostas.

La condicion nutricional de P. argus durante la transicion del ultimo estadio de
filosoma (FX) al JI esta fuertemente determinada por la historia larvaria hasta antes de la
metamorfosis a puerulo, y por el intenso desgaste energético que le implica el nado activo a
los habitats costeros de asentamiento y la preparacion para la muda a JI. La historia de vida
larvaria de cada individuo determinara la posibilidad de los puerulos de llegar a la zona de
asentamiento, condicionada a factores como la cantidad de sustancias de reserva que
lograron acumular antes de la metamorfosis, los mecanismos de orientacion hacia los
habitats costeros, la distancia a la costa donde llevaron a cabo la metamorfosis y las
condiciones hidrograficas locales.

En el presente trabajo se estudio la condicion nutricional de los estadios de vida
tempranos de P. argus a través de indices bioquimicos (Lipidos totales, clases de lipidos y

proteinas) y un indice morfométrico (Factor de condicion (FC): peso total / longitud del



cefalotorax). En el segundo capitulo se estudio la variabilidad espacio-temporal en la
condicion nutricional de los puerulos bénticos transparentes (PT), puerulos bénticos
pigmentados (PP), y JIs de P. argus recolectados en dos diferentes localidades costeras de
Quintana Roo a lo largo de tres ciclos anuales. La cantidad de lipidos totales y de
fosfolipidos, que fue la clase lipidica predominante en todos los estadios, no presento
diferencias significativas entre PT y PP, aunque disminuyo¢ significativamente de PP a JI.
Las proteinas presentaron un patron similar. La variabilidad en el FC no parecio
corresponder con la de los indices bioquimicos, lo que sugiere que el FC no es un indicador
confiable de estas sustancias de reserva en los primeros estadios bénticos de P. argus. En
general, se encontraron grandes variaciones estacionales, interanuales, y espaciales en la
condicion nutricional de P. argus.

En el tercer capitulo se compararon los indices nutricionales bioquimicos de los
ultimos estadios pelagicos (filosomas tardias (FX) y puerulos nectonicos (PN)) y los
primeros estadios bénticos (PT, PP y JI) de P. argus, y se realizo un analisis comparativo
de indices bioquimicos y morfométricos de PN capturados en un gradiente de distancias a
la costa de Quintana Roo. Se encontrd una disminucion gradual en la cantidad de lipidos
totales durante la transicion de FX a JI. Ademas, también se encontrd un patrén similar de
disminucion en los fosfolipidos, la clase lipidica que constituyd la mayor parte de los
lipidos totales en estos estadios. Se observo también una disminucion significativa en la
cantidad de proteinas en la transicion entre las fases de puerulo a JI. No se encontrd una
relacion entre la distancia a la costa en que fueron capturados los PN y las diferentes
variables analizadas (porcentaje de lipidos totales, peso de lipidos totales, peso seco de los
organismos y Factor de Condicidn), por lo cual no fue posible realizar un calculo del gasto

energético de la natacion.



Debido a que los puerulos consumen gran parte de sus reservas energéticas durante
el nado activo a la costa y en preparacion para la muda post-asentamiento, la supervivencia
de los JI probablemente depende de que reanuden la alimentacidn tan pronto como sea
posible. En el cuarto capitulo se evalu6 la tolerancia a inanicién de los JIs de P. argus,
mediante la medicion de su punto de no-retorno (PNR, tiempo minimo de inanicion inicial
que impide la recuperacion después de la alimentacion posterior) y el punto de saturacion
de reservas (PSR, tiempo minimo de alimentacion inicial que permite un desarrollo
independiente de los alimentos durante el resto del ciclo de muda), ambos en una estacion
fria y una estacion calida. Se planted la hipotesis de que si la tolerancia a inanicion de los JI
de P. argus esta inversamente relacionada con la temperatura, el punto de no-retorno seria
mas corto y el punto de saturacion de reservas seria mas largo en la temporada calida que
en la temporada fria. Se encontrd que ningun JI logré6 mudar en completa ausencia de
alimento. La mediana del punto de no-retorno (PNRs) fue mas larga en la temporada calida
que en la fria. En los experimentos de PSR, los JI que lograron mudar lo hicieron cerca del
final del periodo de alimentacion. La mediana del punto de saturacion de reservas (PRSs)
no difiri6 entre las temporadas fria y calida. Los JI de P. argus muestran una notable
tolerancia a inanicion, teniendo en cuenta que el estadio lecitotrofico prolongado de
puerulo, durante el cual realizan un viaje desde aguas oceanicas hasta aguas costeras, puede
durar hasta 3 semanas. Sin embargo, los JI parecen tener un grado relativamente mayor de
dependencia a alimentos para completar el desarrollo a JII durante la temporada fria que
durante la calida. Por lo tanto, los JI de P. argus parecen ser mas tolerantes a inanicion
durante la temporada célida.

Debido a la fuerte explotacion de las poblaciones de P. argus, su cultivo podria ser

una solucién a la demanda a mediano y largo plazo. La determinacion de la condicion



nutricional y la tolerancia a inanicién de estadios de vida tempranos de P. argus, ademas de
brindar informacidon importante para entender los procesos que regulan la abundancia
natural de estas fases ontogenéticas, también pueden tener utilidad para el manejo mas
eficiente de estos organismos en condiciones de cultivo, aportando informacion que pueda

conducir al establecimiento de protocolos para acuacultura.



ABSTRACT

The Caribbean spiny lobster, Panulirus argus, has a broad geographic distribution
across the wider Caribbean region. This species is one of the most important fishery
resources in the western-central Atlantic and represents more than 50% of the world catch
of spiny lobsters. The planktonic larval phase of P. argus develops in oceanic waters and
lasts for 5-9 months, during which it goes through 10 phyllosoma stages before
metamorphosing into the nektonic puerulus. The non-feeding puerulus of spiny lobsters
actively swims from the open ocean to the coastal habitats where it settles, pigments and
molts to the first-stage juvenile (JI). Unlike phyllosomata, which are planktotrophic, a very
important feature of pueruli is that they do not feed, that is, they represent a secondary
lecitotrophic phase - depending on their own energy reserves - in the life cycle of these
lobsters.

The nutritional condition of P. argus during the transition from the last phyllosoma
stage (FX) to the JI is strongly determined by the larval history before the metamorphosis
to puerulus, and by the intense energetic depletion involved in actively swimming to coastal
settlement habitats and preparing to the post-settlement molt. The larval life history of each
individual will determine the possibility of the puerulus to arrive at the settlement zone,
conditioned to factors such as the amount of reserve substances that they accumulated
before the metamorphosis, the mechanisms of orientation towards the coastal habitats, the
distance to the coast where the metamorphosis took place and the local hydrographic
conditions.

In the present study, nutritional condition of early life stages of P. argus was studied
through biochemical indices (total lipids, lipid classes and proteins) and a morphometric

index (Condition Factor (CF): total weight / length of cephalothorax). In the second chapter
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we studied the spatio-temporal variability in the nutritional condition of the transparent
benthic pueruli (TP), pigmented benthic pueruli (PP), and JIs of P. argus collected in two
different coastal locations of Quintana Roo during three annual cycles. The amount of total
lipids and phospholipids, which was the predominant lipid class in all stages, did not differ
significantly between TP and PP, but decreased significantly from PP to JI. Total proteins
showed a similar pattern. The variability in CF did not seem to correspond to that of
biochemical indices, suggesting that CF is not a reliable indicator of these reserve
substances in the early benthic stages of P. argus. In general, large seasonal, interannual and
spatial variations were found in the nutritional condition of P. argus.

In the third chapter, the biochemical nutritional indices of late pelagic stages (last
stage phyllosoma (FX) and nectonic pueruli (NP)), and the early benthic stages (TP, PP and
J1) of P. argus were compared, and the biochemical and morphometric indices of NPs
captured in a distance gradient to the coast of Quintana Roo were analyzed. A gradual
decrease in the amount of total lipids was found during the transition from FX to JI. A
similar pattern during this transition was also found in phospholipids, the lipid class that
constituted most of the total lipids in these stages. A significant decrease in the amount of
protein in the transition between pueruli phases to JI was also observed. There was no
apparent relationship between the distance to the coast at which the NPs were captured and
the different variables analyzed (percentage of total lipids, total lipids weight, dry weight
and Condition Factor), thus, it was not possible to calculate the energy consumption of the
oceanic-benthic transition.

Because pueruli consume much of their energy reserves swimming and preparing
for the post-settlement molt, the survival of JIs presumably depends on resuming feeding as

soon as possible. The resistance to starvation of JIs of the P. argus was evaluated in the
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fourth chapter by measuring their point-of-no-return (PNR, minimum time of initial
starvation preventing recovery after later feeding) and point-of-reserve-saturation (PRS,
minimum time of initial feeding allowing for food-independent development through the
rest of the molting cycle) in a warm and a cold season. The hypothesis was that if tolerance
to starvation of JIs of P. argus is inversely related to temperature, the point-of-no-return
would be shorter and the point-of-reserve-saturation would be longer in warm season than
in cold season.

No JIs molted under continuous absence of food. The median point-of-no-return
(PNRso) was longer in the warm season than in the cold season. In PRS experiments, JIs
that molted did so near the end of the feeding period. The median point-of-reserve-
saturation (PRSs() did not differ between the cold and warm seasons. JIs of P. argus exhibit
a remarkable resistance to starvation considering that the previous non-feeding, energy-
demanding puerulus phase lasts for ~3 weeks. However, JIs appear to have a relatively
higher degree of dependence on food to complete development to JII during the cold season
than during the warm season. Therefore, JIs of P. argus would appear to be more resistant
to starvation during the warm season.

Due to the heavy exploitation of P. argus populations, their culture could represent
a solution to the medium and long-term demand. The determination of nutritional
condition and tolerance to starvation of early life stages of P. argus, besides providing
important information of the processes that regulate the natural abundance of these
ontogenetic phases, may also be useful for a more efficient management of these organisms
in culture conditions, providing information that may lead to the establishment of

aquaculture protocols.
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CAPITULO 1: Introduccién general

Muchos organismos estan distribuidos en poblaciones locales repartidas en parches
de habitat espacialmente discretos, separados por ambientes desfavorables y conectados
funcionalmente por flujos de dispersion. Para una especie dada, el sistema de poblaciones
locales constituye una metapoblacion (Levins 1970; Wu 1995; Cronin 2003). En muchos
animales marinos bénticos, los flujos de dispersion entre poblaciones locales se dan a través
de una fase larvaria planctonica que se desarrolla en la columna de agua, lejos del habitat
de los adultos. El conocimiento de los patrones de dispersion larvaria es critico para
entender la conectividad y la persistencia de las metapoblaciones marinas, ya que estas
dependen del regreso y asentamiento de las larvas planctonicas para equilibrar las pérdidas
por mortalidad de adultos (Sponaugle & Cowen 1996; Cowen & Sponaugle 2009). Puesto
que la dispersion de las larvas puede ser muy amplia y su retorno a las poblaciones adultas
muy variable, los tamafios poblacionales de las especies marinas suelen fluctuar
sustancialmente (Roberts 1997; Robertson & Kaufmann 1998; Hastings & Botsford 2006;
Pineda et al. 2007).

La adveccion y dispersion de las larvas plantonicas depende de una compleja
interaccion entre diversos factores fisicos (sistemas de corrientes y contracorrientes,
remolinos y giros ocednicos) y la conducta de las larvas (migraciones verticales que afectan
su ubicacién en la columna de agua, deteccion de senales ambientales a escala horizontal
que las orienten hacia las areas de asentamiento) (Jeffs et al. 2005; Paris et al. 2007,
Lecchini et al. 2010; Vermeij et al. 2010; Stanley et al. 2015), pero la dispersion tiende a
aumentar con la duracion larvaria, llegando a ser de cientos o hasta miles de kilémetros en

especies con duraciones larvarias largas (Largier 2003; Eble et al. 2011).
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Las langostas espinosas (Crustacea: Decapoda: Palinuridae) se distribuyen en todos
los mares templados y tropicales del mundo (Holthuis 1991) y constituyen metapoblaciones
en sus correspondientes &mbitos geograficos (p.ej. Silberman et al. 1994; Diniz et al. 2005;
Garcia-Rodriguez & Pérez-Enriquez 2008; Kennington et al. 2013; Truelove et al. 2015).
La duracion de su fase larvaria planctonica es una de las mas largos entre los crustaceos (4
a 22 meses). Las larvas, de forma aplanada y muy delgada, llamadas filosomas (Fig. 1a),
pasan por numerosos estadios larvarios (entre 9 y 12, dependiendo de la especie) (Phillips
et al. 2006a). Estas caracteristicas, aunadas a su desarrollo en aguas oceéanicas, confieren a
las filosomas un enorme potencial de dispersion (Lewis 1951; Baisre et al. 1978; Richards
& Pothoff 1981; Baisre & Alfonso 1994; Booth & Phillips 1994; Manzanilla-Dominguez &
Gasca 2004; Briones-Fourzan et al. 2008; lacchei et al. 2016).

El ultimo estadio larvario pasa por una drastica metamorfosis a la fase de postlarva
(Fig. 1b), que consta de un solo estadio nectonico altamente transparente llamado puerulo
(Fig. 1c), cuya forma es mas similar a la de una langosta adulta. A diferencia de las
filosomas, que son planctotréficas, una caracteristica muy importante de los puerulos es que
no se alimentan (Kittaka 1994; Lemmens 1994a, 1994b; Goldstein et al. 2008), es decir,
representan una fase lecitotrofica secundaria —que depende de sus propias reservas
energéticas— en el ciclo de vida de las langostas espinosas (Lemmens & Knott 1994;
McWilliam & Phillips 1997, 2007).

En diversos estudios se ha encontrado que la metamorfosis del ultimo estadio
larvario (filosoma X, en el caso de Panulirus argus) a la fase postlarvaria (puerulo) ocurre
en aguas oceanicas cerca del borde continental, donde dichas aguas suelen ser mas ricas en
nutrientes y por lo tanto contienen un mayor nimero de presas potenciales para las

filosomas (Phillips et al. 2006b; McWilliam & Phillips 2007; Phillips & McWilliam 2009;
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Wilkin & Jeffs 2011). Esto sugiere que el principal estimulo para metamorfosis es la

obtencion de un nivel critico de reservas energéticas (Phillips et al. 2006a; McWilliam &
Phillips 2007). Independientemente del punto ocednico donde ocurra la metamorfosis, el
puerulo debe dirigirse a la zona costera y asentarse en algin habitat béntico donde pueda

llevar a cabo la muda a la fase juvenil y continuar con su ciclo de vida (Fig. 1d).

Antennae come off to
complete metamorphosis

Fig. 1 — (a) Filosoma tardia (IX) de Panulirus argus, (b) metamorfosis en P. japonicus (tomado de Murakami
et al. 2007), (c) puerulo nectonico de P. argus, (d) primeros estadios bénticos; de arriba abajo: puerulo
transparente (recién asentado), puerulo pigmentado, juvenil I (postpuerulo), juvenil III (la escala en la parte

inferior esta en centimetros).

Existen evidencias de que los puerulos utilizan diversas sefiales, en particular

acusticas y quimicas, para orientarse hacia la costa (Phillips & Macmillan 1987; Macmillan
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et al. 1992; Jeffs et al. 2005; Goldstein & Butler 2009; Phillips & McWilliam 2009;
Lecchini et al. 2010; Stanley et al. 2015) y que pueden nadar activamente de manera
direccional, sostenida y rapida (de 10 a 40 cm s ', dependiendo de la especie) (Calinski &
Lyons 1983; Phillips et al. 2006a), tanto de dia como de noche, y en respuesta a los
cambios de marea (Kough et al. 2014). Sin embargo, es improbable que sigan trayectorias
rectas por estar sujetos a corrientes y movimientos de masas de agua (Briones-Fourzan et
al. 2008; Chiswell & Booth 2008; Wilkin & Jeffs 2011).

Las langostas espinosas, en particular de los géneros Panulirus (24 especies y
subespecies) y Jasus (6 especies), sostienen valiosas pesquerias comerciales y artesanales a
nivel mundial (Jeffs et al. 2013; Phillips et al. 2013). Sin embargo, la mayoria de las
especies de importancia pesquera estan plenamente explotadas y algunas sobre-explotadas,
lo cual ha sido adscrito a factores tanto de tipo antropogénico (falta de observancia de
regulaciones pesqueras, degradacion o destruccion de hébitats costeros) como climético o
biologico (Booth 2006; Phillips & Melville-Smith 2006; Briones-Fourzan & Lozano-
Alvarez 2013). Por ejemplo, las perturbaciones globales en el océano y el cambio climatico
podrian estar comprometiendo la disponibilidad de alimento para las filosomas, afectando
la acumulacién de sus reservas energéticas previa a la metamorfosis, o alterando las
corrientes marinas, influenciando asi las migraciones de los puerulos hacia la costa (Jeffs
2010; Caputi et al. 2010; de Lestang et al. 2015).

Debido a que la persistencia de las poblaciones de langostas depende del
abastecimiento de puerulos, se ha dado énfasis al estudio de los procesos y mecanismos
bioldgicos y fisicos que pueden influenciar los procesos de dispersion versus retencion de
filosomas cerca de las poblaciones parentales (p.ej. Phillips et al. 1991; Yoshimura et al.

1999; Dennis et al. 2001; Manzanilla-Dominguez & Gasca 2004; Chiswell & Booth 2008;
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Goldstein & Butler 2009; Butler et al. 2011; Kough et al. 2013), los mecanismos por medio
de los cuales los puerulos pueden orientarse y dirigirse hacia los hébitats costeros (Phillips
& Macmillan 1987; Acosta & Butler 1999; Jeffs et al. 2005; Lecchini et al. 2010; Kough et
al. 2014), los patrones temporales y espaciales de asentamiento de puerulos en zonas
costeras (Phillips & Pearce 1997; Cruz 1999 , Briones-Fourzan 1994; Eggleston et al. 1998;
Booth 2002; Arteaga-Rios et al. 2007; Briones-Fourzan et al. 2008; de Lestang et al. 2015),
y la relacion entre los indices de asentamiento de puerulos y la produccion langostera local
con miras a generar modelos predictivos para la captura (Phillips 1986; Cruz et al. 1995;
Phillips et al. 2000; Arteaga-Rios et al. 2007; Booth & McKenzie 2009).

Sin embargo, un aspecto que ha sido relativamente poco explorado es la condicion
nutricional que tienen los puerulos cuando arriban a las zonas costeras. Nadar activamente
hacia la costa implica un fuerte desgaste energético y los puerulos, dado que no se
alimentan, dependen por completo de las reservas que lograron acumular antes de la
metamorfosis; por ello, la distancia a la costa donde se lleva a cabo la metamorfosis, en
conjunto con la hidrografia local, podrian determinar en gran medida las posibilidades de
los puerulos para llegar a las zonas de asentamiento. Mas atin, los puerulos no mudan a la
fase juvenil sino hasta 1 a 2 semanas post-asentamiento, periodo durante el cual contintian
sin alimentarse mientras su cuerpo sigue utilizando las reservas que aun contiene para
alimentar los considerables cambios estructurales y morfoldgicos que ocurren entre las
fases postlarvaria y juvenil, lo que puede agravar ain mas su déficit energético (Lewis et al.
1952; Nishida et al. 1995; Jeffs et al. 2001b, 2002; Ventura et al. 2015).

Una vez que inicia la fase juvenil, el organismo vuelve a alimentarse, pero esta
actividad puede verse retrasada en funcion de la disponibilidad inmediata de alimento y del

riesgo local de depredacion. En los crustaceos, si los individuos no pueden reponer
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suficientes reservas energéticas con la rapidez necesaria, pueden alcanzar el punto
fisioldgico de no-retorno y morir antes de volver a mudar (Anger & Dawirs 1981; Paschke
et al. 2004; Gebauer et al. 2010; Guerao et al. 2012). Para las langostas palintiridas, esto
implica que el costo energético de la natacion, aunado al tiempo que transcurre entre el
asentamiento y la muda a juvenil, la disponibilidad inmediata de alimento, y el riesgo local
de depredacion, pueden poner en riesgo la supervivencia de los individuos que arriban a la
costa con una condicion nutricional baja y, por ende, afectar la abundancia de las
subsecuentes fases bénticas.

