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Organizacion de la memoria

La estructuracién de nuestra memoria es un hibrido entre una
presentacién convencional (introduccién, material y métodos, resultados,
discusién) y una, en la que cada capitulo constituye una entidad homogénea
e independiente. De esta forma, pretendemos por una parte, que el lector
tenga una visién completa de cada uno de los objetivos y por otra, facilitarle
una lectura fracionada del manuscrito. Los resultados presentados en cada
capitulo son discutidos no sélamente respecto al objetivo especifico, sino
como parte de los resultados e interpretaciones anteriores. De esta forma, el
lector podréd comprender mucho mejor nuestros razonamientos a traves de
una discusién progresiva



Introduccién general

Los estudios sobre los peces como un elemento importante de las aguas
dulces o epicontinentales van incorpordndose paulatinamente en los objetivos
de la limnologia. Esta entrada ha incrementado nuestro conocimiento sobre el
funcionamiento del ecosistema acuéatico, demostrando entre otras muchas
cosas, el papel importante que la ictiofauna juega en la gestién de nuestros
rios y de nuestras grandes masas de agua (lagos y embalses). Esto
evidentemente implica que un mejor conocimiento de la ecologia de las
distintas especies de peces, permite hacer un mejor uso de los recursos
disponibles para controlar la calidad del agua. Por ejemplo, Allan (1995)
sefala que los esfuerzos de conservacién en los rios que no tengan una
adecuada base cientifica no tendrén éxito.

La complejidad estructural y la dindmica de los elementos del sistema
fluvial, determinan las asociaciones biolégicas y el ritmo de los procesos
metabdlicos (Granado-Lorencio en prensa). De esta forma, las propiedades
de cada una de las zonas del rio permitirdn el establecimiento de aquellas
especies que se encuentren adaptadas a las caracteristicas predominantes del
tramo fluvial. Estas adaptaciones al ambiente determinan unas formas y
estrategias de vida, que les permitird a los individuos responder con mayor
eficiencia a los cambios ambientales durante su vida (Wootton 1990). Esta
mayor eficiencia consiste en una prudente inversién de los recursos, que
ofrece, a su vez, nuevas alternativas ~por ejemplo, dar més hijos o protegerlos
mejor aunque sean menos—, y es en tltimo término la optimizacién pedida y
conseguida por la seleccién natural (Margalef 1991).
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FIGURA 1.1. Representacién esquemética y simplificada de las respuestas a un
cambio en las condiciones ambientales segiin Slobodkin y Rapoport (1974){(en
Wootton 1990)

La autoecologia incluye el conocimiento de las caracteristicas
demogréficas de la especie (life history traits) v de sus requerimientos
ambientales (Baltz 1990). Segtin Stearns (1992), los principales aspectos de
un ciclo de vida son: el tamafio al nacer, el patrén de crecimiento, la edad y el
tamaifio de madurez, el nimero y tamafio de la prole, la inversién
reproductora a una determinada edad, la.mortalidad y por dltimo, la
esperanza de vida. Todas estas caracteristicas que definen a la especie o a la
poblacién, corresponden a la expresién de una tactica o estrategia adaptativa,
con la finalidad de maximizar la supervivencia individual o poblacional y por
tanto, la perpetuidad de la especie (Sibly y Callow 1986). Pero la naturaleza y
la amplitud de la respuesta adaptativa, dependera de la duracién del cambio
ambiental en relacién a la longitud generacional de la especie (Wootton
1990). Un cambio rdpido puede ser eludido o sus efectos aminorados por una
respuesta en el comportamiento. Si el cambio persiste, entonces se produce
una aclimatacién del organismo por cambios bioquimicos y fisioldgicos. Si el
cambio dura mucho tiempo, puede influir en ciertos aspectos del ciclo de
vida. Y en algunas ocasiones, el cambio puede durar tanto que se produzcan
alteraciones en el patrimonio genético (Figura 1.1).

Al intentar interpretar las respuestas poblacionales a determinados
cambios naturales y antropogénicos en el ambiente, podemos encontrarnos
con una gran diversidad de estrategias, de etapas de vida y de escenarios
ambientales (Winemiller y Rose 1992); y de evidencias que indican que
conocer las diferencias entre los individuos es muy importante (Lomnicki
1992). Segiin esta situacién, Van Winkle ef al (1993) creen que integrar el
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conocimiento de los procesos béasicos de reproduccién, crecimiento y
mortalidad individual de las especies de peces con diferentes ciclos de vida,
ayudard a solventar nuestro gran reto, predecir las respuestas de las
poblaciones de peces a los cambios ambientales. Pero como Stearns (1983)
encontré al estudiar seis poblaciones de Gambusia affinis, la mayoria de los
cambios que podemos encontrar en los aspectos demogréficos entre
poblaciones, son causados principalmente por adaptaciones fenotipicas a los
cambios ambientales. Esta plasticidad fenotipica es una caracteristica
importante de los peces y en particular de los ciprinidos (Mills 1991).

La comunidad de peces mas representativa de las aguas continentales
en el sur de la Peninsula Ibérica son los ciprinidos y el Barbus sclateri uno de
sus endemismos mas importantes (Elvira 1990; Doadrio et al 1991). De esta
especie en Andalucia se conoce algunos aspectos de su biologia en base a
métodos tradicionales, como cuantificar el crecimiento y la reproduccién
utilizando medidas morfométricas y gravimétricas (Lucena y Camacho 1978;
Lucena et al 1979; Castell6 1981; Lucena 1984; Herrera et al. 1988; Herrera
y Ferndndez-Delgado 1992; Rodriguez~Ruiz 1992; Prenda 1993) y mediante
el contenido de proteinas y lipidos (Lucena et al 1983), y el anlisis
calorimétrico del contenido energético del misculo y la génada (Encina
1991). No existe ningin estudio en el cual se utilice indices de crecimiento
fisiolégico y bioquimico. Estos métodos pueden medir la tasa a la cual el
tejido corporal se elabora, como el caso de la sintesis de proteinas, o
elementos que estan relacionados con el crecimiento del pez, como la tasa
ARN/ADN. Pero ademaés, una de las ventajas importantes es que son més
sensibles que los métodos tradicionales; los cambios que se observan durante
el crecimiento ocurren primero a nivel celular, después a nivel tisular y
finalmente se verian reflejados a nivel orgénico (Robison y Ware 1988). Por
tanto, utilizar los &cidos nucleicos nos posibilitarfa obtener una mejor
informacién a la hora de determinar la influencia del ambiente sobre el pez,
va que detectariamos los cambios en el crecimiento en el momento en el cual
el pez es capturado (Busacker et al. 1990).

De los &cidos nucleicos, el ADN es el constituyente béasico de los
cromosomas de la célula y como tal permanece relativamente constante, y
esta cantidad aparentemente no se ve alterada ni por las condiciones
ambientales (Dortch ef al 1983), ni por el tipo de tejido (Nasiri 1972; Sable
1974). Por ejemplo, la especie que nosotros estudiamos, B. slateri, muestra la
misma dotacién cromosémica (tetraploide: 2n=100) en el miisculo
esquelético y en el higado (Collares-Pereira y Madeira 1990; Machordom
1990). Por otro lado, el ARN es el organizador de la sintesis de proteinas y
estd presente en cantidades variables en el nicleo y en el citoplasma. Su
concentracién varia directamente con la sintesis proteinica, por tanto, se
esperaria que una mayor concentracién en un tejido refleje un crecimiento
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rapido; son muchos los autores que encuentran una correlacién entre la
concentracién de los acidos nucleicos y el crecimiento (ver revisién de Bulow
1987; Mustafa et al. 1991; Bastrop et al. 1992; Wang et al. 1993).

También en todos los trabajos sobre B. sclaferi que anteriormente
hemos mencionado, la edad y el crecimiento han sido estudiados utilizando
los annuli de las escamas, excepto Lucena y Camacho (1978) y Lucena ef al.
(1979), que utilizaron la primera vértebra. Ombredane y Bagliniere (1992)
realizaron una revisién bibliogréfica sobre la utilizacién de las escamas en la
ecologia de peces. Estos autores encontraron que las escamas presentan
grandes problemas debido por ejemplo, a que pueden no mostrar estructuras
- superficiales bien diferenciadas (como en el género Barbus), a la ausencia o
dificultad de encontrar el primer anillo, a la regeneracién o reabsorcién del
margen, a que subestiman la edad en los peces de crecimiento lento, etc...
Por tanto, parece necesario buscar un método alternativo que complemente o
mejore la estima de la edad en esta especie.

Durante muchos aiios los otolitos han sido usados para estimar la edad
en los peces (Bagenal 1974; Summerfelt y Hall 1987). Los otolitos son una
masa de carbonato célcico situados en el oido interno de los peces teleésteos
(Platt, 1977; Popper y Coombs 1982). El otolito suministra al pez informacién
relativa a los cambios de direccién y posicién, actia como un acelerémetro, y
es capaz de detectar estimulos aciisticos (Jobling 1995). Hay tres pares de
otolitos (el sagitta, asteriscusy el lapillus) sobre cada uno de los lados de la
cabeza, pero solamente el mayor otolito, usualmente el sagitta, ha sido
utilizado en la mayoria de los estudios. Los otros dos otolitos (el asteriscusy el
lapillus) se usan cuando el sagifta es més pequerio v fragil, como en el caso de
los ciprinidos (Secor et al. 1991), y pueden también contener una informacién
ecolégica valiosa, aunque para ello sea necesario mucha més investigacién
(Radtke 1984). El valor del otolito para el estudio de las estrategias de vida en
peces se puede resumir en 4 puntos, segin Secor et al. (1995):

¢ Los otolitos son estructuras acelulares y crecen de una manera mds
similar a las conchas de los moluscos que por osificacién, lo cual
ocurre en las escamas, espinas, y otras partes duras del pez.

e Como el crecimiento de los otolitos estéd aislado, no estén sujetos a
reabsorcién y remodelacién como lo estin otras estructura duras.
Asi, los otolitos pueden usarse como un reloj en la historia del pez.

e El anélisis microestructural de los otolitos permite estimar las tasas de
crecimiento diario y estacionales. Por tanto, los otolitos son la tinica
estructura dura que se puede utilizar para los estudios de las
primeras etapas de la vida del pez y para estudios de reclutamiento.

e Las actuales y futuras aplicaciones de las técnicas basadas en los
otolitos, se extenderdn més all4 del radio de accién de los estudios
tradicionales de edad y crecimiento.
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. La utilizacién del otolito como una estructura vélida para los estudios de
edad estd mucho més desarrollada en los peces marinos; en una reciente
revisién de 104 trabajos, Beckman y Wilson (1995) encontraron sélo 7 en los
que se utiliz6 peces de agua dulce. En la Peninsula Ibérica también se
confirma esta regla, los estudios de otolitos de peces marinos son los més
abundantes, siendo los trabajos de la Doctora Morales-Nin (Institut d’Estudis
Avangats de les Illes Ballears) el exponente més representativo. En el 4mbito
de las aguas epicontinentales, sélo conocemos el trabajo de Feméndez-
Delgado et al (1989) llevado a cabo en el estuario del rio Guadalquivir sobre
la anguila (Anguilla anguilla), pero aunque existan algunos mas, es evidente
que esta estructura no ha sido abundantemente estudiada en los peces de
este tipo de hébitats y sobre todo en los ciprinidos. Esto nos ha motivado a
estudiar el otolito de B. sclateri y contribuir de este modo, al desarrollo del
conocimiento de las estrategias de vida de esta especie.

Objetivos

Nuestra tarea serd la de incluir una pieza mas en un puzzle, parte del
cual engloba un conjunto complejo de estrategias en el ciclo de vida de B.
sclateri, que el Grupo de Ecologia de Peces del Departamento de Biologia
Vegetal y Ecologia estd completando en el rio Guadalete, con el fin de
conocer mejor la estructura y funcionamiento de los ecosistemas acuéticos
continentales y de sus organismos.

Este gran puzzle se empezé a construir conociendo por un lado, las
caracteristicas fisico-quimicas v de forma general, las caracteristicas de los
distintos hébitats que forman el rio, y por otro lado, la biologia de las especies
que forman parte de la comunidad de peces que habitan en él (Rodriguez—-
Ruiz 1992; Rodriguez-Ruiz y Granado-Lorencio 1992). También se ha
estudiado la ecologia tréfica y la dindmica energética de la comunidad ictica
(Encina 1991; Encina y Granado-Lorencio 1994) y por tltimo, se cubrié un
aspecto fundamental e intimamente unido al funcionamiento del rio, que fue
conocer las estrategias de ocupacién del tiempo y del espacio por los peces, y
la influencia que tiene sobre estas estrategias las diferentes interacciones entre
ciertos elementos de la red tréfica fluvial (fitobentos, macroinvertebrados y
superdepredadores, la nutria) (Prenda 1993; Prenda y Granado-Lorencio en
prensa).

Todo lo anterior lo podemos encuadrar en el grupo de trabajos
tipicamente extensivos, y es ahora el momento de subdividir cada pieza, con
el fin de empezar a conocer la autoecologia con técnicas més avanzadas y
mucho més precisas (trabajo intensivo). De esta forma, las estrategias en los
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ciclos de vida en los peces que son extraordinariamente complejas, pueden
entenderse mejor al estudiar la misma especie en diferentes lugares o
ambientes (Stearns 1978; Baltz y Moyle 1982) y esta variacién
interpoblacional nos permitird situar estos estudios en un contexto evolutivo
(Baltz 1990).

Los principales objetivos de este trabajo se fijaron, por tanto, en
conocer:

1. Si el ofolito es una herramienta iitil para los estudios de edad y
crecimiento en el B. sclaferi.
a) Estableciendo el momento de la formacién de sus anillos.
b) Estableciendo la relacién entre el tamario del otolito y del pez,
y conociendo la influencia del sexo, la talla y el ambiente sobre
esta relacién.

c) Conociendo la validez y la precisién del retrocélculo a partir de
ellos.
d) Estimando los pardmetros de crecimiento.
e) Estableciendo el uso potencial de los otolitos en los estudios de
biocronologfa. '
2. El uso de los 4cidos nucleicos como una técnica capaz de valorar la

distribucién de los recursos del pez hacia el crecimiento, la
supervivencia y la reproduccién.

a) Describiendo con precisién la variaciones temporales en el
peso corporal, del higado y de la génada.
b) Conociendo si los mecanismos homeostéticos del pez frente a

la variacién estacional de la temperatura del agua, son capaces
de enmascarar las diferencias temporales e interpoblacionales
en el contenido de los 4cidos nucleicos.

c) Describiendo la variacién temporal del contenido de los &cidos
nucleicos en el miisculo esquelético, el higado y la génada.

Presentacion de la especie estudiada

Presentamos de una manera sintética las caracteristicas principales de
B. sclateri, como son la posicién taxonémica (Torrey 1978; Jobling 1995), la
morfologia externa (Lozano-Rey 1935; observacién personal); régimen
alimenticio (Encina 1991) y distribucién geogréfica (Machordom 1990;
Doadrio et al. 1991).
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Posicién taxonémica

Filo: Chordata

Subfilo: Vertebrata

Clase: Osteichthyies

Subclase: Actinopterygii

Orden: Cypriniformes

Familia: Cyprinidae

Género: Barbus

Especie: Barbus sclateri (Glinther 1868)

Morxfologia externa

Cuerpo fusiforme, més o menos alargado y algo comprimido.

Cabeza de seccién triangular, con labios gruesos.

Boca subterminal con cuatro barbillones largos.

El radio més largo de la dorsal no ramificado, denticulado en casi

todos su borde posterior.

Nueve dientes faringeos dispuesto en tres filas.

¢ Entre 45 y 46 escamas a lo largo de la linea lateral.

e Patrén de coloracién no uniforme: dorso pardo verdoso, flancos més
claros y superficie ventral amarillenta. Este fuerte contraste entre la
parte ventral y el dorso se acentda en la época de reproduccién.

¢ Color de las aletas verde-anaranjadas.

Régimen alimenticio

¢ General: Bentéfago, de tipo omnivoro. Material detritico, perifiton,
larvas de quironémidos, efémeras y tricépteros.

e Tallas<115 mm: Presentan un porcentaje elevado de zooplancton.

¢ Tallas>115 mm: Hay una mayor incidencia de perifiton, detrito y
sedimentos, asi como esporddicamente de semillas y macréfitas.

e Periodicidad de la actividad alimenticia: De una forma
continuada durante el periodo de insolacién.

Distribucién ‘geogréfica

Especie endémica de la Peninsula Ibérica. Vive en las cuencas del
Guadalquivir, Guadiaro, Guadalete, Guadalhorce, Segura y Guadiana,
aunque es escasa en esta ltima cuenca (Figura 1.2).



8 INTRODUCCION

FIGURA 1.2. Distribucién geogréfica de B. Sclateri en la Peninsula Ibérica (segin
Doadrio et al. 1991)-

Presentacién del area de estudio

Nuestra investigacién se ha llevado a cabo en la cuenca del rio
Guadalete. Las caracteristicas generales de su red hidrogréfica han sido
estudiadas por numerosos autores, en cuanto a su geologfa, edafologfa,
climatologfa, hidrografia y limnologia. Nosotros vamos a describir algunas
caracteristicas generales, pero para una descripcién més exhaustiva, el lector
puede utilizar las Tesis Doctorales de Dora Rodriguez-Ruiz (1992) y de José
Prenda Marin (1993), de la cuales basamos fundamentalmente nuestra
descripcién.

El rio Guadalete tiene una longitud aproximada de 167 km y es el eje
de una cuenca de 3.677 km® que drena casi el 50% de la provincia de Cadiz.
La topografia de la zona es montafiosa, con altitudes que oscilan entre los
200 y los 1.654 m.s.n.m. El sustrato geolégico es calizo, si bien en su parte
oriental es silicio. Esto hace que la mayoria de los cursos de agua sean
mineralizados, con valores de conductividad que oscilan entre 0,5 y 2,5
mS/cm. Posee tres embalses a lo largo de su recorrido, el de Zahara en su
tramo alto, y el de Bornos y Arcos en su tramo medio. El clima de la cuenca
puede calificarse como mediterrdneo con influencia oceénica. Debido a que
nace en la Sierra de Grazalema, con 2.200 I/m? de precipitacién, los cursos de
agua presentan, o un caudal suficiente durante todo el afio, o las pozas
aisladas no sufren una reduccién excesiva.
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FIGURA 1.3. Situacidn de las estaciones de muestreo (puntos negros) en el rio
Guadalete y en el arroyo de Bocaleones, en los cuales se capturaron los ejemplares
de B. Sclateri utilizados en este estudio.

La zona de nuestro estudio comprende el curso alto del rio Guadalete.
La primera estacién de captura de peces se situé en el propio rio, antes del
embalse de Zahara (Figura 1.3). Esta situada a 370 m.s.n.m. y marca el limite
superior de distribucién de los peces en el rio. Posee una pendiente del 1,6%
vy las mérgenes presentan una elevada cobertura vegetal lefiosa, formada por
fresnos (Fraxinus angustifolia), chopos (Populus spp.), sauces (Salix spp),
aladiernos (Rhamnus alaternus), quejigos (Q. canarensis), adelfas (Nerium
oleander) y zarzas (Rubus ulmifolius). La segunda estacién se situé en el
arroyo de Bocaleones, un afluente de primer orden del rio Guadalete, aguas
abajo de la presa del embalse de Zahara (Figura 1.3). Al igual que la primera
zona, presenta una elevada cobertura vegetal de orilla, dominada en algunos
tramos por Arundo donax. Esta situada a una altitud de 300 m.s.n.m. y la
pendiente es de 1,18%. El periodo de estudio comprende la fase de llenado
del embalse, por lo que nos asegurdbamos que las dos poblaciones de B.
sclateri no pudieran mezclarse.

En ambos lugares, la calidad del agua se puede considerar bastante
buena, con baja concentracién de nutrientes y gran trasparencia. La zona més
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FIGURA 1.4. Variacién mensual de la temperatura del agua registrada en el rio
Guadalete y en el arroyo de Bocaleones durante el periodo de estudio.
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estable, desde un punto de vista estructural, es la estacién del arroyo de
Bocaleones. Prenda (1993) destaca la importancia que puede tener el origen
de los caudales circulantes sobre la estabilidad del habitat fluvial. Asi, el
arroyo de Bocaleones presenta una caudal y un régimen térmico,
practicamente constante a lo largo del afio (Figura 1.4). Por un lado, gran
parte de su caudal procede de manantiales préximos a la zona de captura, y
por otro, su pequefia cuenca de recepcién presenta una cobertura vegetal
arbérea de practicamente el 100%. Aparte del diferente grado de estabilidad,
existen diferencias estructurales, siendo la cobertura de algas filamentosas, la
variable que discrimina con mayor fuerza las dos zonas; le siguen en
importancia la anchura del cauce y la heterogeneidad del sustrato. En este
sentido, la estacién del rio Guadalete presenta una mayor granulometria del
sustrato y una mayor cobertura de algas filamentosas, mientras que la del
arroyo de Bocaleones muestra una anchura mayor del cauce. Pero uno de los
aspectos més importantes es que el hébitat otorfial es similar, en las dos
estaciones de muestreo, al de primavera.



El uso del otolito para estimar la edad y el
~ crecimiento de Barbus sclateri

Introduccién

La edad de los peces es estimada normalmente por la interpretacién de
patrones en las estructuras de ciertos tejidos duros, tales como los otolitos,
escamas, vértebras y otros huesos (Panella 1980; Baltz 1990). Las relaciones
entre el tamarfio de estas estructuras calcificadas y el tamafio del pez han sido
muy utilizadas y el conocimiento de la relacién matemética hace posible
calcular las longitudes en anteriores edades por retrocdlculo (Casselman
1990), con el propésito de construir la historia del crecimiento de la
poblacién. Pero como sefialan muchos autores, es necesario validar tanto el
procedimiento por el cual se estima la edad, como la férmula de retrocélculo
utilizada (Beamish y McFarlane 1987; Baltz 1990; Francis et al. 1992; y otros).

Ricker (1992) recomienda un trabajo de Francis (1990) que contiene
una valiosa revisién de la literatura referente al célculo de las longitudes de
peces en sus edades previas (retrocalculo) a partir de marcas sobre escamas,
otolitos, etc. En este trabajo, el autor establece con claridad las férmulas de
retrocélculo y propone la base para la validacién de las mismas, propuesta
que también presenta el mismo autor en un trabajo mucho méas reciente
(Francis 1995). Esta puede ser dividida en tres partes, es decir se debe
confirmar:

(i) que el radio de una marca es el mismo que el radio de la estructura
en el momento que la marca se formé;

11
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(ii) que el tiempo presumible de la formacién de la marca es el correcto;
y .
(iii) que la f6rmula usada relacione exactamente el radio de la estructura
y el tamario para cada individuo.

El primer punto se refiere a la posible reabsorc1on de la estructura, el
segundo a la validacién de la periodicidad de la marca, y el tercero consiste
simplemente en comparar las longitudes observadas con aquellas predichas
por el modelo, esta comparacién puede hacerse para un pez individual o para
un grupo de peces (la més utilizada).

Una vez que obtenemos las longitudes de cada edad, por retrocélculo o
a partir de las longitudes observadas, se puede cuantificar las tasas de
crecimiento de la poblacién. Esto nos permitird comprender la estructura de la
misma y por consiguiente, las claves esenciales para la conservacién de la
especie. Pero para esto ltimo, es necesario ademas valorar los efectos del
ambiente sobre el crecimiento, y por ello comparar los crecimientos de la
misma edad que tienen lugar en distintos afios. Weisberg y Frie (1987)
presentaron una técnica que era capaz de separar los efectos de la edad sobre
el crecimiento, de los del ambiente. Ellos propusieron un modelo para el
crecimiento del pez usando datos de los incrementos anuales en las escamas,
por lo tanto obviaban el riesgo del retrocdlculo (Francis 1990) y la
dependencia ambiental de las relaciones entre el tamaiio del pez v de la
estructura utilizada (Mosegard ef al. 1988; Reznick et al 1989; Secor and
Dean 1989). El anélisis divide el crecimiento en dos partes, la que se debe a
la edad del pez en un afio determinado y la que se debe a la variacién en el
ambiente. Esta técnica nos permitird comprobar si el otolito en el B. sclateri
puede ser una herramienta valiosa para la construccién de su historia de
crecimiento o biocronologia. Esto, como indican Pereira ef al. (1995), puede
ser usado para conocer la condiciones ambientales (bibticas y abibticas) a la
cual la poblacién estuvo sujeta y por tanto, conducimos a la mterpretacxon de
su ecologia.

Pero lo primero que tenemos que hacer, es elegir la estructura que
mejor nos informe de la edad y crecimiento de la poblacién que estamos
estudiando. Las escamas son las més usadas para determinar la edad (varias
escamas pueden ser tomadas de un mismo pez, sin sacrificarlo) pero existen
claros limites para su utilizacién (Linfield 1974; Willians y Bedford 1974;
Lentsch y Griffith 1987; Casselman 1990; Nedreaas 1990). Recientemente,
Ombredane y Bagliniere (1992) realizaron una revisién bibliogréfica sobre la
utilizacién de las escamas en la ecologfa de peces. Estos autores encuentran
que existen especies cuyas escamas no presentan estructuras superficiales bien
diferenciadas, entre ellas las del género Barbus, anillos supemumerarios
dificiles de distinguir de los annuli; la ausencia o la dificultad de encontrar el
primer anillo; la erosién del margen de la escama; la regeneracién de un
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nimero elevado de escamas; que las primeras escamas aparecen cuando el
pez tiene ya una cierta talla, lo que no permite analizar la historia de la vida
del pez durante sus primeros estados (eclosién y reabsorcién); y como regla
general, la estimacién de la edad es muy dificil (tendente a subestimar) en
peces de crecimiento lento (edad alta). La literatura muestra que, aunque la
escama es una estructura ampliamente usada, no parece ni muy exacta ni
muy precisa en las estimas de edad si no se especifica su validez y sus limites
de uso. En ciprinidos es la més utilizada y en las ocasiones cuando el primer
annulus de los ejemplares més viejos es dificil de ver, la determinacién de la
edad se hace con ayuda de las modas en las distribuciones de frecuencia de
sus longitudes (Mann 1991).

En Barbus sclateri normalmente se ha utilizado la escama, aunque
existe un estudio que usa los anillos de crecimiento de la cara plana de la
primera vértebra (Lucena y Camacho 1978). En este trabajo sélo fue posible
datar a los ejemplares menores de ocho afios, ya que segin los autores por
encima de esta edad el recuento era bastante impreciso. Herrera (1991) y
Rodriguez-Ruiz (1992) en un estudio de una poblacién de B. sclaferi en la
cuenca del Rio Guadalquivir y en la del Rio Guadalete respectivamente,
mostraron que la escama era un método ttil para determinar la edad en esta
especie, aunque la primera autora encontré dificultades por la presencia de
marcas falsas y en determinar la posicién del primer anillo. Nosotros no
entraremos en el debate sobre que estructura deberia ser usada en la
estimacién de la edad y crecimiento en esta especie, pero vamos a
aprovechar todos estos estudios y el poco uso en la Peninsula Ibérica (total en
el caso de B. sclateri) de los otolitos en las especies de peces de aguas
continentales, para valorar su utilidad como método alternativo en el anélisis

de la edad y crecimiento de una especie autéctona de nuestros rios, el
“Barbo”.

Material y Métodos

Los ejemplares de B. sclateri fueron recolectados mediante pesca
eléctrica desde Enero a Diciembre de 1992, en las dos estaciones de muestreo
descritas en la Introduccién. La longitud total (L# precision 0,1 mm), la
longitud estandar (Les, precisién 0,1 mm), el peso total (precisién 0,01 g) y el
peso somético (sin visceras; precisién 0,01 g) fueron registrados para cada
pez. Todas las longitudes son dadas como longitud estdndar y ésta puede ser
convertida a longitud total usando la regresién,

Lt=4,399 + 1,164 Les (R?=0,99, N=340, F, 135, P < 0,0001).
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FIGURA 1.1. Anatomfa del aparato vestibular. (A) Situacién de los otolitos en un teleésteo
tipico y en un ciprinido. (B) Vista dorsal del aparato vestibular dentro de la cabeza. Ast =
asteriscus; Lag = vestibulo lagenar; Lap = lapillus; Sac = vestibulo sacular; Sag = sagitta; Utr
= vestibulo utricular (segin Secor ef al. 1991). '

.
“

Las génadas fueron examinadas macroscépicamente para determinar el sexo.
Para separar los ejemplares adultos y juveniles se siguié el procedimiento que
se describe en el capitulo 2. Por dltimo, la cabeza fue cortada, etiquetada y
congelada para extraer posteriormente los otolitos.