A la fecha, algunos de estos aspectos han sido estudiados en solo tres especies de
langostas espinosas: Jasus edwardsii y Sagmariasus verreauxi (antes Jasus verreauxi) en
Nueva Zelanda, y Panulirus cygnus en Australia occidental (ver Anexo 1). Los géneros
Jasus y Sagmariasus solo ocurren en zonas templadas-frias (Jeffs et al. 2013), mientras que
P. cygnus es una especie subtropical endémica a Australia occidental (Phillips et al. 2013).
En el presente trabajo, se examinan por primera vez estos aspectos en una especie tropical,

Panulirus argus.

Panulirus argus

Hasta hace poco, se consideraba que la langosta del Caribe, Panulirus argus
(Latreille, 1804), se distribuia desde Carolina del Norte, EUA, hasta Rio de Janeiro, Brasil,
incluyendo las islas Bermuda y todas las islas y bancos coralinos de la region del Gran
Caribe (Bahamas, Antillas, y Golfo de México) (Holthuis 1991). Al tratarse de la especie
con la més amplia distribucion latitudinal en su género, desde hace algunas décadas se
sospechaba que podria tratarse en realidad de al menos dos subespecies, pero no se

encontrd una diferenciacion genética en la metapoblacion con base en el andlisis de
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electroforesis de enzimas (Menzies & Kerrigan 1979; Menzies 1981) o del ADN
mitocondrial (Silberman et al. 1994).

Sin embargo, Sarver et al. (1998) si encontraron diferencias en la secuencia de las
unidades 16S y COI del DNA mitocondrial entre las poblaciones de Brasil y del gran
Caribe, consistentes con la presencia de al menos dos especies o subespecies diferentes.
Mas adelante, el desarrollo de nuevas técnicas para aislar microsatélites polimorficos del
ADN vy su andlisis en muestras de P. argus provenientes de diversas poblaciones brindaron
mas evidencias de que se trataba de un complejo de especies (Diniz et al. 2004, 2005a,
2005b; Naro-Maciel et al. 2011). También con base en analisis moleculares, Tourinho et al.
(2012) encontraron que las langostas P. argus del Gran Caribe y las de Brasil forman dos
grupos monofiléticos con una divergencia molecular mucho mayor que la observada entre
poblaciones de la misma especie pero similar a la observada en especies congenéricas.
Finalmente, Giraldes & Smyth (2016) presentaron evidencias de una diferenciacion
morfologica sustancial, que en conjunto con la evidencia molecular, indicaban la presencia
de dos especies: una en la region del Gran Caribe, desde Carolina del Norte, EUA (35° N)
hasta Venezuela (8° N) incluyendo el mar Caribe, que conserva el nombre de P. argus, y
otra nativa de Brasil, desde Para (2° S) hasta el estado de Santa Catarina (27° S), que fue
nombrada P. meripurpuratus. Sin embargo, dentro de la regién del Gran Caribe, las
poblaciones de P. argus no presentan una diferenciacion genética (Truelove et al. 2015).

Panulirus argus es uno de los recursos pesqueros mas importantes en el Atlantico
centro-occidental y constituye, junto con P. meripurpuratus (ya que se les ha considerado
la misma especie hasta ahora), mas del 50% de la captura mundial de langostas espinosas
(Lipcius & Eggleston 2000; Phillips & Melville-Smith 2006; Phillips et al. 2013). Sin

embargo, en diferentes lugares de la region del Gran Caribe, incluyendo México, las
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capturas de P. argus han sufrido una disminucion sustancial desde finales de la década de
1990 (Cochrane & Chakallal 2001; Aguilar et al. 2003; Ehrhardt et al. 2011).

Panulirus argus se reproduce durante casi todo el afio, con un pico principal de
reproduccion durante la primavera y otro secundario durante el otofio (Briones et al. 1997).
Su fase larvaria se desarrolla en aguas oceanicas del Caribe, Golfo de México y Atlantico
occidental y tiene una duracién de 5 a 9 meses. Con base en muestreos con redes de
plancton, los primeros estudios sobre el desarrollo larvario de esta especie reconocieron 11
diferentes estadios de filosoma (Lewis 1951; Baisre et al. 1978; Richards & Pothoff 1981).
Sin embargo, al completar por primera vez el desarrollo larvario en condiciones de
laboratorio, Goldstein et al. (2008) solamente reconocieron 10 estadios de filosoma y
confirmaron que el paso de un estadio larvario al siguiente ocurre a través de varias ecdisis
o mudas (“instars”).

El puerulo de P. argus es pequefio (5 a 6 mm de longitud cefalotoracica, LC) y
completamente transparente excepto por los ojos, que son amarillentos (Lewis et al. 1951).
Su habitat de asentamiento es la vegetacion marina (praderas mixtas de pastos marinos y
macroalgas y manglares costeros) que prolifera en zonas costeras someras, por lo general a
<10 m de profundidad (Marx & Herrnkind 1985; Butler & Herrnkind 2000; Briones-
Fourzan & Lozano-Alvarez 2001). Después de asentarse, el cuerpo del puerulo empieza a
pigmentarse por debajo de la cuticula transparente y se prepara para mudar al primer
estadio juvenil (juvenil I o “postpuerulo”), lo que ocurre entre 7 y 12 dias post-
asentamiento (Lewis et al. 1952; Calinski & Lyons 1983). En condiciones de laboratorio,
Goldstein et al. (2008) encontraron que la duracion total de la fase de puerulo era de 16 a
26 dias post-metamorfosis a 25°C, y de 11 a 18 dias post-metamorfosis a 27°C.

Los ‘juveniles tempranos’ de P. argus (6 a 15 mm LC) permanecen ampliamente
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dispersos en el habitat de asentamiento, ocultandose entre la vegetacion durante el dia y
emergiendo de esta durante la noche para buscar su alimento (Briones-Fourzan & Lozano-
Alvarez 2001), que consiste en pequefios invertebrados asociados a la vegetacion marina
(Lalana & Ortiz 1991; Briones-Fourzan et al. 2003). Cuando alcanzan una talla de 15 a 25
mm LC, los ‘juveniles tardios’ dejan de vivir entre la vegetacion y buscan refugios
estructurados tipo grieta dispersos en zonas someras, volviéndose gregarios (Childress &
Herrnkind 1994). Mas adelante, los subadultos (45 a 75-80 mm LC) migran hacia el hébitat
arrecifal coralino, que es el principal héabitat de los adultos (75—-80 a >200 mm LC).

Los depredadores de P. argus incluyen una gran variedad de peces arrecifales 6seos
y cartilaginosos, tortugas marinas, delfines, y algunos invertebrados como pulpos. Se ha
estimado que la tasa de mortalidad de P. argus es de ~95% a lo largo del primer afio de
vida béntica (Butler et al. 1997) y que el 70% de la mortandad fuera de los refugios se debe
a la depredacion, la cual es mas intensa durante el dia que durante la noche (Weiss et al.
2006). En condiciones naturales, los juveniles abandonan sus refugios para alimentarse
durante la noche, pero no lo hacen cuando perciben la presencia de depredadores (Weiss et
al. 2008). Por otro lado, los juveniles mantenidos en cautiverio en ausencia de depredadores
cambian su patron de actividad de exclusivamente nocturno a nocturno/diurno, lo que
sugiere que perciben la ausencia del riesgo de depredacion (Lozano-Alvarez 1996). La
percepcion del riesgo de depredacion parece basarse en sefales visuales, vibratiles y
quimicas; por tanto, aunque los juveniles pequefios tengan alimento disponible, su actividad

alimentaria podra depender de su percepcion del riesgo de depredacion (Weiss et al. 2008).
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Estructura de la tesis

El trabajo consta de cinco capitulos: El primero es una introduccion general que
provee el contexto en el cual se desarrolla la investigacion. En el segundo capitulo se
describe la variabilidad espacio-temporal en la condicidon nutricional (indices bioquimicos y
morfométricos) de los puerulos bénticos transparentes y pigmentados, y primeros juveniles
de P. argus recolectados en dos diferentes localidades costeras de Quintana Roo a lo largo
de tres ciclos anuales. El tercer capitulo comprende el anélisis comparativo de indices
nutricionales bioquimicos de los ultimos estadios pelagicos (filosomas tardias y puerulos
nectonicos) y los primeros estadios bénticos (puerulos bénticos recién asentados
(transparentes), puerulos pigmentados y primeros juveniles) de P. argus, asi como el
analisis comparativo de indices bioquimicos y morfométricos de puerulos nectonicos
capturados en un gradiente de distancias a la costa de Quintana Roo. El cuarto capitulo
comprende la estimacion de la tolerancia a la inanicion del primer estadio juvenil de P.
argus en dos distintas temporadas (calida y fria) mediante la determinacién experimental
del punto de no-retorno y el punto de saturacion de reservas. El quinto capitulo es una
discusion general en la que se exponen las conclusiones de los resultados mas relevantes y

las limitaciones del presente trabajo.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Abordar distintos aspectos de la nutricion y desgaste energético de las fases ontogenéticas
tempranas de Panulirus argus que pueden influir en la supervivencia y abundancia de las
subsecuentes fases bénticas en poblaciones locales de langosta en zonas costeras de

Quintana Roo.

Objetivos particulares

. Determinar la variacion espacio-temporal en la condicion nutricional de puerulos
bénticos transparentes, puerulos pigmentados, y juveniles I de Panulirus argus por medio
de indices nutricionales bioquimicos y morfométricos.

. Determinar y comparar la condicion nutricional entre (a) filosomas tardias (b)
puerulos nectonicos, (¢) puerulos bénticos transparentes, (d) puerulos bénticos pigmentados
y (e) primer estadio juvenil de Panulirus argus por medio de indices nutricionales
bioquimicos.

. Determinar el desgaste energético que sufren los puerulos nectonicos de P. argus en
su trayecto desde las aguas oceanicas hasta la costa de Quintana Roo.

. Determinar, por medio de experimentos de laboratorio, el punto de no-retorno
(PNRsp) y el punto de saturacion de reservas (PSRsg) de los juveniles I de P. argus en dos
diferentes épocas del afio (temporada calida: verano-otofio; temporada fria: invierno-

primavera).
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HIPOTESIS

. Si la condicion nutricional de los puerulos que arriban a la costa de Quintana Roo
varia entre localidades de muestreo y/o en el tiempo, entonces esto podria indicar una
variabilidad en el alimento potencial para filosomas tardias en la zona oceanica.

. Si los puerulos de P. argus sufren un desgaste energético sustancial en su trayecto de
la zona ocednica a la costera, entonces habrd una disminucion gradual en los indices
nutricionales bioquimicos entre filosomas tardias, puerulos nectonicos y puerulos bénticos
transparentes (es decir, recién asentados).

. Si en los puerulos bénticos de P. argus la preparacion para la muda a juvenil requiere
de un uso sustancial de reservas energéticas, entonces la condicion nutricional diferird entre
puerulos bénticos transparentes (recién asentados), puerulos pigmentados (en preparacion
para la muda) y juveniles I (post-muda).

. Si los puerulos de P. argus sufren un desgaste energético sustancial en su trayecto de
la zona ocednica a la costera, entonces sus indices nutricionales bioquimicos y
morfométricos seran mas bajos mientras menor sea la distancia a la costa en que fueron
capturados.

. Si la tolerancia a la inanicion de los juveniles I estd directamente relacionada con la
temperatura, entonces su punto de no-retorno se alcanzara en un tiempo menor y su punto
de saturacion de reservas se alcanzard en un tiempo mayor en temporada calida que en

temporada fria.
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CAPITULO 2: Variacién espacio-temporal en la condicién nutricional de puerulos

bénticos transparentes (PT), puerulos bénticos pigmentados (PP), y juveniles I (JI)

2.1 — Introduccion

La condicion nutricional es el grado de acumulacion de reservas que permiten a un
animal llevar a cabo sus funciones fisioldgicas normales y crecer (Moore et al. 2000). En
general, se considera que un animal con una buena condicion tiene mas reservas energéticas
que un animal con una condicidén pobre. Asi, los individuos con mayores reservas
energéticas pueden tener una resistencia mas alta a la inanicion y una mayor supervivencia
que los individuos con menos reservas. Por tanto, la determinacion de la condicion
nutricional de los organismos y su variacion en funcion de distintos factores brinda
informacion valiosa sobre diversos procesos biologicos, tales como el reclutamiento y la
supervivencia (Schulte-Hostedde et al. 2005; Raubenheimer et al. 2009).

En los crustaceos, los cambios en la condicién nutricional no se reflejan en cambios
externos visibles porque su tamafio permanece fijo entre mudas subsecuentes, lo que hace
necesario recurrir a los llamados ‘indices de nutricion’ (Dall 1974). Algunos indices de
nutricion se basan en diversas medidas y proporciones corporales (indices morfométricos)
tales como el indice hepatosomatico (peso del hepatopancreas/peso corporal) y el cociente
peso corporal/longitud cefalotoracica, conocido también como Factor de Condicion. El
factor de condicion es en si una medida biométrica, pero puede brindar informacion
indirecta sobre la condicion nutricional de organismos que no pueden adquirir suficiente
energia a partir de fuentes externas y por consecuencia tienen que utilizar sus reservas
energéticas internas para mantener sus actividades metabolicas esenciales; tal es el caso de

los puerulos, que al ser incapaces de alimentarse dependen de las reservas que acumularon
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durante su fase larvaria (Robertson et al. 2000; Grobler & Ndjaula 2001; Briones-Fourzan
et al. 2009, Groeneveld et al. 2010).

La variacion intraespecifica de diversos atributos de juveniles o adultos (p. €j. tasas
de crecimiento y mortalidad, tiempo para alcanzar la madurez, resultados de encuentros
competitivos) puede reflejar diferencias en la experiencia acumulada por las larvas (p. ej.
periodos breves de inanicion, exposicion a niveles subletales de diversos factores, retraso
en la metamorfosis) (revision en Pechenik 2006). Por ejemplo, se ha encontrado una
variabilidad temporal y espacial sustancial en la longitud cefalotoracica (LC) y/o el peso de
puerulos bénticos y juveniles I de Jasus lalandii en zonas costeras de Namibia (Grobler &
Ndjaula 2001) y Sudéfrica (Groeneveld et al. 2010), puerulos de P. argus en Cuba (Cruz
1999) y Florida (Yeung et al. 2001), y puerulos nectonicos de J. edwardsii en aguas de
Nueva Zelanda (Jeffs et al. 2001a). Sin embargo, el cociente peso/LC refleja mejor la
condicidn nutricional de estos organismos dado que dos individuos del mismo estadio
podrian tener el mismo tamafo pero pesos diferentes, lo que ha sido confirmado en
juveniles sometidos a diferentes tipos de alimentacion o recolectados en diferentes tiempos
(Robertson et al. 2000; Briones-Fourzan et al. 2009). Por su parte, el indice hepatosomatico
es util para medir la condicion nutricional en langostas juveniles (Dall 1974; Briones-
Fourzan et al. 2003, 2009; Castanieda-Fernandez de Lara et al. 2005), pero su uso no es
recomendable en puerulos nectonicos y bénticos recién asentados cuyo hepatopancreas,
como el resto del individuo, es transparente (Jeffs et al. 2001b).

Otros indices de nutricion se basan en el andlisis del contenido de sustratos
energéticos o compuestos metabolicos en diversos tejidos corporales (indices bioquimicos).
Entre los principales indices bioquimicos utilizados en crustaceos se encuentran el

contenido de lipidos y la composicion del hepatopancreas (Musgrove 1999, Moore et al.
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2000), las razones ARN:ADN y C:N (Wang & Stickle 1986; Juinio et al. 1991; Lemmens
1994a, 1994b), y el indice de refraccion de la hemolinfa como un indicador del contenido
de proteinas totales en la hemolinfa (Moore et al. 2000; Oliver & MacDiarmid 2001;
Behringer & Butler 2006; Rodriguez-Garcia et al. 2015). La tabla en el Anexo 1 resume las
metodologias utilizadas para medir indices nutricionales en las primeras fases ontogenéticas
de langostas espinosas.

En diversos estudios se ha encontrado que principalmente el contenido de lipidos
totales, y de proteinas en menor término, brindan una estimacion confiable de la condicion
nutricional de los estadios ontogenéticos tempranos de las langostas espinosas. En cambio,
el tercer constituyente bioquimico, los carbohidratos, representan un componente muy
pequetio de la energia en larvas de crustaceos (menos del 3%), por lo que su cuantificacion
no suele brindar informacion sobre la condicion nutricional (Jeffs et al. 1999; Moran &

McAlister 2009).

2.2 - Materiales y métodos

Muestreo de puerulos bénticos transparentes (PT), puerulos pigmentados (PP) y
juveniles I (JI)

La colecta de los primeros estadios bénticos de P. argus se llevo a cabo utilizando
dos conjuntos de seis colectores subsuperficiales tipo GuSi elaborados con una fibra
artificial (“filastica) que simula la vegetacion sumergida (Gutiérrez-Carbonell et al. 1992;
Briones-Fourzan 1994). Estos conjuntos de colectores permanecen anclados de manera
permanente en dos localidades de la costa de Quintana Roo: la laguna arrecifal de Puerto

Morelos y Punta Allen (Bahia de la Ascension), y se revisan una vez al mes (el dia
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posterior a la fase lunar de cuarto creciente) para obtener indices mensuales de
asentamiento. La revision consiste en extraer cada colector del agua, sacudirlo fuertemente
dentro de una tina circular hasta que quede libre de organismos, pasar por un tamiz el agua
con organismos recolectada en la tina, y separar los PT, PP, y JI de P. argus.

Los puerulos que se asientan en los colectores pueden permanecer en ellos por
varios dias a semanas, por lo que en cada revision suelen obtenerse los tres estadios
(Briones-Fourzan 1994). Para los fines del presente trabajo, se recolectaron todos los
individuos asentados en los colectores cada mes durante 3 afios (de marzo de 2012 a
febrero de 2015). Los individuos fueron transportados vivos en contenedores de agua de
mar con aireacion al laboratorio en Puerto Morelos, donde se les midio el peso total (PT) en
g utilizando una balanza digital (= 0.001 g) y la longitud cefalotoracica (LC) en mm con un
vernier digital (= 0.01 mm). Luego se les coloco de inmediato en un ultacongelador donde
se mantuvieron a —70 °C previo a sus analisis bioquimicos. El tiempo de traslado hasta el
laboratorio es de aproximadamente 30 min desde la laguna arrecifal de Puerto Morelos y 3

h desde Bahia de la Ascension.

Determinacion de indices nutricionales

Se extrajeron tanto lipidos totales como proteinas a 200 individuos (57 PT, 71 PPy
72 J1) que corresponden (en la mayoria de los casos) a tres individuos de cada estadio por
estacion del afio por localidad (Punta Allen y Puerto Morelos) durante tres afios (de marzo
del 2012 a febrero del 2015). Los individuos representantes de cada estacion del afio fueron
escogidos aleatoriamente. También se obtuvo el Factor de Condicion (FC) de dichos
organismos, que es el cociente PT/LC, pero a diferencia de otros trabajos (p. €j. Robertson

et al. 2000; Briones-Fourzan et al. 2009), para estimar dicho cociente se utilizé el peso seco
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del animal y no su peso humedo.

Los organismos fueron liofilizados por 48 horas en una liofilizadora Labconco
Freeze Dry System / Freezone 4.5, separados individualmente en viales Eppendorf de 2 ml.
El contenido total de lipidos de cada individuo fue determinado por gravimetria a partir de
los organismos liofilizados, utilizando la técnica de extraccion con
cloroformo/metanol/agua de Folch et al. (1957), modificada por Bligh & Dyer (1959) para
organismos pequeios. La ventaja de usar esta técnica es que a partir de las mismas
muestras fue posible determinar los porcentajes de las diferentes clases de lipidos, y aun se
podria hacer una caracterizacion de acidos grasos, lo que brindaria informacién adicional
para trabajos posteriores (p. €j. Phillips et al. 2006b; Limbourn et al. 2009).

El contenido de proteinas fue determinado por espectrofotometria mediante el uso
del kit Micro BCA Protein Assay y el lector de placas Multiskans Spectrum, ambos de
Thermo Scientific. Los porcentajes de lipidos totales y proteinas se calcularon en relacion
al peso seco de cada organismo liofilizado. Los analisis de lipidos totales y proteinas fueron
realizados en el Laboratorio Marino de Leigh, de la Universidad de Auckland, Nueva
Zelanda. Se adjuntan los protocolos como Anexo 2 y Anexo 3, respectivamente.

Para cuantificar las clases de lipidos de manera individual, una alicuota de los
lipidos totales se analizd con un cromatégrafo de capa fina con detector de ionizacion de
llama marca Iatroscan, modelo MK VI TH10, en el Instituto de Ciencia Marina de Sidney,
Australia. Los porcentajes de clases de lipidos se obtuvieron como proporcion de los
lipidos totales y como porcentaje en relacion al peso seco de cada organismo liofilizado. Se

adjunta el protocolo de separacion de clases lipidicas como Anexo 4.
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Analisis de datos

Los datos se agruparon por estacion del afio, ya que el nimero total de organismos
que se obtienen en las revisiones mensuales de los colectores es relativamente limitado, en
particular en Bahia de la Ascension (Punta Allen) (Briones-Fourzan et al. 2008). Al agrupar
los datos en periodos trimestrales en los que las condiciones ambientales son lo mas
similares (estaciones del afno), se pudieron hacer analisis temporales con tamafios de
muestra mas adecuados.

Debido a que en Punta Allen no se obtuvieron PT en dos diferentes estaciones del
afio (primavera de 2013 y primavera de 2014), dichas estaciones no fueron incluidas en los
analisis estadisticos espacio-temporales, pero si se incluyeron en las graficas para comparar
visualmente los dos estadios que si se obtuvieron en todas las estaciones muestreadas (PP y
JD).

Se utilizaron Modelos Lineales Generales factoriales para analizar de forma
separada la variacion espacio-temporal en (1) el contenido de lipidos totales, (2) el
contenido de fosfolipidos (la clase de lipidos mas abundante), (3) el contenido de proteinas
y (4) el Factor de Condicion (peso seco/LC). Para cada variable de respuesta, los factores
principales fueron Estadio de desarrollo (Estadio, factor fijo con 3 niveles: PT, PP y JI),
Localidad de colecta (Localidad, factor fijo con 2 niveles: Puerto Morelos y Punta Allen) y
Estacion del afio (Temporada, factor fijo con 10 niveles correspondientes a cada estacion
del afio durante 3 afos, excluyendo las primaveras de 2013 y 2014). El modelo final
incluyo los términos Estadio, Localidad, Temporada y sus interacciones (Underwood
1981). Se utilizaron ANOVAs de una via para comparar la variacion entre estadios de
desarrollo en el contenido de cada clase de lipido, y en el caso de resultados significativos,

se realizaron pruebas de Tukey (HSD) para muestras de tamafo diferente con el fin de
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determinar cuéles medias diferian entre si. Los datos de porcentajes de lipidos totales,
clases de lipidos y proteinas fueron transformados mediante el arcoseno de la raiz cuadrada
para normalizar su distribucion, pero los resultados y las graficas se presentan como
porcentajes para facilitar su interpretacion bioldgica. En todos los casos, los resultados de

las pruebas se consideraron significativos si p < 0.05.

2.3 — Resultados

Lipidos totales

El porcentaje de lipidos totales difiri6 significativamente entre estadios de desarrollo
(p <0.001), pero no fue afectado por la localidad ni por la temporada. La tinica interaccion
que fue marginalmente significativa (p = 0.045) fue Temporada x Estadio (Tabla 1): los
patrones temporales de porcentajes de lipidos totales fueron distintos entre estadios de
desarrollo, es decir, no se observo una correspondencia en los valores altos y bajos de los
porcentajes de lipidos entre estadios al comparar las temporadas entre sitios (Fig. 2).

En general, los porcentajes de lipidos totales disminuyeron durante la transicion PT-
PP-JI (media £ IC: 12.9 + 0.6%, 11.4 + 0.5% y 6.4 + 0.4%, respectivamente). En Puerto
Morelos, el porcentaje de lipidos totales fue significativamente mayor en los PT respecto a
los PP en los otofios de 2012, 2013 y 2014, y en ambos sitios en la primavera de 2012, pero

en general los PT y los PP presentaron mayor porcentaje de lipidos que los JI (Fig. 2).



Tabla 1 — Resultados del Modelo Lineal General para comparar los efectos de Localidad (Puerto Morelos y
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Punta Allen), Temporada (primavera 2012 a invierno 2015, sin incluir primaveras de 2013 y 2014) y Estadio

(puerulo transparente, puerulo pigmentado y juvenil I) en el porcentaje de lipidos totales (datos transformados

a arcoseno de raiz cuadrada).

SS df

Efecto MS F P
Intercepto 17.054 1 17.054 16733.85 <0.001
Localidad 0.001 1 0.001 0.99 0.321
Temporada 0.014 9 0.002 1.58 0.131
Estadio 0.386 2 0.193 189.56 <0.001
Loc x Temp 0.007 9 0.001 0.78 0.633
Loc x Est 0.002 2 0.001 1.38 0.256
Temp x Est 0.032 18 0.002 1.72 0.045
Loc x Temp x Est 0.025 18 0.001 1.37 0.158
Error 0.114 112 0.001
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Al realizar un analisis de varianza del porcentaje de lipidos de los PT entre las dos
localidades y a través de las distintas temporadas (primavera 2012 a invierno 2015, sin
incluir primaveras de 2013 y 2014), se encontrd que vari6 significativamente de manera
marginal entre temporadas (F = 2.23, gl =9, p = 0.047), pero no fue afectado por la

localidad. La interaccion de ambos factores tampoco fue significativa.

Clases de lipidos

Con el fin de determinar si existid una variacion en los porcentajes de las clases de
lipidos (como proporcion de la cantidad de lipidos totales) entre estadios, se realizo un
analisis de varianza para cada clase de lipidos. Los lipidos polares (fosfolipidos) fueron la
clase lipidica dominante en los tres estadios de desarrollo, seguidos de lejos por el
diacilglicerol y el colesterol. En mucha menor proporcion se encontraron acidos grasos
libres, ésteres, triacilglicerol y monoacilglicerol. A partir de los datos transformados a
arcoseno de raiz cuadrada de los porcentajes de cada clase de lipidos, se encontraron
diferencias significativas entre estadios en los porcentajes de diacilglicerol (£ = 10.1, gl =
2, p <0.001), colesterol (F=5.1, gl =2, p=0.007), acidos grasos libres (F'=27.7,gl=2,p
<0.001), y ésteres (F'=10.6, gl =2, p <0.001). Los fosfolipidos, el triacilglicerol y el

monoacilglicerol no presentaron diferencias significativas entre estadios (Tabla 2).
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Tabla 2 — Porcentajes de las clases de lipidos presentes en puerulos transparentes (PT, n = 57), puerulos
pigmentados (PP, n=71) y juveniles I (JI, n = 71) recolectados en las localidades de Puerto Morelos y Punta
Allen, de primavera 2012 a invierno 2015 (media + IC al 95%). Cada clase de lipido se compard entre

estadios. Las medias con letras iguales no son significativamente distintas (p > 0.05).

Estadio

Clase de lipido PT PP J
Fosfolipidos 8494 +£1.17* 84.08+1.16" 83.87+1.53°
Diacilglicerol 8.69+1.08° 7.74+0.95* 6.02+1.25"
Colesterol 332+0.15% 350021 3.68+0.13°
Acidos grasos libres 0.98+0.12°  1.68+0.57" 2.96+0.49"
Esteres 0.95+£0.11° 1.41+026° 1.55+0.18
Triacilglicerol 0.42+0.11* 0.85+0.22* 1.08+0.40"
Monoacilglicerol 0.69+0.13* 0.73+0.12* 0.84+0.18"%

La proporcion del colesterol, los acidos grasos libres y los ésteres aumento
significativamente en la transicion PT a JI. El diacilglicerol fue la tnica clase lipidica que
presentd una disminucidn en esa misma transicion (Tabla 2).

Para comparar de manera mas directa con los lipidos totales, se obtuvo el porcentaje
de cada clase de lipidos en relacion al peso total de cada organismo (peso seco). El
porcentaje de fosfolipidos difirié significativamente entre estadios de desarrollo (p <
0.001), pero no fue afectado por la localidad ni por la temporada. Al igual que lo sucedido
con los lipidos totales, la unica interaccion que fue marginalmente significativa (p = 0.045)

fue Temporada x Estadio (Tabla 3).



Tabla 3 — Resultados del Modelo Lineal General para comparar los efectos de Localidad (Puerto Morelos y
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Punta Allen), Temporada (primavera 2012 a invierno 2015, sin incluir primaveras de 2013 y 2014) y Estadio

(puerulo transparente, puerulo pigmentado y juvenil I) en el porcentaje de fosfolipidos (datos transformados a

arcoseno de raiz cuadrada).

Efecto SS df MS F p
Intercepto 14.3 1 14.3 18127.05 <0.001
Localidad 0.0002 1 0.0002 0.19 0.66
Temporada 0.01 9 0.001 1.56 0.137
Estadio 0.33 2 0.17 212.02 <0.001
Loc x Temp 0.008 9 0.001 1.20 0.304
Loc x Est 0.002 2 0.001 1.28 0.282
Temp x Est 0.024 18 0.001 1.71 0.047
Loc x Temp x Est 0.022 18 0.001 1.52 0.095
Error 0.088 112 0.0008

Debido a que los fosfolipidos fueron la clase lipidica que se encontré en mayor

proporcidn, su variacion en los patrones espacio-temporales fue muy similar a la presentada

por los lipidos totales. El coeficiente de correlacion entre los valores de porcentajes de

lipidos totales y fosfolipidos fue muy cercano a 1 (» =0.98, n = 200, p <0.001), es decir,

presentaron una correlacion positiva casi perfecta. Los porcentajes de fosfolipidos también

disminuyeron durante la transicion PT-PP-JI (media + IC: 10.8 £ 0.5,9.4+ 0.4 y 5.2 + 0.3,

respectivamente). En Puerto Morelos, el porcentaje de fosfolipidos fue significativamente

mayor en los PT respecto a los PP en el verano de 2012, primavera de 2013 y en los otofios

de 2012, 2013 y 2014, y en ambos sitios en la primavera de 2012, sin embargo, ambos

estadios presentaron mayor porcentaje de fosfolipidos que los JI (Fig. 3).
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Fig. 3 — Variacion temporal en el porcentaje de fosfolipidos a partir del peso total del organismo (peso seco)
de puerulos transparentes (PT, en verde), puerulos pigmentados (PP, en azul) y juveniles I (JI, en rojo)

recolectados en las localidades de Puerto Morelos (izquierda) y Punta Allen (derecha). Las barras de error

indican el intervalo de confianza al 95%.

Proteinas

El porcentaje de proteinas difirid significativamente entre localidades y estadios de
desarrollo, mas no entre estaciones del afio. La interaccidon entre Temporada y Localidad

también fue significativa (Tabla 4).
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Tabla 4 — Resultados del Modelo Lineal General para analizar los efectos de los factores Localidad (Puerto
Morelos y Punta Allen), Temporada (primavera 2012 a invierno 2015, excluyendo primaveras de 2013 y
2014) y Estadio (puerulo transparente, puerulo pigmentado y juvenil I) en el porcentaje de proteinas (datos

transformados a arcoseno de raiz cuadrada).

Efecto SS df MS F p
Intercepto 71.516 1 71.516 17085.04 <0.001
Localidad 0.104 1 0.104 24.94 <0.001
Temporada 0.056 9 0.006 1.49 0.160
Estadio 1.329 2 0.664 158.74 <0.001
Loc x Temp 0.121 9 0.013 3.20 0.002
Loc x Est 0.003 2 0.001 0.37 0.694
Temp x Est 0.076 18 0.004 1.01 0.453
Loc x Temp x Est 0.038 18 0.002 0.50 0.953
Error 0.469 112 0.004

En general, el porcentaje de proteinas no difiri6 significativamente entre los PT y PP,
pero estos dos estadios presentaron porcentajes significativamente mas altos que los JI
(media £ 1C: 44.4 +2.1%, 42.4 + 1.3% y 26 + 1.9%, respectivamente). Los organismos de
Puerto Morelos, en particular los puerulos (PT y PP), presentaron por lo general un mayor
contenido de proteinas que los de Punta Allen. Al igual que en los analisis de lipidos
totales, no se observo una correspondencia en los valores altos y bajos de los porcentajes de

proteinas en cada estadio al comparar las temporadas entre localidades (Fig. 4).
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Fig. 4 — Variacion temporal en el porcentaje de proteinas de puerulos transparentes (PT, en verde), puerulos
pigmentados (PP, en azul) y juveniles I (JI, en rojo) recolectados en las localidades de Puerto Morelos

(izquierda) y Punta Allen (derecha). Las barras de error indican el intervalo de confianza al 95%.

Factor de Condicion
El FC (peso seco/LC) difiri6 significativamente entre estadios de desarrollo y entre
estaciones del afio, pero no entre localidades. La tnica interaccion significativa fue la de

Temporada x Estadio (Tabla 5).
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Tabla 5 — Resultados del Modelo Lineal General para comparar los efectos de los factores Localidad (Puerto
Morelos y Punta Allen), Temporada (primavera 2012 a invierno 2015, excluyendo primavera de 2013 y 2014)
y Estadio (puerulo transparente, puerulo pigmentado y juvenil I) en el Factor de Condicion (peso

seco/longitud cefalotoracica).

Efecto SS df MS F p
Intercepto 2958.63 1 2958.63 5961.25 <0.001
Localidad 0.24 1 0.24 0.49 0.487
Temporada 13.02 9 1.45 291 0.004
Estadio 110.86 2 55.43 111.69 <0.001
Loc x Temp 2.5 9 0.28 0.56 0.828
Loc x Est 0.32 2 0.16 0.32 0.728
Temp x Est 19.51 18 1.08 2.18 0.007
Loc x Temp x Est 9.26 18 0.51 1.04 0.426
Error 55.59 112 0.49

Hubo una gran variabilidad temporal en el FC de los JI en comparacion con los
puerulos (PT y PP) (Fig. 5). En particular, el FC de los JI fue mas bajo en otofio de 2012 y
en verano de 2013 en Punta Allen, y en verano y otofio de 2014 en ambas localidades. El
FC de los PT y PP no present6 variaciones significativas en el tiempo, y en general el valor
de estos dos estadios fue significativamente menor que el de los JI, los cuales presentaron
una amplia variacion temporal, en particular en Punta Allen. El valor més alto en el FC de
los JI de Puerto Morelos se presentd en invierno de 2015, después de los dos valores mas

bajos consecutivos (verano y otofio de 2014) (Fig. 5).
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Fig. 5 — Variacion temporal del factor de condicion (peso seco/longitud cefalotoracica) de puerulos
transparentes (PT, en verde), puerulos pigmentados (PP, en azul) y juveniles I (JI, en rojo) recolectados en las
localidades de Puerto Morelos (izquierda) y Punta Allen (derecha). Las barras de error indican el intervalo de

confianza al 95%.

2.4 — Discusion

A pesar de no haber encontrado patrones espaciales o temporales en la cantidad de
lipidos totales de los puerulos bénticos transparentes (PT), puerulos pigmentados (PP) y
juveniles I (JI) de Panulirus argus, en general se observéd una disminucion en los
porcentajes a través de los tres estadios. En cuanto a los PT, el porcentaje de lipidos vario
de manera interanual en las dos localidades, aunque no de la misma manera en ambas, lo
que podria reflejar la variabilidad en la disponibilidad de alimento y en la temperatura en

las distintas €épocas del afio. Se sabe que estos factores pueden afectar las tasas metabodlicas
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y la demanda energética de los puerulos nectonicos (PN), y por ende la condicion
nutricional de las subsecuentes fases bénticas (Lemmens 1994a, 1994b). Por otro lado,
existen diferencias hidrograficas entre Puerto Morelos y Punta Allen que podrian influir en
la variabilidad observada en la condicion nutricional de los PT. La corriente de Caiman,
que fluye desde el Caribe en direccion E-W, llega de manera perpendicular a la zona
costera de Quintana Roo, con una gran variabilidad entre las zonas sur y central (Carrillo et
al. 2015), mientras que la corriente de Yucatan, que se deriva de la de Caiman, fluye hacia
el NE de manera paralela a la costa y alcanza sus méaximas velocidades (hasta 3 ms ') en
las cercanias de Puerto Morelos (Candela et al. 2003; Richardson 2005; Cetina et al. 2006).
Estas diferencias podrian influir principalmente en el desgaste que representa el nado a la
costa por parte de los puerulos nectonicos, lo cual se veria reflejado en los subsecuentes
estadios bénticos.

Los fosfolipidos constituyeron la clase de lipido més abundante en todos los estadios,
por lo que presentaron un patrén de variacion espacio-temporal muy similar al de los
lipidos totales. Aunque se documentd un descenso en los lipidos totales y fosfolipidos en
relacion al peso seco en la transicion PT-PP-JI, los porcentajes de fosfolipidos como
proporcion de los lipidos totales no presentaron diferencias significativas entre estadios
(PT: 84.94+1.17%, PP: 84.08+1.16%, JI: 83.87+1.53%). En diversos estudios se ha
encontrado una clara dominancia de fosfolipidos en las fases bénticas tempranas de las
langostas espinosas (p. €j., Sagmariasus verreauxi: Jeffs et al. 2002; P. cygnus: Limbourn
& Nichols 2009), ya que son mas faciles de digerir y son una mejor fuente de acidos grasos
esenciales que los lipidos neutrales (Limbourn & Nichols 2009). Sin embargo, se encontrd
un descenso en los porcentajes de fosfolipidos durante la transicion de PT a JI en S.

verreauxi (de 94% en PT a 82% en J1, Jeffs et al. 2002) y en P. cygnus (de 91% en PT a
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86% en JI, Limbourn & Nichols 2009). Cabe senalar que la proporcion de esta clase
lipidica fue mayor en los PT de dichas especies que en la encontrada en el presente estudio
para los PT de P. argus (~85%). La segunda clase de lipidos mas abundante en puerulos de
S. verreauxi 'y P. cygnus fueron los esteroles, que en el presente estudio se encontraron en
tercer lugar de importancia después del diacilglicerol, el cual no fue reportado para
puerulos de S. verreauxi 'y P. cygnus por presentar muy bajo porcentaje (Jeffs et al. 2002;
Limbourn & Nichols 2009). En las dos especies antes mencionadas, la inica clase lipidica
que aument6 durante la transicion PT-JI fue el triacilglicerol, el cual se sintetiza a partir de
los fosfolipidos y es una fuente de energia mas facilmente metabolizada por el
hepatopancreas, en preparacion para la muda a JI (Jeffs et al. 2002; Limbourn & Nichols
2009). En el presente estudio se encontrd un aumento en el colesterol, los 4cidos grasos
libres y los ésteres en la transicion PT-JI, y a diferencia de lo reportado para S. verreauxi 'y
P. cygnus, el triacilglicerol no presentd diferencias significativas entre estadios en P. argus.
Ya que los fosfolipidos tampoco presentaron un descenso en la transicion PT-J1, es posible
que la disminucion en el porcentaje de diacilglicerol esté relacionada con el aumento en las
clases lipidicas antes mencionadas, en particular de los acidos grasos libres.