Extraccién, preparacién y observacién de los otolitos

La primera decisién que se tomd fue cual de los otolitos: sagitta, lapillus
o asteriscus, era el mejor para el estudio del crecimiento y de la edad en el
barbo. Una buena eleccién pensamos que podria ser la de considerar el
mayor o el de més facil extraccién, o incluso el de mejor manejo. De los tres
pares de otolitos presentes en los peces teledsteos, los sagittae son los més
grandes y més utilizados en estudios de estimas de edad y crecimiento. De los
otros dos pares de otolitos, los lapilli y asterisci, el primero se utiliza cuando
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los sagittae son pequefios y comparativamente mas fragiles (Campana y
Neilson 1985), éste es el caso de los ciprinidos.

La Figura 1.1 muestra la disposicién de los tres pares de otololitos en la
cavidad ética. Se opté por exiraer los otolitos por la parte superior de la
cabeza (Open-the-hatch method, Secor et al. 1991): Se realizan dos cortes a
cada lado del hueso supraoccipital a lo largo del parietal y frontal, se levanta,
quedando al descubierto el cerebro y con mucho cuidado se retira éste.
Después de una minuciosa observacién, podremos encontrar los canales
semicirculares en cada una de las paredes laterales de la cavidad cerebral. De
esta forma se localiza los /apilli, en los cuales confluyen los canales. Se limpia
de liquido la cavidad y en el fondo podremos observar el hueso
paraesfenoides y basioccipital. Entre ambos se encuentran dos cavidades, el
saculo, donde en cada una de ellas se encuentra el sagiffa. Si seguimos hacia
la parte posterior del hueso basioccipital, dos ldminas longitudinales sobre su
superficie interna delimitan las dos cavidades lagenares, donde se encuentran
encapsulados los asterisci.

La descripcién usual de la orientacién de los otolitos es cara sulcal
(sulcus: zona asociada a la mécula) o interna y cara anti-sulcal o externa
(Panella 1980). Esta descripcién de orientacién no es la adecuada para los
otolitos del barbo, debido a las diferencias de orientacién entre ellos. Los
otolitos en B. sclateri estdn orientados de tal forma in sifu que los planos
medios del sagitta y del asteriscus estin aproximadamente desplazados 90°
respecto al plano medio del /apillus. Esto significa que la parte anterior y
posterior del otolito se describen como tal, pero es necesario aclarar que la
cara derecha e izquierda del /apillus se corresponden con la ventral y dorsal
respectivamente del sagitfa y del asteriscus. Esta misma regla es la que siguen
Gauldie et al. (1993) en el estudio de los otolitos de 3 especies de pez gato
(Ictalurus punctatus, Clarias fuscusy Hypostomus sp.).

Una vez que se extrajeron, fueron limpiados en hipoclorito sédico al
10% (lejia), después se lavaron con agua destilada para impedir que la lejia
formara cristales en la superficie del otolito. Por iltimo, se sumergieron en
etanol al 95% para favorecer su desecacién y se guardaron secos en placas
miuiltiples de cultivo debidamente etiquetados.

La descripcién de los otolitos se realiza en base a la observacién a
microscopio éptico y electrénico. Para este tltimo, los otolitos fueron pegados
secos en un porta de acero con pintura de plata coloidal, cubiertos de oro y
fotografiados por un microscopio electrénico de barrido Philips (marca)
mediante una video-impresora Sony (marca).

A partir de aqui, utilizaremos la palabra ‘otolito’ para referirnos al
lapillus. Tanto el otolito derecho como el izquierdo, fueron pesados (precisién
0.0001 g). El otolito derecho, siempre que fue posible, se sumergié en agua y
se observé mediante una lupa binocular (X40), utilizando luz reflejada sobre
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FIGURA 1.2. Lapillus izquierdo de B. Sclateri mostrando los planos de corte utilizados en este
estudio.

un fondo negro. No hubo necesidad de realizar un aclaramiento previo (pe.
con glicerina), ya que los otolitos de B. sclaferi mostraron claras bandas
opacas alternando con translicidas. Con luz reflejada, la zona opaca es
blanca y luminosa, mientras que la zona translicida es oscura. En un
principio, suponiendo que una banda opaca y una translicida se forman
anualmente, los annuli fueron definidos como la frontera entre el ahillo oscuro
(zona translicida) y el luminoso (zona opaca). Las zonas de crecimiento
completo para cada afio se representan por la combinacién de una zona
opaca y una zona translicida consecutivas entre cada annulus. El primer
annulus es un caso especial, consiste en el nicleo més la primera zona
transldcida.

El niimero de annuli del otolito entero fue contado a lo largo de su eje
mayor (antero-posterior) por su cara dorsal (anti-sulcal). Se midié mediante
un ocular micrométrico (para 40 aumentos, 1 unidad micrométrica = 0,025
mm) el radio total, desde el centro (core) a la parte posterior del otolito, v el
didmetro, eje mayor que pasa por el centro. Se midié la distancia a cada
annulus, y el ancho de las bandas opacas sobre el mismo eje. En principio
pensamos que como las bandas se podifan ver con claridad, el otolito entero
podia ser utilizado mejor que secciones transversales o sagitales. La utilizacién
del ofolito entero tiene la ventaja de su fécil preparacién. Ademas, Williams y
Bedford (1974) indicaron que habia que tener mucha precaucién cuando se
retrocalculan longitudes a partir de secciones de otolito; el tamario relativo de
los anillos depende del punto de ruptura y es mas dificil localizar el centro
exacto del niicleo. De todas formas comprobamos cual seria el mejor eje de
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corte, para ello seleccionamos 20 otolitos que fueron montados en resina
Epoxi transparente, lijados con papel de lija de 320, 500 y 1000, y pulidos
con pasta de diamante de 1 pm. Se realizaron cortes transversales, frontales y
sagitales respecto al eje antero-posterior del pez y a la colocacién de los otros
dos otolitos (Figura 1.2).

Validacién del momento de formaciéon de los annuli

Es importante para una cormrecta determinacién de la edad y del
crecimiento, comprobar si realmente los anillos opacos y translicidos se
forman una vez por afio. El método de validacién usado por nosotros fue el
del Andlisis del incremento marginal, esta técnica consiste en examinar desde
un punto de vista cualitativo y cuantitativo el margen del otolito proveniente
de peces recolectados en diferentes periodos del afio. Este método es el més
utilizado y da unos resultados muy satisfactorios para una gran variedad de
especies (ver revisién en Baillon 1992). Por un lado, desde el punto de vista
cualitativo, se contabilizé el porcentaje de otolitos con mérgenes opacos o
translicidos a lo largo del afio (Japp 1990; Ross y Stevens 1995; Thompson y
Beckam 1995; Yosef y Casselman 1995). Por otro lado, desde el punto de
vista cuantitativo, se midié el ancho de las dos zonas de crecimiento mas
externas (cada lado opaco del dltimo annulus). La Tasa de Crecimiento
Marginal (TCM) fue calculada como la proporcién del ancho de la zona de

crecimiento actual respecto a la zona de crecimiento del afio precedente
(Maceina and Betsill 1987; Gooley 1992).

Validacién y precisién del retrocdlculo para los estudios de
crecimiento

Para evaluar los diferentes métodos de retrocdlculo se utilizé el
procedimiento seguido por Schramm et al. (1992). Se comparé las longitudes
estimadas a partir del dltimo annulus (L,) con las longitudes en la captura (L)
para los peces que habian formado recientemente un annulus. La distancia
del annulus formado mas recientemente (£,) tenfa que ser al menos, el 95%
del radio total del otolito (&), esto es, R,/K. = 0,95. Entre estos peces,
nosotros esperariamos que su L, fuese menor que su L, pero mayor o igual
que el 0.95 de la longitud observada en la captura (L.).

Una vez que se establecieron las relaciones entre el tamario del pez y
del ofolito, las longitudes fueron retrocalculadas por el método de
Monastyrsky (Francis 1990) (ecuacién 1), el método de Fraser-Lee
modificado por Maceina y Betsill (1987) (ecuacién 2), el método de la
interseccién biolégica (Campana 1990) (ecuacién 3) y el método de regresién
(Francis 1990) (ecuacién 4):
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R?

Li= Lc(-Ri) otambién logLi = log Lo +b(log Ri ~ log R-) (1)
log Li = a +(log L. —a) log & (2)
log Re :
log Li = log Le + (log Ri—log Rc)(log Le—log L‘o) -

log Re—log Ro
logLe = a+blogRe . (4)

L; es la longitud retrocalculada a la edad J, L. es la longitud en la captura, A,
es el radio del otolito en la captura, K es la distancia al annulus 4 £,y L, son
las coordenadas necesarias para el método de la interseccién biolégica, a es la
interseccién y b la pendiente de la regresién lineal del logaritmo de la longitud
del pez sobre el logaritmo del radio del otolito (ecuacién 3). B,y L,necesitan
ser determinados empiricamente, pero desafortunadamente no esté claro cual
es el punto donde el tamarfio de la larva (o embrién) y el tamaiio del otolito
empiezan a ser proporcionales (Secor y Dean 1992). Campana (1990) sugirié
que el tamafio del pez y del otolito en el momento de la eclosién de la larva
pueden usarse como inicio de la proporcionalidad. Nosotros hemos utilizado
los datos de Winkler (com. per.) sobre Barbus barbus, en los que L,=9,3 mm
y R,=0,019 mm

Por otro lado evaluamos los efectos de estimar la longitudes en cada
edad usando los peces de edades més altas. Para ello también seguimos el
procedimiento de Schramm et al (1992), comparamos las longitudes
retrocalculadas a partir sélo del annulus formado mdés recientemente con las
longitudes retrocalculadas de los annuli anteriores. Por ejemplo, las longitudes
retrocalculadas en la edad 2 usando los peces que estuvieran en su tercera
estacién de crecimiento, fueron comparadas con las longitudes retrocalculadas
en la edad 2 usando los peces que estuvieran en su cuarta o0 més avanzada
estacién de crecimiento. Las longitudes retrocalculadas para cada grupo de
edad a partir del annulus mas reciente y de los annuli anteriores fueron
asumidas como muestras independientes y comparadas mediante el andlisis
de la varianza con las longitudes observadas en la captura para cada edad. Es
importante recordar que estas longitudes observadas pertenecian a los peces
capturados en la época donde formaban el annullus, por lo que las longitudes
observadas eran las propias de cada edad.

Estimacién del crecimiento

El modelo de crecimiento de von Bertalanffy (VBGF) (Bagenal y Tesch
1978; Busacker et al. 1990) fue usado para describir el incremento en longitud
del pez en cada una de las edades, usando las longitudes observadas en cada
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edad en los meses que forman el annulus y las longitudes retrocalculadas. La
relacién es expresada por la ecuacién '

L = Lw{l—e'K("’O)}

donde L,es la longitud a la edad ¢ L es la longitud asintética predicha por la
ecuacién, K es la tasa de crecimiento o como la define Moreau (1987) el
factor de estrés (una medida de la tasa a la cual se consigue la L), y 4 es el
momento hipotético en el cual, la longitud es cero si el crecimiento sigue lo
que predice la ecuacién.

Como método alternativo se incorporé la técnica de Weisberg y Frie
(1987) que permite estimar el crecimiento considerando las posibles
influencias de la edad y del afio de crecimiento, o lo que es lo mismo del
ambiente. Esta técnica nos permitié, por un lado valorar el crecimiento a cada
edad, independientemente del afio de crecimiento; por otro, valorar el
crecimiento en cada afio independientemente de la edad y por tltimo,
conocer si el efecto del ambiente (afio) era igual para todas las edades. Estos
autores consideran un modelo aditivo, es decir, el crecimiento se describe
como una funcién de la edad del pez y de la variacién anual en el ambiente.
El modelo se ajusta a los incrementos anuales de los otolitos, por tanto, los
datos observados son las mediciones de los anchos anuales observados en el
otolito y no la longitud retrocalculada del pez. El modelo estimara unos
coeficientes que servirdn de base para comparar las dos poblaciones y
comprobear la eficacia de esta técnica para conocer la historia del crecimiento
de la poblacién. .

’

Anadlisis estadisticos

La estadistica paramétrica utilizada requiere muestreos independientes,
normalidad de las variables y homogeneidad de las varianzas (Zar 1984).
Para ello se utilizé6 el test de Kolmogorow-Smimov para comprobar la
normalidad v el test de Bartlett para comprobar la homocedasticidad (Sokal y
Rohlf 1981). Cuando fue necesario las variables fueron transformadas para
que cumplieran estos requisitos. En nuestro caso se utilizé la transformacién
mediante el logaritmo decimal en todas las variables morfométricas. Para no
utilizar valores negativos fueron previamente multiplicadas por 10%, este
procedimiento (multiplicar por una potencia de 10) se utiliza cuando los
valores se encuentra en un rango de 0 a 1 (Sokal y Rohlf 1981). En el caso de
la Tasa de Crecimiento Marginal (TCM) se utilizé la funcién del arcoseno ya
que es la mejor para normalizar y conseguir la homogeneidad de las varianzas
de porcentajes o proporciones (Sokal y Rohlf 1981). Lo valores de TCM se
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convirtieron de radianes a grados mediante un factor de conversién: el radian
equivale a 360/2% grados.

Nuestro estudio comprende en general la comparacién de respuestas
biolégicas dentro de una serie de condiciones ambientales (intermas o
externas al pez). Como estas respuestas tienen una distribucién continua y las
condiciones son discretas, inherentes o por diseiio, es apropiado analizar los
datos usando el andlisis de la varianza (ANOVA) o el andlisis de la covarianza
(ANCOVA).

En los trabajos de ecologia sobre organismos individuales en su medio
natural, la mortalidad, la migracién o la imposibilidad de recolectar los
individuos de ciertos grupos, impide que obtengamos el mismo tamafio de
muestra o nos falte alguna combinacién de los factores. Shaw y Mitchell-Olds
(1993) recomiendan la utilizacién de métodos para el célculo de la suma de
los cuadrados (SS) que se han disefiado especificamente para datos no
balanceados. En concreto, el anélisis del Tipo Il se utiliza cuando se observan
todas las combinaciones de los tratamientos pero el nimero de observaciones
varia. En el caso de que ademds falte alguna combinacién de los
tratamientos, como ocurre en el procedimiento de Weisberg v Frie (1987)
seguido por nosotros (los datos forman un matriz triangular y no cuadrada),
no se puede utilizar las férmulas normales para ajustar el andlisis de la
varianza de dos factores. Estos autores recomiendan, (1) un andlisis general
de la varianza o un programa de regresién lineal, como el procedimiento
GLM del SAS®; (2) usar los minimos cuadrados ponderados, utilizando para
ello el niimero de peces de cada grupo de edad; (3) para compensar la falta
de combinaciones (datos no balanceados) se debe ajustar primero el efecto
de la edad y después el del ambiente, esto se consigue utilizando en el
procedimiento GLM del SAS® la suma de cuadrados del Tipo I; v (4) es
conveniente ajustar el modelo sin forzar una interseccién comin.

Otro requerimiento bésico en el disefio es determinar si las condiciones
o efectos son fijos o aleatorios. El error més comtin encontrado en la literatura
es tratar incorrectamente los efectos aleatorios como fijos o viceversa, lo que
es crucial para interpretar los resultados (Bennington y Thayne 1994). Estos
mismos autores indican que el lugar (rio) y el tiempo (afios o meses,
dependiendo del anélisis) son dificiles de clasificar como aleatorios o fijos,
todo depende de los objetivos de la investigacién. Atendiendo a sus
recomendaciones, nosotros consideramos fijos todos los efectos a saber,
sexo, edad, lugar y tiempo. En el caso del lugar y el tiempo nosotros lo que
pretendiamos comprobar es si estos factores (condiciones ambientales
distintas, mes a mes, afio a afio o de un rio a otro) influyen en la respuesta de
las variables, mas que estimar la magnitud de la variacién asociada con ellos
(efecto aleatorio).
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- Cuando el efecto de interaccién entre ambos factores fue significativo,
la interpretacién de esta interaccién se hizo a partir de un andlisis de los
efectos simples (Riba 1990). Las diferencias entre las medias fueron
comprobadas a posteriori mediante el procedimiento de Bonferroni por el
método de repeticién o por el simple. El primero compara la media de un
grupo con la del anterior y el segundo compara todas las medias con una, la
cual es designada por nosotros segin el objetivo del andlisis. Las
comparaciones de Boferroni permiten analizar sélo un subconjunto de todas
las comparaciones posibles y un mejor control del error tipo I (Riba 1990).

Para predecir de una forma objetiva la edad en B. sclaferi, los datos
generados a partir de la mediciones en el otolito y en el pez fueron aplicados
a un modelo de regresién muiltiple:

Edad =a +bx, + b,x, + b;x; + b,x;

En este modelo, la edad en afos fue determinada contando los annulli,
a = interseccién, b = coeficientes de regresién, x = variables. Las regresiones
fueron ajustada mediante el procedimiento paso a paso, con un nivel de
inclusién para las variables del 0,05. Las posibles variables independientes
fueron el radio, el didmetro y el peso del otolito, y la longitud estdndar y el
peso somético del pez.

Las curvas de crecimiento de von Bertalanffy (VBGF) fueron ajustadas
separadamente para machos y hembras en cada una de las poblaciones
mediante el método no lineal de minimos cuadrados (Saila et al 1988)
usando el algoritmo de Marquardt. Como el modelo no es lineal, no se puede
usar un analisis convencional de la covarianza (ANCOVA) para detectar
diferencias entre los distintos grupos. En cambio, el anélisis de la suma de
cuadrados de los residuos (ARSS) utilizado por Chen et al (1992) nos
permiti6 comparar las VBGF entre sexos y entre poblaciones. El
procedimiento del ARSS es el siguiente: (1) se calculé la suma de cuadrados
residual (RSS) y su grado de libertad (GL) de la VBGF en cada grupo, (2) las
RSS y GL de cada grupo fueron sumadas, (3) los datos de cada grupo fueron
agrupados para calcular la RSS y el GL de la VBGF total, y (4) el estadistico F
fue calculado como

RSS; - RSS:
3-(K-1)
RSSs
N-3-K

F =
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donde RSS;, = a la RSS de cada VBGF ajustada a los datos agrupados, RSS,
= suma de los RSS de cada VBGF ajustada a los datos de cada grupo
individual, N = tamaiio de la muestra, y X = niimero de grupos comparados.
Para comprobar si hubo diferencias en las VBGF entre los grupos, el valor de
la Fcalculada fue comparado con el valor critico de la F, con los grados de
libertad del numerador y denominador igual a 3(A1) vy M3K
respectivamente.

Todos los andlisis fueron llevados a cabo con los paquetes estadisticos
SAS® y SPSS®. Para todos los test una probabilidad menor o igual de 0,05
fue considerada suficiente como para rechazar la hipétesis nula (H,).

Resultados
Caracteristicas de los otolitos de Barbus sclateri

Bauzd (1971) describié los otolitos de B. sclateri confundiendo
totalmente el nombre de cada uno. Asi al sagitfa le lamé lapillus, a éste
asleriscus y a este tltimo sagitta. Rojo (1987) dibujé correctamente cada uno
de los otolitos de B. bocagei, que coinciden con los de B. sclateri. En la Figura
1.3 se pueden observar los tres pares de otolitos de B. sclateri.

O El Lapillus a microscopio éptico es de forma globosa, con un
segmento redondeado y otro triangular, y con una escotadura entre
ambos. Es el més féacil de extraer, presenta con claridad la
alternancia de bandas translicidas y opacas sin ninguna preparacién,
y para las edades utilizadas en este estudio no tuvieron problemas
de opacidad.

FiGURA 1.3. Otolitos de Barbus sclateri mediante el microscopio electrénico de barrido (SEM).
a) La superficie antisulcal del Japillus estd aplanada y muestra elementos concéntricos (flecha
negra) en la parte anterior (A). b) La superficie sulcal del /apillus ests formado por grupos de
largos cristales (flecha negra) que crecen paralelos al plano horizontal y otros grupos de
cristales orientados en una estructura semejante a una roseta, delimitados por un surco (flecha
hueca) en la parte anterior (A). c) La superficie antisulcal del asteriscus muestra mérgenes ciue
radian concéntricamente (flechas huecas) alrededor de un foco (flecha negra). d) La superficie
sulcal del asferiscus muestra una parte cristalina central en forma de herradura, separada por
un profundo surco (flecha negra) de una superficie exterior mas lisa y lobulada. e) La superficie
sulcal de sagitfa muestra dos surcos (flechas negras) que se unen para formar la parte posterior
(P). Los surcos se forman debido a la presencia de una expansién superior (S), media (M) e
inferior (I). La expansién inferior y superior estd formada por cristales que crecen
concéntricamente (flechas huecas. Las barras representan 1 mm.
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A microscopio electrénico la cara anti-sulcal estd aplanada y muestra
elementos concéntricos en la parte anterior, con una estructura
cristalina de granos muy finos (Figura 1.3a). Esta superficie anti-
sulcal lisa cambia abruptamente en .una estructura cristalina tosca de
la superficie sulcal, visible en el margen superior del lapillus en la
Figura 1.3a. La superficie sulcal estd formado por grupos de largos
cristales que crecen paralelos al plano horizontal del otolito (Figura
1.3b) v otros grupos de cristales orientados en una estructura
semejante a una roseta, delimitados por un surco en la parte
anterior. Por tanto la superficie sulcal se compone de cristales que
crecen paralelos o en cierto dngulo respecto de la mécula.

0 El Asferiscus a microscopio 6ptico recuerda a una rueda dentada,

sobre todo en peces de edades avanzadas, ligeramente céncavo en
su cara interna y un rostro saliente y agudo en el borde anterior; a
medida que aumenta su tamafio, se forma una estructura en forma
de hermradura en su cara interna cada vez mayor, esto impide el
pasde la luz y no deja ver con claridad las marcas. Ademés este
fenémeno se ve potenciado por la mayor ondulacién de la superficie
de su cara externa en peces de tamaiio grande, formando unos
l6bulos que radian desde el centro (esto corresponde a la
‘disposicién en forma de abanico de los haces de aragonito’ descrito
por Pannella 1980).
A microscopio electrénico la superficie anti-sulcal es lisa, con
margenes que radian concéntricamente alrededor de un foco, dando
la apariencia de una estructura prismatica y lobular. Se aprecian
también rasgos de crecimiento concéntrico a partir del foco (Figura
1.3c). La superficie sulcal muestra una parte cristalina central en
forma de herradura, separada por un profundo surco de una
superficie exterior mds lisa y lobulada (Figura 1.3d).

0 El Sagitta a microscopio Sptico da la sensacién de fragilidad, es de
forma alargada, fina y con tres expansiones en el centro, no
observandose claramente ninguna banda.

A microscopio electrénico la superficie sulcal muestra dos surcos

(Figura 1.3e) que se unen para formar la parte posterior del sagitta.
La buena definicién de las bandas opacas y translicidas encontradas en
el lapillus determiné que eligiéramos éste para nuestro estudio. Fueron
procesados un total de 347 otolitos, de los cuales 7 se excluyeron del estudio
(2%) por una deficiente cristalizacién tanto en el izquierdo como en el
derecho. Se comprobé la utilizacién de fotografias y de cadmaras de video
para su visualizacién; en general, ambos procedimientos son aceptables,
aunque confiamos menos en la determinacién de la edad por fotografias. Con
este método se noté una pérdida de definicién al permitir un menor ajuste en
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FIGURA 1.4. Corte frontal del /apillus de una hembra de 20 afios, con una longitud total de
480 mm y capturada en el rio Guadalete durante el mes de Agosto. Esta imagen se obtuvo
sumergiendo el ofolito seccionado en agua, con fondo negro y luz reflejada. Las flechas indican
cada annulus. La barra = 1 mm.

la luz, en el plano focal y en el aumenio de determinadas partes del otolito,
que directamente a través del microscopio o de la lupa. La observacién
directa por medio de cdmaras de video dieron buenos resultados, aunque en
muchos casos se observaron interferencias visuales en las 4reas de intenso
color blanco. Este fenémeno es el que Welleman y Storbeck (1995)
denominan “blooming”, v es el resultado de la peor deteccién de los niveles
de grises en la frontera entre un anillo opaco y un translicido. El “blooming”
puede ser inhibido, segtin los autores anteriores, usando cristales polarizados.
De todas formas, el hecho de no poder acoplar la cdmara al microscopio y
sélo poderlo hacer a la lupa, nos impidié utilizarlo para otolitos de pequefio
tamaiio. Esto nos condicioné el no poder emplear el sistema de anélisis de
imagen, ya que preferfamos usar el mismo sistema de visualizacién y de
medida para todos los tamaiios de otolito, aunque esto implicara un aumento
considerable de la carga de trabajo.

En cuanto a la utilizacién de los cortes o secciones, pudimos comprobar que
con el corte sagital, tanto a partir de la cara interna como de la externa, se
perdia informacién, sobre todo en los tamafios grandes debido a que
aumentaba la concavidad o convexidad respectivamente, es decir, no
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contenia informacién de la zonas periféricas. De todas formas si se quiere
utilizar este corte habria que contabilizar los primeros anillos y cuando
desaparezcan contabilizar los dltimos. Con el corte transversal se perdia
también informacién, ya que por un lado era més dificil asegurarnos de la
presencia del nicleo y por otro, se difuminaban mas los anillos. El corte
frontal es el que ha dado mejores resultados, coincidiendo casi en un 100%
las estimas de edad respecto a las del otolito entero. Se pudo encontrar con
facilidad el nicleo y no se perdié definicién en cuanto a los anillos del eje
posterior o de mayor crecimiento. Este corte lo utilizamos posteriormente para
comprobar la edad en una hembra de 20 afios con una longitud total de 480
mm procedente del rio Guadalete (Figura 1.4). Utilizar los cortes tiene una
ventaja adicional, es poder observar los otolitos a través del microscopio
electrénico de barrido (SEM). Como forma ilustrativa, ya que no era el
propésito de este estudio, se puede observar en la Figura 1.5 distintas
fotografias obtenidas por microscopia electrénica de cortes frontales atacados
con 0,1 N de HCl durante 3 minutos.

Determinacién de la edad y validacion del momento de formacién de
los anillos

La Figura 1.6 muestra claramente las bandas opacas y translicidas del
otolito (/apillus) entero del B. sclateri Se detecté en algunos otolitos la
presencia de ciertos bandas translicidas que aunque en el eje de la lectura
eran claras, a medida que nos acercdbamos a la parte superior o inferior del
otolito se difuminaban, estas bandas fueron consideradas como falsas.

Aunque se observé una zona translicida en el margen de los otolitos a
lo largo de todo el afio (Figura 1.7a), la proporcién de otolitos con una zona
translicida mostré un ciclo anual unimodal. En general, en Abril y Mayo la
mayoria de los otolitos (>80%) tenian una zona translicida marginal; aunque
si lo descomponemos por rio, mas del 80% de los otolitos procedentes del
Guadalete posefan un margen translicido en Abril y los procedentes del
Bocaleones entre Marzo y Junio (Figura 1.7b, c).

En general la presencia de un margen opaco en el otolito también varié
con el momento del afio (Figura 1.7a). Los otolitos muestreados desde Julio
a Enero mostraron un margen de material opaco, patrén que se mantiene en
lineas generales cuando lo separamos por rios (Figura 1.7b, c).