Aunque el porcentaje de proteinas no vario significativamente entre PT y PP, si fue
significativamente menor en los JI. Este resultado podria deberse principalmente a la
utilizacion de proteinas en la sintesis del nuevo exoesqueleto (Terwilliger 1999) y al
incremento en peso del organismo debido al aumento de carbohidratos y minerales en la
cuticula del JI (Stevenson 1985; Lemmens 1995). Limbourn & Nichols (2009) encontraron
también un marcado descenso en el porcentaje de proteinas en la transicion PP-JI de P.

cygnus, pero también encontraron un aumento en la proporcion de proteinas entre PT y PP,
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aunque esto fue adjudicado a una disminucién en el porcentaje de lipidos totales y no
necesariamente a un incremento en la cantidad de proteinas.

A diferencia de los lipidos, el porcentaje de proteinas se mantuvo relativamente
estable en los PT a través de las temporadas de estudio. Este resultado sugiere que los
puerulos de P. argus no utilizan las proteinas como sustancia de reserva durante el nado a
la costa, lo cual es consistente con lo encontrado en otras especies de langostas espinosas
(p. €j., Phillips et al. 2006b; Limbourn & Nichols 2009).

Cuando el puerulo muda a JI, sufre cambios morfologicos sustanciales (Lewis et al.
1956, Lemmens 1995, Nishida et al. 1995), al grado de que dicha muda se ha equiparado
con cierto tipo de metamorfosis (Ventura et al. 2015). En particular, sobreviene un aumento
significativo en la altura del cefalotorax y en el volumen corporal del organismo (Martinez-
Calderon 2015). Esto podria explicar que en ambas localidades de estudio, el FC siempre
fue superior en los JI que en los puerulos. Ademas, en la muda a JI también aumenta la
densidad de la cuticula (o exoesqueleto). El componente principal del exoesqueleto es la
quitina (un polisacarido similar a la celulosa), pero también contiene proteinas, lipidos,
pigmentos y diferentes tipos de carbohidratos en menor proporcion (Stevenson 1985).
Lemmens (1995) encontré que en la muda a JI hay una acumulacion de calcio, el cual es
usado en el endurecimiento del exoesqueleto, lo que también pudo haber contribuido de
manera importante al aumento de peso de los JI. Ademas, es posible que en el presente
estudio los JI ya hubieran reiniciado la alimentacion posterior a la muda.

El Factor de Condicion de los JI presentd valores altos en invierno de 2015 en Puerto
Morelos y en verano de 2012 y primavera de 2013 en Punta Allen. En estas mismas
temporadas y sitios, los JI presentaron valores intermedios en los porcentajes de lipidos

totales y proteinas. En cambio, en verano de 2013 en Puerto Morelos, otofio de 2012 en
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Punta Allen, y otofio de 2014 en ambas localidades, los JI presentaron valores bajos en el
FC pero porcentajes altos tanto de lipidos totales como de proteinas. Para analizar si el FC,
que es un indice morfométrico, refleja una buena condicion nutricional bioquimica
(contenido de lipidos totales o contenido de proteinas totales) en los JI, se hicieron analisis
de correlacion entre dichas variables. Al contrario de lo esperado, se encontrd una
correlacion negativa entre los valores de FC y porcentajes de lipidos totales tanto en Puerto
Morelos (r =-0.58, n =36, p <0.001) como en Punta Allen (»=-0.47, n =36, p = 0.003).
También el FC y los porcentajes de proteinas de los JI presentaron una correlacion negativa
en Puerto Morelos (» =-0.49, n =36, p = 0.002), y no se encontr6 una correlacion entre
ambas variables en los JI de Punta Allen (»=-0.11, n =36, p = 0.52). Esto sugiere que el
FC (por lo menos como se estimd en el presente trabajo, utilizando el peso seco del animal)
no es un indicador confiable de estas sustancias de reserva para los JI de P. argus. Sin
embargo, es posible que este indice morfométrico esté mas relacionado con la cantidad de
carbohidratos en los JI, debido al incremento en la densidad del exoesqueleto.

Se encontr6 también una correlacion negativa marginalmente significativa entre el
porcentaje de lipidos totales y el factor de condicion de los PP de Punta Allen (» =-0.35, n
=35, p = 0.04), mientras que no hubo una correlacion significativa entre estas variables en
el caso de los PP de Puerto Morelos (» =-0.007, n =36, p = 0.97), los PT de Puerto
Morelos (r=0.16, n =33, p =0.37), y los PT de Punta Allen (» = 0.04, n =24, p = 0.86).
Esto se hace evidente al considerar la alta variabilidad estacional en el porcentaje de lipidos
totales que presentaron los puerulos, en particular los transparentes, mientras que el factor
de condicion no tuvo variaciones significativas.

Los resultados del presente capitulo muestran una disminucion gradual del contenido

de lipidos totales en la transicion PT-PP-JI de P. argus en las costas de Quintana Roo, y
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una alta variabilidad en la condicion nutricional de los PT. En las costas de Australia
occidental se encontré que el contenido total de lipidos en puerulos recién asentados de la
langosta subtropical P. cygnus era menor y la condicion nutricional de sus puerulos bénticos
presentaba importantes variaciones estacionales, interanuales, y espaciales (Limbourn &
Nichols 2009; Limbourn et al. 2009) en comparacion con los puerulos de las langostas de
aguas frias J. edwardsii y S. verreauxi (Jeffs et al. 1999, 2002). La fase larvaria de P. argus
se desarrolla en aguas mas calidas y oligotroficas que las especies de aguas templadas y
subtropicales (Melo-Gonzalez et al. 2000). Ademas, a diferencia de dichas especies, que
presentan estacionalidad en la reproduccion (Booth 1994, Jefts et al. 2013, Wang et al.
2015), P. argus se reproduce durante casi todo el afio (Briones et al. 1997). Es decir, los PT
recién asentados en la costa de Quintana Roo podrian pertenecer a cohortes con origenes
geograficos y temporales muy distintos entre si, y durante su fase larvaria, que dura entre 5
y 9 meses, pudieron haber experimentado de manera diferencial cambios oceanograficos
locales o globales, como El Nifio Oscilacion del Sur (o ENSO por sus siglas en inglés), que
afecta de manera general a los mares tropicales y subtropicales.

Por ejemplo, Limbourn et al. (2009) encontraron que en puerulos bénticos de P.
cygnus muestreados en diferentes localidades costeras de Australia occidental, el contenido
total de proteinas y lipidos fue menor en afios ENSO que en afios normales. A pesar de esto,
se ha encontrado una relacion entre los niveles de asentamiento de P. cygnus (monitoreados
con colectores para puerulos) y la produccion pesquera subsecuente, lo que ha permitido
generar modelos predictivos para la captura (Phillips 1986; Caputi et al. 2010). Esta
relacion también se ha encontrado en P. interruptus (Arteaga-Rios et al. 2007) y J.
edwardsii (Booth & McKenzie 2009), especies que, como P. cygnus, presentan

estacionalidad tanto en la reproduccién como en el asentamiento, pero no en P. argus, lo



51

cual se ha adjudicado a la baja estacionalidad en su reproduccion y en el asentamiento
(Herrnkind & Butler 1994; Butler et al. 1997).

En Quintana Roo, donde se ha monitoreado el asentamiento de puerulos de P. argus
por mas de 20 afos, se ha logrado encontrar un patrén estacional interanual en el
asentamiento (con un maximo durante el otofio), una relacion entre la variabilidad en el
asentamiento y en el nivel del mar, y una asociacion entre los picos extremos de
asentamiento y el paso de tormentas tropicales por la regioén (Briones-Fourzan 1994;
Briones-Fourzan et al. 2008), pero atin no se ha encontrado una relacidon aparente entre los
indices de asentamiento y la produccion de langosta (P. Briones-Fourzan, com. pers.). A
partir de los resultados encontrados en el presente capitulo se puede suponer que la alta
variabilidad estacional, interanual y espacial en la condicidon nutricional de los puerulos
bénticos de P. argus puede ser un factor que esté influyendo en el desacoplamiento entre los
niveles de asentamiento y la subsecuente abundancia poblacional, ya que aunque los
puerulos hayan logrado sobrevivir y asentarse, los efectos latentes de experiencias adversas
durante la fase larvaria (p. ¢j., retraso en la metamorfosis, periodos prolongados de
inanicion, exposicion a dosis subletales de contaminantes, etc.), ademas de manifestarse en
los puerulos como una condicion nutricional deficiente, podrian manifestarse mas adelante

durante la fase juvenil o incluso hasta la fase adulta (Pechenik 2006).
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Capitulo 3: Comparacion de indices nutricionales bioquimicos entre filosomas de
ultimo estadio (FX), puerulos nectonicos (PN), puerulos bénticos transparentes (PT),

puerulos bénticos pigmentados (PP) y primer estadio juvenil (JI)

3.1 — Introduccion

Las larvas de las langostas espinosas (filosomas) se desarrollan en aguas oceénicas,
y pasan por entre 9 y 12 estadios larvarios, dependiendo de la especie (Phillips et al.
2006a). El ultimo estadio larvario pasa por una dréastica metamorfosis a la fase de postlarva
(puerulo), que a diferencia de las filosomas (que son planctotréficas), no se alimenta
(Kittaka 1994; Lemmens 1994a, 1994b; Goldstein et al. 2008). Independientemente del
punto ocednico donde ocurra la metamorfosis, el puerulo debe dirigirse a la zona costera 'y
asentarse en algun habitat béntico donde pueda llevar a cabo la muda a la fase juvenil y
continuar con su ciclo de vida (Phillips et al. 2006a).

En larvas de crustaceos en general, y de langostas en particular, el principal sustrato
energético lo constituyen los lipidos y luego las proteinas, mientras que los carbohidratos
son utilizados como sustrato energético en mucho menor proporcion (Moran & McAlister
2009). Al disminuir las reservas lipidicas, el metabolismo depende del uso de proteinas, al
igual que el crecimiento somatico. Sin embargo, a diferencia de las filosomas tardias, la
cantidad de lipidos de reserva en las filosomas tempranas es relativamente baja (Phleger et
al. 2001; Smith et al. 2003). Ikeda et al. (2011) midieron distintas tasas metabolicas en
filosomas I a IX de Panulirus ornatus y encontraron que a lo largo de la fase larvaria, la
tasa de excrecion de amonio es muy baja. Una tasa de excrecion de amonio reducida
sugiere una baja actividad natatoria y un uso preferencial de proteinas para el crecimiento

somatico mas que para el metabolismo. Lo anterior qued6 demostrado por la ausencia de
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variacion significativa en el contenido de agua y nitrogeno, asi como en la razéon C:N,
durante el desarrollo larvario.

Lemmens (1994a, 1994b), quien analiz6 diferentes indices nutricionales
bioquimicos en la transicion filosoma-puerulo-juvenil de P. cygnus, encontr6 que las
razones C:N y ARN:ADN no diferian entre filosomas tardias y puerulos nectoénicos pero
disminuian significativamente en puerulos bénticos y luego tendian a aumentar en los
juveniles, concluyendo que la natacidn hacia la costa representa una demanda energética
considerable para los puerulos. Jeffs et al. (1999) compararon el contenido total de lipidos,
carbohidratos y proteinas entre puerulos nectonicos y bénticos de Jasus edwardsii y solo
encontraron diferencias significativas en el contenido de lipidos totales, lo que indica que
los lipidos son el principal sustrato energético de los puerulos. Esto fue confirmado por
Wells et al. (2001) por medio del analisis de la actividad de diferentes enzimas en puerulos
y juveniles de J. edwardsii.

Al calcular la tasa de consumo energético de puerulos durante la natacion activa a
través de la plataforma continental, Jeffs et al. (1999) concluyeron que muchos puerulos de
J. edwardsii contenian suficientes reservas para llegar a las zonas de asentamiento. Sin
embargo, mas adelante, Jeffs et al. (2001a) recolectaron 33 puerulos necténicos “nuevos”
(es decir, que acababan de pasar por la metamorfosis a juzgar por su exoesqueleto suave) a
distancias de 24 a 216 km de la costa y estimaron que 16% de dichos puerulos no contaban
con suficientes reservas para llegar a la zona costera de asentamiento y que algunos de los
que si lo lograrian moririan por desgaste energético antes de mudar en juveniles.

Mas adelante, Wilkin y Jeffs (2011) determinaron que la natacion sostenida a 15 cm
s de los ultimos 20 km a la costa por parte de puerulos necténicos de J. edwardsii

probablemente agotaria sus reservas energéticas antes de pudieran llegar a la costa,
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mientras que nadar a menos de 5-7 cm s resultaria ineficiente, debido a la sobrecarga del
metabolismo inactivo. Al respecto, Fitzgibbon et al. (2014) encontraron que los puerulos
nectonicos de Sagmariasus verreauxi contaban con una capacidad limitada para realizar un
nado activo a través la plataforma continental. Estimaron que dichos puerulos requieren al
menos 13.8 mg de lipidos almacenados (es decir, 18.4% de su peso seco) para completar la
etapa de puerulo y lograr un reclutamiento exitoso a habitats costeros. Ambos estudios
infirieron que el éxito del reclutamiento esta condicionado por las reservas energéticas
acumuladas durante la etapa larvaria previa y por las condiciones oceanograficas favorables

para la transicion ocednica-béntica.

3.2 - Materiales y métodos

Muestreo de FX 'y PN

La recolecta en aguas oceéanicas de FX y PN se llevo a cabo durante dos campanas
oceanograficas en el B/O “Justo Sierra” de la UNAM. La primera campafia, Metamorfosis
1, se desarrollo en otofio (12 a 24 de noviembre, 2012), cuando el indice de asentamiento
de puerulos en la zona costera presenta su pico interanual mas alto; la segunda,
Metamorfosis 2, se desarrollo en primavera (4 a 14 de abril, 2013), cuando se presenta un
pico interanual secundario en el indice de asentamiento (Briones-Fourzan 1994; Briones-
Fourzan et al. 2008). Ambas campafias fueron originalmente planeadas para ser realizadas
en la fase oscura del ciclo lunar (entre el cuarto menguante y el cuarto creciente), cuando
las filosomas y PN ascienden a las aguas mas superficiales durante la noche (Baisre et al.
1978; Rimmer & Phillips 1979; Yoshimura et al. 1999; Phillips et al. 2006b). Esto se logrd

en la campania Metamorfosis 2, pero por cuestiones logisticas no fue posible hacerlo en
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Metamorfosis 1, la cual se llevd a cabo entre la luna nueva y la luna llena.

En cada campaiia se establecid una red de estaciones de muestreo distribuidas en
una amplia zona ocednica frente a la costa de Quintana Roo, entre el canal de Yucatan al
norte y Punta Pajaros, al sur de la bahia del Espiritu Santo, al sur. Las estaciones oceanicas
se hicieron a lo largo de transectos cuya longitud se procur6 que estuviera determinada por
la distancia comprendida entre la is6bata de 50 m (el extremo mas cercano a la costa) y la
isobata de 2000 m (Fig. 6). A lo largo de cada transecto se realizaron entre cuatro y siete
estaciones de muestreo en un gradiente de distancias a la costa.

Para aumentar las probabilidades de capturar FX y PN, organismos que se
encuentran muy diluidos en las masas de agua (Booth 1994; Jeffs et al. 1999), se utilizaron
dos muestreadores de manera simultanea: una red de media agua tipo Tucker Trawl (con
boca de 9 m? de area, longitud de 12 m, luz de malla de 10 mm en el cuerpo de lared y de 1
mm en el copo) que se arrastro por popa, y una red de neuston (de 1.5 m? de area de boca,
longitud de 3 m, luz de malla de 3 mm en el cuerpo de la red y de 1 mm en el copo) que se
arrastro por estribor. En promedio, las redes se arrastraron en contra de la corriente a 2.5 m
s ' durante 30—35 min, exclusivamente durante la noche (a partir de 1 h después del ocaso y
hasta 1 h antes del amanecer) (Yoshimura et al. 1999; Jeffs et al. 1999, 2001a; Dennis et al.
2001; Phillips et al. 2006b). La red de media agua oper6 en un estrato de profundidad
comprendido entre 5 y 15 m, mientras que la red de neuston operd en el metro superior de
la columna de agua.

Inmediatamente después de terminar cada arrastre, las FX y los PN de P. argus se
separaron de la muestra y se les preservé en nitrogeno liquido. Antes de ser congelados, los
PN fueron fotografiados con fondo de papel milimétrico (para posterior ajuste de escala).

Ya en tierra, todos los organismos colectados fueron transferidos a un ultracongelador
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donde permanecieron a —70°C hasta hacerles los analisis correspondientes.

A partir de las fotografias tomadas durante las campaias, se obtuvo la medida de
longitud cefalotorécica (LC) de cada PN por medio del programa ImagelJ, que es la misma
medida que se registra para los organismos obtenidos en los colectores (asi como en la

mayoria de estudios de langostas) por ser la menos sujeta a error.

Determinacion de indices nutricionales

Se extrajeron lipidos totales y proteinas, y se determinaron las clases de lipidos de
104 individuos de Metamorfosis 1 (52 FX y 52 PN) y 44 individuos de Metamorfosis 2 (19
FX y 25 PN). Los individuos representantes de cada estacion de muestreo fueron escogidos
aleatoriamente. También se obtuvo el Factor de Condicion (FC) de los PN, que es el
cociente peso corporal (peso seco)/longitud cefalotoracica.

Los contenidos de lipidos totales y de proteinas fueron determinados en el
Laboratorio Marino de Leigh, Universidad de Auckland, Nueva Zelanda, y las clases de
lipidos de obtuvieron en el Instituto de Ciencia Marina de Sidney, Australia. La
determinacion de estas sustancias de reserva se realizd6 mediante las mismas metodologias
que se usaron para procesar los estadios bentonicos del capitulo 2. Los porcentajes de
lipidos totales y proteinas se obtuvieron en relacion al peso seco de cada individuo
liofilizado. Los porcentajes de clases de lipidos se obtuvieron tanto en relacion con la
proporcion de los lipidos totales como en relacion al peso seco de cada individuo

liofilizado.

Analisis de datos

Los datos expresados en porcentajes no se distribuyen normalmente, por lo que los
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resultados de porcentajes de las distintas sustancias de reserva analizadas en este capitulo
fueron transformados mediante el arcoseno de la raiz cuadrada para normalizar su
distribucion, pero las graficas se presentan como porcentajes para facilitar su interpretacion
bioldgica.

Se utilizaron Modelos Lineales Generales factoriales para analizar la variacion
temporal en los siguientes indices nutricionales (variables de respuesta): (1) el contenido de
lipidos totales y (2) el contenido de proteinas entre los cinco estadios de desarrollo, con los
datos de los estadios pelagicos (FX y PN) colectados en ambas campafias oceanograficas y
de los estadios bénticos (PT, PP y JI) obtenidos en colectores tanto en Puerto Morelos
como en Punta Allen en las temporadas correspondientes a cada campana. Asi, para cada
variable de respuesta, los factores principales fueron Estadio de desarrollo (Estadio, factor
fijo con 5 niveles: FX, PN, PT, PP y JI) y Estacion del afio (Temporada, factor fijo con 2
niveles correspondientes a otofio de 2012 y primavera de 2013). El modelo final incluy6 los
términos Estadio, Temporada y su interaccion. En el caso de resultados significativos, se
realizaron pruebas de Tukey (HSD) para muestras de tamafio diferente con el fin de
determinar cuéles medias diferian entre si.