El efecto del momento de la captura (mes) y del ambiente (rio) sobre la media
mensual de la Tasa de Crecimiento Marginal (TCM) se evalué usando el
andlisis de la varianza (Tabla 1.1). El momento de la captura influyé
significativamente sobre la cantidad de material opaco presente en el margen

del otolito (P<0,00001), mostrando ambos rios el mismo patrén de variacién
(P=0,174) y la misma TCM (P=0,212) (Figura 1.7a, b, c). Segin los
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FIGURA 1.5. Microfotografia a microcopio electrénico de barrido (SEM) de un corte frontal del
lapillus de B. sclateri {(barra = 500 um) y de la zona del nicleo (N) {(barra = 100 um). El ofolito
fue decalcificado con 0,1N de HCI durante 3 minutos y pertenecia a un macho de 8 arios, con
una longitud total de 274 mm y capturado en el rio Guadalete durante el mes de Diciembre.
{A) anterior, (P) posterior.

resultados del anélisis a posteriori, mediante las comparaciones de Bonferroni
(Tabla 1.1), la tasa de crecimiento marginal mostré tres periodos claros
durante el afio, de Febrero a Mayo se registraron los minimos valores, hubo
un aumento significativo en Junio y por iltimo otro aumento en Septiembre.
Es conveniente seiialar que el mes de Enero no se ha incluido en el anélisis de
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FIGURA 1.6. Visién del /apiflus entero de B. sclateri bajo lupa binocular, sumergiéndolo en
agua, sobre fondo negro y utilizando luz reflejada. El otolito mayor pertenece a una hembra de
11 afios, de 260 mm de longitud total y capturada en el arroyo de Bocaleones durante el mes
de Noviembre (barra = 1 mm). El otolito m&s pequeiio pertenece a un macho de 6 afios, de
92 mm de longitud total y capturado en el arroyo de Bocaleones durante el mes de Enero
(barra = 0,5 mm). Las flechas negras indican cada annulus.

la varianza, ya que en este mes no se capturd ningin individuo en el rio
Guadalete. Como hubo un patrén claro en el crecimiento de la banda opaca
para el conjunto de datos y para los de cada rio, quisimos comprobar si
ocurria lo mismo en todas las edades, para lo cual los datos fueron separados
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FIGURA 1.7. Representacién gréfica del porcentaje de ofolitos con mérgenes translicidos
(barras) y del crecimiento marginal medio con su error estdndar durante los meses de estudio
para el total de los ejemplares de B. sclateri capturados (a), el rio Guadalete (b) y el arroyo de

Bocaleones (c).
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TABLA 1.1. Anélisis de la varianza de los efectos del momento de la
captura (mes) v el lugar (rio) sobre la Tasa de Crecimiento Marginal
(TCM) de B. sclateri durante el periodo de estudio. Se usé las
comparaciones de Bonferroni para determinar las diferencias entre las
medias adyacentes.

Origendela Sumade Cuadrados Significacién
variacién cuadrados g.l medios F dela F
Mes 3,76 10 0,38 6,58 <0,00001
Lugar 0,09 1 0,09 1,56 0,212
Interaccién

mes-lugar 0,81 10 0,08 141 0,174
Error 16,50 289 0,06

Fe=Ma=Ab=My<dn=Jil=Ag<Se=0Oc=No=Di

por grupos de edad dentro de cada rio. Los grupos fueron elegidos de tal
forma que pudiéramos contrastar el mayor nimero de edades, pero
tuviéramos un tamaiio adecuado de muestra: para el Guadalete, de 2-4, de
5-8 y de 9-16 anillos; para el Bocaleones, de 2-4, de 5-8, de 9-12 y de 13-18
anillos. En la Figura 1.8 se observa como el patrén general se mantiene entre
los grupos de edad en ambos rios.

Los resultados anteriores demuestran que una banda opaca y una
transliicida se forman en diferentes momentos del afio, y que la combinacién
de una y ofra es de naturaleza anual. Para los propésitos de la interpretacién
de la edad, la porcién distal de cada zona translicida fue considerada como
un annullus. El término annullus se asocia con la zona translicida que se
forma una vez por afio en las estructuras calcificadas de peces de regiones
templadas y es usado para interpretar el crecimiento de la estructura en
términos de tiempo y edad (Casselman 1987).

Una vez que se contaron los anillos (annulli), estos se convirtieron en
una estima de edad. Este ltimo paso es lo que Francis ef al (1992) se
referian como la interpretacién del margen. Esto implica decidir sobre el
momento (o fecha) de formacién del anillo mas externo que se cuenta. La
conversién del nimero de anillos contados en cada otolito en una edad,
implica considerar la relacién entre esta fecha y otras dos fechas: la de captura
y la de nacimiento (Francis 1995). Nosotros hemos adoptado el 1 de Enero
como la fecha de nacimiento nominal para las dos poblaciones estudiadas,
que no tiene porque coincidir con la del nacimiento natural (Willians vy
Bedford 1974). De esta forma, la edad absoluta de cada pez se determiné
teniendo en cuenta los siguientes criterios:
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FIGURA 1.8. Representacién gréfica del crecimiento marginal medio por grupo de edad
durante los meses de estudio para los ejemplares de B. sclaferi capturados en el rio Guadalete
{a) v en el arroyo de Bocaleones (b).

= Si el otolito presentaba el margen opaco, independientemente de la

fecha de captura, la edad fue igual al niimero de annulli.

= Si el otolito presentaba el margen translicido, el célculo de la edad

dependia de la fecha de captura, asi:

e Si el pez procedia del periodo de Julio a Diciembre, la
edad fue igual al niimero de annulli que tuvieran una
zona opaca posterior.

e Si el pez procedia del periodo de Enero a dJunio, la edad
fue igual al nimero de annulli que tuvieran una zona
opaca posterior mas uno.

El méximo de edad estimada en los barbos capturados en el rio
Guadalete fue de 20 afios para las hembras y 15 afios para los machos. En el
arroyo de Bocaleones fue de 18 afios para las hembras y 10 afios para los
machos. En cuanto a la edad minima se capturaron individuos de sexo
desconocido con 1 afio en el arroyo de Bocaleones, hembras de 2 afios en
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ambos rios y machos de la misma edad en el rio Guadalete, vy sélo fueron
capturados machos a partir de 3 afios en el arroyo de Bocaleones.

Un histograma de frecuencias de la edad estimada (edad media
individual) de los datos del rio Guadalete fue construido por sexo. El 51% de
los peces analizados mostraron edades estimadas menores o iguales a 6 afios
(Figura 1.9a). No hubo diferencias entre la distribucién de frecuencia de
edades entre machos y hembras, indicando que ambos sexos en el rio
Guadalete contribuyeron de igual forma a la estructura de edad de la
poblacién (test de Kolmogorov-Smirnov, 2=0,425, P=0,994, N=168), a
pesar del ejemplar hembra de 20 afios capturado. De igual forma, el 60% de
los ejemplares capturados en el arroyo de Bocaleones tenian edades
estimadas de 6 afios o menos, sin embargo si hubo diferencias en las
distribucién de frecuencias entre los dos sexos, ya que no se capturaron
machos de més de 10 anos (test de Kolmogorov-Smimov, 2=2,912,
P<0,0001, N=157; Figura 1.9b). Si combinamos los sexos, tampoco existié
diferencias en la distribucién de frecuencias de la edad entre las dos
poblaciones (test de Kolmogorov-Smimov, z=1,062, P=0,209, N=325).

En términos de edad para nuestros datos, el 62,5% de las hembras del
rio Guadalete eran adultas a los 5 afios y el 100% a los 6 afios; el 80% de los
machos del rio Guadalete maduraron a los 4 afios y el 100% a los 5 arios; el
50% de las hembras capturadas en el arroyo Bocaleones eran adultas a los 4
anos y el 100% a los 5 afios; y el 50% de los machos del arroyo eran adultos
a los 3 afios y el 100% a los 5 afos. Dentro de cada cohorte los ejemplares
adultos fueron mayores que los juveniles en ambos sexos (Prueba de la t,

P<0,05).

Relaci6n del tamaiio del pez y del otolito

En la Tabla 1.2 se presenta la media de todas las medidas
morfométricas tomadas sobre el otolito y del tamafio del cuerpo de ambos
sexos en cada poblacién. En las hembras capturadas en el rio Guadalete, las
medias estan influidas por el individuo de 20 afios, sobre todo en el peso del
otolito como pone de manifiesto el error estdndar (hembra: 0,29; macho:
0,04). Por tanto si eliminamos este individuo, tendriamos hembras de hasta
16 afios con una longitud estandar de 362 mm, un peso somatico de 729 gr,
un peso del otolito de 11,9 mg, un radio de 2, 27 mm y un didmetro de 3,03
mm.

La Figura 1.10 muestra la relacién entre las medidas tomadas sobre el
otolito y la longitud estdndar. El peso del otolito incrementé
exponencialmente con la longitud estdndar (Figura 1.10a). La representacién
gréfica del didmetro y del radio del otolito frente a la longitud fueron
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FiGURA 1.9. Histogramas de frecuencia de la edad estimada en todos los ejemplares de B.
sclateri capturados en el rio Guadalete (a, N=176) y en el arroyo de Bocaleones (b, N=168).

convexas, con pendientes que disminuian sobre el rango de 100 a 400 mm de
longitud (Figura 1.10b).

Las relaciones entre las tres variables del otolito y la longitud son
claramente no lineales, por lo que fueron transformadas mediante log;y para
examinar los efectos del sexo y el lugar mediante el andlisis de la Covarianza.
En este caso, las pendientes de las lineas de regresién fueron
significativamente  distintas  (peso: f337=5,64, P<0,001; didmetro:
F3317=5,92, P<0,001; radio: F33,7=8,20, P<0,0005), por lo que no nos
permitié determinar los efectos de ambos factores. Cuando separamos los
peces en adultos y juveniles, los primeros siguieron presentando
heterogeneidad de las pendientes (peso: F325=3,96, P=0,008; didmetro:
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TABLA 1.2. Tamaiio de la muestra (V) , media (X ), error estdndar (E.E) y rango de
la longitud estindar, del peso somético v de la edad estimada de los ejemplares
capturados de B. sclateri en el rio Guadalete y en el arroyo de Bocaleones.

X EE Rango
rio Guadalete
Macho {/V = 80)
Longitud estdndar (mm) 133,72 6,14 54 - 265
Peso somético (g) 56,44 7,12 1,98 - 293
Peso del otolito (mg) 2,95 0,04 046 - 9,00
Radio del otolito (mm) 1,12 0,04 055 - 1,80
Didmetro del otolito (mm) 1,75 0,04 097 - 2,75
Edad estimada (aiio) 6,17 0,32 2 - 15
Hembra (V= 87)
Longitud estdndar (mm) 161,01 8,00 47 - 410
Peso somético (g) 112,74 17,55 2,08 -1056
Peso del otolito (mg) 3,65 0,29 0,60 - 16,70
Radio del otolito (mm) 1,29 0,04 0,55 - 227
Didmetro del otolito (mm) 1,96 0,05 1,00 - 3,37
Edad estimada (afio) 6,57 0,37 2 - 20
arroyo Bocaleones
Macho (V= 75)
Longitud estAndar {mm) 11841 4,26 54 - 246
Peso somaético {(g) 31,72 3,67 201 - 200
Peso del otolito (mg) 232 0,14 060 - 860
Radio del otolito (mm}) 1,08 0,02 070 - 1,55
Didmetro del otolito (mm) 1,68 0,03 1,10- 235
Edad estimada (afio) 557 0,19 3 - 10
Hembra (V= 79)
Longitud estdndar (mm) 187,17 6,24 72 - 316
Peso somético (g) 120,51 10,57 6 - 498
Peso del otolito (mg) 491 0,27 0,80 - 11,60
Radio del otolito (mm) 146 0,03 077 - 225
Didmetro del otolito (mm) 2,18 0,04 130 - 3,00
Edad estimada (afio) 841 0,35 2 - 18

F325=2,79, P=0,040; radio: F;25;=3,57, P=0,014), aunque los juveniles ya
no la presentaban (peso: F353=2,19, P=0,097; didmetro: F353=0,87,
P=0,461; radio: /5 55=0,47, P=0,699). Si volvemos a observar la Figura 1.10
y como apuntdbamos en el pamafo anterior, parece que las pendientes se
suavizaban sobre los 100 mm de longitud y nos hizo pensar en dividir las
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FIGURA 1.10. Representacién gréfica del (a) peso del otolito, y (b) del didmetro y radio del
otolito respecto a la longitud estdndar del B. sclateri. Los datos corresponden a todos los
ejemplares capturados.

capturas a partir de la longitud a la cual las hembras pasaban al estado
adulto. De esta forma conseguimos homogeneizar las pendientes (peso:
}'-3,205=1,24, P=0,296, didmetro: Fé,206=1712a P=0,340; radio: 1'?3,205=1,13,
P=0,339) y por tanto, podiamos comprobar el efecto del sexo y del lugar
sobre las medidas tomadas en el otolito.

En primer lugar la longitud influyé significativamente sobre las tres
variables (Tabla 1.3), éstas aumentaban conforme el pez crecia. Sobre el
radio y el didmetro no existi6 efecto del sexo y el lugar, es decir, que
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TABLA 1.3. Andlisis de la covarianza de] efecto del sexo y el lugar sobre
el peso, didmetro y radio del otolito de ejemplares de >115 mm de
longitud. Las variables dependientes y la covariable (longitud estdndar)
fueron transformadas mediante log,o. g.1 son los gados de libertad.

Origendela  Sumade Cuadrados Significacién

variacién cuadrados  g.l. medios F dela F

Peso
Longitud 5,81892 1 581892 1229,00 <0,0001
Lugar 0,00637 1 0,00637 1,34 0,247
Sexo 0,00803 1 0,00803 1,69 0,194
Sexoxlugar 0,04023 1 0,04023 8,50 0,004
Error 0,98954 209 0,00473

Didmetro
Longitud 0,68170 1 0,681700 1146,50 <0,0001
Lugar 0,00003 1 0,00003 0,06 0813
Sexo 0,00108 1 0,00108 1,81 0,180
Sexox lugar  0,00043 1 0,00043 0,71 0,399
Error 0,12427 209 0,00059

Radio
Longitud 1,00270 1 1,00270 546,86 <0,0001
Lugar 0,00008 1 0,00008 043 0,836
Sexo 0,00511 1 0,00511 2,78 0,097
Sexox lugar  0,00020 1 0,00020 0,01 0,915
Error 0,38321 209 0,00183

TABLA 1.4. Anélisis de la covarianza de efectos simples para el peso del
otolito. La variables dependiente y la covariable (longitud estdndar)
fueron transformadas mediante log,,. .1 son los grados de libertad.

Origendela Sumade Cuadrados Significacién
variacién _ cuadrados gl medios F dela F
Por lugar
Longitud 5,81892 1 581892 1229,00 <0,0001
Lugar 0,00637 1 0,00637 1,34 0,247
Sexo
Guadalete  0,04640 1 0,04640 9,81 0,002
Bocaleones 0,00469 1 0,00469 0,99 0,317
Error 0,98954 209 0,00473
Por sexo
Longitud 5,81892 1 581802 122900 <0,0001
Sexo 0,00803 1  0,00803 1,69 0,194
Lugar
Machos 0,00595 1 0,00595 1,26 0,263
Hembras 0,05188 1 0,05188 10,97 0,001

Error 098954 209  0,00473
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independientemente de ellos, dos peces de igual tamaiio mostraban otolitos
de igual radio y didmetro. Esto no pasé con el peso del otolito, porque
aunque globalmente ocurria lo mismo, la interaccién significativa no nos
permitia independizar los efectos de cada factor y posiblemente enmascaraba
resultados mucho més interesantes. Asi, con el anélisis de los efectos simples
(Tabla 1.4) verificamos que en el rio Guadalete un macho posefa un otolito
de mayor peso que una hembra de igual talla (Media ajustada, macho: 4,25
mg; hembra: 3,86 mg), pero que en el amoyo de Bocaleones no existia
diferencias entre los sexos (macho: 3,87 mg; hembra: 3,99 mg). Y por otro
lado (Tabla 1.4), un macho del Guadalete (Medi3 ajustada: 3,55 mg) tenia el
mismo peso de otolito que un macho del Bocaleones de igual longitud (3,45
mg), pero una hembra del Bocaleones (Media ajustada, 4,78 mg) tenfa un
otolito més pesado que una de igual talla capturada en el Guadalete (4,34
mg).

Es curioso que estos mismos resultados se den cuando analizamos la edad
media ajustada al tamafio de los mismos individuos. Asi, comparando
ejemplares de igual talla, no existié6 diferencias de edad entre los machos
(F1,80=0,93, P=0,337; Guadalete: 6,16 afios, Bocaleones: 5,49 afios), pero si
entre las hembras (£ 125=7,06, P=0,009;Guadalete:7,58 afios, Bocaleones:
9,54 aiios); y comparando ambos sexos, por un lado existi6 diferencias
significativas en el rio Guadalete (F; 10s=11,98, P=0,001; machos: 8,91 afios,
hembras: 5,62 afios), y por otro, no existi6 en el arroyo de Bocaleones
(F1,102=0,31, P=0,577; machos: 7,58 afios, hembras: 6,76 afios).

Para los individuos menores de 115 mm de longitud estandar, los
resultados son maés féciles de interpretar debido a las interacciones no
significativas encontradas en el andlisis de la Covarianza (Tabla 1.5).
Podemos concluir que los peces del arroyo de Bocaleones mostraron otolitos
mas grandes y mds pesados que los del rio Guadalete del mismo tamafio,
independientemente de cual era su sexo. Igual pasé con la edad, en el rio
Guadalete los machos tuvieron una edad estimada ajustada al tamafio de
3,89 aiios, las hembras de 3,63 aiios, los machos del Bocaleones de 4,27
afos y las hembras de 4,46 afios.

La Figura 1.11 ilustra el descenso en el ancho de las zonas opacas con
la edad y muestra como este ancho va sufriendo una disminucién conforme
aumenta la edad. Esto resultados son apoyados por los patrones de
crecimiento en otolitos encontrados por Williams y Bedford (1974): “a medida
que el pez crece las zonas opacas se vuelven progresivamente més estrechas,
pero las zonas transhicidas permanecen aproximadamente con el mismo
ancho. Este proceso continua hasta que los anillos més externos (opaco v
translicido) se convierten en extremadamente finos, regulares e iguales de
ancho”. Es decir al aumentar la edad, el otolito creceria menos sobre su eje
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TABLA 1.5. Anélisis de la covarianza del efecto del sexo y el lugar sobre
el peso, didmetro y radio del otolito de ejemplares menores de 115 mm
de longitud. Las variables dependientes y la covariable (longitud
estdndar) fueron transformadas mediante log)o. gl son los grados de

libertad.
Origendela  Sumade Cuadrados Significacién
variacién cuadrados gl medios F dela F
Peso
Longitud 223115 1 223115 285,36 <0,0001
Lugar 0,03386 1 0,03386 433 0,040
Sexo 0,00061 1 0,00061 0,07 0,780
Sexoxlugar 0,00866 1 0,00866 1,11 0,295
Error 0,82879 106 0,00782
Diidmetro
Longitud 0,35107 1 035107 483,50 <0,0001
Lugar 0,00442 1 0,00442 6,08 0,015
Sexo 0,00004 1  0,00004 0,05 0,814
Sexox lugar  0,00060 1 0,00060 0,83 0,364
Error 0,07697 106 0,00073
Radio
Longitud 0,49447 1 0,19447 34402 <0,0001
Lugar 0,02679 1 0,02679 1864 <0,0001
Sexo 0,00046 1 0,00046 0,32 0,573
Sexoxlugar 0,00006 1 0,00006 0,04 0,834
Error 0,15236 06 000144
013 7
E 0,25
T o]
8' 0.15 _“ -+-Machos Guadalete
g ’ . # Hembras Guadalete
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FIGURA 1.11. Medidas del ancho de la zona opaca de cada annulus en los otolitos de B.
sclateri., por sexo y lugar de captura.
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FIGURA 1.12. Relacién entre la edad estimada y el peso del ofolito de los ejemplares
capturados de B. sclaferi. en el rio Guadalete (a) y en el arroyo de Bocaleones (b).

longitudinal y posiblemente incrementaria su espesor, aumentando por tanto
su peso. Esto puede explicar porque el peso del otolito incrementa su valor, a
pesar de la ralentizacién del crecimiento en longitud del otolito y del pez. Este
proceso serfa la causa de porqué existen diferencias en el peso del otolito
entre individuos del mismo tamafio pero con edades significativamente
distintas, hecho que no ocurre con el radio y con el didmetro.

Estos resultados muestran que el didmetro o el radio estdn més
asociados al tamaiio del pez que a la edad, mientras que el peso del otolito
puede ser una buena variable predictora de la misma. Las relaciones entre el
peso del otolito y la edad (Figura 1.12) mostraron pendientes distintas e
intersecciones iguales entre los machos y hembras capturados en el arroyo de
Bocaleones (Pendientes: £ 153=3,95, P=0,048; Intersecciones: F15=1,28,
P=0,258) y al contrario en los capturados en el rio Guadalete (Pendientes:
F1,164=0,889, P=0,347; Intersecciones: F 165=4,725, P=0,031); por tanto los
modelos de regresién miiltiple fueron ajustados separadamente para cada
poblacién y en cada uno de los sexos. Las variables dependientes que los
modelos de regresién miiltiple paso a paso incluyeron fueron, el peso del
otolito y la longitud estdndar para los machos del rio Guadalete; el peso del
otolito, el radio del otolito y la longitud estdndar para las hembras de la
misma poblacién; y el peso del otolito y el radio del otolito para ambos sexos
del arroyo de Bocaleones. Los resultados estadisticos se presentan en la Tabla
1.6.

Como el peso del otolito explicé la mayorfa de la variabilidad en la
edad (82-89%), fue el mejor estimador de todas las variables morfométricas
consideradas. Sin embargo, hubo todavia una considerable variabilidad del
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TABLA 1.6, Coeficientes de regresién y estadisticos asociados a los modelos de regresién
miuiltiple de la edad para B. sclateri. Los modelos fueron ajustados paso a paso usando
como variables independientes el peso, el radio y el didmetro del otolito, y la longitud
estdndar y el peso somético del pez. La variables fueron transformadas mediante log.
R?
Variable Coeficiente EE P parcial
Machos Guadalete (N = 80)
{(Modelo univariante)
Interseccién = -0,679
Peso del otolito 1,365 0,082 <00001 0876
(Modelo multivariante)
Interseccién = -4,886
Peso del otolito 0,568 0,137 <0,0001 0,876
Longitud estdndar 1,487 0,278 <0,001 0,012

Hembras Guadalete (N = 87)
(Modelo univariante)
Interseccién = -1,214
Peso del otolito 1,556 0,089 <0,0001 0,825
(Modelo multivariante)
Interseccién = —4,886

Peso del otolito 0,568 0,137 <0,0001 0,825
Radio del otolito 0,750 0,111 <0,001 0,013
Longitud estdndar 1,487 0,278 <0,001 0,012

Machos Bocaleones (V= 75)
(Modelo univariante)
Interseccién = -0,654
Peso del otolito 1,337 0,109 <0,0001 0,889
(Modelo multivariante)
Interseccién = -1,015
Peso del otolito 0,385 0,082 <0,0001 0,889
Radio del otolito 0,418 0,112 <0,001 0,009

Hembras Bocaleones (N = 79)
(Modelo univariante)
Interseccién = -2,001
Peso del otolito 1,877 0,113 <0,0001 0,859
(Modelo multivariante)
Interseccién = 4,207
Peso del otolito 1,197 0271 <0,0001 0,859
Radio del otolito 1,854 0,377 <0,001 0,019

peso del otolito dentro de cada clase de edad. Aunque algo de la variabilidad
restante (1-2%) fue explicada al considerar la longitud estdndar del pez y/o el
radio del ofolito, la variabilidad que no se explicé por estos modelos fue
todavia considerablemente grande.
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Validacién y precisién del retrocadlculo para los estudios de
crecimiento

Para obtener una mejor relacién entre el tamaiio del pez y del otolito, y
comparar las ecuaciones de retrocélculo, se escogié una submuestra de peces
del periodo en los que fue probable que formaran o que estuvieran formando
el annulus (Febrero-Junio). Existi6 en esta submuestra una relacién lineal
positiva entre el radio del otolito y la longitud estdndar (Tabla 1.7), pero al
transformar las variables mediante log;g se consiguié estabilizar las varianzas y
mejorar la prediccién del modelo, como se observa al incrementar los valores
del coeficiente de determinacién (£2). El anélisis de la covarianza indicé que
habia homogeneidad de las lineas de regresién (P=0,269, Tabla 1.8). Por
otra parte, el término de interaccién entre los factores lugar y sexo no fue
significativo (P=0,296), v el efecto de este iltimo tampoco (P=0,385). Pero
la interseccién de las regresiones fueron significativamente distintas entre los
dos rios (P<0,002). Por tanto, se traté las dos poblaciones por separado,
aunque en cada una de ellas se combinaron los sexos para obtener las
relaciones entre la longitud del pez y el radio del otolito.

Un total de 50 ejemplares procedentes del Guadalete y 31 del
Bocaleones habian formado recientemente su annulus (R,/ R. = 0,95).
Cuando las longitudes de estos peces fueron retrocalculadas para el annulus
més reciente (L) :

e por la ecuacién (1), ninglin pez del Guadalete y 1 del Bocaleones

(3%) estuvieron en el rango del 95-100% de la longitud de captura
(L) . Dos peces (4%) del Guadalete tuvieron una L, de 2-5 mm
menor que el 0,95 de L, y 48 peces (96%) del Guadalete
excedieron de 16-222 mm de L., mientras que 30 peces (97%) del
Bocaleones excedieron de 22-216 mm.

e por la ecuacién (2), 45 peces (90%) del Guadalete y 29 (94%) del
Bocaleones estuvieron en el rango del 95-100% de L.. Sélo 1 del
Guadalete excedia en 12 mm de L., y 4 (8%) del Guadalete eran
menores en un rango de 1-2 mm de 0,95 de L. . Dos peces (6%) del
Bocaleones eran menores en un rango de 2-3 mm.

e por la ecuacién (3), 49 peces del Guadalete (98%) y 30 del
Bocaleones (97%) estaban en el rango del 95-100% de L.y sélo 1
pez del Guadalete (2%) y otro del Bocaleones (3%) excedian de la
L.

e por la ecuacién (4), 5 peces (10%) del Guadalete y 4 (13%) del
Bocaleones estaban en el rango del 95-100% de L_; 21 peces (42%)
del Guadalete tenian las L, de 5-42 mm menores que el 0,95 de L.y
9 peces (29%) en un rango de 2-38 mm en el Bocaleones; y 24
peces (48%) del Guadalete tenian las L, que excedian de 5-45 mm
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TABLA 1.7. Ecuaciones de regresién que describen la relacién entre la longitud
estdndar y el radio del otolito de B. sclateri del rio Guadalete y del arroyo de
Bocaleones. R? = coeficiente de determinacién; g.l. = grados de libertad
Rangode Pardmetros
longitud estimados

Modelo N___ (mm) a b R* gl F P
Ambos rios

Lineal 161 47305 46,04 152,86 0,88 1,159 1358 <0,0001

Logaritmico 161 47-305 1,36 1,31 093 1,159 1484 <0,0001
Rio Guadalete

Lineal 93 47-305 40,07 150,87 0,88 1,91 757 <0,0001

Logaritmico 93 43-305 144 1,30 0,949 191 974 <0,0001

Arroyo Bocaleones
Lineal 68 54-287 -57,04 157,78 0,87 1,66 623 <0,0001

Logaritmico 68 54-287 1,14 142 093 1,66 690 <0,0001

TABLA 1.8. Resultados de la ANCOVA de los efectos del lugar y sexo sobre la
relacién de la longitud estdndar del pez y el radio del otolito en B. sclateri de Febrero
a dJunio. La longitud (variable dependiente) y el radio (covariable) fueron
transformadas mediante log,; . CM = cuadrados medios; g.l. grados de libertad. La
hipétesis del paralelismo (homogeneidad de pendientes) es testada por la interaccién
de la covariable con los factores unidos.

_Origen gl CM F P
Radio 1,156 4,161 1321,00 <0,0001
Lugar 1,156 0,029 9,33 <0,002
Sexo 1,156 0,002 0,75 0,385
Lugar x sexo 1,156 0,003 1,09 0,296
Radio x factores 3,153 0,004 1,32 0,269

de L., mientras que 18 peces (58%) del Bocaleones lo hacian en una
rango de 4-40 mm.

Las longitudes retrocalculadas de las ecuaciones (2), (3) v (4) fueron
confrontadas con las longitudes observadas de cada edad para evaluar desde
otro punto de vista, la eficacia relativa de los métodos més usados en la
literatura (Figura 1.13). Las desviaciones a las longitudes observadas fueron
substancialmente menores en los dos métodos de Fraser-Lee. El método de
regresion mostré un sesgo positivo en los peces de menores tallas y un sesgo
negativo en los de mayor talla. El método de Fraser-Lee modificado por
Maceina y Betsill (1987) no mostré sesgo para los peces de pequeiio tamario,
aunque en los de mayor tamafio aumentaba un poco la varianza. El método
de Fraser-Lee modificado por Campana (1990) o de Interseccién Biolégica
mostré6 mucha menos desviacién de las longitudes retrocalculadas respecto a
las observadas y ajusté mejor los datos. En base a estos resultados se escogié
el método de la Interseccién Biolégica, como la mejor férmula de retrocélculo
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FIGURA 1.13. Longitud observada versus longitud retrocalculada por el método de regresién
(27,08 + 0,827 L; N = 81, R? = 0,874); el método de interseccién biolégica :S-O,Q'B +0,98L;
N= 81, R* =0,998);y el método de Fraser-Lee (-085+096L; N=81, R® =0,981).
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TABLA 1.9. Anélisis de la varianza de los efectos del método y de la
edad sobre la longitud del pez. La variable dependiente (longitud
esténdar) fue transformada mediante log;,. .l son los grados de libertad

Origendela  Sumade Cuadrados Significacién
variacién cuadrados gl medios F dela F
rio Guadalete

método 551004 2 2755,02 5,78 0,003

edad 583864,49 7 8340921 17490 <0,0001

Interaccién

edad-método  12215,12 12 101793 2,13 0,014

Error 280422,16 588 476,91 K
arroyo Bocaleones

método 4022,75 2 201137 484 0,008

edad 27915598 7 3987943 95,88 <0,0001

Interaccién

edad-método 1237726 12 103143 248 0,003

Error 187165,80 450 415,92

que era capaz de corregir con mayor eficiencia las diferencias en las
intersecciones.

Una vez escogida la férmula més idénea, comprobamos cual era el
efecto sobre las longitudes retrocalculadas utilizando el annulus més reciente,
que es lo que habiamos hecho anteriormente, o los annuli anteriores. Para
ello se escogié las ocho primeras edades, de forma que en cada grupo de
edad estuvieran representados los sexos y los lugares. Se realizé un andlisis de
la varianza de dos factores, edad y método. Este iltimo factor comprende tres
niveles, el control (longitud observada), la longitud calculada con el annulus
més reciente y la longitud calculada a partir de los annuli anferiores. El anélisis
de la varianza (Tabla 1.9) puso de manifiesto la existencia de una ‘interaccién
significativa entre el método y la edad. Asimismo se constaté que ambos
factores presentaban globalmente efecto significativo sobre la longitud.

El andlisis de los efectos simples nos permitié explicar la interaccién
entre los factores del disefio, analizando los efectos del método dentro de
cada edad. Este andlisis de efectos simples es el que recoge la Tabla 1.10. Al
comparar dichos resultados con los de la Tabla 1.9 se constata que la
variabilidad explicada por ambos modelos es la misma (las sumas de
cuadrados totales y residuales coinciden), es decir, el modelo de efectos
simples supone tnicamente modificar la descomposicién de la variabilidad
explicada. Puesto que el factor método presenta tres niveles y posee dos
grados de libertad los contrastes “a posteriori” se realizaron por el
procedimiento de Bonferroni utilizando la opcién Simple en el SPSS®. Esta
opcién nos permitié comparar entre los resultados al aplicar los dos métodos
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TABLA 1.10. Anélisis de la varianza de los efectos simples sobre la
longitud del pez. La variable dependiente (longitud estandar) fue
transformada mediante logo. gl son los grados de libertad

Origendela  Sumade Cuadrados Significacién
variacién cuadrados gl medios F dela F
rio Guadalete

edad 583864,49 7 8340921 174,90 <0,0001
método(1)
método(2) 364557 2 1822,79 3,82 0,022
método(3) 1988588 2 094294 20,85 <0,0001
método(4) 9003890 2 4996,95 1048 <0,0001
método(5) 5184,67 2 259234 544 0,005
método(6) 277887 2 138943 291 0,055
método(7) 551004 2 2755,02 5,78 0,003
método(8) 761,71 2 380,85 ,80 0,450
Error 280422,16 588 476,91

arroyo Bocaleones
edad 27915598 7 3987943 95,88 <0,0001
método(1) 123993 2 619,96 1,49 0,226
método(2)
método(3) 4386,05 2 2193,02 527 0,005
método(4) 1328333 2 6641,67 1597 <0,0001
método(5) 7482,74 2 3741,37 9,00 <0,0001
método(6) 6807,17 2 3403,58 8,18 <0,0001
método(7) 4022,75 2 201137 484 0,008
método(8) 61295 2 306,48 0,74 0,479
Error 187165,80 450 415,92

y los del control (longitudes observadas). En la Figura 1.14 se observa como
generalmente en todas las edades las longitudes retrocalculadas a partir de los
annulli anteriores son significativamente mayores a las longitudes observadas
en la captura y a las calculadas a partir del annulus més reciente.

Con estos resultados ya podemos utilizar de una manera satisfactoria
las longitudes retrocalculadas para la estima del crecimiento de las dos
poblaciones. Pero como la tasa de crecimiento no es lineal (ver siguiente
apartado), no podemos calcular tasas de crecimiento absoluto, como indican
Busacker et al. (1990), es decir, calcular simplemente la diferencia entre las
longitudes retrocalculadas de una edad a otra. Estos autores apuntan que en
los casos en los que la tasa de crecimiento es exponencial, como cuando
trabajamos en intervalos de tiempo de un afio, el crecimiento se expresa
mejor con la tasa instantdnea. En la Tabla 1.1 vy 1.12 se muestran los
resultados finales de la estima de la tasa de crecimiento de la poblacién v del

crecimiento medio individual segiin la metodologia descrita por Ricker (1975;
pag. 220).
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FIGURA 1.14. Longitudes estandar de B. sclaferi retrocalculadas a partir del Gltimo annulus y
a partir de los annuli anteriores por el método de interseccién biolégica en los ocho primeros
afios. Los asteriscos indican diferencias significativas (P<0,05), por el prcedimiento de
Bonferroni, respecto a la longitud media observada en la captura de los ejemplares del rio

- Guadalete (a) y del arroyo de Bocaleones (b). Los datos proceden del periodo comprendido
entre Febrero y Junio.

Estimacién de los parametros de crecimiento

Las curvas de crecimiento de von Bertalanffy fueron ajustadas a la
longitud observada en cada una de las edades. El modelo se ajusté a los
machos y hembras por separado capturados entre Febrero y Junio en cada
poblacién (Tabla 1.13; Figura 1.15a, b).

También se ajusté el modelo de von Bertalanffi a las longitudes
retrocalculadas a partir de los dos dltimos annulli. Los pardmetros fueron
similares a los calculados a partir de las longitudes observadas:
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TaBLA 1.11. Célculos de la tasa de crecimiento de la poblacién y
de la tasa de crecimiento verdadera, para los peces capturados en
el rio Guadalete.

Crecimiento de la Crecimiento medio
poblacién individual
Intervalo  Diferencias Intervalo  Diferencias
Intervalo  longitud  logaritmo longitud  logaritmo
de edad mm natural mm natural
Machos
2-3 59-65 0,097 49-65 0,282
3-4 65-84 0,256 72-84 0,154
4-5 84-105 0,223 94-105 0,111
5-6 105-137 0,266 124-137 0,099
6-7 137-141 0,028 131-141 0,073
7-8 141-174 0,210 161-174 0,077
8-9 174-181 0,039 174-181 0,039
9-10 181-213 0,163 179-213 0,174
10-11 213-234 0,094 226-234 0,035
11-12 234-241 0,029 234-241 0,029
12-13 241-248 0,028 238-248 0,041
13-14 248-251 0,012 240-251 0,045
14-15 251-262 0,043 252-262 0,039
Hembras
2-3 60-66 0,005 55-66 0,182
34 66-96 0,374 81-96 0,169
4-5 96-126 0,271 107-126 0,163
5-6 126-150 0,174 132-150 0,128
6-7 150-168 0,113 152-168 0,100
7-8 168-196 0,154 171<196 0,136
8-9 196-206 0,049 194-206 0,060
9-10 206- - - -
10-11 -220 - 215-220 0,022
11-12 220-237 0,074 225-237 0,052
12-13 237-250 0,053 241-250 0,036
13-14 250-290 0,148 274-290 0,056
14-15 290-296 0,020 278-296 0,063

15-16 296-355 0,182 338-355 0,049
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TaBLA 1.12. Célculos de la tasa de crecimiento de la poblacién y
de la tasa de crecimiento verdadera, para los peces capturados en
el arroyo de Bocaleones.

Crecimiento de la Crecimiento medio
poblacién individual
Intervalo  Diferencias Intervalo  Diferencias
Intervalo longitud  logaritmo longitud  logaritmo
de edad mm natural mm natural
Machos
34 73-86 0,164 73-86 0,164
4-5 86-105 0,199 97-104 0,069
56 105-111 0,055 100-111 0,104
6-7 111-141 0,239 130-141 0,081
7-8 141-149 0,294 138-149 0,076
8-9 149-182 0,200 172-182 0,056
9-10 182-210 0,143 202-210 0,038
Hembras
2-3 72-97 0,298 62-97 0,447
3-4 97-100 0,030 85-100 0,162
4-5 100-128 0,246 116-128 0,098
5-6 128-138 0,075 127-138 0,083
6-7 138-151 0,090 137-151 0,097
7-8 151-179 0,170 167-179 0,069
8-9 179-202 0,120 187-202 0,077
9-10 202-217 0,072 210-217 0,033
10-11 217-231 0,062 221-231 0,044
11-12 231-244 0,055 232-244 0,050
12-13 244-256 0,048 245-256 0,043
13-14 256-265 0,034 254-265 0,042
14-15 265- - - -
15-16 -260 - 254-260 0,023
16-17 260-275 0,056 259-275 0,059
17-18 275-282 0,025 271-282 0,039

Para los machos del rio Guadalete:

L, = 378(1 - ¢ %071+0180)  Nroaq R%=0,85
Para las hembras del rio Guadalete

L, = 501(1 — e 00%61+010)  ne307, B2 =0,84
Para los machos del arroyo Bocaleones

L, = 1370(1 - ¢ 0°1+0280)  n000, B2 =0,74
Para las hembras del arroyo Bocaleones

L, = 408(1 - ¢ 00631+0078)  A970, R? =0,86
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FIGURA 1.15. Curvas de crecimiento de von Bertalanffy ajustadas a las longitudes est4ndar
observadas en la captura de B, sclateri . Los datos pertenecen al periodo comprendido entre
Febrero y Junio para los machos (N=47, R? =0,85) vy las hembras (N=46, R? =0,81) del rio
Guadalete (a), y para los machos (N=36, R* =0,79) vy las hembras (/N=28, R? =0,85) del
arroyo de Bocaleones (b).

Las estimas de las L, para los peces en este estudio estuvieron cerca de
las longitudes méaximas observadas, excepto para los machos del arroyo de
Bocaleones. Los valores obtenidos para este grupo (1789 mm y 1370 mm) no
fueron reales, ya que como Moreau (1987) indica, los valores de L,y de L4
deben de estar muy cercanos para que la estima de la L, sea fiable. Nosotros
pensamos que estos valores son consecuencia de que no se han capturado
ejemplares de edades mayores a 10 afios y no a que realmente los machos
del arroyo posean esa edad méxima. Esto se ve comoborado ajustando la
curva a los datos de los machos del rio Guadalete utilizando también sélo los
ejemplares de hasta 10 afios, el valor de la L, en este caso fue de 903 mm, K
de 0,024 mm/afio y £ de -0,55 afios. En cuanto a los otros dos pardmetros,
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TABLA 1.13. Estima de los pardmetros de von Bertalanffy en cada una de las
poblaciones estudiadas. Los pardmetros estimados son presentados con sus
correspondientes errores estdndar asintéticos (EEA) y sus coeficientes de variacién (CV) .

Matriz de correlacién Estimas

L, K b Estima EEA cvV
Machos del rio Guadalete
L, 1,000 L, 336,0 38,08 0,096
K -0,993 1,000 K 0,079 0,003 0,044
¢ 0,819 0,875 1,000 L -0,206 0,114 -0,553
Hembras del rio Guadalete
Lo 1,000 L. 5372 63,28 0,118
K -0,996 1,000 K 0,054 0,009 0,166
¢ -0,821 0861 1,000 ¢ -0,190 0,098 -0,516
Machos del arroyo de Bocaleones
L. 1,000 L, 179855 189,15 0,105
K -0,998 1,000 K 0,011 0,008 0,727
¢ -0,969 0959 1,000 £ ~-0,660 0,127 -0,192
Hembras del arroyo de Bocaleones
L 1,000 L, 385,0 31,01 0,080
K -0,949 1,000 K 0,068 0,002 0,027
L -0,704 0,866 1,000 £ -0,079 0,024 -0,304

el coeficiente K en todos los casos estuvo comprendido entre 0 vy 1; y todas
las estimas de £, fueron menores a cero. Ademas los errores estdndar (Tabla
1.13) de todos los pardmetros estimados fueron menores que el valor del
propio pardmetro (Coeficiente de variacién, Cl<1), lo que indicé que los
parametros estuvieron bien definidos por los datos utilizados.

El andlisis de la suma de cuadrados residual (ARSS) mostré que el
crecimiento del barbo en las dos poblaciones fue significativamente diferente
entre los sexos y entre las poblaciones, usando tanto las longitudes
observadas como las retrocalculadas (Tabla 1.14).

Estimacién de los cambios anuales en el crecimiento del otolito

Utilizamos los incrementos anuales en el otolito para inferir los cambios
en el crecimiento de las dos poblaciones de B. sclateri durante el periodo
comprendido entre 1977 y 1991. El ajuste del modelo aditivo,

crecimiento = efecto de la edad + efecto del ambiente
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TaBLA 1.14. Comparacién de los crecimientos ajustados por la funcién de von
Bertalanffi mediante el anélisis de la suma de cuadrados residual. Se ha utilizado
las longitudes observadas entre Febrero y Junio, v las retrocalculadas a partir de
los dos Gltimos annulli. g.l. grados de libertad.

Comparacién entre RSS, al RSS, gl F P
Longitudes observadas
Sexos
Guadalete 61508,26 90 54207,23 87 391 0,011
Bocaleones 37054,00 67 32172,01 64 323 0,028
Poblaciones 104319,00 160 9856226 157 3,06 0,029
Longitudes retrocalculadas
Sexos
Guadalete 26489149 549 23729560 545 21,12 <0,0001
Bocaleones 220001,00 467 176950,87 464 37,79 <0,0001
Poblaciones 496627,73 1018 48489249 1015 8,18 <0,0001

RSS, y RSS, vienen definidos en el apartado de Material y Métodos

se realizé para cada una de las poblaciones y para cada sexo, en la Tabla
1.15 se resumen los resultados de los andlisis de la varianza. En ambas
poblaciones, la edad y el ambiente afectan significativamente al crecimiento
anular del otolito en cada uno de los sexos. En ningiin caso existi6 interaccién
significativa (P>0,05) entre los factores, esto supone que el modelo aditivo se
adecua por completo a los datos y permite estimar el crecimiento como la
suma del efecto de cada factor. Como la intersaccién no estd incluida en el
modelo y la edad fue ajustada antes que el ambiente, las estimas para el
efecto de la edad corresponden a los incrementos anuales de los otolitos en
mm por afio para cada poblacién y sexo en un ambiente constante. La Tabla
1.16 y 1.17 reflejan las estimas de los efectos segtin el procedimiento GL.M
del SAS®.

La interpretacién de los efectos ambientales requiere tener en cuenta
que los coeficientes del afio mas reciente, 1991 en nuestro caso, es
autométicamente puesto a cero por el programa estadistico. De esta forma,
como el programa comprueba si los pardmetros de los otros afios son
distintos a cero, en (ltimo término lo que hace es comparatlos con el tltimo
afo; asi, si presentan valores negativos son peores afios y si tienen valores
positivos son mejores afios para el crecimiento que 1991. Los valores de la ¢
comparan cada coeficiente con los del afio 1991 y en el caso de la edad
estiman si existe crecimiento significativo (Hy: crecimiento = 0). En el caso de
la edad los incrementos son mayores en las primeras y de forma general
descienden al incrementar éstas. También en general los crecimientos no son
significativos a partir de los 10-12 afios. Los efectos del afio o ambiente, no
parece que sigan ningiin patrén definido, lo que sugiere que la variacién en el



52 . EL USO DEL OTOLITO EN BARBUS SCLATER!

TABLA 1.15. Andlisis de la varianza de los efectos de la edad y el afio

(ambiente) sobre los incrementos anuales de los otolitos. g.l. = grados
de libertad.
Origendela Sumade Cuadrados Significacién
variacién cuadrados g.l medios F dela F
Guadalete
Machos
Edad 16,056 15 1,070 361,40 <0,0001
Ao 0,082 14 0,005 1,98 0,0186
Interaccién
edad-afio 0,338 90 0,004 127 0,0675
Error 1,051 355 0,002
Hembras
Edad 20,979 16 1,311 338,01 <0,0001
Ao 0,197 15 0,013 340 <0,0001
Interaccién
edad-aiio 0,269 83 0,003 0,34 0,8386
Exror 1,609 415 0,003
Bocaleones
Machos
Edad 16411 10 1,641 778,50 <0,0001
Afo 0,127 9 0,014 6,70 <0,0001
Interaccién '
edad-aio 0,092 33 0,002 1,53 0,110
Error 0,790 375 0,002
Hembras
Edad 19,428 16 1214 423,67 <0,0001
Afio 0,146 15 0,009 3,39 <0,0001
Interaccién
edad-afio 0,222 89 0,002 0,87 0,7892
Error 1,378 481 0,002

ambiente tiene un importante efecto sobre el crecimiento, pero sin una
tendencia clara. Estos resultados se muestran en la Figura 1.16 v 1.17, en
ellas podemos observar como dentro de cada sexo y cada poblacién los
patrones de variacién del crecimiento esperado por cohorte son similares.
Ademés parece como si los crecimientos anuales de las cohortes se igualen a
partir de una cierta edad. Asi, en las hembras del rio Guadalete el crecimiento
anular de una edad a otra son muy parecidas entre las cohortes a partir de
aproximadamente los 5 afios; en los machos de la misma poblacién a partir
de los 3 aiios; en las hembras del arroyo a partir de los 4 afios y en los
machos a partir de los 3 afios. En ningfin caso, las lineas son totalmente
paralelas o coincidentes, indicando si esto hubiera ocurrido, que el
crecimiento estuvo determinado sélo por la edad o sélo por el ambiente
respectivamente.
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TABLA 1.16. Coeficientes estimados para los efectos de la edad y el
afio/ambiente de los incrementos anulares de los otolitos por sexo en el rio
Guadalete. EE = error estdndar.

Efectos de la edad Efectos del afio/ambiente
Estima EE t P Estima EE t P
Machos
(N=474)
1 0340 0,080 4,21 0,0001 1977 —0,090 0,097 -041 0,6814
2 0230 0024 945 0,0001 1978 -0,105 0,059 -1,76 10,0791
3 0169 0,018 934 00001 1979 -0,069 0,057 -1,21 0,2269
4 0176 0,015 10,24 0,0001 1980 -0, 1?6 0,057 -2,210 0,0277
5 0,158 0,015 10,08 0,0001 1981 0,016 0,056 0,29 0,7688
6 0,152 0,014 1048 00001 1982 0,122 0,056 2,17 0,0303
7 0,135 0,019 7,06 00001 1983 -0,110 0,057 -1,92 0,0554
8 0,143 0,016 873 0,0001 1984 0,006 0,056 0,12 0,9046
9 0075 0054 1,38 0,0544 1985 -0,025 0,076 -0,32 0,7455
10 0350 0,054 643 0,0001 198 -0,300 0,076 -3,90 0,0001
11 0,075 0,054 138 0,1690 1987 -0,000 0,076 -0,00 1,0000
12 0,087 0,038 227 00236 1988 -0,037 0,066 -0,56 05741
13 0,087 0,038 227 0,0236 1989 -0,037 0,066 -0,56 05741
14 0,100 0054 1,84 00670 1990 0,025 0,076 0,32 0,7455
15 0,100 0,054 1,84 0,0670 1991 O
Hembras
(NV=529)
1 0443 0,082 539 0,0001 1976 -0,093 0,103 -091 03646
2 0268 0031 863 00001 1977 -0375 0,069 -0,63 0,5302
3 0,175 0,022 795 0,0001 1978 0,250 0,066 0,38 0,7053
4 0,188 0,017 1091 0,0000 1979 -0,346 0,064 -021 0,8351
5 0228 0,022 1036 0,0001 1980 -0,312 0,066 -2,32 0,0209
6 0212 0,016 12,77 0,0001 1981 -0,750 0,064 -2,13 0,0335
7 0,198 0,017 11,06 00001 1982 -0,891 0,064 -153 0,1278
8 0,164 0017 952 0,0001 1983 -0394 0,064 -0,11 0,5422
9 0,181 0,031 582 00006 1984 -0,106 0,069 -1,53 10,1278
10 0,062 0,098 063 0,0984 1985 0,012 0,116 0,11 09146
11 0225 0,088 255 0,0880 1986 -0,125 0,107 -1,16 10,2472
12 0272 0,044 6,19 00440 1987 -0,172 0,076 -2,26 0,0243
13 0,175 0,062 2,81 00622 1988 -0,075 0,088 -0,85 0,3950
14 0,075 0,062 120 0,0622 1989 0,050 0,088 0,57 0,5706
15 0,162 0,044 3,69 0,0440 1990 -0,112 0076 -147 0,1410
16 0,125 0062 201 0,0622 1991 0

Si representamos las diferencias entre los valores observados y los
esperados para cada cohorte de los grupos considerados (Figura 1.18 y 1.19),
observamos que el modelo se ajusta peor en las primeras edades en ambas
poblaciones. Para poder comprender mejor la historia del crecimiento de cada
poblacién, ya que existe una dificultad visual por el gran nimero de lineas de
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TABLA 1.17. Coeficientes estimados para los efectos de la edad y el
afio/fambiente de los incrementos anulares de los otolitos por sexo en el Arroyo
de Bocaleones. EE = error estdndar.

Efectos de la edad Efectos del afio/ambiente
Estima EE t P Estima EE t P

Machos

(V=427)
1 0403 0053 749 0,0001 1982 -0,078 0,070 -0,10 0,2703
2 0166 0,052 3,15 0,0018 1983 0,033 0,070 048 0,6300
3 025 0016 1579 0,0001 1984 -0,056 0,048 -1,16 0,2488
4 0220 0,011 1856 0,0000 1985 0,005 0,047 0,11 09161
5 0,164 0,010 1561 0,0001 1986 -0,089 0,047 -2,05 0,0470
6 0,113 0,012 924 00001 1987 -0,038 0,047 -0,81 0,4201
7 0134 0,013 9,70 0,0001 1988 -0,084 0,047 -220 0,0463
8 0,150 0,022 653 00001 1989 -0,075 0,051 -146 0,1448
9 0,110 0,020 536 00001 1990 -0,010 0050 -0,20 0,8425

10 0,075 0,045 163 0,1032 1991 O
Hembras
{NV=601)

1 0350 0084 4,13 00001 1976 -0,112 0,092 -121 0,2256

2 0375 005 700 00001 1977 -0,150 0,065 -2,29 0,0226
3 0225 0053 420 0,001 1978 -0,137 0,065 -2,10 0,0365
4 0193 0026 724 00001 1979 -0093 0,046 -2,02 0,0437
5 0161 0017 903 00001 1980 0,001 0,041 0,03 09735
6 0,137 0,026 514 00001 1981 -0,037 0046 -0,81 04190
7 018 0,016 1078 00001 1982 -0,057 0,041 -139 0,1662
8 0135 0,015 876 00001 1983 -0,010 0040 -025 0,7990
9 0143 0018 759 00000 1984 -0,031 0,042 -0,74 0,4607
10 0,139 0,015 903 00001 198 -0,052 0,040 -1,27 0,2041
11 0,118 0026 444 00001 1986 -0,031 0,046 -0,67 0,5006
12 0,166 0030 539 00001 1987 -0,041 0,048 -0,85 023943
13 0,100 005 1,87 00624 1988 0,012 0,065 0,19 0,8443
14 0230 0037 6,08 00001 1989 -0,130 0,053 -243 0,0155
15 0,112 0075 149 10,1380 1990 O 0,065 0,00 1,0000
16 0,150 0037 396 00001 1991 O

las figuras anteriores, hemos representado los residuos medios combinando
las cohortes y los sexos en cada rio (Figura 1.20). El lector considerara las tres
figuras en su conjunto (Figura 1.18, 1.19 y 1.20), porque estamos uniendo en
el residuo medio peces de distinta edad, sobre todo, como apuntdbamos
anteriormente, individuos jévenes en los cuales el modelo no ajustaba bien.
En la Figura 1.20, esta posible influencia de las primeras edades e incluso las
posibles diferencias entre los sexos, la pone de manifiesto los errores estdndar
de la media. Teniendo en cuenta, por tanto las tres figuras, podemos observar
como el modelo se ajusta mejor en los peces capturados en el arroyo de
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FIGURA 1.16. Incrementos anuales de crecimiento esperados en el otolito segtin el modelo de
la Tabla 16, para cada cohorte de las hembras (a) y de los machos de en el rio Guadalete.
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FIGURA 1.17. Incrementos anuales de crecimiento esperados en el otolito segiin el modelo de
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Bocaleones.
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FIGURA 1.18. Residuos de los valores observados del crecimiento anual del otolito, segin el
modelo de la Tabla 16, para cada cohorte de las hembras (a) y de los machos en el rio
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FIGURA 1.19. Residuos medios de los valores observados del crecimiento anual del otolito,
segun el modelo de la Tabla 17, para cada cohorte de las hembras (a) v de los machos en el
arroyo de Bocaleones.
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Bocaleones. En esta dltima poblacién, se puede considerar que sélo en el afio
1989 el modelo aditivo predice valores mas bajos de los que realmente se
observan, mientras que en 1990 los valores predichos son mayores a los
observados. Esto ocurre en la poblacién del rio Guadalete en los afios 1982 y
1990; y ademds en esta misma poblacién, el modelo predice valores més
bajos de los que realmente se observan para el afio 1986. Los valores bajos
encontrados en el afio 1977 en el rio Guadalete v en 1980 en el arroyo del
Bocaleones se debe, como Boehlert et al (1989) sugieren, a la participacién
casi exclusiva de las primeras edades en las series temporales.

Discusion

La existencia de una marca periddica en la estructura seleccionada, la
capacidad para identificar estas marcas con seguridad (lo cual incluye
distinguirlas de las marcas ‘falsas’) y la habilidad de convertir el niimero de
marcas en una edad (resolver el problema de la interpretacién del margen)
son tres condiciones necesarias para una estima exacta de la edad (Francis ef
al. 1992; Francis 1995). Por tanto, para validar nuestro procedimiento
debemos primero demostrar la periodicidad y después valorar por un lado, la
exactitud de la identificacién de la marca y por otro, la interpretacién del
margen.

Los resultados obtenidos de la observacién de los otolitos (/apillus)
enteros de B. sclaferi confirman la presencia de una banda opaca y otra
translicida, y que la combinacién de ambas se forma una vez por aiio. El
annulus se definié como una zona que es subjetivamente localizada en el
margen distal de la banda translicida. Fue facil identificar las escasas bandas
translicidas falsas encontradas, ya que al observar:detenidamente la zona por
encima y por debajo del niicleo no aparecian. Las bandas falsas, son similares
a aquellas asociadas con los annuli, pero se encuentran sélo en una parte de
la estructura (Casselman 1987).

Nosotros asumimos que la formacién del annulus en los tejidos
calcificados se completa cuando la zona translicida, la cual se forma cada
afio, es seguida por material opaco (Casselman 1987). Esto corresponde con
los minimos valores de la tasa de crecimiento marginal encontrados en este
estudio. Como adem&s del crecimiento marginal, hemos incluido la
interpretacién periédica de la naturaleza éptica del margen del ofolito
(porcentajes opacos o translicidos), podemos determinar el momento de la
formacién de las dos zonas (Beckman y Wilson 1995). La banda opaca se
forma en ambas poblaciones de Julio a Enero y la translicida de Febrero a
Junio.
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FiGURA 1.20. Residuos medios de los valores observados del crecimiento anual del otolito de
B. sclateri, combinando las cohortes v los sexos en el rio Guadalete (a) y en el arroyo de
Bocaleones (b). Las barras de error corresponden a * 2 el error estdndar y proporcionan
aproximadamente los intervalos de confianza al 95%.