Para determinar si los indicadores de condicion nutricional de los puerulos
disminuian en su transito hacia la zona costera, se realizaron una serie de analisis de
regresion en los que se considerdé como variable independiente la distancia a la costa de las
estaciones donde se obtuvieron los puerulos analizados, y como variables dependientes el
porcentaje de lipidos totales, el peso de los lipidos totales, el peso seco de los organismos
(p-ej. Phillips et al. 2006b) y el Factor de Condicion. En todos estos andlisis se incluyeron
los PT (es decir, puerulos recién asentados) obtenidos en los colectores de Punta Allen y

Puerto Morelos en las estaciones del ano correspondientes a cada campafia. La distancia a
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la costa se definid como la linea recta desde la estacion de muestreo en que cada PN fue
capturado al punto mas cercano de costa continental, y se le asign6 un valor de 0 km a los
PT provenientes de los colectores. En todos los casos, los resultados se consideraron

significativos si p < 0.05.

3.3 — Resultados

Muestreo de FX 'y PN

En Metamorfosis 1 (noviembre de 2012) se llevaron a cabo 63 estaciones de muestreo
distribuidas en 9 transectos perpendiculares al borde continental (Fig. 6a). En la campaiia
Metamorfosis 2 (abril de 2013), las noches mas cortas y el mal tiempo limitaron el nimero

de estaciones de muestreo realizadas a 34, que estuvieron distribuidas en 7 transectos (Fig.

6b).
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Fig. 6 - Estaciones de muestreo distribuidas en transectos perpendiculares al borde continental en las

campaias oceanograficas (a) Metamorfosis 1 (noviembre de 2012) y (b) Metamorfosis 2 (abril de 2013).
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Lipidos totales
El porcentaje de lipidos totales difiri6 significativamente entre estadios de desarrollo,
pero no entre temporadas. Sin embargo, la interaccion entre de estos dos factores fue

significativa (Tabla 6).

Tabla 6 — Resultados del Modelo Lineal General para analizar los efectos de los factores Temporada (otofio
de 2012 y primavera de 2013) y Estadio (Filosoma X, puerulo nectdnico, puerulo béntico transparente,
puerulo pigmentado y juvenil I) en el contenido de lipidos totales de los organismos (datos transformados a

arcoseno de raiz cuadrada).

Efecto SS df MS F p
Intercepto 13.645 1 13.645 9540.230 <0.001
Temporada 0.0003 1 0.0003 0.232 0.630
Estadio 1.129 4 0.282 197.437 <0.001
Temp x Est 0.067 4 0.017 11.696 <0.001
Error 0.253 177 0.001

En la figura 7 se aprecia una disminucion en el porcentaje de lipidos totales,
principalmente en la transicion FX-puerulos (los tres estadios)-JI. Los PN presentaron
mayores porcentajes de lipidos totales que los PP en ambas temporadas (Fig. 7). Sin
embargo, en otofio hubo una disminucion drastica en el porcentaje de lipidos totales entre
las FX y los PN y luego una disminucion gradual entre los PN, PT y PP, mientras que en
primavera, la disminucion mas dréstica no fue entre FX y PN, sino entre PN y PT. Estas

diferencias se reflejan en la significancia de la interaccion Temporada x Estadio.
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Fig. 7 — Porcentaje de lipidos totales en filosomas de ultimo estadio (FX) y puerulos nectonicos (PN)
recolectados durante las campafias oceanograficas Metamorfosis 1 (Otofio de 2012) y Metamorfosis 2
(Primavera de 2013), y en puerulos bénticos transparentes (PT), puerulos pigmentados (PP) y juveniles I (JI)
recolectados en las localidades de Puerto Morelos y Punta Allen en otofio de 2012 y primavera de 2013. Las
medias con letras iguales no son significativamente distintas (p > 0.05). Las barras de error indican el

intervalo de confianza al 95%.

Clases de lipidos

Las clases de lipidos mas abundantes en todos los estadios fueron los fosfolipidos
(~80-87%), seguidos por el diacilglicerol (~3—10%) y el colesterol (~2—4%). En mucha
menor proporcion se encontraron acidos grasos libres (~0.6—3.5%), ésteres (~0.6-2.4%),

monoacilglicerol (~0.3—1.1%) y triacilglicerol (~0.2—1.8%) (Tabla 7).
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Tabla 7 — Porcentajes de las clases de lipidos presentes en filosomas de ultimo estadio (FX) y puerulos
nectonicos (PN) recolectados durante las campaiias oceanograficas Metamorfosis 1 (Otofio de 2012) y
Metamorfosis 2 (Primavera de 2013), asi como en puerulos bénticos transparentes (PT), puerulos
pigmentados (PP) y juveniles I (JI) recolectados en las localidades de Puerto Morelos y Punta Allen en otofio

de 2012 y primavera de 2013 (media + IC al 95%).

Otoiio 2012 Primavera 2013
Clase de lipido FX PN PT PP JI FX PN PT PP JI
Fosfolipidos (PL) 86.35+ 86.50+ 86.69+ 8642+ 86.33+ 8580+ 8425+ 86.66+ 79.75+ 84.56+
0.91 1.12 1.69 1.85 5.34 1.95 0.62 1.28 5.03 3.94
Diacilglicerol 8.21 + 7.10 = 6.81 + 550+ 330+ 9.16 + 1046+ 727+ 933+ 6.83 +
(DAG) 0.84 1.03 1.20 1.15 1.92 1.84 0.61 1.04 2.43 3.67
Colesterol (Chol) 222+ 2.60 + 332+ 317+ 324+ 220+ 290+ 325+ 3.96 + 3.60 £
0.12 0.11 0.10 0.27 0.35 0.17 0.12 0.50 1.38 0.26

Acidos grasos libres 0.94 + 127+ 1.04 + 127+ 2.68+ 092+ 0.80+ 0.61=+ 347+ 1.95+

(FFA) 0.14 0.12 0.34 0.46 1.48 0.19 0.08 0.40 4.01 0.96
Esteres (SE) 091+ 1.04+ 113+ 1.86 £ 231+ 0.85+ 055+ 130+ 242+ 1.56 +
0.10 0.35 0.33 0.75 1.06 0.14 0.13 0.68 1.78 0.35
Monoacilglicerol 1.06 £ .11+ 051+ 0.49 + 0.32+ 075+ 0.68+ 025+ 035+ 0.85+
(MAG) 0.14 0.17 0.19 0.18 0.34 0.23 0.09 0.21 0.17 0.39
Triacilglicerol 0.30 = 036+ 049+ 1.30 + 1.81+ 025+ 033+ 0.66+ 0.73 £ 0.65 +
(TAG) 0.07 0.11 0.32 0.98 2.41 0.10 0.06 0.46 0.66 0.49

En ambas temporadas, el colesterol y los ésteres presentaron mayores porcentajes en
organismos bénticos que en oceanicos, pero los fosfolipidos no mostraron una tendencia a
disminuir a través de los diferentes estadios. En otofio de 2012, el diacilglicerol disminuy6
en los PP y JI, y el monoacilglicerol fue menor en los estadios bénticos que en los
oceanicos, pero ninguna de estas dos clases lipidicas presentd el mismo patron en
primavera de 2013. En cuanto a los organismos bénticos, el porcentaje de dcidos grasos
libres fue mayor en JI que en PT en ambas temporadas, y el porcentaje de diacilglicerol

disminuy6 de PT a JI en otofio de 2012, pero no en primavera de 2013 (Fig. 8).



62

T e ———.ia -l i lIIitii
N
RS BN BN BN BN AN BN BN BN B --
S
so+--BEB B BB R BB
7]
o
PILEE == == B S R O = B B
X
IS NI B BN B RN N BN BN N
O A4 S - R — N S - R — -
b

Ototio 2012

av}
Q

o —

o B DAG (%)

éh m Chol (%)
2 = FFA (%)
<

p—

@)

X

C
av}

Q

o p—

3
0,

@ 1 SE (%)
o B MAG (%)
wn

= B TAG (%)

@)

N

Primavera 2013

Fig. 8 — Porcentaje de las clases de lipidos en relacion a los lipidos totales en filosomas de tltimo estadio (FX)

y puerulos nectonicos (PN) recolectados durante las

campafias oceanograficas Metamorfosis 1 (Otofio de

2012) y Metamorfosis 2 (Primavera de 2013), asi como en puerulos bénticos transparentes (PT), puerulos

pigmentados (PP) y juveniles I (JI) recolectados en las localidades de Puerto Morelos y Punta Allen en otoflo

de 2012 y primavera de 2013. (a) Fosfolipidos (PL),

(b) diacilglicerol (DAG), colesterol (Chol), acidos grasos

libres (FFA), (c) ésteres (SE), monoacilglicerol (MAG) y triacilglicerol (TAG). Las barras de error indican el

intervalo de confianza al 95%.
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Con el fin de comparar de manera mas directa con los lipidos totales, se obtuvo el
porcentaje de las clases de lipidos en relacion al peso total de cada organismo (peso seco).
En general hubo un descenso en los porcentajes de las clases de lipidos mas abundantes
(fosfolipidos, diacilglicerol y colesterol) y del monoacilglicerol, principalmente de los
estadios ocednicos a los bénticos, con porcentajes particularmente bajos después de la muda
a JI. No se observo una variacion significativa en los porcentajes de triacilglicerol entre las
dos temporadas. Los acidos grasos libres y esteroles no mostraron variacion significativa en
otofio de 2012, aunque en primavera de 2013 los PP presentaron valores elevados de ambas

clases lipidicas en comparacion con el resto de los estadios (Fig. 9).
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Fig. 9 — Porcentaje de las clases de lipidos en relacion al peso total (peso seco) en filosomas de tltimo estadio

(FX) y puerulos nectonicos (PN) recolectados durante las campaiias oceanograficas Metamorfosis 1 (Otofio

de 2012) y Metamorfosis 2 (Primavera de 2013), asi como en puerulos bénticos transparentes (PT), puerulos

pigmentados (PP) y juveniles I (JI) recolectados en las localidades de Puerto Morelos y Punta Allen en otoflo
de 2012 y primavera de 2013. (a) Fosfolipidos (PL), (b) diacilglicerol (DAG), colesterol (Chol), acidos grasos
libres (FFA), (c) ésteres (SE), monoacilglicerol (MAG) y triacilglicerol (TAG). Las barras de error indican el

intervalo de confianza al 95%.
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Proteinas
Al igual que el porcentaje de lipidos totales, el porcentaje de proteinas también difirid
significativamente entre estadios de desarrollo, mas no entre temporadas, pero la

interaccion entre ambos factores también fue significativa (Tabla 8).

Tabla 8 — Resultados del Modelo Lineal General para analizar los efectos de los factores Temporada (otofio
de 2012 y primavera de 2013) y Estadio (Filosoma X, puerulo nectonico, puerulo transparente, puerulo
pigmentado y juvenil I) en el porcentaje de proteinas de los organismos (datos transformados a arcoseno de

raiz cuadrada).

Efecto SS df MS F p
Intercepto 37.864 1 37.864 21982.71 <0.001
Temporada 0.004 1 0.004 2.37 0.126
Estadio 0.469 4 0.117 68.04 <0.001
Temp x Est 0.029 4 0.007 4.18 0.003
Error 0.305 177 0.002

En general, el porcentaje de proteinas no difiri6 significativamente entre los PN, PT y

PP, y fue significativamente mas alto en estos tres estadios que en FX y JI (Fig. 10).
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Fig. 10 —Porcentaje de proteinas en filosomas de ultimo estadio (FX) y puerulos nectonicos (PN) recolectados
durante las campafias oceanograficas Metamorfosis 1 (Otofio de 2012) y Metamorfosis 2 (Primavera de
2013), asi como de puerulos bénticos transparentes (PT), puerulos pigmentados (PP) y juveniles I (JI)
recolectados en las localidades de Puerto Morelos y Punta Allen en otofio de 2012 y primavera de 2013. Las
medias con letras iguales no son significativamente distintas (p > 0.05). Las barras de error indican el

intervalo de confianza al 95%.

Indices bioquimicos y morfométricos de PN en funcién de la distancia a la costa

A pesar de que los PN se capturaron a distancias de entre 1 y 100 km de la costa mas
cercana, no se encontrd una relacion aparente entre el porcentaje de lipidos totales y la
distancia a la costa en que fueron capturados en ninguna de las dos temporadas (Otofio
2012: 72 =0.004, n =58, p = 0.62; Primavera 2013: > =0.076, n =29, p = 0.15). Los datos
del otofio 2012 (Fig. 11a) no muestran ninguna tendencia. En el caso de la primavera 2013
(Fig. 11b), se pueden observar bajos porcentajes de lipidos totales en algunos de los PN

capturados a mayor distancia de la costa (en comparacion con los colectados a menor
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distancia), aunque los menores porcentajes de lipidos totales los presentaron los PT

capturados en los colectores.
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Fig. 11 — Relacion entre el porcentaje de lipidos totales de los puerulos necténicos capturados en las

campaias y los puerulos bénticos transparentes capturados en los colectores en las temporadas

correspondientes a cada campaiia, y la distancia a la costa en que fueron colectados: (a) Otofio 2012 y (b)

Primavera 2013.

Tampoco se encontrd una relacion aparente entre el peso de los lipidos totales y la

distancia a la costa en que fueron capturados los PN y PT en ninguna de las dos temporadas

(Otofio 2012: 2 =0.001, n =58, p = 0.79; Primavera 2013: 72 =0.088, n =29, p = 0.12), ni

entre el peso seco de los organismos y la distancia a la costa en que fueron capturados

(Otofio 2012: 2= 0.006, n =58, p = 0.57; Primavera 2013: *=0.078, n =29, p = 0.14)

(Fig. 12).
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Fig. 12 — Cantidad de lipidos totales de los puerulos necténicos capturados en las campafias y los puerulos
bénticos transparentes capturados en los colectores en las temporadas correspondientes a cada campafia, en
relacion a la distancia a la costa en que fueron colectados: (a) Otofio 2012 y (b) Primavera 2013. Peso seco de
los mismos organismos en relacion a la distancia a la costa en que fueron colectados: (c¢) Otofio 2012 y (d)

Primavera 2013.

El FC tampoco mostrd una relacion con la distancia a la costa en la que fueron
capturados los PN y PT en ninguna de las dos temporadas (Otofio 2012: > = 0.002, n = 50,

p =0.75; Primavera 2013: »*=0.123, n = 29, p = 0.06) (Fig. 13).
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Fig. 13 —Factor de Condicion (peso seco/longitud cefalotoracica) de los puerulos nectonicos capturados en
las campanas y los puerulos bénticos transparentes capturados en los colectores en las temporadas
correspondientes, en relacion a la distancia a la costa en que fueron colectados: (a) Otofio 2012 y (b)

Primavera 2013.

3.4 — Discusion

En promedio, durante la transicién de FX a JI el porcentaje de lipidos totales en
relacion al peso seco de los organismos disminuy6 de 26% a 7% en otofio de 2012 (es
decir, 73%), y de 25% a 6% en primavera de 2013 (es decir, 76%). Un patrén similar se
documento para la especie Panulirus cygnus en Australia Occidental, la cual present6 una
disminucion de 78% en el porcentaje de lipidos totales durante esta misma transicion
(Limbourn & Nichols 2009). Al igual que en filosomas tardias y postlarvas de otras
especies de langosta espinosa, los fosfolipidos fueron la clase de lipido dominante en estos
estadios de P. argus, 1o que explica su patron de disminucion entre estadios similar al de
los lipidos totales. Una disminucion en la cantidad de lipidos totales y fosfolipidos en la
transicion filosoma-puerulo-juvenil I se ha documentado, ademas de en P. cygnus, en J.

edwardsii y S. verreauxi (Jeffs et al. 2001b, 2002; Limbourn & Nichols 2009).
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Aunque en general se dio una disminucién gradual en el porcentaje de lipidos totales
entre estadios de desarrollo, la mayor reduccion ocurrié entre los estadios FX y PT en
ambas temporadas (~45% en otofio de 2012 y ~53% en primavera de 2013). Entre esos
mismos estadios, la cantidad de lipidos totales de P. cygnus disminuy6 49% (Limbourn &
Nichols 2009). Lo anterior refleja un alto grado de desgaste energético debido a la
metamorfosis de filosoma a postlarva, seguida del nado de los PN hasta la costa. Durante
estos eventos, los puerulos podrian estar utilizando cerca de la mitad de las reservas de
lipidos que acumularon durante su estadio larvario final (Limbourn & Nichols 2009).

En otofio de 2012, el porcentaje de lipidos totales fue de 17% en PN y de 14% en PT
(recién asentados). Jeffs et al. (1999) encontraron una proporcion similar en PN de Jasus
edwardsii colectados entre 18 y 22 km de distancia a la costa (17.9%), y PN y PT recién
asentados colectados en la zona costera (14.6%). Sin embargo, esta proporcion varid
significativamente en la primavera de 2013 del presente estudio: 22% para PN y 12% para
PT. Esta diferencia entre temporadas podria reflejar una variabilidad en el alimento
potencial para filosomas tardias en la zona oceénica, ademas de diferencias estacionales en
las condiciones hidrograficas.

En diversas especies de langostas espinosas se ha encontrado que la metamorfosis del
ultimo estadio larvario al PN ocurre en aguas oceanicas, fuera del borde continental (p. ¢j.,
P. cygnus: McWilliam & Phillips 1997; Phillips et al. 2006b, Phillips & McWilliam 2009;
P. japonicus: Yoshimura et al. 1999; J. edwardsii: Wilkin & Jeffs 2011), y se ha sugerido
que el principal estimulo para la metamorfosis es la obtencioén de un nivel critico y
especifico de reservas energéticas (Phillips et al. 2006a; McWilliam & Phillips 2007), ya
que el nado a la costa implica un fuerte desgaste energético. Por ejemplo, Phillips et al.

(2006a) encontraron que los lipidos totales y los fosfolipidos disminuyeron
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progresivamente en puerulos nectonicos de P. cygnus recolectados en un gradiente de
mayor a menor distancia a la costa en una localidad donde la plataforma continental mide
aproximadamente 40 km de ancho. Al respecto, Limbourn et al. (2009) relacionaron el
desgaste energético con el ancho de la plataforma continental, al encontrar que en puerulos
bénticos y juveniles I de P. cygnus muestreados en diferentes localidades costeras de
Australia occidental a lo largo de varios afios, el contenido total de proteinas y lipidos fue
mayor en localidades donde la plataforma continental era mas estrecha y viceversa.

Sin embargo, en el presente estudio no se intento relacionar el contenido total de
proteinas y lipidos de PN con el ancho de la plataforma continental como en los trabajos de
Nueva Zelanda y Australia, debido a que la plataforma continental en el Caribe mexicano
es sumamente estrecha (~3 km en promedio, Briones-Fourzan et al. 2008). Ademas, no se
encontro una relacion entre la distancia a la costa en que fueron capturados los puerulos y
las diferentes variables analizadas (porcentaje de lipidos totales, peso de lipidos totales,
peso seco de los organismos y Factor de Condicion), por lo cual no fue posible realizar un
calculo del gasto energético de la natacion, como se ha realizado para otras especies en las
cuales si hay una relacion entre el contenido de lipidos y la distancia a la costa (p.ej. Jeffs
et al. 1999).

En el caso de P. cygnus (en Australia occidental), J. edwardsii (en Nueva Zelanda) y
J. lalandii (en Sudafrica), no se han encontrado filosomas de ultimo estadio dentro de la
plataforma continental, y solo se encontraron unos cuantos puerulos nectonicos fuera del
borde continental (en comparacion con los encontrados dentro de la plataforma continental)
(revision en McWilliam & Phillips 1997). En ese mismo trabajo de revision se propuso que
la metamorfosis de las langostas espinosas se lleva a cabo més alla del borde continental (la

isobata de 200 m), que por lo general constituye una region de alta biomasa de plancton,
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alimento apropiado para el desarrollo de las larvas y la metamorfosis exitosa. En cambio,
en el presente estudio, la angosta plataforma continental de Quintana Roo no parece
desempenar un papel importante en la metamorfosis de P. argus. Se encontraron filosomas
de ultimo estadio desde la estacion mds cercana a la costa (~3km) hasta distancias de 100
km, y puerulos nectonicos en la mayoria de las estaciones de muestreo, y ni el porcentaje ni
en el peso de los lipidos de estos puerulos mostré relacion con la distancia de la costa en
que fueron capturados. Estos resultados sugieren que algunos de los puerulos recolectados
en las estaciones mas alejadas de la costa podrian ya haber estado nadando por algiin
tiempo, y que algunos puerulos recolectados en las estaciones mas cercanas a la costa
podrian haber realizado la metamorfosis en esa misma zona.