Segiin esta periodicidad, la formacién del annulus coincide con el
momento biolégico del nacimiento. Observaciones independientes de la
reproduccién natural de B. sclaferi han sugerido que la estacién anual de
reproduccién se extiende aproximadamente desde Febrero hasta dJunio
(Lucena y Camacho 1978; Herrera ef al. 1988; Herrera 1992; Rodriguez-Ruiz
1992), periodo que también se describird posteriormente en los siguientes
capitulos. Pero no estd claro que la causa de la deposicién de los anillos
transhicidos sea directamente la actividad reproductora, ya que hemos podido
observar este mismo patrén en individuos que todavia no habfan madurado.
Podriamos pensar que la formacién del annulus sea una respuesta a un factor
exégeno mas general, como por ejemplo, los cambios temporales en la
temperatura del agua. Hay muchos estudios que correlacionan el annuli del
otolito con el periodo de reproduccién (Grossman 1979; Johnson et al. 1983;
Morales-Nin y Ralston 1990; Gooley 1992; Hass y Recksiek 1995). Beckman
y Wilson (1995) encuentran en su revisién, que aproximadamente el doble de
los trabajos revisados presentan especies que frezan durante el periodo de
formacién de la zona translicida. Pero hay otros ejemplos en los que el
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periodo de freza corresponde precisamente con el de formacién de la zona
opaca (Beckman ef al. 1990; Sturm y Salter 1990). Otros estudios relacionan
un incremento en el crecimiento del pez con la formacién de la zona
translicida (Buxton y Clarke 1989; Schramm 1989; Lecomte-Finiger 1992);
otros que es la zona opaca la que se produce cuando el crecimiento es
méximo (Reay 1972; Kimura et al 1979). Pannella (1980) sugirié que las
diferencias estructurales en las distintas zonas del otolito son un reflejo de los
efectos fisiolégicos de la variacién ambiental. El propuso que la temperatura
es probablemente el factor més importante, seguido por la disponibilidad de
alimento. Nosotros, con los resultados de este capitulo, no podemos resolver
esta incdgnita, aunque en principio podriamos compartir la idea de Pannella.
En nuestros dos rios, las temperaturas minimas anuales se produjeron en los
meses de Enero y Febrero, a partir de los cuales aumenté; y la mayor
disponibilidad de alimento se registran en primavera y otorio (Prenda 1993).
En un estudio sobre la energética del barbo en el rio Guadalete, el mayor
contenido energético del alimento consumido por esta especie, es mayor en
primavera y otofio (Encina 1991)

Como se ha comentado anteriormente, Francis (1995) consideré que
un factor de peso en la validacién de la edad era la interpretacién del margen.
Asi, es importante distinguir entre el momento del afio cuando se forma la
banda y cuando empieza a ser visible. En nuestro estudio, durante el periodo
de méxima frecuencia de aparicién de material opaco en el margen,
encontramos siempre otolitos con maérgenes translicidos muy finos. Este
fenémeno es lo que North (1988) llama margen seudo-hialino (seudo-
transhicido), que serfa parte del crecimiento del otolito el cual todavia no se
ha diferenciado en zona opaca o translicida. Ya Mina (1968) apunt6 este
problema de la identificacién visual de una banda, ‘...nosotros solamente
podemos observar que una nueva zona ha sido depositada, cuando el cambio
en la deposicién de calcio ha sido suficiente como para producir un cambio
en la densidad Jptica del material v por tanto pueda ser detectada
facilmente...’; este fenémeno también ha sido puesto de manifiesto por
Lecomte-Finiger (1992). Esto puede ser potenciado por el hecho de que
cuando trabajamos con otolitos enteros o con secciones, los anillos
corresponden a capas tridimensionales (como las capas sucesivas en una
cebolla), frente al uso de secciones finas que los anillos son esencialmente
estructuras de dos dimensiones (Francis 1992a). +

Desde Julio hasta Enero (momentos de fas maximas frecuencias de
mdargenes opacos), nuestras observaciones sobre el margen del otolito
clasificadas como translicidas, fueron probablemente errores cometidos por la
dificultad de discriminar entre la zona translicida y la seudo-translicida. Por
tanto, como no hubo aparente crecimiento de ese margen seudo-translicido
durante este periodo y si hubo del opaco, la forgacién de esta dltima banda
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tuvo lugar antes del invierno en el Guadalete, y antes de finales del inviemo y
principio de primavera en el Bocaleones; mientras que la banda translicida se
formé antes del verano en ambos rios. En base a estos resultados nosotros
recomendamos, para evitar el problema de la interpretacién del margen, que
la edad de B. sclateri en base a sus otolitos, sea el niimero de annuli contados
que tengan a cada lado una banda translicida y una banda opaca. Pero,
teniendo en cuenta que si el otolito tiene el margen translicido y procede de
un pez capturado entre Enero y Junio se le tiene que sumar un afio.

Por ltimo, antes de entrar en la valoracién de los procedimientos de
retrocélculo, es importante que discutamos cual es la naturaleza de la relacién
entre el tamafio del pez y del otolito. Esto es un punto esencial, ya que esta
relacién puede influir en las longitudes finales retrocalculadas (Francis 1990) y
estd comprobado que existe un efecto del crecimiento sobre la relacién entre
el tamario del pez y del otolito (Bradford y Geen 1987; Mosegard et al. 1988;
Secor and Dean 1989; Wright et al. 1990; Francis et al. 1993; Moksness et al.
1995). En estos estudios se ha visto que peces de crecimiento lento parecen
tener otolitos mayores y/o méas pesados que los de crecimiento répido. Si esto
fuera correcto, evidentemente el tamano relativo del otolito puede
proporcionar un indice de la tasa de crecimiento relativo del pez. Es decir,
como apuntan Reznick et al (1989), las tasas de crecimiento relativo pueden
ser valoradas con las comparaciones estadisticas de las regresiones entre el
tamafio del pez y el tamario del otolito. Nosotros utilizando este método
hemos podido comprobar que efectivamente, cuando compardbamos
individuos de igual tamafio pero de tasas de crecimiento distinta (diferencias
significativas en la edad estimada), sus otolitos mostraron pesos
significativamente distintos, aunque de igual tamafio si considerdbamos sus
medidas longitudinales (radio y didmetro). Por ejemplo, los peces de
crecimiento lento (machos de ambas poblaciones o hembras del Bocaleones)
tenfan otolitos més pesados que los peces de crecimiento rdpido (hembras del
Guadalete). Estas diferencias tuvieron lugar entre individuos mayores a 115
mm de longitud esténdar, pero no para los menores a los 115 mm, en estos el
crecimiento del otolito estuvo acoplado al crecimiento del pez. La separacién
de los grupos (por encima y por debajo de aproximadamente 100 mm) fue
necesario para poder comparar las intersecciones de la lineas de regresién, lo
que hace pensar que s6lo las hembras del rio Guadalete seguirian creciendo
substancialmente a partir de esta longitud aproximada, mientras el resto
ralentizarian su crecimiento.

Como se ha comentado anteriormente, las medidas longitudinales del
otolito estdin mas asociadas al tamafio del pez que a la edad. Las
observaciones que hemos realizado sobre los otolitos dentro de la cavidad
ética, muestran que seria de esperar que una vez se ralentiza el crecimiento
somatico del pez, y por tanto los huesos del crdneo apenas sufren
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reestructuracién; los otolitos tendrian mas limitado su crecimiento sobre el eje
cabeza—cola que sobre el eje dorso-ventral del pez, que es por donde existe
més espacio libre. El otolito creceria proporcionalmente més en espesor, es
decir en peso; el incremento en espesor estd en funcién de la incorporacién
de los cristales de aragonito sobre la superficie intema el otolito (Boehlert
1985). Francis (1992b) encontré que el radio del otolito en peces adultos es
una mala variable predictora de la edad.

Los resultados muestran que las desigualdades en el peso del otolito se
producen cuando la diferencia de edad entre los grupos comparados es
aproximadamente mayor o igual a 2 afios; diferencia minima, por tanto,
necesaria para que podamos observar diferencias en las tasas de crecimiento.
Esta conclusién estd de acuerdo con el modelo propuesto por Secor y Dean
(1989), el cual considera los efectos del tamario del pez v de la edad sobre el
tamafio del otolito. Este modelo, segiin sus autores, se basa en que al
depender el crecimiento del otolito del periodo de deposicién de CaCOs , asi
como de la amplitud de cada periodo de deposicién, es evidente que existiria
un efecto del tamaiio y de la edad del pez sobre el tamafio del otolito. En el
mes de Marzo de este afio se abrié un debate en el “Foro Académico sobre
Ecologia de Peces” de la red Intermet, a raiz de una cuestién sobre que
problemas se pueden plantear en los estudios de otolitos, al utilizarlos éstos
para el retrocalculo. Quedé claro que era muy importante asumir que el
crecimiento del ofolito es proporcional al crecintiento del cuerpo. El propio
Dave Secor (Chesapeake Biological Laboratory; University of Maryland)
sefialé que puede existir un desacoplamiento de ambos, aunque Jim Cave
(no indicé su procedencia) le rebatid, porque consideraba que este
desacoplamiento sélo se produce cuando interpretamos el crecimiento en
pequerios periodos de tiempo (pe. anillos de crecimiento diario). Nuestros
resultados no confirman esto dltimo y estarfan en la linea de Dave Secor y de
otros autores, que confirmaron la influencia del tamafio y de la edad del pez
sobre el tamafio del otolito (Frost y Lowry 1981; Boehlert 1985; Radtke et a/.
1985; Casselman 1990; Wilson et al. 1991)

Segin lo anterior, podemos pensar que el tamafio del otolito y el
tamafio del pez pueden ser usados como variables predictoras de la edad.
Nuestros resultados asi lo ponen de manifiesto, el anélisis de regresién
miuiltiple incluyé como variables independientes, segtin los casos, el peso y el
radio del otolito y la longitud estdndar del pez. Aunque como comentadbamos
en los Resultados, todas estas variables explicaron la mayoria de la
variabilidad en la edad, existi6 una variabilidad no explicada
considerablemente grande. Esto determina que los modelos no puedan ser
usados para la estimacién exacta de la edad del barbo, cuando se vayan a
utilizar para determinar la estructura de las clases de afios de la poblacién. Sin
embargo, podrian ser usados para aproximamos a los patrones de
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distribucién de edad (Beckman et al 1990). Nosotros recomendamos que
para obtener edades exactas de peces individuales, es necesario contar los
annuli de los otolitos.

Nuestros resultados muestran que existe una relacién lineal entre el
peso del otolito y la edad, lo que indica que el crecimiento del otolito es
continuo para B. sclateri. Sin embargo, el tamafio del pez (longitud) tiende
hacia una longitud asintética, por tanto el crecimiento corporal no es
continuo. Esto sugiere que los barbos de crecimiento répido (los més jévenes)
tienen otolitos mas livianos que los de crecimiento més lento (los maés
longevos) de igual tamario, es decir, el crecimiento del otolito continua con la
edad, independientemnente del crecimiento del pez. Pero como la longitud del
pez explica parte de la variabilidad en la edad después de considerar el peso
del otolito, peces grandes tendran otolitos mayores que los peces pequefios
de similar edad, en otras palabras, el crecimiento del otolito esté afectado por
el crecimiento del pez. Estas dos aparentes contradicciones, vuelven a
corroborar la proposicién de Secor y Dean (1989) y todos nuestros resultados
anteriores; no sélo el otolito crece continuamente, independiente del
crecimiento del pez, sino que esta acoplado de alguna manera al crecimiento
somatico.

Nuestros resultados también han mostrado que las longitudes
refrocalculadas a partir de los annuli de peces de edad superior, se alejaban
bastante de las longitudes observadas en la captura para cada una de las
edades consideradas y de las longitudes retrocalculadas a partir de los annuli
recientes. Esta dltima forma de conseguir las longitudes retrocalculadas,
minimizaban posiblemente los efectos de la mortalidad selectiva o de las
diferencias en el crecimiento anual, motivadas por cambios ambientales en
determinados afios. Esta conclusién coincide con la propuesta de Gutreuter
(1987), el cual recomienda utilizar los annuli més recientes, porque los
factores que afectan a la tasa de crecimiento, como las condiciones
ambientales y el tamaifio de la poblacién, pueden variar en el tiempo. Un
problema que conlleva este método es que no podemos retrocalcular
longitudes Gnicamente con otolitos de peces de mayor edad, es decir que
nuestras muestras deben abarcar casi todo el rango de edad que queramos
estudiar. Por tanto seria légico pensar que, en este caso, no tendriamos que
utilizar los procedimientos de retrocélculo; esta afirmacién es correcta siempre
que las muestras se obtengan fuera de la época de crecimiento de la
poblacién (Ricker 1992). Pero aun asi, los datos que nosotros obtendriamos
estarian formados por una tnica medida del pez (la longitud vy edad en la
captura). Este tipo de datos no permitirdn obtener informacién del crecimiento
individual, sélo podremos cuantificar la media poblacional {Secor y Dean
1992). Es indispensable para evaluar las hipdtesis sobre el crecimiento
individual, realizar medidas repetidas sobre el mismo individuo, ya que con
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una tnica medida encontraremos sesgos debido a probables mortalidades o
a cierta selectividad del muestreo asociados al tamario del pez (Chambers y
Miller 1995). Estos autores apuntan que con un tnico dato por pez,
encontraremos diferencias al estimar las tasas de crecimiento uniendo todas
las observaciones de las cohortes en cada edad, de las tasas verdaderas.
Cuando nosotros calculamos las tasas de crecimiento de la poblacién o
aparente y las tasas de crecimiento individual o verdadera (Tabla 1.11 y 12),
encontramos grandes diferencias entre ellas. La tasa de crecimiento aparente
se calcula utilizando sélo una medida del pez, mientras que la tasa de
crecimiento verdadero se calcula utilizando dos, las longitudes retrocalculadas
a partir de sus dos dltimos annuli. Las diferencias entre estas dos tasas en
nuestro estudio, sobre todo cuando las tasas de crecimiento verdadero son
significativamente mayores, reflejan la existencia de severas mortalidades
selectivas entre estos peces en determinadas edades (Ricker 1975).

Cuando hemos comparado los métodos de retrocélculo més utilizados,
hemos comprobado que por el método de Monastyrsky y por el de Regresién
Simple, un alto porcentaje de las longitudes retrocalculadas se desviaban de
las longitudes observadas, por encima y/o por debajo de éstas. Cuando la
relacién entre la longitud del pez y del otolito es isométrica (pendiente igual a
1) el método de Monastyrsky se convertiria en la ecuacién de Dahl-Lea
(Francis 1990) y tal vez pudiera haber dado mejores estimas; en nuestro caso
las pendientes fueron distintas a 1, para el Guadalete fue de 1,44 y para el
Bocaleones de 1,14. En el caso de la Regresién, los barbos de crecimiento
més répido (los mas jévenes) mostraron una desviacién positiva, las
longitudes retrocalculadas fueron mayores a las observadas. Por el contrario,
los de crecimiento més lento mostraron una desviacién negativa, las
longitudes retrocalculadas fueron menores (Figura 1.13). Los métodos de
Regresién Simple, al utilizar la relacién pez-otolito poblacional, no permiten
ninguna desviacién en las trayectorias individuales de crecimiento; de ahi, la
preferencia de los métodos de Fraser-Lee o de Interseccién Biol6égica sobre
los métodos de regresién (Carlander (1981; Francis 1990; Campana 1990).
En el caso de los dos métodos de Fraser-Lee, los resultados han sido
bastante satisfactorios, siendo algo mejores en los de la Interseccién Biolégica.
Estos dos métodos tienen en cuenta las trayectorias individuales de
crecimiento y por tanto, calculan una pendiente separada para cada pez
(Campana 1990). El método de Fraser-Lee corrige la interseccién y cualquier
desviacién individual de la regresién lineal es mantenida proporcionalmente
en el retrocdlculo (Fitzhugh y Rice 1995). El método de la Interseccién
Biolégica elimina los sesgos asociados con el célculo de una interseccién
estadistica y usa una interseccién basada en medidas verdaderas. Ademas,
Francis (1992) encontré que este método es capaz de obviar los efectos de la
tasa de crecimiento somético. En el trabajo de Fitzhugh y Rice (1995) el
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método de Interseccién Bioldgica daba altos errores en las estimas
retrocalculadas; nosotros pensamos que esto pudo ser debido, a que estos
autores utilizaron juveniles y no larvas préximas a la eclosién, para calcular la
interseccién biolégica. En nuestro caso, parece que la longitud del pez y del
otolito en el momento de la eclosién obtenidas por Winkler para B. barbus,
son vélidas para los procedimientos de retrocdlculo en B. sclateri. Estos
resultados deben considerarse importantes, aunque seria interesante en un
futuro probar con los métodos de regresién miiltiple, en los que se usa la edad
como predictora de la longitud (Secor and Dean 1992).

La exactitud de los pardmetros de crecimiento de von Bertalanffy
determinados por los otolitos, es confirmada por la similitud de los obtenidos
a partir de los datos de longitud observada y de la retrocalculada. Ademés las
pequerias diferencias entre las estimas de la L, vy la longitud maéxima
observada indicé que los valores estimados de la L, fueron razonables
(Moreau 1987; Chen et al. 1992). Los pardmetros obtenidos en este estudio
son semejantes a los obtenidos por Herrera (1992) para esta especie, aunque
difieren de los de Rodriguez-Ruiz (1992); los mayores valores de L,
estimados por esta iltima autora pueden ser debido a que no capturd
ejemplares mayores de 6 arios, igual que lo que ha ocurrido en este estudio
con los machos del Bocaleones. Nuestros resultados han mostrado en general,
que las curvas de crecimiento sugieren unas tasas de crecimiento bajas,
incluso en las primeras edades. Esto evidentemente determina que la edad de
la primera maduracién se alcance después de varios afios y determine que
esta especie alargue su vida reproductora. Dentro de este modelo de
crecimiento, por una parte, existié diferencias en los crecimientos entre sexos,
las hembras alcanzan mayores longitudes asintéticas, y por otra, la poblacién
del rio Guadelete muestra un crecimiento mayor que la del arroyo
Bocaleones. Por tanto, las hembras, sobre todo en el rio Guadalete,
alcanzaron tamafios significativamente mayores que los machos, con sus
curvas de crecimiento divergiendo al incrementar la edad y la madurez. Desde
el punto de vista de la estrategia de vida de la especie, alcanzar tamarios
mayores por parte de la hembra, incrementaria el potencial reproductor al
incrementar la capacidad de produccién de huevos (Roff 1983; Wootton
1990).

Entender este dimorfismo sexual entre los sexos en B. sclateri, puede
ofrecernos la posibilidad de una mejor gestién de esta especie, ya que los
modelos de crecimiento especifico para cada sexo deberfan ofrecer una
informacién més precisa sobre las caracteristicas de la poblacién. Por ejemplo,
en la pesca deportiva del barbo la longitud minima de las piezas capturadas
tiene que ser de 18 cm (Junta de Andalucia 1992), por lo que se pescan
ejemplares maduros. Esto, por tanto, puede influir en el “sex-ratio” de la
poblacién y tendrfa efectos nocivos sobre el grupo reproductor.



CarfruLo 1 65

Algunas hipétesis han sido propuestas para explicar estas diferencias de
tamario entre los sexos en otras especies (Wilson et al. 1991) y que pueden
ser aplicadas para el barbo. Por ejemplo, que exista un mortalidad diferencial
entre los sexos, otra posibilidad es que exista un crecimiento sexualmente
distinto o incluso, una conducta distinta entre los machos y las hembras (pe.
los grandes machos eluden ser capturados debido a aspectos de distribucién
espacial).

De estas hipétesis, el crecimiento y la mortalidad dimérfica parecen que
son las méas probables. Explicar el dimorfismo sexual en base a diferencias en
la conducta, es una posibilidad lejana e incluso dificil de probar. El grupo de
investigacién al que pertenezco lleva desde 1987 estudiando el rio Guadalete;
este autor que ha trabajado desde ese afio, ha participado en practicamente
todas las campaiias de muestreo, que abarcaban distintas zonas del rio
(embalse, pozas, zonas de corriente, efc...) v por observacién ha constatado,
que los ejemplares de mayor tamaiio por regla general son hembras.

En base a las edades estimadas y a la distrjbucién de frecuencias de las
mismas, las dos poblaciones de B. sclaferi mostraron una distribucién
semejante, y dentro de cada una, las hembras y los machos en este estudio
también presentan una longevidad parecida. Esta conclusién es vélida para el
arroyo de Bocaleones, siempre que supongamos que no hemos capturado
machos mayores a 10 afios por problemas en el muestreo; como se ha visto
en los modelos de crecimiento, la estima de la longitud asintética (L, = 1789
mm) puede apoyar esta hipétesis. Ademas, hemos encontrado que el peso del
otolito es proporcional a la edad y por tanto, aunque las hembras de B.
sclateri alcancen mayores tamafios que los machos, ambos sexos en las dos
poblaciones se pueden considerar que muestran una longevidad parecida, en
base a los pesos méaximos observados en el otolito. Esto apoyaria la hiptesis
de que las diferencias encontradas en el tamafio de cada sexo, son una
consecuencia de un crecimiento dimérfico sexualmente y no de una
mortalidad diferencial (longevidad). En general podemos decir que los
machos ralentizan su crecimiento a partir de su primera maduracién y las
hembras aparentemente siguen creciendo a la misma tasa de crecimiento
previa durante més tiempo, aunque muestran un descenso con el incremento
de la edad. En ciprinidos, segin Mann (1991), una vez que la hembra
madura, por regla general mas tarde que los machos, la seleccién natural
favorece que sigan con tasas de crecimiento altas, lo que determina, como
hemos apuntado anteriormente, un incremento en la fecundidad. Es
interesante apuntar que las hembras del Bocaleones muestran un crecimiento
parecido a los machos, es decir que la primera maduracién influye més
negativamente en ellas que en las del rio Guadalete. ;

Pero donde el otolito se define como una herramienta de méxima
utilidad es en los estudios de biocronologia. La biocronologia usa los registros
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de crecimiento del otolito para inferir las condiciones ambientales a las que
estuvo sujeto el individuo (Pereira ef al. 1995). Nosotros no hemos analizado
el crecimiento en longitud del pez calculado a partir de los crecimientos en el
otolito, hemos estudiado directamente los crecimientos de este dltimo. Esto
nos permite obviar el riesgo en el retrocélculo (Francis 1990) y la dependencia
ambiental de las relaciones entre el tamario del pez v del otolito (Mosegard et
al. 1988; Reznick et al. 1989; Secor and Dean 1989). Ademés, como hemos
visto en este estudio, existe una influencia del sexo sobre esta relacién, por lo
que hemos realizado por separado el anélisis en las hembras y en los machos.

Los resultados han mostrado que en el crecimiento del otolito influyen
la edad y el afio de crecimiento y que la influencia ambiental ha sido la misma
para cada grupo de edad. Esto determina unas trayectorias de crecimiento
similares para las cohortes de los machos y de las hembras en cada una de las
poblaciones. Pero en general en todas las cohortes, en las primeras edades las
trayectorias de crecimiento estdn més separadas y paralelas. Por el contrario a
partir de cierta edad, que varfa segin el sexo v que aproximadamente
coinciden con la edad de la primera maduracién, las trayectorias son mas
coincidentes. Si aplicamos los que Weisberg y Frie (1987) deducen de este
tipo de trayectorias (paralelas o coincidentes), en nuestro caso mientras que el
pez se encuentra en su estado juvenil su crecimiento depende més de la edad
que del ambiente; a partir de la primera maduracién los efectos ambientales
inciden en mayor grado sobre el crecimiento. Nosotros asumimos que la
madurez sexual representa una transicién critica en la vida de un pez. Antes
de la primera maduracién, la distribucién del tiempo y de los recursos se
relacionan solamente con el crecimiento y la supervivencia; después, el pez
tiene que tener en cuenta ademds las necesidades de la reproduccién
(Wootton 1990).

Independientemente de la edad del pez, desde 1977 a 1991, el modelo
predice valores mas altos de los observados en el afio 1982 y 1990 en el rio
Guadalete, v en 1990 en el arroyo de Bocaleones. Es decir, que en un
periodo de 15 afios, sélo dos en el rio Guadalete y uno en el arroyo de
Bocaleones han sido afios desfavorables para el crecimiento. Es dificil
encontrar que pardmetro o conjunto de pardmetros son los causantes de que
estos afios sean los mas desfavorables, ya que no todas las variables que
quisiéramos contrastar se han medido en series de tiempo tan largas. En
nuestro caso, sélo hemos podido recoger datos de precipitacién y
temperatura del aire en la estacién que el Instituto Nacional de Meteorologia
tiene en Grazalema. En la Figura 1.21 se muestra la precipitacién media anual
desde 1976 a 1991, y se observa como el afio 1982 fue el dltimo afio de un
periodo dilatado de sequia; mientras que el afio 1990 fue el de menor
precipitacién en este periodo de 15 afios. Ademdas en Marzo del afio 1990
hubo una fuerte crecida que eliminé casi completamente a las comunidades
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FIGURA 1.21. Precipitacién media anual registrada en la estacién meteorolégica de
Grazalema. Datos cedidos por el Centro Meteorolégico Territorial de Andalucfa Occidental
perteneciente al Instituto Nacional de Meteorologia (MOPTMA).

de macroinvertebrados y de algas benténicas de las dos zonas de estudio
(Prenda 1993). Por otro lado, los afios de mejor crecimiento en ambas
poblaciones coinciden con afios donde aumenté considerablemente la
precipitacién respecto a los afios anteriores (1986 y1989).

En resumen, nuestros resultados constituyen una prueba de la
potencialidad de los otolitos en estudios de biocronologia, que pueden ser
usados para identificar los cambios pasados en el ambiente al cual estuvo
sujeto la poblacién de peces. Como se ha visto, es necesario realizar el
seguimiento de variables ambientales a largo plazo, para poder determinar
con claridad que caracteristicas del habitat podemos descifrar de los registros
del otolito. Esta metodologia posee un amplia aplicacién en la gestién de las
poblaciones de peces en sisteras més controlados que los rios, como pueden
ser los embalses y en particular los de abastecimiento.



2

Estudio comparativo de la variacion estacional
del peso corporal, hepatico v gonadal entre
dos poblaciones de Barbus sclateri

Introduccién

El estudio de las variaciones del peso corporal, del higado y de la
génada se han usado como indicadores del crecimiento, alimentacién,
reproduccién, efc... y por tanto como herramientas muy ttiles en los estudios
de biologfa en peces (Busacker et. al 1990; Crim y Glebe 1990). Para
cuantificar la variacién de estos pesos, los investigadores han usado una gran
variedad de indices con el fin de eliminar la dependencia del peso o de un
érgano determinado, del tamafio del pez. Por un lado, para valorar la
condicién del pez se ha usado el factor de condicién de Fulton (K) (Bagenal y
Tesch 1978) o el de condicién relativa (X,) (Weatherley y Gill 1987), el peso
relativo (W) (Murphy et al 1990; Neumann y Willis 1994), el indice
hepatosomaético (IHS) (Bulow ef al. 1978; Adams y McLean 1985,) e incluso
el peso relativo del higado (L) (Brown y Murphy 1991). Por otro, para
cuantificar la condicién reproductora se ha utilizado el indice gonadosomatico
(IGS) o el indice gonadal relativo (IGR;) (DeVlaming et. al. 1982; Erickson ef.
al. 1985). Pero ya Le Cren (1951) sugirié que el calculo de los indices de
condicién no son necesarios, si fuera mas facil estimar los pardmetros de la
regresién del peso v la longitud, cosa que hoy en dia es factible gracias a la
implantacién generalizada de los ordenadores. Cone (1989) propone esto y
pone de manifiesto la necesidad de reconsiderar el uso de todos los indices de
condicién. Este trabajo abrié un debate sobre la validez de los indices, que se
plasma en varios comentarios sobre el trabajo de Cone (1989) por parte de
Springer, Murphy, Gutreuter, Anderson, Miranda, Jackson y el propio Cone

69
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(1990). Pero después de leer este articulo, la sensacién final es que los autores
no llegaron y todavia hoy no llegan a ponerse de acuerdo sobre cual es el
mejor método, incluso el mejor indice. Wootton (1990) sefiala muy
claramente, que a pesar de que los indices son usados frecuentemente, es
preferible el método de comparar la relacién peso-longitud mediante el
andlisis de la covarianza, tanto para el peso corporal del pez, como para el de
cualquier érgano intermo.

Recientemente Garcia~Berthou y Moreno-Amich (1993) ponen de
manifiesto todas las dificultades estadisticas de los indices y proponen
claramente el andlisis multivariante de la covarianza (MANCOVA) en los
estudios morfométricos, utilizando el peso total y somético del pez, el peso del
higado y el peso de la gbnada. La aproximacién de estos autores permite
superar el problema central de los indices clasicos, es decir, como ambos
pardmetros de la regresién pueden cambiar, la interpretacién de los resultados
es dificil si sélo se considera un pardmetro. Para superarlo, el MANCOVA
analiza primero la homogeneidad de las pendientes; si ésta existe, para
estudiar la variacién del peso s6lo habrd que tener en cuenta la variacién de
la interseccién (Garcia-Berthou y Moreno~Amich 1993).

En Abril de 1995, Chris Zogby (Suny College, USA) abrié de nuevo el
debate en el Foro Académico sobre Ecologia de Peces de la red Internet, al
preguntar a que se debia que sus datos producian resultados diferentes al
utilizar el indice de condicién, que al utilizar el peso medio corregido por la
longitud. Como en cualquier debate que se produce en este foro, muchos
investigadores’ de todo el mundo dieron su opinién sobre el problema que
planteaba Zogby. De la lectura de sus comentarios podemos sacar, y el propio
Zogby lo resume en una comunicacién final a la red, que la mayoria de ellos
piensan que el indice de condicién es de poca confianza, principalmente
porque no es probable que el 3 sea el niimero mdgico en la relacién peso-
longitud y que el anélisis del ANCOVA es un método mas apropiado, siempre
que los datos cumplan los requisitos de normalidad, homogeneidad de la
varianza, efc...

Todos los trabajos realizados anteriormente sobre aspectos relacionados
con el crecimiento y la reproduccién en Barbus sclateri han sido desarrollados
en base al indice de condicién, nutricién y gonadosomaético (Lucena ef al
1978; Castelld 1981; Lucena ef a/. 1983; Lucena 1984; Herrera et. al. 1988;
Herrera y Ferndndez-Delgado 1992; Encina 1991; Rodriguez-Ruiz 1992).
Sélo en un trabajo de Lucena et al. (1979) se utilizé la variacién del peso

1Ray Newman (Univ. de Minnesota), David Schultz {Nicholls State Univ.), Ghisla Chouinard
(Fisheries and Oceans, Moncton, N.B. Canada), Matt Wilson (NOAA/AFS Seattle, WA), George LaBar (Univ.
de Vermont), Nicholas Collins (Univ. de Toronto, Erindale), Stephen Bowen {Michigan Tech. Univ.), Richard
Dudley, Chris Martin y Irene Zweimueller (Univ. de Vienna).
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total y somético, aunque no tuvieron en cuenta el posible efecto de las
diferencias temporales en longitud.

El propésito de este capitulo es aplicar el andlisis de la covarianza de las
variables medidas directamente sobre cada pez (peso total, somético, del
higado vy de la génada), utilizando la longitud estindar como covariable. Esto
nos permitird trabajar con individuos de distintos tamarios, que es un
problema habitual que encontramos en los trabajos de campo, a diferencia
del control experimental que ejercemos cuando trabajamos en el laboratorio.
Por tanto, con un grado mayor de confianza, podremos comparar la variacién
temporal de estas variables morfométricas en dos poblaciones naturales,
aisladas entre si, de B. sclateri. Y esto nos permitird determinar si las distintas
condiciones ambientales (abidticas y bibticas) a las que estédn sujetas ambas
poblaciones, pueden afectar al crecimiento y a la reproduccién de esta
especie.

Material y métodos

Los ejemplares de B. sclateri fueron capturados mediante pesca
eléctrica desde Enero a Diciembre de 1992, en las dos estaciones de muestreo
descritas en la Introduccién. Como comentidbamos en esa parte de la
memoria, la presencia de la presa no habfa influido todavia en las condiciones
ambientales de la zona de estudio en el rio, pero impedia que las dos
poblaciones se mezclaran y de esta forma podremos comparar mejor la
influencia del ambiente sobre ellas. La longitud total (L precisién 0,1 mm) y
estdndar (Les, precisién 0,1 mm), el peso total (precisién 0,01 g) v el peso
somético (sin visceras; precision 0,01 g) fueron registrados para cada
ejemplar. Todas las longitudes son dadas como longitud estandar. El higado y
la gbénada fueron extraidos y pesados (precisién 0,01 g) y éstas tltimas
examinadas macroscépicamente para determinar el sexo. Como tuvimos
muestras del periodo reproductivo se pudo determinar la talla media de
maduracién para cada sexo. Durante este periodo, las hembras inmaduras se
caracterizaron por ovarios pequefios, de color rosa pélido, rojizo y algunas
veces transparentes. Los machos inmaduros tenian los testiculos formados por
dos finos filamentos rodeados de grasa. En base a este reconocimiento
encontramos que la mayoria de los machos alcanzaban el estado adulto a los
80 mm de longitud estdndar y las hembras a los 120 mm. Esta longitudes
coinciden con las encontradas para este especie en el mismo rio por
Rodriguez-Ruiz (1992) y en el arroyo Mascatomiza, dentro de la cuenca del
rio Guadalquivir, por Herrera (1991).
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FIGURA 2.1. Relacién entre el peso total, somético, del higado y de la génada, y la longitud
estédndar para la totalidad de los ejemplares capturados en el rfo Guadalete y en el arroyo de
Bocaleones.

Analisis estadisticos

Los datos se separaron en adultos y juveniles, aunque en el caso de
estos tltimos sélo fue posible analizar los capturados en el rio Guadalete, ya
que en el arroyo de Bocaleones no se capturaron suficientes individuos que
permitieran realizar adecuadamente los andlisis estadisticos. Como se ha
comentado en la Introduccién de este capitulo, la evolucién temporal de las
variables morfométricas han sido estudiadas estadisticamente mediante el
andlisis multivariante de la covarianza (MANCOVA). Este anélisis permite
evaluar los efectos, independientemente de cualquier diferencia en el tamafio
de los individuos, del ambiente (mes) y del sexo sobre el peso total, peso
somético, peso del higado y peso de la génada. Ademas, el MANCOVA a
diferencia del ANCOVA, nos permite ahorrar tiempo, ya que si no hay ningtin
factor que influya significativamente sobre el conjunto de las variables, no es
necesario realizar los andlisis univariantes. El efecto del lugar, el mes y del
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sexo se han considerado fijos. En el caso del lugar y el tiempo, que son los
factores més dificiles de catalogar como fijos o aleatorios (Bennington y
Thayne 1994), nos interesaba conocer si la variacién en las condiciones
ambientales de un lugar a otro y de mes a mes influfan en la respuesta de las
variables, mds que estimar la magnitud de la variacién asociada con ellas
(efecto aleatorio).

Cuando el efecto de interaccién entre ambos factores fue significativo,
la interpretacién de esta interaccién se hizo a partir de un anélisis de los
efectos simples. Con esta técnica, las sumas de cuadrados relativas a las
componentes simples del factor tiempo, coincidirdn con las sumas de
cuadrados que en el modelo original se atribuyen al factor tiempo y al factor
interaccién (Riba 1990). En nuestro caso, se analizé el efecto del tiempo
dentro de cada uno de los niveles del factor sexo. Cuando existié diferencias
significativas, tanto en el modelo original como en el de efectos simples, la
variacién temporal fue descrita usando las medias predichas por el modelo
ajustadas al efecto de la covariable. Las diferencias entre estas estimas
ajustadas fueron valoradas posteriormente con la comparacién univariante de
Bonferroni por el método de repeticién, de esta forma se compara la media
ajustada de un mes con la media del mes anterior. Esto nos permitié eludir la
interpretacién usualmente subjetiva de las variaciones temporales de las
variables estudiadas, sobre la base de la teoria estadistica (Garcia-Berthou y
Moreno-Amich 1993).

El logaritmo decimal de la longitud estdndar fue utilizado como
covariable y las demds variables fueron también transformadas mediante
logaritmo decimal, ya que de esta forma se normalizaban y se conseguia
homogeneizar las varianzas. Ademas, la transformacién convirtié en lineal
todas las relaciones alométricas entre las variables y la longitud (Figura 2.1).
Se ha utilizado la longitud estdndar como covariable, porque muestra menor
coeficiente de variacién (variable transformada) que el peso sématico, 4,97 y
16,45 respectivamente, por lo que describe mucho mejor el tamaiio del pez.
Un nivel de significacién del 0,05 fue aceptado para todos los andlisis, los
cuales fueron realizados mediante el paquete estadistico SPSS®.

Resultados

En un andlisis preliminar realizado sobre los ejemplares adultos,
combinando las dos poblaciones y por tanto utilizando como factores el lugar,
el sexo vy el tiempo, la interaccién entre la covariable y el conjunto de los
factores fue significativa (MANCOVA; F7; ¢24=1,55, P<0,0005). Esto muestra
que sin realizar el andlisis univariante, existié al menos una variable que no
presentaba homogeneidad de sus pendientes para el total de peces adultos
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TABLA 2.1. Diseiio preliminar de la MANCOVA con los resultados del anédlisis multivariante
para los ejemplares adultos de B. sclateri Todas las variables {dependientes y covariable)
fueron transformadas mediante logaritmo decimal. La longitud est4ndar fue utilizada como
covariable. El estadistico F corresponde al lambda de Wilks y es exacto si sus grados de
libertad son enteros. Las hipétesis del paralelismo (homogeneidad de las pendientes) es
comprobada con la interaccién entre la covariable y los factores.

Multivariante
rio Guadalete arroyo Bocaleones
gl F P gl F P
Longitud 4,87 1364,51 <0,001 4,95 1922,23 <0,001
Sexo 4,87 728 <0,001 4,95 0,94 0,441
Mes 40,331,75 7,81 <0,001 44,365,40 2,61 <0,001
Mes x sexo 40,331,75 1,99 0,001 44,365,40 1,83 0,001
Longitud x factores 84,302,12 1,42 0,018 92,331 1,57 0,002

TABLA 2.2, Disefio preliminar de la MANCOVA con los resultados del andlisis univariante para los
ejemplares adultos de B. sclateri Todas las variables (dependientes y covariable) fueron
transformadas mediante logaritmo decimal. La longitud estdndar fue utilizada como covariable.
Las hipé6tesis del paralelismo (homogeneidad de las pendientes) es comprobada con la interaccién
entre la covariable y el factor.

Univariante
Peso total Peso somético Peso gonadal Peso hepético
gl F P F P F P F P
rio Guadalete
Longitud 190 544362 <0,001 313656 <0,001 293,51 <0,001 609,08 <0,001
Sexo 1,90 898 0,04 0,85 0,357 6,16 0,015 1948 <0,001
Mes 10,90 8,13 <0,001 4,99 <0,001 19,74 <0,001 13,54 <0,001
Mes x sexo 10,90 162 0,112 222 0,023 240 0,014 1,92 0,052
Longitud x factores 21,79 1,23 0,249 1,65 0,068 2,05 0,012 1,25 0231
arroyo Bocaleones

Longitud 1,98 610093 <0,001 770897 <0,001 148,73 <0,001 14544 <0,001
Sexo 1,98 254 0,114 143 0,235 1,21 0274 0,07 0,782
Mes 11,98 335 0,001 4,95 <0,001 4,11 <0,001 0,98 0,469
Mes x sexo 11,98 126 0,256 2,19 0,020 3,27 0,001 1,02 0429
Longitud x factores 23,86 0,97 0,516 1,59 0,063 2,10 0,007 142 0,125

capturados. En efecto, de las cuatro variables estudiadas, tres presentaron
heterogeneidad en sus pendientes: peso total (F3150=1,13, P=0484), peso
somaético (Faz156=1,65, P=0,013), peso del higado (F43150=2,05, P<0,001) y
peso de la génada (F3150=1,80, P=0,004). Por tanto, creimos oportuno
analizar todas las variables en cada una de las poblaciones por separado y
que fueran las respuestas estacionales las que nos permitieran conocer las
diferencias reales entre los dos ambientes.

En la Tabla 2.1 se muestra el resultado de la MANCOVA preliminar del
efecto del sexo y el tiempo sobre el peso total, somético, del higadoy de la
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TABLA 2.3. Disefio final de la MANCOVA con los resultados del anélisis
multivariante para los ejemplares adulios de B. sclaferi Todas las variables
(dependientes y covariable) fueron transformadas mediante logaritmo decimal. La
longitud estdndar fue utilizada como covariable y el peso de la génada no fue
analizado. El estadistico Fcorresponde al lambda de Wilks y es exacto si sus grados
de libertad son enteros.

Multivariante
rio Guadalete arroyo Bocaleones
gl F P gl F P
Regresién 3,98 257049 <0,001 3,107 292454 <0,001
Sexo 3,98 835 <0,001 3,107 2,13 0,100
Mes 30,288,33 6,34 <0,001 33,315,95 34 <0,001
Mes x sexo 30,288,33 197 0002 3331595 108 0348

TAaBLA 2.4.. Diserio final de la MANCOVA con los resultados del anélisis univariante
para los ejemplares adulios de B. sclateri Todas las variables (dependientes y
covariable) fueron transformadas mediante logaritmo decimal. La longitud estandar
fue utilizada como covariable v el peso de la génada no fue analizado.

Univariante
Peso total Peso somético Peso hepético
gl F P F P F P
rio Guadalete
Regresién 1,100 7667,16 <0,001 4330,40 <0,001 763,38 <0,001
Sexo 1,100 7,13 0,009 0,15 0,699 20,34 <0,001
Mes 10,100 1,48 0,157 3,18 0,001 14,09 <0,001
Mes x sexo 10,100 2,72 0,005 245 0,011 1,86 0,059
arroyo Bocaleones

Regresién 1,109 7689,10  <0,001 8883,61 <0,001 166,89 <0,001
Sexo 1,109 6,47 0,012 547 0,021 0,99 0,321
Mes 11,109 4,02 <0,001 4,34 <0,001 3,02 0,002
Mes x sexo 11,109 0,82 0,621 0,49 0,906 2,03 0,032

génada en cada poblacién. Se observa como en el andlisis multivariante
existia una interaccién significativa entre la longitud y los factores, debida,
como muestra el andlisis univariante al peso de la génada (Tabla 2.2); por lo
tanto el disefio final de la MANCOVA se realizé para el resto de las variables
(Tabla 2.3y 2.4).

El andlisis realizado para estudiar la influencia del sexo y el tiempo
sobre el peso total y somético, en los ejemplares capturados en el rio
Guadalete (Tabla 2.4), ha puesto de manifiesto la existencia de interaccién
significativa entre ambos factores. Asimismo, se ha constatado que
globalmente el sexo influfa sobre el peso total (hembra: 1.g=89,90 g; macho:
1ag;=85,03 g) pero no sobre el somético (hembra: wpag=77,01 g; macho:
Hagi=76,36 g), mientras que las variaciones del peso total no fueron
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TABLA 2.5.. Diseiio final de la MANCOVA con los resultados del anélisis
de los efectos simples para los ejemplares adulios de B. sclaferi
capturados en el rio Guadalete. Todas las variables (dependientes y
covariable) fueron transformadas mediante logaritmo decimal. La
long'tud estdndar fue utilizada como covariable.

Peso total Peso somético

gl F P F P

Regresién 1,100 7667,16 <0,001 433040 <0,001
Sexo 1,100 7,13 0,009 0,15 0,699
Mes(macho) 10,100 2,82 0,004 0,68 0,739
Mes({hembra) 10,100 6,28 <0,001 4,62 <0,001

significativas y las del peso somético si. La presencia de esta interaccién pone
de manifiesto que la diferencia de efectos entre combinaciones factoriales no
es constante y puede enmascarar la correcta interpretacién de los efectos
principales; por lo tanto, la interpretacién de los resultados la vamos a hacer a
partir del andlisis de los efectos simples (Tabla 2.5). Al comparar dichos
resultados con los de la Tabla 2.4 se constata que la variabilidad explicada
por ambos modelos es la misma, es decir, el modelo de efectos simples
supone tnicamente modificar la descomposicién de la variabilidad explicada.
Los resultados expresan la significacién del factor tiempo dentro de los niveles
del sexo hembra y macho. El peso total de ambos sexos varié
significativamente a lo largo del periodo de estudio aunque con distinto
patrén, como muestra el resultado de las comparaciones de Bonferroni
(Figura 2.2a). Las hembras incrementaron su condicién en Mayo y Octubre, y
la disminuyeron en Noviembre. Los machos también mostraron una
disminucién en su condicién en Noviembre, pero la mantuvieron sin
variaciones durante la mayor parte del afio. Esto explica la interaccién
significativa y que el efecto del sexo no sea constante a lo largo del tiempo, en
concreto en el andlisis de los efectos simples, las hembras eran mucho mas
pesadas que los machos en el mes de Octubre (f;100=25,55, P<0,0005),
mientras que en el resto del afio las diferencias no existieron {(P>0,05). Del
mismo modo, el efecto de la interaccién sobre el peso somético se puede
explicar por que los machos no cambiaron su peso a lo largo del afio (Tabla
2.5), pero las hembras tuvieron una disminucién significativa en Agosto,
seguida de un incremento gradual hasta Octubre y una nueva disminucién en
Noviembre (Figura 2.2a). Ademds, en una gran parte del afo no existié
diferencias en la condicién definida por el peso somético entre sexos
(P>0,05), pero en Agosto las hembras fueron maés livianas que los machos
(A,100=11,59, P=0,001) y en Octubre ocurrié6 lo contrario (F 100=9,70,
P=0,002). Estas diferencias entre sexos no aparecen en el andlisis de los
efectos principales porque las medias marginales compensan estas diferencias.
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FIGURA 2.2. Variacién temporal de las medias ajustadas al efecto de la covariable del peso
total y somético transformados mediante logaritmo decimal de los ejemplares adultos del rio
Guadalete (a) y del arroyo de Bocaleones (b). El peso total se ajusta al eje de la izquierda. Las
comparaciones de Bonferroni (x=0,05) para las variables con variacién significativa,
corresponden al orden del momento de muestreo: y, es la media de Enero, pg es la media de
Agosto. :

En el arroyo de Bocaleones no existe interaccién significativa entre el
sexo Y el tiempo sobre el peso total y somético de los ejemplares adultos; esto
hace que la interpretacién de los resultados se realice directamente a partir de
los efectos principales (Tabla 2.4). El tiempo influyé significativamente sobre
ambos pesos (Figura 2.2b), disminuyeron en Febrero y aumentaron en Mayo
y ademds el peso somético tuvo ofro descenso significativo en Abril. La
ausencia de interaccién dio lugar a que esta variacién fuera practicamente
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FIGURA 2.3, Variacién temporal de las medias ajustadas al efecto de la covariable del peso del
higado y de la génada transformados mediante logaritmo decimal de los ejemplares adultos
del rio Guadalete {(a) y del arroyo de Bocaleones (b). El peso de la génada se ajusta al eje de
la izquierda. Las comparaciones de Bonferroni {a.=0,05) para las variables con variacién
significativa, corresponden al orden del momento de muestreo: y; es la media de Enero, pg es
la media de Agosto.

paralela entre machos y hembras, es decir, la distancia entre medias fue
constante a lo largo del afio. Esta distancia fue lo suficientemente grande
como para determinar que el efecto del sexo también fuera significativo; de
hecho, las hembras mostraron un mayor peso que los machos de igual
tamario, tanto para el peso total (hembras: u.gg=62,71 g; machos: uag=59,35
g), como para el peso somético (hembras: uag=56,30g; machos:
Hagi=53,70g).
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El peso del higado de los ejemplares capturados en el rio Guadalete
mostré una variabilidad temporal muy significativa; el sexo afecté al peso de
este érgano v no existié efecto de la interaccién entre ambos factores (Tabla
2.4). En la Figura 2.3a se observa como el patrén de variacién es igual en
ambos sexos v sobre todo en los meses de Abril y Mayo las hembras
mostraron una mayor diferencia en el peso del higado. Para el total del afio el
peso medio ajustado para las hembras fue de 12,04 g vy para los machos de
9,01 g. Ambos sexos mostraron un incremento en los pesos de sus higados en
Abril, descendiendo rdpidamente al mes siguiente; en Agosto y Septiembre
mostraron un nuevo descenso y un aumento en el mes de Octubre.

La variacién temporal en el peso del higado de los ejemplares adultos
capturados en el arroyo de Bocaleones fue muy significativa, no hubo
diferencia entre los sexos y la interaccién entre los factores también fue
significativa (Tabla 2.4). En la valoracién de los resultados debe tenerse en
cuenta esta interaccién significativa, por lo que la interpretacién debemos
hacerla a partir del anélisis de los efectos simples. La descomposicién de la
variabilidad en el andlisis de los efectos simples nos descubre que la
interaccién se debe por una parte, a que los pesos de los higados en los dos
sexos no muestran la misma respuesta al paso del tiempo (Figura 2.3b). Los
machos mostraron una variacién significativa en los pesos de sus higados
(F11,100=4,07, P<0,0001), una disminucién en el mes de Abril con un
posterior aumento gradual hasta el mes de Junio. Las hembras mantuvieron
précticamente constante el peso a lo largo del afio (f;100=1,39, P=0,189).
Esto hace que éstas mostraran un peso del higado mayor que los machos en
Abril (F100=6,56, P=0,012; hembras: uag=0,40 g; machos: ;1.4=0,12 g) y
Julio (]:1’109=6,19, P=0,014; hembras: #adj=o,97 g; machos: I-Ladj=0:36 a),
diferencias que no fueron detectadas en el analisis de los efectos principales, y
un peso igual en el resto del afio. Para el total del afio el peso medio del
higado ajustado para las hembras fue de 0,59 g y para los machos de 0,51 g.

Como se apunté anteriormente, la heterogeneidad de las pendientes en
el andlisis del peso de las génadas determiné que no se pudiera construir un
andlisis de la covarianza completo para detectar los efectos del tiempo y el
sexo. Asi, se utilizé el modelo del anélisis de la covarianza de un solo factor, el
tiempo, para cada sexo dentro de cada poblacién y de esta forma se logré la
homogeneidad de las pendientes en todos los casos (Tabla 2.6). Los anélisis
muestran que sélo las hembras del arroyo de Bocaleones no presentaron
variacién del peso de sus génadas durante el periodo de estudio. Las
hembras del rio Guadalete incrementaron el peso en el mes de Mayo, para
descender gradualmente hasta Septiembre y volverlo a aumentar en Octubre
(Figura 2.3a). Los machos de la misma poblacién, aumentaron en Abril y
Mayo, con un descenso progresivo hasta Agosto, y los machos del arroyo
incrementaron el peso de sus génadas en Mayo y Junio, disminuyéndolo al



80 VARIACION ESTACIONAL DEL PESO CORPORAL, HEPATICO Y GONADAL

TABLA 2.6. Resultados de la MANCOVA para el peso de la génada de los
ejemplares adultos de B. sclaferi en cada una de las poblaciones. La
longitud estandar fue utilizada como covariable. La variable dependiente y
la covariable fueron transformadas mediante logaritmo decimal. Las
hipétesis del paralelismo (homogeneidad de las pendientes) es
comprobada con la interaccién entre la covariable y el factor.

Hembras Machos
Origen gl F P gl F P
Diseiio preliminar rio Guadalete
Longitud 1,39 129,67 <0,001 1,40 106,16 <0,001
Mes 10,39 09 0,492 10,40 1,55 0,158
Longitud x mes 10,39 0,99 0,469 10,40 1,65 0,127
arroyo de Bocaleones
Longitud 1,46 142,81 <0,001 1,41 12,58 <0,001
Mes 11,46 2,77 0,008 1141 1,02 0,445
Longitud x mes 11,46 1,75 0,092 11,41 0,99 0,468
Diseiio final rio Guadalete
Regresion 149 288,19 <0,001 1,50 200,93 <0,001
Mes 10,49 5,68 <0,001 10,50 31,52 <0,001
arroyo de Bocaleones
Regresién 1,57 128,70 <0,001 1,52 4736 <0,001
Mes 11,57 0,50 0,897 11,52 5,73 <0,001

TABLA 2.7. Resultados del andlisis univariante de la MANCOVA para los ejemplares juveniles de
B. sclateri capturados en el rio Guadalete. Todas las variables (dependientes y covariable) fueron
transformadas mediante logaritmo decimal. La longitud estindar fue utilizada como covariable.
Las hip6tesis del paralelismo (homogeneidad de las pendientes) es comprobada con la interaccién
entre la covariable y el factor.

Univariante
Peso total Peso somético Peso gonadal Peso hepético
gl F P F P F P F P
Diseiio preliminar hembras
Longitud 1,6 91,38 <0,001 76,46 <0,001 1,54 0,260 225 0,184
Mes : 8,6 249 0,141 2,10 0,190 491 0,034 095 0,540
Longitud x mes 7.6 2,79 0,115 237 0,156 241 0,151 098 0,517
machos
Longitud 13 130,08 0,001 11599 0,002 1,67 0,284 0,71 0,459
Mes 6,3 548 0,095 420 0,070 6,98 0,070 4,17 0,134
Longitud x mes 43 3,60 0,160 4,04 0,061 798 0,061 542 0,098
Diseiio final hembras
Regresién 1,13 623,44 <0,001 511,29 <0,001 2,80 0,180 3531 <0,001
Mes 8,13 8,13 0,099 2,14 0,107 1,81 0,163 293 0041
machos
Regresién 1,7 208,94 <0,001 174,17 <0,001 348 0,104 449 0,072

Mes 1,98 243 0,136 1,63 0,266 234 0,143 7,51 0,009
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mes siguiente. Aunque no se pudo analizar las diferencias de peso gonadal
entre los sexos para la totalidad del ciclo, si fue posible compararlos cuando
estos fueron méaximos durante el momento antes de la freza, Mayo en el rio
Guadalete y Junio en el arroyo de Bocaleones, en esos momentos existié
homogeneidad de sus pendientes (rio Guadalete: F §=0,04, P=0,853;
arroyo Bocaleones: £ 5=0,86, P=0,397). Por un lado, en el rio se obtuvieron
diferencias en los pesos gonadales aunque no muy significativas (F9=0,51,
P=0,492); las hembras tuvieron pesos ajustados de 8,71 g vy los machos de
7,28 g. Por otro lado, en el arroyo no hubo diferencias entre los pesos de las
hembras (uag=1,41 g) y los machos (u.q=1,71 g) (F ¢=0,08, P=0,793).

El efecto de la covariable (regresién) fue muy significativa sobre la
mayoria de las variables estudiadas, excepto para el peso de la génada de los
juveniles de ambos sexos y para el peso del higado de los juveniles machos.
En cuanto al peso de la gbénada, parecen razonables estos resultados ya que
las génadas de los ejemplares juveniles son muy pequeiias y no incrementan
el tamafio durante el crecimiento; ademas, tampoco presentan cambios
durante el ciclo anual en ambos sexos (Tabla 2.7; Figura 2.4a). Garcia-
Berthou y Moreno—-Amich (1993) explican que estos resultados encontrados
con los ejemplares juveniles o inmaduros, demuestran que el uso del indice
gonadosomdtico serfa inapropiado, ya que el peso gonadal (log;o) en estos
casos es independiente de la longitud estdndar (logyp). También, estos
resultados confirman que las edades y sobre todo los tamaiios considerados
como de primera maduracién de B. sclateri en este estudio se aproximan
mucho a la realidad. En la Tabla 2.7 también se muestra que los ejemplares
juveniles de ambos sexos capturados en el rio Guadalete, no cambian su peso
total y somético en los meses que han sido capturados. Sélo sobre el peso del
higado se detectaron efecto significativo del tiempo y a partir de la variaciones
de los dos sexos, podemos concluir que existieron dos periodos de

incremento de peso hepéatico que fueron principios de primavera y otofio
(Figura 2.4a, b).