Cabe mencionar que antes del presente estudio, los estudios de este tipo realizados en
langostas espinosas se llevaron a cabo en especies cuya fase larvaria se desarrolla en aguas
templadas a frias donde la abundancia del plancton es, en promedio, més alta (McWilliam
& Phillips 1997; Jefts et al. 2001a; Chiswell & Booth 2008) que en las aguas calidas y
oligotroficas del Caribe, donde se desarrolla la fase larvaria de P. argus (Melo-Gonzalez et
al. 2000). Ademas, dichas especies de aguas templadas y subtropicales presentan
estacionalidad tanto en la reproduccion como en el asentamiento (Booth 1994, Jeffs et al.
2013, Wang et al. 2015), y P. argus, aunque presente un pico principal de reproduccion
durante la primavera y otro secundario durante el otofo, se reproduce durante casi todo el
ano (Briones et al. 1997).

En el presente estudio se observd un marcado descenso en la concentracion de
lipidos totales de los PN en comparacion con las FX. Sin embargo, las proporciones de las
clases de lipidos presentaron pocos cambios, en particular las tres clases mas abundantes

(fosfolipidos, diacilglicerol y colesterol). De igual manera, Phleger et al. (2001)
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encontraron que durante la transicion de FX a PN de J. edwardsii ocurre un drastico
descenso en la cantidad de lipidos totales, pero las proporciones de estas tres clases de
lipidos permanecen constantes. Las clases de lipidos mas abundantes en puerulos
nectonicos y bénticos del presente estudio fueron los fosfolipidos (~80—87%), seguidos por
el diacilglicerol (~6—11%) y el colesterol (~3—4%). En menores proporciones fueron
encontrados acidos grasos libres (~0.6-3.5%), ésteres (~0.6—2.4%), monoacilglicerol
(~0.3—1.1%) y triacilglicerol (~0.2—1.8%). Al cuantificar los diferentes tipos de lipidos en
puerulos nectonicos y bénticos de J. edwardsii, Jetfs et al. (2001b) encontraron una clara
dominancia de fosfolipidos (86—96% del total de lipidos), una proporcion baja de esteroles
y diacilgliceroles, y solo trazas de triacilgliceroles y ésteres (<1% del total de lipidos). Un
patron similar se encontrd en Sagmariasus verreauxi (93.8% del total de lipidos
correspondiente a fosfolipidos, Jeffs et al. 2002) y Panulirus cygnus (86-94%, Limbourn &
Nichols 2009). En estas tres especies, solo los lipidos polares difirieron significativamente
entre puerulos nectonicos y bénticos, con valores menores en los bénticos, indicando que la
principal reserva energética de los puerulos la constituyen los lipidos polares y no los
lipidos neutros como el triacilglicerol y los ésteres, que constituyen la principal reserva
energética de las postlarvas de otros crustaceos (p.ej. Anger et al. 1985; Harding & Fraser
1999). Esta diferencia podria deberse a que el indice de refraccion del triacilglicerol hace a
las postlarvas opacas, mientras que el de los lipidos polares las hace transparentes, y los
puerulos dependen de su transparencia para reducir el riesgo de ser consumidos por
depredadores pelagicos en su transito a la costa (Acosta & Butler 1999; Phillips et al.
2006a).

En los estadios bénticos de P. argus se encontrd un aumento en el porcentaje de

triacilglicerol en comparacion con los estadios ocednicos. En distintas especies de langostas
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(p. €j., J. edwardsii: Jeffs et al. 2001b; P. cygnus: Limbourn et al. 2008) se ha encontrado
que durante el desarrollo de los puerulos bénticos, los fosfolipidos siguen siendo utilizados
en el metabolismo, pero una porcion de ellos es convertida a triacilglicerol, que se utiliza
como combustible para realizar la muda a JI.

A diferencia de los lipidos, las proteinas no mostraron una disminucion progresiva a
través de los distintos estadios. El porcentaje de proteinas en relacion al peso seco no
presento variacion significativa entre los PN, PT y PP. El incremento en dicho porcentaje al
pasar de FX a PN puede deberse al drastico descenso en el porcentaje de lipidos totales en
esta misma transicion, sin implicar necesariamente un aumento en la cantidad de proteinas.
En la transicion de PP a JI, el porcentaje de proteinas en relacion al peso seco disminuy6 de
42% a 29% en otofio de 2012 (es decir, ~31%), y de 40% a 25% en primavera de 2013
(~37%). Una disminucion similar se document6 para P. cygnus, cuyo porcentaje de
proteinas presentd una disminucion de 33% en esta misma transicion (Limbourn & Nichols
2009). El descenso en el porcentaje de proteinas puede deberse al incremento de
carbohidratos y minerales (principalmente calcio) en los tejidos, como se discute en el
capitulo anterior. Ademas, las proteinas disponibles podrian estar siendo utilizadas para la
sintesis del nuevo exoesqueleto (Terwilliger 1999).

La disminucion en el porcentaje de lipidos totales a través de los estadios de
desarrollo, y el hecho de que las proteinas no presentaron dicho patron, indica que los
lipidos son el principal sustrato energético utilizado en la transicion filosoma-puerulo-
juvenil, como se ha encontrado en otras especies de langostas espinosas (p. €j., J.
edwardsii: Jeffs et al. 1999, Wells et al. 2001; Sagmariasus verreauxi: Jeffs et al. 2002; P.

cygnus: Limbourn & Nichols 2009). De esta manera, el presente capitulo muestra



similitudes en la fisiologia energética de especies de langostas espinosas tropicales,

subtropicales y templadas.
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CAPITULO 4: Variacién estacional de la vulnerabilidad nutricional del primer

estadio juvenil de Panulirus argus

4.1 - Introduccion

La langosta espinosa del Caribe, Panulirus argus (Latreille 1804) se encuentra
ampliamente distribuida en la region del gran Caribe, en donde constituye uno de los
recursos pesqueros mas importantes en el Atlantico centro-occidental (Holthuis 1991;
Phillips et al. 2013). En las aguas calidas del Caribe, P. argus se reproduce durante la mayor
parte del afio, con un pico principal durante la primavera y un pico secundario en el otofio
(Briones et al. 1997). La fase larvaria consta de 10 estadios planctonicos de forma aplanada
llamados filosomas (Goldstein et al. 2008). El desarrollo larvario se lleva a cabo en aguas
oceanicas y tiene una duracion de 5 a 9 meses, lo que confiere un enorme potencial de
dispersion a las larvas. El ultimo estadio larvario pasa por una dréastica metamorfosis a la
fase de postlarva, que consta de un solo estadio nectonico, el puerulo, cuya forma es mas
similar a la de una langosta adulta, pero es completamente transparente (Phillips et al.
2006a). A diferencia de las filosomas, que son planctotréficas, una caracteristica muy
importante de los puerulos es que no se alimentan, es decir, representan una fase
lecitotrofica secundaria que depende de sus propias reservas energéticas (Kittaka 1994;
Lemmens 1994b; McWilliam & Phillips 1997; Cox et al. 2008). Los puerulos nadan
activamente hacia la costa y se asientan en habitats costeros someros de vegetacion
sumergida, como pastos marinos y praderas de macroalgas (Butler & Herrnkind 2000;
Briones-Fourzan & Lozano-Alvarez 2001). Pocos dias después del asentamiento los
puerulos mudan al primer estadio juvenil (JI), también conocido como postpuerulo (p. €j.

Limbourn et al. 2008), el cual reanuda la alimentacion.
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En condiciones de laboratorio, la duracion total de la fase de puerulo de P. argus fue
de 16 a26da25°Cyde 11 a18da27°C (Goldstein et al. 2008). Durante este periodo, la
mayor parte de la energia del puerulo es utilizada en la natacion y la preparacion para la
muda a JI, que implica cambios morfoldgicos adicionales (Lewis et al. 1952; Goldstein et
al. 2008; Ventura et al. 2015). Nadar distancias de hasta decenas de kilometros hasta el
lugar de asentamiento puede afectar gravemente las reservas energéticas de los puerulos, lo
que podria comprometer su capacidad para mudar a JI (Jeffs et al. 1999, 2001a). Por otra
parte, la reanudacion de la alimentacion por parte del JI puede depender de la
disponibilidad local de alimento y el riesgo de depredacion (Lozano-Alvarez 1996; Weiss et
al. 2008). Si el JI no puede reponer suficientes reservas energéticas con la rapidez
necesaria, podria morir de inanicion (Fitzgibbon et al. 2014). Por lo tanto, es importante
determinar la tolerancia a la inanicion y la vulnerabilidad nutricional (sensu Sulkin 1978)
de los JI de P. argus. Esta informacion, ademas de aumentar el conocimiento sobre la
biologia de las primeras etapas bentonicas de esta especie, es importante por su potencial en
acuacultura y para la generacion de modelos predictivos de produccion local de langosta
basados en los niveles de asentamiento de puerulos (Phillips et al. 2000).

En el presente estudio, la tolerancia a la inanicién de los JI de P. argus se determiné
experimentalmente a través de dos indices, el punto de no-retorno (PNR) y el punto de
saturacion de reservas (PSR). El PNR es la duracion (en dias) de la privacion inicial de
alimentos que causa dafos irreversibles, es decir, que no permite la recuperacion incluso
después de la alimentacion posterior (Blaxter & Hempel 1963; Anger & Dawirs 1981); el
PSR es el tiempo minimo de alimentacion inicial después del cual es posible un desarrollo a
la siguiente etapa sin depender de provision de alimentos (Anger 1987, 1995). Hasta donde

se tiene conocimiento, el PSR no ha sido determinado para los JI de ninguna especie de
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langosta espinosa, y el PNR de los JI solamente ha sido determinado en P. cygnus
(Limbourn et al. 2008). En el presente estudio, el PNR se determiné sometiendo a los JI de
P. argus a distintos periodos de inanicion inicial después de la muda, seguidos de
alimentacion continua. El PSR se determind mediante la alimentacién inicial de los JI por
distintos periodos, antes de retirar el alimento de forma permanente. Cada indice se estim6
durante una temporada calida (verano-otofio) y una temporada fria (invierno-primavera),
debido a que las tasas metabdlicas y de crecimiento de los crustaceos en general (p. €j.
Anger 2001) y de P. argus en particular (Perera et al. 2007) aumentan con la temperatura, lo
que podria afectar tanto el PNR como el PSR (Anger et al. 1981; Paschke et al. 2004; Bas

et al. 2008; Gebauer et al. 2010).

4.2 - Materiales y Métodos

Debido a la larga duracion larvaria y las altas tasas de mortalidad de las filosomas
en condiciones de laboratorio (Goldstein et al. 2008), el presente estudio se llevo a cabo
con postlarvas capturadas en la naturaleza, como en el trabajo de Limbourn et al. (2008).
Los puerulos fueron obtenidos a partir de un conjunto de 12 colectores subsuperficiales tipo
GuSi elaborados con una fibra artificial que simula vegetacion sumergida (Gutiérrez-
Carbonell et al. 1992), que permanecen anclados de forma permanente en las aguas costeras
de Puerto Morelos (20°52'07" N, 86°52'04"” W) y Bahia de la Ascension (19°49'50” N,
87°27'09" W), México. Estos colectores se utilizan para el monitoreo a largo plazo del
asentamiento mensual de puerulos. Aunque el asentamiento mensual en los colectores
puede variar en hasta un orden de magnitud dentro de un afio, el promedio de captura es de
16 individuos por mes en Puerto Morelos, y 4 individuos por mes en Bahia de la Ascension

(Briones-Fourzan et al. 2008). Por lo tanto, para aumentar el nimero de puerulos, se anclo
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un tapete de la misma fibra artificial (1 m x 8 m) en el muelle de la Unidad Académica de
Sistemas Arrecifales en Puerto Morelos y se reviso la presencia de puerulos cada manana
durante la fase oscura de la luna, cuando los niveles de asentamiento son tipicamente mas
altos (Briones-Fourzan 1994). En el transcurso de una hora a partir de su colecta, los
puerulos fueron transportados en agua de mar aireada al laboratorio donde se llevaron a
cabo los experimentos.

Los puerulos se colocaron individualmente en pequefias canastas cilindricas de
pléstico (0.5 1) que permitian el libre flujo de agua. Cada canasta estaba recubierta en su
interior con malla de nylon negro para prevenir el escape de los puerulos y reducir el nivel
de luz. Las canastas, sumergidas parcialmente y sostenidas por flotadores de etil-vinil-
acetato (para proporcionar flotabilidad), se distribuyeron en tres estanques (2 m de
diametro) con un nivel de agua de 0.9 m (aproximadamente 2800 1 cada uno), con 6-7
canastas asignadas a cada tratamiento en cada estanque. Los estanques recibieron agua de
mar de un sistema de flujo abierto. El agua era bombeada desde la laguna arrecifal de
Puerto Morelos y pasada a través de un filtro mecanico y una cdmara de ozono (ozono
inyectado a una tasa de 0.98 mg/l) hacia un tanque elevado (5,000 1; tiempo de residencia,
0.3 h) y luego hacia un reservorio abierto (6300 I; tiempo de residencia, 3.5 h). Después, el
agua era pasada a través de un filtro de arena (Hayward high rate sand filter S-244T) para
eliminar las particulas en suspension antes de su distribucion a los estanques
experimentales. El agua de desecho se hizo pasar de nuevo a través de una camara de
ozono. La temperatura del agua de los estanques se registro dos veces al dia con un sistema
multi-sonda YSI Environmental 556.

Debido a que se requerian 160 puerulos para cada experimento (ver abajo), pero el

numero de puerulos que pueden ser colectados durante cualquier temporada (fria o calida)
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es muy limitado, no fue posible llevar a cabo mas de un experimento por temporada. Por lo
tanto, los experimentos para determinar el PNR se llevaron a cabo entre junio y octubre de
2012 (temporada calida) y entre enero y abril de 2013 (temporada fria), mientras que los
experimentos para determinar el PSR se llevaron a cabo entre enero y abril de 2014
(temporada fria) y entre julio y noviembre de 2014 (temporada calida). En cada
experimento se utilizaron 160 puerulos que se dividieron en ocho grupos de 20 individuos
cada uno. Todos los individuos fueron revisados dos veces al dia, por la mafiana y por la
noche. Cuando un puerulo mudaba a JI, se removia la exuvia. Un grupo de JI recién
mudados fue alimentado continuamente (control de alimentacion, CA) hasta que todos los
individuos mudaron al segundo estadio juvenil (JII). Otro grupo permaneci6 sin alimentarse
hasta que todos los individuos sucumbieron (control de inanicion, CI). En los experimentos
de PNR, los seis grupos restantes de JI recién mudados fueron sometidos a diferentes
tratamientos (periodos de inanicion en multiplos de 3 d) y luego alimentados
continuamente. Por lo tanto, un grupo fue sometido a inanicién por 3 d y luego se alimento
(tratamiento 13), otro grupo fue sometido a inanicién por 6 d y luego se alimento
(tratamiento 16), etc. (hasta 18 d de inanicidn inicial) (Fig. 14). En el experimento de PSR,
los seis grupos restantes de JI recién mudados también fueron sometidos a diferentes
tratamientos, que consistieron en periodos iniciales de alimentacion (también en multiplos
de 3 d) y después se sometieron a inanicidon. Asi, un grupo fue alimentado por 3 d y luego
sometido a inanicion (tratamiento A3), otro grupo fue alimentado por 6 d y luego sometido
a inanicion (tratamiento A6), etc. (hasta 18 d de alimentacion inicial) (Fig. 14).

El alimento, cuando se proporcionaba, consistia en un trozo de carne de mejillon
(Perna canaliculus) cambiado diariamente. Los mejillones son una buena fuente de

alimento para los juveniles tempranos de Panulirus en condiciones de laboratorio, al menos
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durante las primeras cuatro semanas después de la muda a JI (p. ej., P. cygnus: Glencross et
al. 2001; P. ornatus: Smith et al. 2005; P. interruptus: Diaz-Iglesias et al. 2011). Se
utilizaron periodos de tres dias para optimizar el uso de los individuos experimentales (que
son dificiles de obtener en grandes cantidades), dado que, en laboratorio, el periodo
promedio de intermuda de los JI de P. argus bien alimentados vari6 entre 17 y 31 d
dependiendo de la temperatura del agua (Lellis & Russell 1990), mientras que el tiempo
maximo de inanicién de los JI de P. cygnus del que se observo recuperacion fue 22 d
(Limbourn et al. 2008). Por lo tanto, se esperaba que los JI de P. argus pudieran soportar

periodos de inanicion relativamente largos.
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Fig. 14 — Disefio experimental para obtener el punto de no-retorno (PNR; inanicion inicial, seguida de
alimentacion) y el punto de saturacion de reservas (PSR; alimentacion inicial, seguida de inanicion). CA:
control de alimentacion; CI: control de inanicion: 13—118: nimero de dias de inanicidn inicial, seguidos de
alimentacion continua; A3—A18: nimero de dias de alimentacion inicial, seguidos de inanicién continua. No.

inicial de puerulos de Panulirus argus por tratamiento, CA y CI, n = 20.
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Para cada individuo, el primer dia experimental fue un dia después de la muda a JI
(Limbourn et al. 2008). La influencia de los periodos de inanicion inicial (en los
experimentos de PNR) o los periodos de alimentacion inicial (en los experimentos de PSR)
se midié como el porcentaje de mortalidad y la duracion media del estadio JI de los
individuos que lograron mudar a JII (periodo intermuda). El periodo intermuda (en dias)
fue transformado logaritmicamente para aumentar la homogeneidad de varianza, pero los
resultados y las graficas se presentan en dias, para facilitar su interpretacion. Para los
experimentos de PNR y PSR, el periodo intermuda se sometid, por separado para cada tipo
de experimento, a un ANOVA factorial con la temporada y el tratamiento como factores
fijos. La tolerancia a la inanicion se cuantificd como la mediana del punto de no-retorno
(PNRs) y del punto de saturacion de reservas (PRSsg). E1 PNR5 es el tiempo en que el
50% de los JI inicialmente sometidos a inanicion pierden la capacidad de recuperarse,
incluso después de ser alimentados posteriormente, y mueren sin mudar a JII; el PSRsq es el
tiempo en que el 50% de los JI sometidos a alimentacion inicial y luego a inanicion
obtienen la capacidad de desarrollarse el resto del ciclo de muda usando las reservas
energéticas almacenadas, es decir, no requieren alimentacion posterior para mudar a JII
(Anger & Dawirs 1981). Tanto el PNRs, como el PSRsj se estimaron ajustando curvas
sigmoidales de dosis-respuesta a la mortalidad acumulada durante el tiempo de inanicion o
alimentacion inicial, respectivamente (Gutow et al. 2007; Paschke et al. 2004). Cada indice

se compar6 entre temporadas (calida vs fria).
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4.3 - Resultados
A lo largo del texto, los resultados se reportan como media + IC 95% a menos que
se indique lo contrario. En todos los casos, los resultados estadisticos se consideraron

significativos si p <0.05.

Punto de no-retorno (PNRs)

En los experimentos de PNR, la temperatura del agua difirié significativamente
entre la temporada célida (29.79 + 0.07 °C) y la temporada fria (25.63 £ 0.12 °C) (t176 =
28.65, p <0.001). El periodo intermuda de los individuos alimentados de forma continua
(CA) fue mayor en la temporada fria (24.5 + 3.6 d, n = 17) que en la temporada calida (18.2
+1.3d, n=20) (t35 = 3.44, p <0.001). En general, el periodo intermuda se vio afectado
significativamente por la temporada (¥ 143 = 68.04, p < 0.001) y por el tratamiento (Fs 143 =
22.32, p <0.001), pero no por la interaccion de estos factores (F's 14s = 0.37, p = 0.87); es
decir, la duracion del estadio JI aument6 conforme se incrementd la duracion del periodo
inicial de inanicidn en ambas temporadas, pero fue mas largo en cada tratamiento de la
temporada fria en comparacion con los mismos tratamientos de la temporada calida (Fig.

15).
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Fig. 15 — Periodo intermuda (en dias) entre estadios JI y JII de Panulirus argus sometidos a diferentes
periodos de inanicion seguida de alimentacion continua, en los experimentos para determinar el punto de no-
retorno. Temporada célida, junio a octubre de 2012: temporada fria, enero a abril de 2013. Los resultados de

los tratamientos con dos 0 menos sobrevivientes se omitieron. Las barras de error denotan el IC 95%.

En general, la mortalidad de los JI aumenté conforme aument6 el nimero de dias de
inanicion inicial, pero tendid a ser mas alta en algunos tratamientos del experimento de la
temporada fria (I3, 16, [12 y CA) en comparacion con los mismos tratamientos de la
temporada calida. El1 PNRs difiri6 significativamente entre temporadas (£, 12 =7.924, p =
0.015), siendo de 12.1 + 1.2 d en la temporada célida y 9.5 = 2.1 d en la temporada fria

(Fig. 16).
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Fig. 16 — Curva sigmoidal de dosis-respuesta ajustada a los porcentajes de mortalidad de los JI de Panulirus
argus sometidos a distintos periodos de inanicion antes de ser alimentados. Temporada calida, junio a octubre
de 2012; temporada fria, enero a abril de 2013. Las lineas rectas indican la ubicacion del PNRs,: 12.1+1.2d

en la temporada calida y 9.5 = 2.1 d en la temporada fria.

Punto de saturacion de reservas (PSR5)

En los experimentos de PSR, la temperatura del agua difiri6 significativamente entre
la temporada fria (26.20 = 0.12 °C) y la temporada calida (29.54 + 0.07 °C) (t,g5 = 24.23, p
< 0.001). El periodo intermuda de los individuos del CA fue significativamente mas largo
en la temporada fria (25.7 = 2.3 d, n = 20) que en la temporada célida (16.3 £ 1.3 d, n =20)
(13 =7.05, p <0.001). En general, el periodo intermuda fue afectado significativamente por
la temporada (119 =37.9, p <0.001) y por el tratamiento (F4 119 = 8.71, p <0.001), pero la
interaccion de ambos factores también fue significativa (F4 119 = 3.76, p <0.001), lo que

indica que el periodo intermuda en los diferentes tratamientos no siguid el mismo patrén en
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ambas temporadas (Fig. 17). En particular, el periodo intermuda fue significativamente
mayor en el tratamiento A15 y en el CA (>A18) de la temporada fria que en los mismos

tratamientos de la temporada calida (Fig. 17).
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Fig. 17 —Periodo intermuda (en dias) entre estadios JI y JII de Panulirus argus sometidos a diferentes
periodos de alimentacion seguida de inanicion continua, en los experimentos para determinar el punto de
saturacion de reservas. Temporada fria, enero a abril de 2014; temporada calida, julio a noviembre de 2014.
Los resultados de los tratamientos con dos 0 menos sobrevivientes se omitieron. Las barras de error indican el

IC 95%.

La mortalidad de los JI disminuy6 conforme aument6 el periodo inicial de
alimentacion, pero fue mayor en casi todos los tratamientos de la temporada fria que en los
de la temporada calida. En ambas estaciones, todos los individuos del CI y los tratamientos
A3 y A6 sucumbieron. En ambos experimentos, con la excepcion del CA, la mayoria de los

JI mud¢ cerca del final del periodo de alimentacion inicial, con un maximo de 13 d entre el
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final del periodo de alimentacion inicial y la muda a JII. E1 PSRs fue de 13.1 £ 0.7 dias en
la temporada fria y 12.1 £ 1.1 dias en la temporada célida (Fig. 18). Estos valores no

difirieron significativamente (F, 12 = 3.603, p = 0.082).
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Fig. 18 — Curva sigmoidal de dosis-respuesta ajustada a los porcentajes de mortalidad de los JI de Panulirus
argus sometidos a distintos periodos de alimentacion antes de ser sometidos a inanicion. Temporada fria,
enero a abril de 2014; temporada calida, julio a noviembre de 2014. Las lineas rectas indican la ubicacion del

PSRsy: 13.1 £ 0.7 d en la temporada fria y 12.1 £ 1.1 d en la temporada calida.

4.4 - Discusion

La temperatura juega un papel importante en la fisiologia y en la ecologia de los
ectotermos, como es el caso de las langostas espinosas. Por ejemplo, en Florida, EUA,
Witham (1973) report6 que los juveniles pequefios de P. argus eran intolerantes a
temperaturas sostenidas debajo de 15.6°C o arriba de 30.0°C, y que los individuos

mantenidos a menos de 20°C mostraban relativamente bajo crecimiento. En experimentos
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de laboratorio llevados a cabo en Cuba, se encontrd que el consumo de oxigeno y el
metabolismo de juveniles de P. argus se incrementaron con la temperatura, dentro del rango
de 19 a 30°C (Brito et al. 1991; Perera et al. 2007). En experimentos de laboratorio, Lellis
& Russell (1990) examinaron el crecimiento y la supervivencia de postpuerulos (J1) y
juveniles tempranos de P. argus a diferentes temperaturas y encontraron que estos estadios
crecieron mas rapidamente a 30°C, es decir, presentaron periodos intermuda mas cortos y
mayores incrementos de tamafio que a 24°C. Durante los experimentos de PNR y PSR del
presente estudio, la temperatura media del agua fue de 25.9 y 26.2°C en la estacion fria,
respectivamente, y 29.8 y 29.5°C en la estacion célida, respectivamente. En consecuencia,
en los dos tipos de experimento, el periodo intermuda de los individuos del CA fue
significativamente mas largo en la temporada fria que en la temporada célida.

Limbourn et al. (2008) estimaron el PNRs, del JI de P. cygnus (una especie
subtropical) en 22 d, que es aproximadamente el doble del PNRs, estimado para P. argus
(especie tropical) en el presente estudio. En cualquier caso, la tolerancia a la inanicion de
los JI de P. argus es notable, teniendo en cuenta la demanda energética impuesta a los
puerulos (que no se alimentan) durante su transito desde las aguas oceanicas a la costa (p.
ej. Fitzgibbon et al. 2014). Al igual que lo encontrado previamente por Limbourn et al.
(2008) para los JI de P. cygnus, los JI de P. argus fueron incapaces de mudar en completa
ausencia de alimentos (CI). La dependencia de los JI a alimentos exo6genos para completar
el desarrollo también se ha encontrado en otros decapodos, incluso en algunas especies con
postlarvas lecitotroficas facultativas (Calado et al. 2010). Una excepcion es el camaron
carideo Neocaridina davidi, cuyos JI fueron capaces de mudar en completa ausencia de
alimento, probablemente porque esta especie tiene un desarrollo post-eclosion muy

abreviado (Pantaledo et al. 2015). En ambos experimentos de PNR del presente estudio, el
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periodo intermuda aumentd con el incremento en el periodo de inanicion inicial. Un retraso
en la muda causado por falta de alimento se ha documentado en etapas de vida tempranas
de otras especies de crustaceos marinos y de agua dulce (p. ej., Anger & Dawirs 1981;
Mikami et al. 1995; Abrunhosa & Kittaka 1997; Stumpf et al. 2010; Calvo et al. 2012),
excepto en N. davidi, especie en la cual la duracion de los periodos de inanicién inicial no
afect6 la duracidn de los estadios J1 y JIII (Pantaledo et al. 2015).

En los experimentos de PSR, los pocos individuos que mudaron a JII en los
tratamientos A9 y A12 lo hicieron cerca del final del periodo de alimentacion, y ninglin
individuo de ningln tratamiento mudé después de 13 d de inanicion a pesar de haber sido
previamente alimentado, dando lugar a un aparente aumento del periodo intermuda
conforme aument6 el periodo de alimentacion inicial. Esto contrasta con los resultados de
los experimentos de PNR, en los que siete individuos de los tratamientos 115 e 118 del
experimento de la temporada calida y ocho individuos de los mismos tratamientos del
experimento de la temporada fria fueron capaces de mudar a JII. La mayor tolerancia a
inanicion de los individuos en los experimentos de PNR puede deberse a una suspension en
el ciclo de muda, es decir, una interrupcion del desarrollo en la fase de intermuda (fase C
del ciclo de la muda en el sistema de clasificacion de Drach) de los individuos sometidos a
inanicion inicial, con un cambio subsecuente a la fase de premuda (fase D) al ser
alimentados (Anger 1987). Sin embargo, si en los experimentos de PSR los individuos
llegan a la fase de premuda durante el periodo de alimentacion inicial y luego son
sometidos a inanicion continua, un intento fallido de muda causa la muerte porque no es
posible detener el desarrollo en la fase de premuda (Anger 2001).

El PSR se produce durante la transicion entre la fase de intermuda tardia (C4) y la

fase de premuda temprana (D), también conocida como "umbral Dy", la cual representa un
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periodo critico para los crustaceos en términos de requerimientos nutricionales (Anger
1987, 2001). El umbral Dy se ha encontrado en etapas tempranas de vida de varias especies
de crustaceos de diferentes familias, p. €j., Crangonidae (Paschke et al. 2004), Diogenidae
(Harms 1992), Majidae (Figueiredo et al. 2008; Guerao et al. 2012), y Portunidae (Harms
et al. 1990). En el presente estudio, los resultados de ambos experimentos de PSR, con altas
tasas de mortalidad de los individuos sometidos a los tratamientos A3, A6 y A9, periodos
intermuda mas cortos y tasas de mortalidad mas altas que en los experimentos de PNR, asi
como la similitud de los valores del PSR, entre temporadas (a diferencia de los valores del
PNRsy), sugieren que la alimentacion de los JI de P. argus es mas importante cerca del PSR
(o umbral Dy) que inmediatamente después de la muda a JI.

Aunque los valores del PSRsy no difirieron entre temporadas, su porcentaje de
duracion en comparacion a la duracion total del estadio JI (periodo intermuda) de los
individuos del CA fue mayor durante la temporada calida (74%) que durante la temporada
fria (51%). Por lo tanto, a pesar de que los JI tuvieron un periodo intermuda
significativamente mas largo en la estacion fria, alcanzaron su PSR antes que en la estacion
calida. Un patron similar se observo en la zoea I del camaron Crangon crangon, en la que
la relacion del PSR respecto a la duracion total del estadio fue de 32% en el verano y 23%
en el invierno (Paschke et al. 2004). Sin embargo, el PSR representa alrededor de un tercio
del tiempo total de intermuda en estadios de vida tempranos de muchos crustaceos,
incluyendo la zoea I de C. crangon, la zoeas 1 y Il del cangrejo arana Hyas araneus (Anger
& Dawirs 1981), la zoea I del cangrejo intermareal Neohelice granulata (Bas et al. 2008),
la filosoma I de Panulirus cygnus (Liddy et al. 2003), y el estadio JIII de la langosta de

agua dulce Cherax quadricarinatus (Stumpf et al. 2010).
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El porcentaje de duracion del PNR en relacion a la duracion del periodo intermuda
de los individuos alimentados de manera continua (CA) fue de 66% en la temporada calida
y de 39% en la temporada fria. Por lo tanto, los JI de P. argus parecen ser mas tolerantes a
la inanicion durante la temporada célida. Este resultado, aunque es congruente con la
temperatura Optima para el desarrollo de este estadio (~30°C) (Lellis & Russell 1990),
contradice la hipotesis del presente capitulo, basada en que las tasas metabolicas y de
crecimiento se incrementan con la temperatura (Anger 2001). Sin embargo, un PNRsy mas
largo durante la temporada célida podria estar reflejando una reduccion en las respuestas
metabolicas de los JI a manera de un mecanismo de compensacion fisioldgica, como ha
sido documentado en otros crustaceos (p. €j. Litopenaeus setiferus: Sanchez et al. 2002).
Alternativamente, podria estar reflejando una habilidad de los JI para secuestrar y
almacenar reservas en altas temperaturas, como fue sugerido por Smith et al. (2010) para
filosomas de langostas de aguas tropicales (P. ornatus y P. homarus), las cuales mostraron
una alta tolerancia a inanicion (PNR sy més largo) que filosomas de langostas de aguas
templadas.

A pesar de la importancia comercial de P. argus, el presente estudio es el primero en
abordar la tolerancia a la inanicion de los juveniles tempranos de esta especie, que durante
un estadio lecitotréfico prolongado realizan un viaje desde aguas ocedanicas hasta aguas
costeras, es decir, de hasta decenas de kilometros. Sin embargo, debido a que los juveniles
de P. argus toleran a lo largo de su distribucion geografica un rango de temperatura mas
amplio que el encontrado en el presente estudio, se recomienda que en futuros estudios los
JI sean sujetos a diferentes temperaturas experimentales. También se recomienda medir el
uso de las sustancias de reserva de los JI, tanto alimentados como en inanicién (p. €j. Simon

et al. 2015).
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CAPITULO 5: Discusién general

5.1 — Variacion ontogenética y espacio-temporal de estadios de vida tempranos de

Panulirus argus

La condicion nutricional de Panulirus argus durante la transicion del Gltimo estadio
de filosoma (FX) al primer estadio juvenil (JI) esta fuertemente determinada por la historia
larvaria hasta antes de la metamorfosis a puerulo (Pechenik 2006), principalmente debido al
fuerte desgaste energético que le implica el nado activo a los hébitats costeros de
asentamiento (p. ej. Fitzgibbon et al. 2014). Debido a que los puerulos no se alimentan,
dependen por completo de las reservas energéticas que lograron acumular hasta el Gltimo
estadio larvario (Lewis et al. 1952; Nishida et al. 1995; Jeffs et al. 2001b, 2002; Ventura et
al. 2015). Por ello, la historia de vida larvaria de cada individuo determinara, en primera
instancia, la posibilidad de los puerulos de llegar a la zona de asentamiento, condicionada a
factores internos como la cantidad de sustancias de reserva que lograron acumular antes de
la metamorfosis (Jeffs et al. 1999, 2001b, 2002; Limbourn & Nichols 2009; Limbourn et al.
2009) y mecanismos de orientacion hacia los habitats costeros (Phillips & Macmillan 1987;
Acosta & Butler 1999; Jeffs et al. 2005; Lecchini et al. 2010; Kough et al. 2014), ya
factores externos como la distancia a la costa donde llevaron a cabo la metamorfosis y las
condiciones hidrograficas locales (Jeffs et al. 1999, 2001a; Wilkin y Jeffs 2011; Fitzgibbon
et al. 2014). Incluso en caso de lograr un asentamiento exitoso, las experiencias acumuladas
durante la fase larvaria podrian manifestarse en periodos de tiempo cortos, como en la

muda a JI, o a largo plazo, en la etapa adulta (Pechenik 2006).



94

En el presente estudio se abordaron por primera vez y de una manera integral las
variaciones espacio-temporales de la condicion nutricional de las primeras fases
ontogenéticas de una langosta tropical, P. argus. A pesar de no haber contado con analisis
de condiciones hidrograficas y biodticas oceanicas que pudieran correlacionar la condicion
nutricional de las fases estudiadas con eventos oceanograficos ocurridos durante el estadio
larvario final, y la transicién oceéanica a béntica, los resultados obtenidos en los capitulos 2
y 3 contribuyen al conocimiento de la ecologia de metapoblaciones y a la ecofisiologia y
bioenergética de organismos.

Ademas, las variaciones ontogenéticas y espacio-temporales en la condicion
nutricional de estadios de vida tempranos de P. argus encontradas en el presente estudio
permitieron realizar diversas comparaciones con langostas de aguas subtropicales, como P,
cygnus (Phillips et al. 2006b; Limbourn & Nichols 2009; Limbourn et al. 2009; Phillips et
al. 2013) y de aguas templadas, como Sagmariasus verreauxi (Jeffs et al. 2002) y Jasus
edwardsii (Jeffs et al. 1999, 2001a, 2001b; Phleger et al. 2001; Jeffs et al. 2013). Al igual
que en los estadios de vida tempranos de las especies de langosta espinosa en que se han
realizado estudios similares, se encontr6é una disminucion gradual en la cantidad de lipidos
totales durante la transicion de FX a JI. Ademads, también se encontrd ese mismo patron de
disminucion en los fosfolipidos, la clase lipidica que constituyd la mayor parte de los
lipidos totales en estos estadios. Se observo también una disminucion significativa en la
cantidad de proteinas en la transicion entre las fases de puerulo a JI, consistente con lo
encontrado para P. cygnus por Limbourn & Nichols (2009).

Sin embargo, el porcentaje de lipidos totales y la cantidad de fosfolipidos como
proporcion de los lipidos totales encontrados en los PN y PT de P. argus fueron en general

mas bajos que los encontradas en puerulos de las langostas de aguas frias J. edwardsii 'y S.
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verreauxi (Jeffs et al. 1999, 2002), e incluso que los encontrados en la langosta subtropical
P. cygnus. También en el presente estudio se encontraron mayores variaciones estacionales,
interanuales, y espaciales en la condicion nutricional de P. argus que las encontradas para P,
cygnus (Limbourn & Nichols 2009; Limbourn et al. 2009). Estos resultados podrian ser
causados por diversos factores, pero es muy probable que los mas influyentes sean, como
factor relacionado con la biologia de la especie, que P. argus no presenta una estacionalidad
en la reproduccion (Briones et al. 1997), a diferencia de las especies antes mencionadas
(Booth 1994, Jefts et al. 2013, Wang et al. 2015), y como factor relacionado con el
ambiente, que la fase larvaria de P. argus se desarrolla en aguas mas calidas y oligotroficas
que las especies de aguas templadas y subtropicales (Melo-Gonzalez et al. 2000).
Excluyendo a los fosfolipidos, cuya dominancia en las filosomas y puerulos de las
langostas espinosas se ha atribuido a que su indice de refraccion hace transparentes a estas
fases oceanicas y por lo tanto reduce su riesgo de depredacion (Acosta & Butler 1999;
Phillips et al. 2006a), se encontraron diferencias importantes en relacion a las clases
lipidicas entre los estadios tempranos de P. argus y los de S. verreauxi y P. cygnus.
Después de los fosfolipidos, la segunda clase de lipido mas importante encontrada en el
presente estudio para P. argus fue el diacilglicerol, que en general present6 valores
cercanos a 9% en PN y cercanos a 6% en JI (como proporcion de lipidos totales). Se podria
suponer que esta disminucion en la proporcion de diacilglicerol esta relacionada con el
aumento en proporcion del colesterol, los acidos grasos libres y los ésteres en la transicion
de PN a JI. El diacilglicerol no fue reportado para puerulos de S. verreauxi y P. cygnus por
presentar muy bajos porcentajes, y la segunda clase lipidica en importancia para puerulos

de estas dos especies fueron los esteroles (Jeffs et al. 2002; Limbourn & Nichols 2009). Se
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ha establecido que las diferencias intra e interespecificas encontradas en las firmas lipidicas
reflejan la composicion de la fuente lipidica de la dieta (Francis et al. 2014).