Discusion

La comparacién de los pardmetros de la regresién entre el peso y la longitud,
nos ha permitido eludir los grandes problemas estadisticos que conllevan los
indices normalmente utilizados en estudios de crecimiento y reproduccién.
Pero, el uso de estos procedimientos hace necesario cuidar el muestreo y el
procesamiento de los datos. Muchas veces el incumplimiento de algin
requisito (normalidad, homecedasticidad, homogeneidad de las pendientes)
para el uso de los andlisis de la covarianza, no permite analizar al mismo
tiempo los efectos de varios factores sobre las respuestas de las variables



82 VARIACION ESTACIONAL DEL PESO CORPORAL, HEPATICO Y GONADAL
6 j ->gbénada hembra*higado hembra a [ 4
5 j ‘Sgbnada macho +higado macho [
-3
e« 2
O
§_ 3 i -2 2
] o
g 2 g
: M - 1
19
o T 4 T 1 1 1 1 ¥ t ' ¥ ¥ 0
Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
Mes
higado hembra: P2=p3>p6=p6=pB<yu9=p10=p11=p12
higado macho: P3SHA>PS=PT<P10=p11=p12
6—*tohl‘ bra ¥+ atico hembra b~5
#total macho -+somético macho
@ 5 1 o—o\___’/o\_._/—'\,_. B 4.. (8—
o 1 ——— - — g i o
("] 1 o
2 L2
o 1 i 2
2 44 -_—— e 3 £
] ——a - . a
3 i ) T 1 T t ¥ 1 1 T T 1 2
Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

Mes

FIGURA 2.4. Variacién temporal de las medias ajustadas al efecto de la covariable del peso del
higado y de la génada (a), y del peso total y somético (b) transformados mediante logaritmo
decimal de los ejemplares juveniles del rio Guadalete. El peso del higado v el peso total se
ajustan al eje de la izquierda. Las comparaciones de Bonferroni (a=0,05) para las variables
con variacién significativa, corresponden al orden del momento de muestreo: y, es la media
de Enero, 5 es la media de Agosto.

estudiadas. Ahi radica la principal caracteristica y el valor de los disefios
factoriales, investigar la influencia que pueden tener sobre las observaciones
las interacciones entre dos o mas factores (Riba 1990).

En este sentido, en nuestro estudio hemos podido conocer, en la
mayoria de los casos, el efecto del sexo, del tiempo y de la interaccién entre
ambos factores. La excepcién ha sido el peso de la génada en los ejemplares
adultos y la totalidad de las variables en el andlisis de los juveniles. En el
primer caso, como ha habido otras variables medidas sobre los mismos
individuos que han cumplido el requisito previo para el andlisis de la
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covarianza (homogeneidad de las pendientes)) no creemos que Ia
imposibilidad de haber construido un disefio factorial para el peso gonadal
sea debido a un problema en el disefio del muestreo. Es decir, no creemos
que las muestras sean inadecuadas o haya habido grandes diferencias en el
nimero de observaciones entre los grupos, mas bien pensamos que sea
debido a una posible diferencia en la dindmica de crecimiento entre los
ovarios y los testiculos. Por el contrario, en el andlisis de los ejemplares
juveniles, no sélo ha habido un tamafio de muestras muy distinto entre sexos,
sino que no han existido observaciones en algunas combinaciones de los
tratamientos (pe. en algunos meses).

El periodo de reproduccién de la poblacién del rio Guadalete abarcé
desde Febrero a Junio, con el momento de la freza posiblemente situado en el
mes de Mayo. Estos periodos de reproduccién y freza han sido similares a los
encontrados en los estudios realizados por Encina (1991) y Rodriguez-Ruiz
(1992) en el mismo rio. Por el contrario, la reproduccién mds retrasada de la
poblacién del arroyo de Bocaleones, es la primera vez que se describe.
También es importante, que independientemente del lugar, existié un desfase
en el momento del méximo desarrollo gonadal entre los dos sexos. Los
machos alcanzaron los méximos pesos de sus testiculos un mes antes que las
hembras el de sus ovarios. Este fenémeno podria estar relacionado con la
conducta reproductora del barbo; Baras (1992) y Poncin (1993) han
observado que existe una fuerte competencia a la hora de fertilizar los huevos
por parte de los machos; estos necesitan estar antes en la zona de freza y
preparados para cuando empiecen a llegar la primeras hembras.

La temperatura y el fotoperiodo son dos factores importantes que
controlan el ciclo reproductivo en ciprinidos (Bye 1984; Mills 1991); por
ejemplo en Barbus barbus, Poncin (1989) observé como el fotoperiodo no
influye en el inicio del periodo de reproduccién, sino en su duracién y en su
terminacién. Por otro lado, también en B. barbus se ha comprobado que la
temperatura éptima para la reproduccién se sitia por encima de los 14-15 °C
(Hancock et al. 1976; Poncin 1988) y no sélo para la maduracién de las
gdnadas, sino también para el desarrollo éptimo de los huevos (Absil 1989 en
Baras 1992); Absil demuestra que para temperaturas inferiores a 14,7 °C el
embrién del barbo no es capaz de desarrollarse. Las poblaciones de B. sclateri
que hemos estudiado, han estado durante su periodo de reproduccién en
aguas con unas temperaturas de 18 °C. Estas temperaturas no superaron los
15 °C hasta el mes de Abril en el rio Guadalete y hasta Mayo en el arroyo de
Bocaleones, lo que explicaria el desfase en la reproduccién que existe entre
las dos poblaciones. Evidentemente la estrategia reproductora de la especie
no sufre alteracién, pero las diferencias entre las poblaciones se podrian
explicar como un cambio en la tictica reproductora en respuesta a las
variaciones ambientales (Wootton 1984).
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Estas diferencias entre las dos poblaciones, no sélo se ve reflejado en el
inicio del periodo de reproduccién, sino también en la energia que dedica
cada una a la formacién de sus génadas. Los resultados muestran que las dos
poblaciones aumentan sus pesos gonadales a medida que crecen en longitud,
aunque la del rio Guadalete dedica mayor proporcién de energfa hacia sus
gbénadas que las del anmoyo de Bocaleones (comparando individuos del
mismo tamafio). Si partimos de la base de que por una parte, el barbo es una
especie iterépara, que seglin Ware (1984) presentaria una mejor estrategia
reproductora incrementando la fecundidad a una edad determinada por el
aumento de la entrada de energia por el alimento; al contrario que una
especie selmépara, en la que la fecundidad a una edad determina esta en
funcién solamente del tamafio del pez a esa edad. Y por otra parte, en el
arroyo de Bocaleones la disponibilidad de alimento es menor que en el rio
Guadalete (Prenda 1993), los individuos dedicarfan menos energfa hacia sus
génadas, para aumentar asi su supervivencia y de esta forma tener maés
episodios reproductores a lo largo de su vida. Maximizar el nimero de
reproducciones conlleva intercambios entre la reproduccién del aiio y el
mantenimiento, y la supervivencia para las reproducciones futuras (Stearns
1976; 1992; Garcia et al. 1993).

No podemos dejar apartada la idea de que en el caso de los ovarios,
los bajos pesos encontrados en el arroyo de Bocaleones, puede que hubieran
sido el resultado de que esta poblacién tuvo varias puestas durante la época
de reproduccién (Wootton 1990). Segiin Poncin (1988) en estudios sobre el
barbo en cautividad y Baras (1992) en medio natural, el calor necesario para
que una hembra pueda desarrollar otra tanda de huevos es de unos 253 dias-
grado. El agua del arroyo estuvo en los meses de reproduccién a 18 °C, por
lo que las hembras necesitarian aproximadamente 15 dias para poder tener
otra ovulacién, es decir un tiempo inferior al muestreo mensual de nuestro
estudio. Segiin los pesos de los testiculos, estas ovulaciones debfan haber
tenido lugar en los meses de Mayo y Junio, ya que en Julio los machos del
arroyo mostraron un descenso bastante fuerte del peso de sus génadas.
Aunque existe la posibilidad de que no hayamos detectado la maduracién de
los ovarios en ninguno de los muestreos mensuales, no nos parece que sea la
explicacién més adecuada. También los machos aunque mostraron variacién
significativa en los pesos de sus génadas, éstos fueron mucho méas bajos que
los medidos en las génadas de los machos del rio Guadalete. Nosotros nos
inclinamos a pensar, como se indicé en el parmrafo anterior, que existe una
menor inversién gonadal en la poblacién del arroyo de Bocaleones, hipétesis
que intentaremos probar posteriormente y en los siguientes capitulos.

La menor proporcién de alimento disponible en el arroyo de
Bocaleones que encontr6 Prenda (1993) y que hemos sefalado
anteriormente, puede estar relacionada con el menor peso encontrado en el
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higado de los peces capturados en el arroyo y su menor variacién a lo largo
del periodo de estudio. La valoracién del tejido hepético ha sido utilizado
como un indicador del crecimiento (Bulow ef al 1981; Adams y Mclean
1985), de la entrada de alimento (Storebakken y Austreng 1987) o del
almacenamiento de reservas de energia (lipidos y glucégeno) (Heindinger y
Crawford 1977; Delahunty y de Vlaming 1980; Bastrop et al. 1992). El higado
juega un papel muy importante en el flujo de energia en los teledsteos (Jiirss y
Bittorf 1990), por lo que es esencial sobre todo en los momentos de mayor
gasto energético como es la reproduccién (Love 1980; Macfarlane ef al
1993). Se ha comprobado en este estudio, que en ambos sexos de la
poblacién del rio Guadalete y en menor grado en los machos del arroyo de
Bocaleones, el higado juega un papel importante en la reproduccién. En las
hembras del rio Guadalete, un mes antes de que las génadas alcanzaran su
maximo desarrollo, el pez almacené reservas de energia en el higado y a
medida que el peso de la génada aumenté, es decir los évulos estaban siendo
rellenados con vitelo, disminuyé el peso del higado. Esta relacién también fue
encontrada por Lucena y Camacho (1978) en la misma especie y estaria
relacionada con una mayor estimulacién de la sintesis de proteina que ocurre
en el higado durante la vitologenesis (Fauconneau ef al. 1990). Ademas, las
hembras mostraron mayores pesos de higado que los machos de igual
tamario. En el caso de estos dltimos, las reservas energéticas son utilizadas
més para actividades relacionadas con la freza, que como se ha mencionado
antes son muy importantes en los machos del barbo, pero que requeririan
menor almacenamiento de energia.

Al estudiar la relacién entre el peso corporal y la longitud del pez, se ha
constatado que en cada una de las poblaciones los sexos han mostrado la
misma forma entre ellos y la han mantenido igual durante todo el periodo de
estudio. La forma no hay que confundirla con la condicién, la definicién
clasica que dan Keys (1928), Hile (1936) y Le Cren (1951) (en Springer et al.
1990) es la de que condicién se refiere a las diferencias en peso a una
longitud dada y forma, la tasa a la cual el peso incrementa con la longitud.
Esto es importante para entender nuestros resultados, ya que dos muestras
que difieren en peso en todas sus longitudes pueden ser consideradas que
tienen distinta condicién. Por el contrario, dos muestras que difieren en forma
no tienen porque considerarse que poseen diferencias en la condicién, ya que
éstas van a estar en funcién del rango de longitud que estemos comparando.
Los resultados han mostrado que no hemos podido comparar la condicién
somatica entre las dos poblaciones, porque éstas presentaban diferencias en
sus formas. Pero hemos podido comparar los sexos en cada poblacién porque
mostraron la misma forma, es decir, pendientes iguales en la relacién del peso
total o somético con la longitud. Hemos detectado que los sexos no han
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mostrado la misma condicién entre ambos y que ésta cambié a lo largo del
afio en cada uno de ellos.

En las hembras capturadas en el rio Guadalete (Figura 2.2a) el aumento
del peso total en Mayo, incremento que no se detecta en el peso somaético,
podria indicar la maduracién gonadal y la disminucién del peso somético en
verano, que no es acompaiiada por el peso total, podria indicar el desarrollo
de grasa alrededor del tracto digestivo observado en esos meses. Pero esta
disminucién importante del peso soméatico en las hembras que ocurrié en
verano y el gran aumento de peso que se produjo en otofio, fenémeno que
no se detect6 en los machos, determina una gran inversién somaética por parte
de éstas. Las hembras del rio Guadalete llegan casi a doblar el peso somaético
a los machos, en Agosto el peso somético medio ajustado al tamafio de las
hembras fue de 57,29 g v en Octubre de 108,13 g, mientras que en los
machos el incremento fue insignificante, 77,25 g en Agosto y 78,75 g en
Octubre. Estas grandes diferencias entre los sexos posiblemente estén
relacionadas con el dimorfismo sexual en el crecimiento encontrado en esta
especie y discutido anteriormente en el capitulo 1. Por el contrario, en el
arroyo de Bocaleones no existié ningin periodo donde las hembras
incrementaran tanto el peso, pero consiguieron un mayor crecimiento final
teniendo una mejor condicién a lo largo de todo el afio.

Una cuestién importante es decidir cual de los dos pesos, el total o el
somatico reflejan mejor la condicién del pez y sobre todo, para que queremos
utilizar la condicién. Desde hace ya muchos afios, la condicién ha sido usada
en tres clases de andlisis sobre la poblacién (Weatherley 1972; Weatherley v
Gill 1987): (i) en comparar poblaciones que viven bajo condiciones
aparentemente similares, o aparentemente diferentes de alimento,
temperatura, etc...; (ii) en determinar el momento y la duracién de la
maduracién gonadal; y (iii) como un indicador del balance alimenticio
durante alteraciones crénicas en la actividad o en los recursos tréficos. No hay
que olvidar que el peso total es la suma del peso somético y de los érganos
internos del pez, y por tanto, cambios en los pesos de las génadas o del trato
digestivo pueden influir en los resultados finales (Busacker ef al. 1990). Por lo
tanto, hay que tener mucha precaucién en las valoraciones de los cambios en
el peso total, sobre todo en estudios de crecimiento. Los resultados de este
estudio han puesto de manifiesto claramente, que si sélo hubiéramos tenido
en cuenta el peso total en el caso de la poblacién del rio Guadalete, el
aumento que se constaté en Octubre lo hubiéramos achacado al aumento en
el mismo mes del peso de las génadas y del peso del higado. Pero como se
ha comprobado, fue originado por un importante crecimiento somético y no
por las alteraciones en los depésitos de grasa, tamafio gonadal, alimentacién,
etc... Por el contrario, en la poblacién del arroyo de Bocaleones al existir una
mayor igualdad en los patrones de variacién entre el peso total y somaético,
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debido a los bajos pesos hepéticos y gonadales, cualquiera de los dos nos
hubiera servido para conocer los periodos de crecimiento de la poblacién.
Este fenémeno también ocurrié en los juveniles del rio, en los cuales
practicamente no hubo diferencias en los patrones de variacién de los dos
pesos, aunque al igual que ocurrié en los adultos, el higado presenté
aumentos de peso en las épocas de mejor alimentacién, primavera y otofio.

Como el barbo estd ampliamente distribuido por toda la cuenca del rio
Guadalete y las poblaciones se encuentran diseminadas a lo largo de todo el
rio y de sus afluentes (Encina 1991; Rodriguez-Ruiz 1992; Prenda 1993;
Mellado-Alvarez com. per.), al menos tedricamente, podemos asumir que las
poblaciones estudiadas comparten el mismo genotipo. Como consecuencia de
esto, las diferencias observadas en las variaciones del peso total, somético,
gonadal y hepatico se originarfan mas por la influencia ambiental. No
creemos que esta influencia ambiental sea exclusiva de la diferencias en los
regimenes térmicos o en el caudal que el rio Guadalete y el arroyo de
Bocaleones poseen. Pensamos que es probable que existan otros factores,
igual de importantes que la temperatura vy el caudal, que regulen la estrategia
del barbo en estas dos poblaciones y que incluso la distinta amplitud térmica
del agua entre los dos lugares no sea suficiente para explicar por si sélo las
diferencias encontradas. A esta misma conclusién, llegaron Rincén y Lobén-
Cervia (1989) al estudiar dos poblaciones de otro ciprinido, Rutfilus arcasii,
una de las cuales como en nuestro caso, se encontraba en un arroyo
alimentado directamente por manantiales que mantenfan también un flujo
continuo de agua durante todo el afio.

Si revisamos la literatura, se puede comprobar que existe una profunda
influencia de la temperatura del agua, ya que ésta afecta a muchas funciones
importantes del pez como son, la natacién (Forstner y Wieser 1990), las tasas
de digestién y asimilacién del alimento (Elliot 1975a, b), el momento de la
maduracién de las génadas y de la freza (Bye 1984). Pero es un error, como
sefialan Kock et al. (1992), aislar los efectos de la temperatura sobre el pez de
los efectos de otros factores ambientales, que también varian estacionalmente
o incluso de los programas internos determinados genéticamente, que
permiten al organismo responder de diferentes formas a un mismo estimulo.
En nuestras latitudes, los peces y en particular los ciprinidos, por un lado se
adaptan a las condiciones extremas que prevalecen en invierno y verano, y
por otro, los procesos de crecimiento, maduracién de las génadas y desarrollo
embrionario se han ajustado a las mejores condiciones (particularmente la
existencia de alimento) de otros momentos del afio (Weiser 1991). Pero
nosotros en este estudio aplicamos el término condiciones ambientales en el
sentido etimoldgico, es decir, definimos lo ambiental como las circunstancias
que rodean al individuo. Esto implica necesariamente considerar no sélo los
factores abidticos sino los bibticos, los cuales también deben influir sobre las
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respuestas que estamos encontrando en las dos poblaciones que han sido
incluidas en nuestro estudio. Por ejemplo, en el rio Guadalete existen otras
dos especies aparte de B. sclaterii son Leuciscus pyrenaicus (cachuelo) y
Chodrostoma polylepis (boga) (Encina 1991; Rodriguez-Ruiz 1992; Prenda
1993), esta composicién taxonémica permanece en el arroyo de Bocaleones,
donde ademés existen introducciones esporddicas de Onchorhynchus mykiss
(trucha arco-iris) (Prenda 1993). Este dltimo autor encontré que la
abundancia (individuos/100 m?) de B. sclateriy de Ch. polylepis fue similar en
las zonas estudiadas por nosotros del rio Guadalete y del arroyo de
Bocaleones, mientras que L. pyrenaicus es mas abundante en la primera. A
esto debemos afiadir que en el rio Guadalete, el barbo y la boga muestran
una composicién en su dieta muy parecida (Encina 1991). Si esta interaccién
entre ambas especies se mantiene en el arroyo de Bocaleones, donde ademas
los recursos tréficos son escasos y por tanto pueden ser limitantes, es obvio
que esta interaccibn sea un mecanismo més que influya sobre la
reproduccién, crecimiento y mortalidad de B. sclateri.
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Contenido de los acidos nucleicos en el
miusculo esquelético y en el higado del Barbo
(Ciprinidae: Barbus sclaferi) : Estudio de los
efectos de la temperatura del agua en
condiciones naturales

Introduccién

Tres métodos bésicos han sido usados para conocer si un pez est4 o no
bien nutrido y por tanto determinar su crecimiento: el morfométrico, el
histolégico y el quimico. Cada uno de ellos posee ciertos atributos y ventajas,
pero como apuntan Robinson y Ware (1988), los métodos quimicos son més
sensibles; los cambios que se observan durante el crecimiento ocurrirfan
primero a nivel celular, después a nivel tisular y finalmente se verian reflejados
a nivel orgénico. Pero, una de las mayores ventajas de los métodos quimicos
es que pueden estimar el crecimiento en el momento en el cual el pez es
muestreado (Busacker et al 1990) y por tanto, mds preciso a la hora de
determinar la influencia del ambiente sobre el crecimiento del individuo. Los
métodos clasicos requieren cambios en el tamarfio del pez, en la cantidad de
material o en el contenido de energia a lo largo de un periodo de tiempo y
reflejarian el crecimiento que ha tenido lugar en las semanas o meses
anteriores a la captura.

Un método quimico usado para medir el crecimiento es el contenido del
acido ribonucleico (ARN) respecto al contenido del 4cido desoxirribonucleico
(ADN) en distintos tejidos. El ADN es el constituyente bésico de los
cromosomas de la célula y como tal permanece relativamente constante, y
esta cantidad aparentemente no se ve alterada por las condiciones
ambientales (Dortch ef al 1983). El ARN es el organizador de la sintesis de
proteinas y estd presente en cantidades variables en el nicleo y en el
citoplasma. Su concentracién varia directamente con la sintesis proteinica, por
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tanto, se esperaria que una mayor concentracién en un tejido refleje un
crecimiento répido. La tasa ARN/ADN nos indicarfa la cantidad de ARN por
célula y es usualmente considerada un indice mas preciso de la actividad de
sintesis de proteinas que el ARN sélo, ya que no se ve afectada por las
diferencias en el niimero de células (Bulow 1987). '

Los efectos de la temperatura del agua sobre el contenido de los &cidos
nucleicos en diferentes tejidos es de gran interés en los estudios de
crecimiento en peces. En los trabajos de Goolish et al (1984) con la carpa
(Cyprinus carpio), y de Ferguson y Danzmann (1990} con la trucha arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) se muestra como los peces criados a temperaturas
altas tienen valores mas bajos en la concentracién de ARN por peso ‘de tejido
y por unidad de ADN, comparando peces de igual tasa de crecimjento, que
los que fueron aclimatados a temperaturas mas frias. Este mismo fenémeno
ocurre en el higado, como por ejemplo revela Das (1967) en sus trabajos con
el carpin dorado (Carassius auratus) o Jiirss et al. (1987) con la trucha arco—
iris. La recomendacién mds importante de estos autores es, que el uso de los
acidos nucleicos para estimar el crecimiento en peces muestreados en
diferentes momentos del afio o de diferentes habitats, puede ser confundido
por la heterogeneidad en la temperatura del agua.

Las investigaciones anteriores, que han intentado conocer los efectos de
la temperatura sobre los 4cidos nucleicos, se han desarrollado en ambientes
artificiales, ya que se justificaba que los experimentos en laboratorio eran
controlados y necesarios para interpretar los datos basados en poblaciones
naturales, donde probablemente la temperatura variaba. Watt {1968) va
sefalaba que en la naturaleza, un rango determinado de los valores de una
variable independiente no produce un valor determinado de una variable
dependiente, sino mas bien un rango de valores, los cuales determinan una
distribucién de frecuencias de las respuestas. Esto evidentemente se produce
porque la variable dependiente, puede estar asociada o correlacionada con
muchas combinaciones de variables ambientales, por ejemplo en rios, la
anchura, la profundidad, el tipo de sustrato, rugosidad del fondo, porcentaje
de refugio, la disponibilidad y calidad del alimento, la saturacién de oxigeno,
la contaminacién. Ademas, en los sistemas fluviales, a diferencia del mar
abierto, existen perturbaciones de efectos catastréficos (riadas) o graduales
(sequias) que impiden, en algunos casos, aplicar de igual forma los resultados
de laboratorio. Por ejemplo, Peterson y Brown-Peterson (1992) ponen de
manifiesto como ciertas condiciones de estrés, propias de momentos de
sequia en un rio (baja concentracién de oxigeno e infeccién bacteriana)
influyen negativamente en el contenido de los 4cidos nucleicos en el pez gato
(Ictalurus punctatus). Por tanto, como proponen Waters y Erman (1990), es
necesario disefiar estudios de campo, en nuestro caso en rios, que nos
proporcionen informacién bésica para concebir y disefiar experimentos
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controlados en el laboratorio, y nos ayuden a evaluar la relevancia de los
resultados de esos experimentos controlados.

Nosotros investigamos la importancia de la temperatura sobre la
concentracién de los 4cidos nucleicos en el misculo blanco y en el higado del
barbo (Barbus sclateri) en condiciones naturales. Para este propésito,
disefiamos un estudio en dos rios de la misma cuenca, donde las poblaciones
no pudieran mezclarse, con diferentes regimenes térmicos y que esta
diferencia de temperatura fuera bastante contrastada (en uno de ellos la
temperatura fue practicamente constante), a pesar de que ambos fueron
muestreados en los mismos momentos del afio.

Material y métodos

Las muestras de campo fueron tomadas en las dos estaciones de
muestreo descritas en la Introduccién de esta memoria. Los ejemplares
maduros de B. sclateri fueron capturados con pesca eléctrica durante seis
meses, desde Abril a Septiembre de 1992 (1 a 6 en el eje de abscisas en las
gréficas), el mismo dia en los dos rios. Durante este periodo de tiempo la
temperatura del agua, medida en el momento de la captura de los peces fue,
para el rio Guadalete de 15 °C (Abril), 18 °C (Mayo), 18 °C (Junio), 22 °C
(Julio), 22 °C (Agosto) y 18 °C (Septiembre); mientras el arroyo Bocaleones
mantuvo una temperatura de 18 °C durante los seis muestreos. Esta
temperatura practicamente constante es debido por un lado, a que gran parte
de su caudal procede de unos manantiales préximos a la zona de estudio y
por otro, que su pequeiia cuenca de recepcién presenta una cobertura vegetal
arbérea de practicamente el 100% (Prenda 1993).

La longitud estdndar (precisién 0,1 mm) y el peso somético (sin
visceras; precisién 0,01 g) fueron registrados para cada pez. Las génadas
fueron examinadas macroscépicamente para determinar el sexo. El higado y
una porcién de misculo epaxial izquierdo a nivel de la aleta dorsal, fueron
separados para el posterior andlisis de la concentracién de acidos nucleicos.

Analisis de los acidos nucleicos

Las muestras de los tejidos (misculo blanco y higado) fueron
desengrasadas y secadas (DFFT, dry fat-free tissue) mediante dos
extracciones de 12 horas con una solucién de cloroformo-metanol al 2:1 y
una de 24 horas con éter (Bulow 1970). Posteriormente fueron liofilizadas
(Liofilizador Virtis FM-5 SL) y pulverizadas mediante nitrégeno liquido. El
ADN vy el ARN fueron extraidos juntos del DFFT con 4cido tricloroacético
(TCA) caliente por el método de Webb y Levy (1955), pero con una
extraccién previa con TCA frio (Bulow 1970). Esta modificacién permite
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retirar las posibles interferencias por sustancias cromégenas en la reaccién del
orcinol (ver més abajo). Siempre que fuera posible, 30 mg (DFFT) de higado
y 100 mg (DFFT) de misculo fueron usados en la extraccién de los 4cidos
nucleicos. Las soluciones patrones de ADN y ARN v la de los reactivos fueron
preparadas segin Buckley y Bulow (1987) y guardadas en frio. La
concentracién de fésforo de los patrones de ADN y ARN se determiné por el
método de Murphy y Riley (1962) modificado para el autoanalizador
Technicon AAIl por Technicon Industrial System, después de una digestién
con persulfato (Prepas y Rigler 1982).

Para determinar la concentracién de ARN-P se utilizé6 el método del
orcinol de Lusena (1951), modificado por Schneider (1957) y descrito por
Buckley y Bulow (1987). El método se basa en la formacién, a 90 °C, de un
compuesto verde entre el orcinol y el ARN hidrolizado en medio bésico. La
densidad éptica fue registrada a 660 nm con un espectrofotémetro HITACHI
U-2000 contra un blanco y los valores de los &cidos nucleicos fueron
determinados de la curva estdndar. Los valores finales de ug ARN-P/ml
fueron determinados restdndoles el valor de ADN de cada muestra. Los
valores finales de ug ARN/mg DFFT fueron determinados por la ecuacién: ug
ARN/mg = (ug ARN-P/ml x 60)/mg DFFT usado en la extraccién. La
concentracién de ADN-P fue determinada por el método de la difenilamina
(Burton 1956) como lo describe Buckley y Bulow (1987). El método se basa
en la reaccién de la difenilamina con la 2-deoxirribosa del ADN en medio
écido que da lugar a la formacién de un complejo de color violeta. La
densidad éptica a 600 nm fue registrada contra un blanco y los valores de ug
ADN-P/ml fueron determinados de la curva estdndar. Los valores finales de
u#g ADN/mg DFFT fueron determinados por la ecuacién: ug ADN/mg = (ug
ADN-P/ml x 60)/mg DFFT usado en la extraccién.

Una explicacién mds detallada de los métodos de laboratorio en las
determinaciones de los 4cidos nucleicos se encuentra en el Apéndice.