A diferencia de lo reportado para P. cygnus (Phillips 1986; Caputi et al. 2010), P
interruptus (Arteaga-Rios et al. 2007) y J. edwardsii (Booth & McKenzie 2009), aun no se
ha encontrado una relacion aparente entre los indices de asentamiento de puerulos de P.
argus y la subsecuente produccion pesquera (P. Briones-Fourzan, com. pers.). Los
resultados de los capitulos 2 y 3 pueden servir como precedente para determinar si la alta
variabilidad ontogenética y espacio-temporal encontrada en la condicion nutricional de los
estadios de vida tempranos de P. argus, en particular de la fase de puerulo, puede ser un
factor que explique el aparente desacoplamiento entre los niveles de asentamiento y la
subsecuente abundancia poblacional. En caso de encontrar una relacién entre la condicion
nutricional de estadios de vida tempranos de P. argus y la subsecuente produccion
pesquera, se podrian generar modelos predictivos para la captura con base en los indices de
asentamiento y la condicion nutricional de las postlarvas. Los resultado de los capitulos 2 y
3 también pueden tener aplicaciones en la acuicultura, sirviendo como guia para el
establecimiento de protocolos de cultivo relacionados con los requerimientos nutricionales
especificos de etapas de vida tempranas de P. argus, con el fin de hacer un uso mas
eficiente del alimento en condiciones de cultivo o semicultivo (cultivo a partir de puerulos

silvestres).

5.2 — Tolerancia a inanicion del primer estadio juvenil de Panulirus argus

En el presente estudio se determin por primera vez la tolerancia a inanicion, a

través de los indices PNR y PSR, de una langosta espinosa tropical. Hasta este estudio, el
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PSR no habia sido determinado para los JI de ninguna especie de langosta espinosa, y el
PNR de los JI solamente habia sido determinado en la langosta subtropical P. cygnus
(Limbourn et al. 2008). Al igual que lo encontrado en P. cygnus, los JI de P. argus tampoco
tuvieron la capacidad de realizar la muda a JII en completa ausencia de alimentos. Sin
embargo el PNRs, del JT de P. cygnus se estim6 en 22 d, que es aproximadamente el doble

del PNRj, estimado para P. argus en el presente estudio (Limbourn et al. 2008).

Se ha encontrado en diversos estudios que ante el aumento global de temperatura,
las especies marinas ectotermas (como es el caso de las langostas espinosas) que se
distribuyen en areas tropicales serian las mas perjudicadas, debido a que ya se encuentran
cerca de su limite superior de temperatura (p. €j. Nguyen et al. 2011). Aunque, a nuestro
saber, no se haya determinado alin la tolerancia térmica de fases de vida tempranas de P.
argus, Lellis & Russell (1990) encontraron que, tras 10 semanas en el laboratorio, los JI de
P. argus mantenidos a 33°C tuvieron menor sobrevivencia, incrementos mas pequefios
entre mudas y tasas de conversion de alimentos menores que los JI mantenidos a 30°C.
Esto sugiere que 33°C se encuentra cerca del limite superior del pejus de estadios de vida
bénticos tempranos de P. argus. Con base en este resultado y ante el escenario de
calentamiento global, y considerando que el rango de temperatura a lo largo de la
distribucion geografica de P. argus es mas amplio que el encontrado en el presente estudio,
se sugiere para estudios futuros determinar la tolerancia a la inanicion de juveniles de P.
argus en un rango de temperaturas que incluya las mas altas de su distribucion geografica 'y
mayores.

Para JI mantenidos en un régimen de alimentacion continua, se comparo la duracion

del PNR y del PSR en relacion a la duracion total del estadio JI (periodo intermuda), y se
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encontrd que el porcentaje de duracion de ambos indices fue mayor durante la temporada
calida que durante la temporada fria. Es decir, en las temporadas frias los JI perdieron mas
rapidamente la capacidad de recuperarse de un periodo de inanicion inicial, y tardaron mas
en obtener la capacidad de desarrollarse al siguiente estadio independientemente del
alimento exdgeno. Ademas, no se encontraron diferencias significativas en el PSR 5, entre
temporadas, mientras que el PNRs, fue significativamente mayor en temporada calida que
en la temporada fria. Todo lo anterior parece indicar que los JI de P. argus son mas

tolerantes a la inanicioén durante la temporada célida.

En el capitulo 4 se plante6 que este resultado, contrario a la hipotesis planteada
debido a que las tasas metabolicas y de crecimiento aumentan con la temperatura (Anger
2001), podria estar reflejando una reduccion en las respuestas metabdlicas de los JT a
manera de un mecanismo de compensacion fisioldgica, o bien una habilidad de los JI para
secuestrar y almacenar reservas cuando la temperatura es elevada. Sin embargo, el hecho de
haber encontrado que los organismos alimentados de manera continua (es decir, el control
de alimentacidn) presentaron periodos intermuda mas largos y porcentajes de mortalidad
mas elevados en las temporadas frias de los experimentos de PNR y PSR (25.9 y 26.2°C en
promedio, respectivamente) que en las temporadas calidas de los experimentos de PNR y
PSR (29.8 y 29.5°C en promedio, respectivamente), puede dar paso a otra suposicion: que
los JI presenten deficiencias fisioldgicas y/o metabolicas a bajas temperaturas. Al respecto,
en experimentos de laboratorio se encontrd que juveniles tempranos de P. argus mantenidos
a 30°C presentaron periodos intermuda mas cortos y mayores incrementos de tamafio, en

comparacion con juveniles mantenidos a 24°C (Lellis & Russell 1990). No obstante, no hay
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informacion suficiente acerca de la tolerancia térmica y de la eficiencia energética de P,

argus para respaldar esta suposicion.

La principal limitacion que se encontrd al determinar la tolerancia a inanicion fue el
bajo numero de puerulos que se pudieron recolectar, tanto en los colectores como en el
tapete de filastica. Esto impidid que los experimentos de cada temporada de ambos indices
fueran realizados en el mismo afo, lo que a su vez impidié determinar el indice de
vulnerabilidad nutricional (IVN = PSR50/PNR5s() (Gebauer et al. 2010) de los JI. Los
valores del IVN representan la dependencia de alimento exdgeno sin importar el tiempo de
desarrollo de un estadio en particular (Gebauer et al. 2010; Calvo et al. 2013). Por lo tanto,
el IVN permitiria comparar la dependencia al alimento entre estadios larvarios o juveniles
con tiempos de desarrollo diferenciales. A pesar de no haber podido obtener los valores del
IVN, los valores del PNRsyde ambas temporadas (12.1 + 1.2 d en la temporada calida y 9.5
+ 2.1 d en la temporada fria) indican que la tolerancia a inanicion de los JI de P. argus es
notable, principalmente debido al fuerte desgaste energético que representa para los PN el
nado activo en la transicion de las aguas ocednicas a los hébitats costeros de asentamiento

(p. ej., Jeffs et al. 1999, 2001b, 2002; Fitzgibbon et al. 2014).

Dada la sobreexplotacion de las poblaciones de langostas espinosas en general, su
cultivo se percibe como una solucion a la demanda a mediano y largo plazo. El cultivo
desde huevo atin no se considera viable a escala comercial debido a las altas tasas de
mortalidad y la prolongada duracion de su fase larvaria. Sin embargo, en afios recientes se
han estado cultivando (desde el huevo) juveniles de Sagmariasus verreauxii con fines
experimentales (Battaglene et al. 2013; Simon et al. 2015), y ha habido grandes avances en

el cultivo de P. ornatus (p. ej. Wu et al. 2012). Actualmente existen semicultivos de algunas
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otras especies de langostas espinosas a partir de la cosecha de puerulos silvestres (ver Jeffs
2010). Debido a sus altas tasas de crecimiento, P. argus es considerada una especie factible
de ser semicultivada (Jeffs & Davis 2003). Por ello, la determinacién de la tolerancia a
inanicion (punto de no-retorno y punto de saturacion de reservas) del JI, ademas de brindar
informacion importante para entender los procesos que regulan la abundancia natural de
esta fase ontogenética, también puede tener utilidad para el manejo mas eficiente de estos
organismos en condiciones de cultivo, aportando informacion que pueda conducir al

establecimiento de protocolos para acuacultura.
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Estudios referentes a condicion nutricional en primeras fases ontogenéticas de

langostas espinosas (PNRs,: punto de no-retorno; PSRs: punto de saturacion de reservas;

LC: longitud cefalotoracica; TAG: triacilglicerol; IHS: indice hepatosomatico; IRH; indice

de refraccion de la hemolinfa).

Especie Fase ontogenética  Localidad Caracteristica Referencia
(estadios)
Jasus Filosomas (I) Nueva PNRs5y, PSR5 Abrunhosa
edwardsii Zelanda & Kittaka
(1997)
Filosomas (I) Nueva Perfil lipidico con/sin Smith et al.
Zelanda inanicion (2003)
Filosomas (I a IV) Nueva Composicion bioquimica Ritar et al.
Zelanda (2003)
Filosomas (IV a Tasmania y Contenido de lipidos (totales Phleger et
XI), Nueva y al. (2001)
Puerulos nectoénicos  Zelanda por clases)
Puerulos nectonicos  Nueva Contenido de lipidos, Jeffs et al.
y Zelanda carbohidratos y proteinas (1999)
recién asentados totales
(bénticos)
Puerulos nectonicos Nueva LC, peso, contenido total Jeffs et al.
Zelanda de lipidos (2001a)
Puerulos nectonicos Nueva Consumo de clases de Jeffs et al.
y Zelanda lipidos en (2001b)
bénticos el trayecto a la costa
Juveniles Nueva Cociente peso/LC; IRH Oliver &
Zelanda MacDiarmid
(2001)
Jasus Puerulos bénticosy ~ Namibia LC, peso Grobler &
lalandii juveniles (I-I1I) Ndjaula
(2001)
Sagmariasus Filosomas (1) Nueva PNRsy, PSR5 Abrunhosa
verreauxi Zelanda & Kittaka
(1997)
Puerulos bénticos Nueva Contenido de lipidos totales  Jeffs et al.
y juveniles (I) Zelanda y polares; acidos grasos (2002)
Panulirus Filosomas (I) Australia PNRso, PSR5, Liddy et al.
cygnus occidental (2003)
Filosomas, puerulos  Australia Razoén C:N, razon Lemmens
bénticos, occidental ARN:ADN (1994a, b)

pigmentados,
juveniles (I, II)
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Panulirus
argus

Filosomas (IX),
puerulos

bénticos, juveniles
0

Filosomas (VIII y
IX), puerulos
nectonicos y
bénticos

Puerulos bénticos,
pigmentados,
Juveniles (I)

Juveniles (I)

Juveniles tempranos

Juveniles tempranos

y tardios

Juveniles tardios

Australia
occidental

Australia
occidental

Australia
occidental

Australia
occidental
Florida

México

Florida

Contenido de lipidos, acidos
grasos y proteinas

Composicion lipidica

Contenido de lipidos, acidos
grasos y proteinas
(variaciones espacio-
temporales)

PNRs, y efectos de inanicion
en composicion bioquimica
Cociente peso/LC; Cociente
TAG/peso

Cociente peso/LC, IHS

IRH

Limbourn &
Nichols
(2009)

Phillips et
al. (2006b)

Limbourn et
al. (2009)

Limbourn et
al. (2008)
Robertson et
al. (2000)
Briones-
Fourzan et
al. (2009)
Behringer &
Butler
(2006)
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ANEXO 2: Extraccion de lipidos totales de estadios ontogenéticos tempranos de

langostas espinosas.

Dia 1

1.- Preparar los embudos de separacion, enjuagandolos primero con diclorometano, después
con metanol y finalmente con cloroformo.

2.- Dejar evaporar el cloroformo.

3.- En la tarde, preparar las muestras que van a ser colocadas en los embudos. Colocar las
muestras teniendo cuidado de anotar qué muestra queda en cada embudo.

4.- Agregar al embudo las cantidades correspondientes de agua desionizada, metanol y
cloroformo. Las proporciones deben ser 0.8 agua : 2 metanol : 1 cloroformo. Para puerulos
se usan los siguientes volimenes: 1.6 ml agua desionizada : 4 ml metanol: 2 ml cloroformo.
5.- Después de agregar los reactivos, mezclar vigorosamente y liberar la presion

6.- Dejar reposar durante la noche.

Dia 2

7.- Completar los niveles de cloroformo y agua para separar la solucion acuosa (agua y
metanol) del cloroformo. En este paso se agrega una solucion salina (NaCl 0.7%) en lugar
del agua desionizada para poder distinguir las fases. La proporcion final debe ser 1.8 agua :
2 metanol : 2 cloroformo. Para puerulos se agregan 2 ml de solucion salina y 2 ml de
cloroformo.

8.- Mezclar vigorosamente los embudos, asegurandose de que todos los sélidos
permanezcan en la capa acuosa (superior). Dejar reposar hasta que las fases estén

completamente separadas (puede tomar hasta dos horas).
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9.- Mientras se espera, preparar los contenedores (frascos de plastico de 70 ml) para
almacenar la fase acuosa (superior) para su posterior analisis de proteinas.

10.- Pesar en una balanza de precision los viales de vidrio &mbar de 4 ml que se usaran para
la extraccion de lipidos. Asegurarse de manejar los viales con pinzas y limpiarlos con pafos
para tareas delicadas antes de ser pesados. Asegurarse de colocar en orden los viales con su
respectivo embudo. Para evitar confusiones, se pueden colocar en las placas de metal donde
se realizara la evaporacion del cloroformo.

11.- Cuando las fases en el embudo estén claramente separadas, transferir con cuidado la
capa inferior (cloroformo con lipidos) a un vial de cristal de 4 ml.

12.- Colocar los viales con cloroformo en el calentador de placas a 37°C y bajo un flujo
leve de nitrogeno gaseoso, para facilitar la evaporacion del cloroformo.

13.- Después de que se evapore el cloroformo, sacar los viales de las placas de metal y
dejarlos enfriar antes de pesarlos.

14.- Transferir el contenido restante de los embudos a los frascos de plastico de 70 ml
(asegurarse de que el nimero del frasco coincida con el del embudo). Guardar los frascos a
-20°C antes de remover el alcohol con la bomba de vacio y liofilizar, para su posterior
analisis de proteinas.

15.- Colocar los embudos vacios en agua con detergente dri-decon por al menos 24 horas
antes de volver a usarlos.

16.- Pesar los viales de vidrio con los lipidos totales, asegurandose de la correspondencia

entre el vial y la muestra. Etiquetar el vial y almacenarlo a -70°C.
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ANEXO 3: Analisis de proteinas de estadios ontogenéticos tempranos de langostas

espinosas.

Dia 1

1.- Pulverizar las muestras liofilizadas (sin lipidos) utilizando un pistilo en el mismo
contenedor (frasco de 70 ml). Se pueden hacer lotes de hasta 27 muestras.

2.- Preparar 1 L de NaOH (0.1 M) (100 ml de NaOH 1 M + 900 ml de agua desionizada).
3.- Afiadir a cada frasco con muestra pulverizada 30 ml de NaOH 0.1 M (2 x 15 ml usando
la pipeta de 25 ml). Dejar un frasco solamente con 30 ml de NaOH para preparar la curva
estandar.

4.- Incubar los 28 frascos (27 muestras + 1 frasco con s6lo NaOH 0.1 M) en un bafo
térmico a 50°C por 16 h. Asegurarse de que los frascos no queden flotando o en posicién

horizontal.

Dia 2

5.- La mafiana siguiente sacar las muestras de incubacion y colocarlas en una placa fria
hasta que se enfrien (puede tomar hasta 30 minutos).

6.- Diluir las muestras. Tomar 100 pl de muestra y colocarlos en un tubo de centrifugacion
(10 ml). Completar el volumen con 4,900 ul de agua desionizada y agitar por 3 segundos.
Dejar los tubos en refrigeracion a -20°C.

7.- Centrifugar 14 tubos (13 tubos con muestra + 1 tubo con 5 ml de agua desionizada) a
4,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Hacer lo mismo con el resto de los tubos. Refrigerar las

muestras después de centrifugarlas.
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8.- Preparar una curva BSA (Albumina Sérica Bobina) estandar con cinco puntos (0-10-20-
30-40 pg/ml). Primero se diluye la solucion stock de BSA (2 mg/mL): se colocan 100 ul de
solucion stock en un tubo Eppendorf'y se afiaden 900 ul de agua desionizada, obteniendo
una solucion de 200 pg/ml. Usar esta solucion para preparar la concentracion deseada
mezclandola con NaOH diluido (200 pl de NaOH 0.1 M incubado + 9,800 pl de agua

desionizada). Recordar que las muestras fueron diluidas para caer dentro de la curva de

calibracion.

BSA (200pg/mL) NaOH diluido Concentracion final BSA (ug/mL)
A OpL 1,000 pL 0

B  50puL 950 uL 10

C 100 puL 900 uL 20

D 150puL 850 uL 30

E  200puL 800 uL 40

9.- Preparar la solucion de trabajo del kit de proteinas. Para 96 muestras (desconocidos +
estandares) se requieren 15 ml (7.5 ml de reactivo A; 7.2 ml de reactivo B; y 0.3 ml de
reactivo C).

10.- Llenar las placas de 96 pozos. Con la ayuda de la micropipeta afiadir 150 pl de cada
estandar o desconocido en cada pozo por triplicado, llevando el registro de la posicion de
cada muestra en la placa (ver tabla abajo).

11.- Afiadir 150 pl de la solucion de trabajo en cada pozo.

12.- Cubrir la placa e incubar a 37°C por 2.5 horas en el espectrofotometro.



13.- Enfriar la placa a temperatura ambiente (puede llevar un par de horas, revisar la

condensacion en la tapa para asegurarse). Medir la absorbancia a 562 nm en el lector de

placas.

14.- Guardar en un folder especifico el reporte de las absorbancias.

Tabla guia para anadir a la placa de 96 pozos los estandares (para curva estandar) y

muestras. Recordar llevar registro de cual muestra se coloca en cada pozo.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A A A A M4 | M4 | M4 | M12 | M12 | M12
B |B B B M5 | M5 | M5
Cc |C C C
D |D D D
E |E E E
F |MI [ Ml | Ml
G |[M2 M2 | M2
H |M3 |M3 | M3 M27 | M27 | M27
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ANEXO 4: Determinacion de clases de lipidos de estadios ontogenéticos tempranos de

langostas espinosas.

Se analiz6 una alicuota de los lipidos totales con la ayuda del cromatografo de capa
fina — detector de ionizacion de llama Iatroscan modelo MK VI TH10 (Tokio, Japon) para
cuantificar las clases de lipidos individuales (Ackman 1981; Volkman & Nichols 1991).

Las muestras se aplicaron por duplicado a chromarods SIII de silica gel (tamafio de
particula: Sum), utilizando micropipetas de 1 pl. Los chromarods se revelaron en un tanque
de vidrio cubierto con papel filtro. El sistema de solventes primario usado en la separacioén
de los lipidos fue hexano/éter dietilico/acido formico (60:15:1.5), una fase mévil que separa
a los compuestos no polares como ésteres esterilicos (SE), triacilglicerol (TAG), acidos
grasos libres (FFA), monoacilglicerol (MAGQG) y diacilglicerol (DAG). palmitato de
colesterilo (SE),

Después de ser revelados, los chromarods se secaron al horno y se analizaron
inmediatamente para minimizar la absorcion de contaminantes atmosféricos. El detector de
ionizacion de llama se calibrd para cada clase de compuestos con fosfatidilcolina (lipidos
polares, PL), colesterol (Chol), acido palmitico (FFA), monopalmitina (MAG), dipalmitina
(DAG) y tripalmitina (TAG).

Los picos se cuantificaron en una computadora compatible con IBM, utilizando el
software cientifico DAPA (Kalamunda, Australia occidental, Australia). Los resultados del
Iatroscan MK VI TH10 son generalmente reproducibles con un coeficiente de varianza de

hasta 3.46% de abundancia de cada clase individual (Sinanoglou et al. 2012).
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