Anadlisis estadisticos

Nosotros determinamos si los peces capturados en los dos rios (factor 1) y en
distintos momentos en el tiempo (factor 2), mostraron diferencias en sus pesos
somaticos y en el del higado, y en las concentraciones de los 4cidos nucleicos,
en cada uno de los sexos, machos y hembras, utilizando las técnicas del
andlisis de la covarianza (ANCOVA, SPSS®), para suprimir los posibles efectos
del tamafio de los individuos. Se ha utilizado la longitud estdndar como
covariable, ya que describe mucho mejor el tamario del pez. La separacién de
los sexos en los anélisis se justifica porque, como sefialan Wang et al. (1993),
la tasa de crecimiento y la composicién de los acidos nucleicos cambian con
la edad y con las caracteristicas del ciclo de vida. Con anterioridad, se utilizé
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el test de Kolmogorov-Smirmov para comprobar la normalidad y el test de
Barlett para la homogeneidad de las varianzas (Zar 1984). Estos mostraron
que las distribuciones se alejaban de la normalidad, pero lo que era
importante es que existi6 una ligera heterogeneidad en las varianzas, asi que
el ANCOVA fue aplicado sobre las variables y la covariable transformadas
(logaritmo decimal), para las cuales las distribuciones fueron normales y las
varianzas homogéneas. En ningiin caso se detecté el rechazo a la hipétesis del
paralelismo. Para comparar los lugares dentro de cada uno de los meses, se
utilizé el andlisis de los efectos simples, que permitié ademés entender mejor
la interaccién significativa entre los dos factores (Riba 1990). Este método
utiliza la suma de los cuadrados del error para el total de la muestra, a la hora
construir cada término de la F. Un nivel de significacién del 0,05 fue usado
para todos los anélisis.

Resultados

Globalmente los pesos somdticos de las hembras, una vez que se
eliminé el efecto del tamaiio del pez, fueron significativamente iguales
(Fs5=2,57, P=0,114) en los dos rios y variaron durante el periodo de
estudio (F555=3,17, P=0,013), aunque la interaccién significativa de los dos
factores (F555=3,22, P=0,012) indica que el patrén de variacién fue distinto.
Este comportamiento diferente es debido a que, como podemos observar en
la Figura 3.1a, las hembras capturadas en el rio Guadalete tuvieron
significativamente més peso en el primer mes y menos en el quinto mes que
las capturadas en el arroyo de Bocaleones. En el caso de los machos, no
existe interaccién significativa (f543=1,88, P=0,115) y esto facilita la
interpretacién de los efectos principales. El efecto del lugar es significativo
para el peso somadtico (f;45=10,36, P=0,002), siendo globalmente los
capturados en rio Guadalete mas pesados que los del arroyo de Bocaleones.
Por el contrario, no existe efecto del tiempo (F545=1,98, P=0,097), aunque si
analizamos las diferencias mes a mes (Figura 3.1b), los machos capturados en
el arroyo de Bocaleones aumentaron su peso en el segundo mes y los
capturados en el rio Guadalete lo aumentaron en el cuarto y lo disminuyeron
en el quinto.

En los machos y las hembras, la concentracién de ADN del misculo varié
significativamente a lo largo del tiempo en ambos rios (machos: Fg43=4,34,
P=0,002; hembras: F;5;=13,83, P<0,0005), aunque el patrén dentro de
cada sexo vari6 de un lugar a otro (machos: F;43=4,43, P=0,002; hembras:
Fs55=3,86, P=0,005). Esto se produjo porque, aunque en las hembras hubo
diferencias entre los dos rios (F; 55=6,50, P=0,014), éstas se produjeron en el
primer y quinto mes (Figura 3.2a), y aunque en los machos globalmente no
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FIGURA 3.1. Medias ajustadas al efecto de la covariable, de los pesos sométicos
(transformados mediante logaritmo decimal), para las hembras (a) y los machos (b) de B.
sclateri durante 6 meses. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto a la otra
poblacién dentro del mes (P < 0,05). En cada gréfica en los meses subrayados la
temperatura del agua fue la misma.

hubo diferencias entre los capturados en el rio de los capturados en el arroyo
(F1,48=0,18, P=0,670), si las hubo en el tercer y quinto mes (Figura 3.3a). En
el caso de la concentracién de ARN, la interaccién encontrada en ambos
sexos (machos: F548=6,33, P<0,0005 hembras: F;55=3,85, P=0,005)
impide la valoracién por separado de los factores. En las hembras, aunque no
hubo diferencias de una forma general entre las dos poblaciones (£ s5=2,81,
P=0,099), las capturadas en el rio Guadalete tuvieron concentraciones
mayores que las capturadas en el arroyo de Bocaleones (Figura 3.2b) en los
dos primeros meses. En cuanto a los machos, hubo diferencias entre las dos
poblaciones (F; 45=4,35, P=0,042) debido a que los capturados en el arroyo
de Bocaleones tuvieron concentraciones de ARN significativamente mayores
en los dos tltimos meses (Figura 3.3b). Por ltimo, la concentracién de ARN
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FiGURA 3.2, Medias ajustadas, al efecto de la covariable, de la concentracién de ADN (a) y
ARN (b), y de la tasa de ARN/ADN (c) del musculo blanco (transformados mediante logaritmo
decimal), para las hembras de B. sclateri durante 6 meses. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto a la otra poblacién dentro del mes (P < 0,05). En cada gréfica en los
meses subrayados la temperatura fue la misma.
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FIGURA 3.3. Medias ajustadas, al efecto de la covariable, de la concentracién de ADN (a) y
ARN (b), y de la tasa de ARN/ADN (c) del misculo blanco (transformados mediante logaritmo
decimal), para los machos de B. sclaferi durante 6 meses. L.os asteriscos indican diferencias
significativas respecto a la otra poblacién dentro del mes (P < 0,05). En cada gréfica en los
meses subrayados la temperatura fue la misma.
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FIGURA 3.4. Medias ajustadas, al efecto de la covariable, de los pesos del higado
(transformados mediante logaritmo decimal), para las hembras {a) y los machos (b) de B.
sclateri durante 6 meses. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto a la ofra
poblacién dentro del mes (P < 0,05). En cada grafica en los meses subrayados la
temperatura fue la misma.

del misculo por célula (ARN/ADN) también varié a lo largo del periodo de
estudio en los dos sexos (machos: Fz43=8,27, P<0,0005; hembras:
Fs55=4,28, P=0,002) y globalmente no hubo diferencias entre las dos
poblaciones, tanto en machos (F43=2,01, P=0,162) como en hembras
(F,55=2,49, P=0,120). De nuevo existe interaccién significativa entre los dos
factores (machos: F545=8,27, P<0,0005; hembras: F;g:=4,28, P=0,002),
debido a que en el caso las hembras, existen diferencias entre las dos
poblaciones solamente en el quinto mes (Figura 3.2c), mientras que en los
machos las diferencias estuvieron en el tercer y quinto mes (Figura 3.3c).

El anélisis de la varianza del peso del higado en las hembras, utilizando
la longitud estdndar como covariable, muestra que existe una fuerte
interaccion entre los dos factores (Fzs5=6,18, P=0,0001), un efecto
significativo del lugar (F 55=6,16, P=0,016) y sin embargo no hubo efecto
del factor tiempo (Fzg5=1,52, P=0,198). La fuerte interaccién es debida,
como se observa en la Figura 3.4a, a que en los dos primeros meses las



98 EFECTO DE LA TEMPERATURA

hembras capturadas en el rio Guadalete tuvieron pesos del higado muy
superiores a las capturadas en el arroyo de Bocaleones, mientras que no hubo
diferencias en el resto del periodo de estudio. En el caso de los machos, la
interpretacién del andlisis es parecido, aunque los resultados muestran que no
hubo efecto del lugar (F45=2,01, P=0,162), ni del tiempo (fz55=1,17,
P=0,335), la interaccién significativa (F545=5,71, P=0,0003) nos indica que
el efecto de los factores principales no se puede generalizar. Asi, si
observamos la Figura 3.4b, durante la mayoria de los meses no hubo
diferencias entre los pesos del higado medidos entre los machos del rio
Guadalete y del arroyo de Bocaleones, pero en el primer mes y en el dltimo si
se encontraron diferencias muy significativas entre las dos poblaciones.

La concentracién de ADN en el higado de las hembras, no fue
significativamente distinta (£ s5= 3,45, P=0,069) entre las capturadas en el
rio Guadalete y en el arroyo de Bocaleones, ademds hubo una variacién
significativa durante el periodo de estudio (f355=6,12, P<0,0005) y las dos
poblaciones tuvieron el mismo patrén de variacién (F55,=0,58, P=0,712;
Figura 3.5a). Los machos también presentaron diferencias significativas a lo
largo del estudio, en la concentracién de ADN en el higado (F545=5,01,
P=0,001), pero con una interaccién marginalmente significativa (Fs45=2,39,
P=0,059). Esto hace que aunque globalmente, los machos capturados en el
arroyo de Bocaleones presentaron concentraciones mayores que los
capturados en el rio Guadalete (/745=13,80, P=0,001), sélo fueran
encontradas diferencias en el primer y quinto mes (Figura 3.6a).

La concentracién de ARN en el higado de las hembras y de los machos,
presenté patrones de variacién muy distintos (machos: Fs45=6,19, P<0,0005;
hembras: F555=5,04, P=0,001) entre las dos poblaciones, como se puede
observar en la Figura 3.5b y 3.6b. Esto determina, que aunque en el anélisis
general la concentracién no fue diferente entre las dos poblaciones (machos:
F48=3,66, P=0,061; hembras: F55=1,19, P=0,279), en el andlisis mes a
mes, las hembras mostraron diferencias en el segundo y en el dltimo mes, y
los machos en los dos ltimos meses.

La concentracién de ARN en el higado por célula (tasa ARN/ADN) de
las hembras mostraron resultados parecidos a los encontrados cuando se
analizé el ARN por miligramo de tejido. El patrén de variacién fue distinto
entre las capturadas en el rio Guadalete y las del arroyo Bocaleones
(F5,55=3,61, P=0,007); no hubo diferencias globales entre ambas poblaciones
(F55=10,62, P=0,120) y en el anélisis pormenorizado mes a mes, sélo en el
segundo mes se encontraron diferencias significativas (Figura 3.5¢c). La tasa
de ARN/ADN en el higado de los machos cambié significativamente a lo largo
del periodo de estudio (Fs45=4,15, P=0,003), con el mismo patrén de
variacién en las dos poblaciones (F100=1,86, P=0,119) y fue
significativamente mayor en los capturados en el rio Guadalete (£ 45=4,15,
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FIGURA 3.6. Medias ajustadas, al efecto de la covariable, de la concentracién de ADN (a) v
ARN (b), y de la tasa de ARN/ADN (c) del higado (transformados mediante logaritmo
decimal), para los machos de B. sclateri durante 6 meses. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto a la otra poblacién dentro del mes (P < 0,05). En cada gréfica en los
meses subrayados la temperatura fue la misma.
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P=0,045). A pesar de que mostraron el mismo patrén, el andlisis mes a mes
detecté diferencia en el primer mes, mientras que en el resto del periodo la
tasa fue similar en las dos poblaciones (Figura 3.6c).

Discusion

La concentracién de ADN en el misculo blanco se incrementé
claramente en el rio Guadalete del cuarto al quinto mes, en ambos sexos y
disminuyd sélo en los machos en el tercer mes. Love (1970) argumenta que,
asumiendo que la concentracién de ADN en el misculo blanco es constante
por célula, un incremento de la concentracién de ADN por peso, es el
resultado de un aumento en el niimero de células. Este aumento es producido
por una reduccién del volumen celular (disminucién del didmetro medio),
acompafiado por un incremento del fluido extracelular. Esta depleccién del
musculo puede ser debido, como indican Bulow et al (1981), a procesos de
maduracién, freza, v a altos requerimientos energéticos para el mantenimiento
asociado con las altas temperaturas del verano. En nuestro estudio, los
machos en su tercer mes pueden estar afectados por la actividad
reproductora, y ambos sexos en el quinto mes, Agosto, por las condiciones
mas desfavorables del rio Guadalete.

La mayor tasa de ARN/ADN en el misculo blanco medida en el arroyo
Bocaleones en el quinto mes, con una temperatura inferior a la del rio
Guadalete en 4 °C, no se debe a un aumento de la concentracién de
ARN/tejido, que seria lo esperado por la compegsacién de la temperatura,
sino por el aumento considerable del nimero de células en los ejemplares del
rio Guadalete. Esto se ve corroborado, porque, ‘por una parte la misma
desigualdad deberia haber sido encontrada gl mes anterior, donde la
diferencia de temperatura fue la misma y por otra, se encontré la misma
diferencia en la concentracién de ARN/tejido de los machos en el tltimo mes
a pesar de que la temperatura del agua fue la misma (18 °C). En las hembras,
la disminucién de la tasa de ARN/ADN en el rio Guadalete (mejor expresado
que el aumento de la tasa en el arroyo Bocaleones) durante el quinto mes,
estuvo relacionada con una disminucién en ese mes del peso sématico
relativo. En el caso de los machos, en el tercer mes hubo otra diferencia en la
tasa de ARN/ADN, que en este caso tampdéco se puede relacionar
directamente por la compensacién de la temperatura, que en los dos rios fue
la misma, sino més bien por el aumento al mes siguiente del peso somético.
Este desfase encontrado en nuestros resultados muestra que la respuesta del
peso somatico puede variar con la encontrada en las medidas bioquimicas,
sobre todo cuando la tasa de crecimiento se incrementa. La menor
sensibilidad de los pardmetros gravimétricos (pe. peso somaético relativo) a los
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cambios en el crecimiento frente a las medidas bioquimicas, fue también
puesto de manifiesto por Mustafa ef al (1991), que concluyeron que la tasa
de ARN/ADN muestra una respuesta més rapida a la variacién de los factores
ambientales. Esta consideracién es importante tenerla en cuenta, porque de
esta forma podemos comprender mejor los resultados y valorar la importancia
real de la compensacién de la temperatura, una vez eliminado el efecto del
crecimiento, el cual en estudios de campo rutinarios no se puede controlar
como en un disefio experimental de laboratorio.

Los &4cidos nucleicos en el higado son mas dificiles de interpretar
cuando lo relacionamos con el crecimiento somaético, ya que como se indicé
anteriormente pueden reflejar crecimientos que no estén relacionados con él,
como la maduracién de las génadas. Lo que si se ha demostrado, podemos
citar el estudio de Bastrop ef al (1991), es que la tasa de ARN/ADN mide la
actividad metabélica del higado, y por tanto la actividad general del pez. En
nuestro estudio para cada uno de los sexos, sélo en un mes se encontraron
diferencias significativas entre las dos poblaciones en la tasa de ARN/ADN. En
los machos, la mayor tasa observada en el primer mes, en los capturados en
el rio Guadalete, se debié mas, al niimero de células que a una mayor
concentracién de ARN/tejido, que seria lo esperado por la compensacién de
la temperatura. La mayor tasa observada en las hembras del rio Guadalete en
el segundo mes, se debi® mas, por el contrario, a un aumento de la
concentracién de ARN/tejido, ya que no hubo diferencias en la concentracién
de ADN. El mayor contenido de ARN por peso de higado tampoco seria
debido principalmente a la temperatura, porque en este mes no hay
diferencias entre los dos rios. Las diferencias encontradas en la concentracién
de ADN por peso de higado, son también debidas mas a la actividad
metabdlica del higado que al efecto de la temperatura directamente. Asi en
los machos, la diferencia encontrada en la poblacién a 15 °C comparada con
la que estuvo a 18 °C (primer mes), coincide con la misma diferencia en el
peso del higado, y atendiendo a las indicaciones de Jirss y Bittorf (1990),
indicarfa un mayor almacenamiento de energia en los machos del rio
Guadalete. En las hembras, los tinicos meses donde la conceniracién de ARN
por mg de higado son distintas entre las dos poblaciones, son aquellos donde
las temperaturas son iguales, por lo que las diferencias estarian més
relacionadas con aspectos de nutricién. Igual que pasaba con los machos, en
el primer mes donde la temperatura es diferente, los pesos de los higados en
las hembras capturadas en el rio Guadalete son mayores, pero a diferencia de
ellos la concentracién de ADN es igual. Segtin Luquet y Hannequart (1971), el
incremento del tamarfio del higado se debe tanto a la hipertrofia de los
hepatocitos como, al incremento del nimero de células hepéticas. La
concentracién de ADN en el higado no sélo es igual en el primer mes, sino
durante todo el estudio y el peso del higado sélo cambié en las hembras
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capturadas en el rio Guadalete, por lo que las diferencias en los pesos se debe
més a una hiperplasia hepética (aumento del nimero de hepatocitos) que al
aumento del tamafio celular. Pero es importante aclarar que, como
demuestran los resultados de Bastrop ef al (1992), la cantidad de ARN por
célula puede ser independiente del peso relativo del higado, y por tanto ser
utilizado para conocer la actividad metabélica general del pez.

Aunque el papel de la temperatura sobre la relacién entre los acidos
nucleicos y el crecimiento es facil de estimar en el laboratorio, es mucho mas
complicado valorar su importancia en condiciones de campo, ya que otros
factores ambientales (pH, velocidad de comiente, turbidez, calidad y
disponibilidad de alimentos etc..), ausentes en disefios experimentales,
intervienen en la concentracién final de los 4cidos nucleicos. Por ejemplo, en
el quinto mes de nuestro estudio, Agosto, donde se han encontrado las
diferencias més importante entre las dos poblaciones, el rio Guadalete
presenté unas condiciones ambientales estresantes, formacién de pozas
aisladas (disminucién del espacio), aumento de la temperatura y la turbidez, y
aunque no se analizb, las concentraciones de nitratos y fosfatos son altas en
esta zona (Rodriguez-Ruiz 1992). Por el contrario, el arroyo de Bocaleones
mostré durante el periodo de estudio, una menor temperatura, el caudal
descendié pero sin llegar a cortarse, no disminuyé la transparencia del agua, y
aunque tampoco se analizd, la concentracién de nutrientes es indetectable
Prenda (1993).

Por dltimo, nosotros estamos de acuerdo con Bergeron y Boulhic
(1994) de que habria que reconsiderar el uso de la tasa de ARN/ADN en el
musculo blanco como un indice de crecimiento, ya que pensamos que los
acidos nucleicos reflejarfan més la inversién somaética. En otras palabras, un
aumento de la tasa de ARIN/ADN no tiene porque indicar un crecimiento neto
(en peso o longitud), pero si una mayor inversién en energia. Asi, los
resultados de Goolish ef al (1984) y de Ferguson y Danzmann (1990)
podrian interpretarse en el sentido de que, a temperaturas mas frias la
concentracién de &cidos nucleicos indicarian una mayor inversién en energia
para compensar el descenso térmico y mantener la misma tasa de
crecimiento, y eso si que es importante conocerlo para valorar el intercambio
entre crecimiento, mantenimiento y reproduccién. De todas formas, Wieser
(1992) sefiala que principalmente (quizas incluso exclusivamente), las enzimas
asociadas al metabolismo aerobio (musculo rojo), muestran una conducta de
compensacién a temperaturas frias; mientras que esta aclimatacién parece
que no tiene efecto sobre las enzimas del metabolismo anaerobio (miisculo
blanco). Ademas, en la naturaleza, como sefiala Wooton (1990), puede haber
una termoregulacién por cambio en la conducta, de tal forma que el pez se
mueva a ambientes mds deseables, lo cual no se puede producir en el
laboratorio, porque tedricamente la temperatura es homogénea en todo el
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volumen de agua. Baras (1992) encontré como Barbus barbus es capaz de
buscar lo que él denomina confort térmico, mediante mecanismos de
compensacién consistentes en una mejor gestién del tiempo y del espacio, y
en cambiar los patrones de conducta diarios dependiendo de la temperatura
del rio a lo largo del afio. Por tanto, en los sistemas naturales y en algunos
momentos, sélo las respuestas en la conducta son suficientes para obviar el
cambio en la temperatura y esto no tiene porque influir en la concentracién de
acidos nucleicos en el musculo blanco por si mismo. Sanger (1993) ademés
seala que en la aclimatacién a temperaturas frias, desde un punto de vista de
la locomocién, se producen mas cambios a nivel del misculo rojo (aerobiosis)
que del misculo blanco (anaerobiosis), revirtiendo al final en un ahorro de
energfa.

De este modo, la aclimatacién a regimenes de temperatura contralados
en laboratorio, puede sacar a la luz elementos de la capacidad metabélica de
los tejidos y de las células, que pueden ser suprimidos, compensados o
alterados en peces que viven en condiciones naturales (Koch et. al. 1992). Por
ejemplo, Kent ef al (1992) compararon los &cidos nucleicos del higado en
Ictalurus punctatus aclimatados artificialmente en laboratorio con otros que
vivian en condiciones naturales; estos autores llegaron a la conclusién de que,
si bien la temperatura jugaba un papel importante en las alteraciones
observadas en la composicién de los acidos nucleicos y a menudo reflejaban
patrones similares a aquellos observados en la aclimatacién en laboratorio,
habfa otros factores, particularmente la deficiencia en la dieta durante las
temperaturas extremas, que modificaban substancialmente los patrones de
variacién observados en la naturaleza.

Pero independientemente de la influencia de otros factores, como
sefala Weiser (1991, 1992) las respuestas de ciertas variables al cambio de
temperatura son distintas dependiendo de si la especie es, por ejemplo,
euriterma caliente como la carpa comiin, o estenoterma fria como la trucha
arco—iris, o incluso como el barbo que es mesoterma. Weiser (1991) sefiala
que para Rutilus rutilus, que también seria una especie mesoterma, no se ha
podido demostrar la compensacién de la temperatura en el consumo de
oxigeno; incluso Koch y Wieser (1983), y Koch et. al. (1992) para esta misma
especie, llegan a la conclusién de que a nivel del animal como un todo, el pez
se comporta como un poiquilotermo no compensador estricto (non-
compensating poikilotherm), y las relaciones aparentemente complejas con la
temperatura se resuelven como un simple patrén al considerar los aspectos
temporales de la actividad reproductora de la poblacién.

En resumen, las conclusiones de otros autores y las nuestras de este
capitulo, nos permitird comprender mejor los resultados del siguiente, v
valorar con mayor certeza el uso de los 4cidos nucleicos en la ecologia de
peces.
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Variacion temporal del contenido de los acidos
nucleicos en el misculo, higado y génada en
dos poblaciones de Barbo (Ciprinidae: Barbus
sclateri)

Introduccién

Las medidas cuantitativas de los &4cidos nucleicos en el misculo blanco,
han sido usadas para estimar las tasas de crecimiento en peces (para una
revision, ver Bulow 1987). En general, tanto la concentracién de ARN como
la tasa de ARN/ADN estan positivamente correlacionadas con el crecimiento.
Sin embargo, la tasa de ARN/ADN se ha considerado, desde hace tiempo,
como un indice més preciso que la concentracién de ARN sélo (Haines 1973),
va que la tasa es independiente del niimero de células o del tamafio de la
muestra de tejido. La concentracién de acidos nucleicos en el higado no esta
tan relacionada con el crecimiento somatico, debido a que su principal
funcién es la de regular el metabolismo energético general; el contenido de
acidos nucleicos en él puede reflejar crecimientos orgédnicos que no estdn
relacionados con el sématico, por ejemplo el desarrollo y maduracién de las
gbénadas (Fauconneau ef al. 1990).

En 1954, Gale y Folks presentaron la primera prueba de la relacién
entre el ARN v la sintesis de proteina. En los trabajos de Nasiri (1972) y Sable
(1974), se encuentra una revisién exhaustiva de la literatura referente a
estudios sobre acidos nucleicos en diferentes tejidos y grupos animales. En
ellos se sefialan que la cantidad de ADN por nticleo es constante no sélo en el
tejido somatico, sino en otros érganos (higado, bazo, rifién, etc.). También
hacen referencia a que se ha encontrado abundante ARN en tejidos con alta
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actividad fisiolégica (crecimiento o secrecién), en organismos con altas tasas
de multiplicacién (bacterias, levaduras), o células con altas tasas de sintesis de
proteinas (glandula productora de seda en los gusanos de seda). A partir de
aqui son muchos los trabajos en los que encuentran correlacién entre la
concentracién de los 4cidos nucleicos y el crecimiento (ver revisién de Bulow
1987, Mustafa et al. 1991, Bastrop et al. 1992, Wang ef al. 1993).

Los cambios en las condiciones ambientales que causan descenso en el
crecimiento en peces, también altera la razén ARN/ADN. Esta desciende, por
ejemplo, como resultado de la exposicién a varios téxicos en el foxino,
Pimephales promelas (Barron y Adelman 1984), o por estrés nutrimental en la
trucha arco-iris, Oncorhynchus mykiss (Jirss et al. 1987) o en la carpa
comin, Cyprinus carpio (Bastrop et al 1991), o incluso a ambientes
degradados (baja concentracién de oxigeno e infeccién bacteriana) en el pez
gato, Ictalurus punctatus (Peterson y Brown-Peterson 1992).

Dentro de este capitulo, examinamos los 4cidos nucleicos de diferentes
tejidos durante un ciclo anual, de dos poblaciones de B. sclaferi aisladas entre
si. También se comprueban las influencias del tamario, el estado de madurez,
el sexo y la edad sobre los &cidos nucleicos. Y por tiltimo, se valora la utilidad
de esta técnica como herramienta para determinar la distribucién de los
recursos energéticos a corto plazo en las poblaciones naturales de esta especie
y por tanto, precisar de una manera mas fiable la posible influencia sobre el
crecimiento y reproduccién de las condiciones ambientales a las que esta
sujeta el pez.

Material y métodos

Los ejemplares de B. sclateri fueron recolectados desde Enero a
Diciembre de 1992, en las estaciones de muestreo descritas en la Introduccién
de esta memoria. La longitud total (precisién 0,1 mm), la longitud estdndar
(precisién 0,1 mm), el peso total (precisién 0,01 g) v el peso somético (sin
visceras; precisién 0,01 g) fueron registrados para cada pez. Las génadas
fueron examinadas macroscépicamente para determinar el sexo. Para separar
los ejemplares juveniles de los adultos, se siguié6 el mismo procedimiento
descrito en el capitulo 2. El higado, la génada y una porcién de midsculo
epaxial izquierdo a nivel de la aleta dorsal, fueron separados para el posterior
anélisis de la concentracién de acidos nucleicos, segiin se describe en el
capitulo 3. El midsculo fue liberado de la mayor cantidad de tejido conjuntivo
posible. Para estimar la edad de cada ejemplar se utilizé la metodologfa
descrita en el capitulo 1.
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Analisis estadisticos

Como se trabajé con un amplio rango de tallas, se ha utilizado el
andlisis de la covarianza (ANCOVA) para evaluar los efectos,
independientemente de cualquier diferencia en el tamaiio de los individuos,
del ambiente (mes) y del sexo en las concentraciones de los 4cidos nucleicos.
El efecto del mes y del sexo se han considerado fijos, ya que se estaba
interesado en evaluar las diferencias potenciales entre distintos ambientes y
entre los sexos. Cuando el efecto de interaccién entre ambos factores fue
significativo, la interpretacién de esta interaccién se hizo a partir de un andlisis
de los efectos simples, de esta forma las sumas de cuadrados relativas a las
componentes simples del factor tiempo, coincidirdn con las sumas de
cuadrados que en el modelo original se atribuyen al factor tiempo y al factor
interaccién (Riba 1990). En nuestro caso, se analizd el efecto del tiempo
dentro de cada uno de los niveles del factor sexo.

Para los casos en los que existié diferencias significativas, tanto en el
modelo original como en el de efectos simples, la variacién temporal fue
descrita usando las medias predichas por el modelo ajustadas para el efecto
de la covariable. Ademas, las diferencias entre estas estimas ajustadas fueron
valoradas con la comparacién univariante de Bonferroni por el método de
repeticién; de esta forma se compara la media ajustada de un mes con la
media del mes anterior. Esto nos permiti6, como en el capitulo 2, la
interpretacién usualmente subjetiva de las variaciones temporales de las
variables estudiadas, sobre la base de la teoria estadistica (Garcia-Berthou y
Moreno-Amich 1993). El logaritmo decimal de la longitud estdndar fue
utilizado como covariable y las demas variables fueron también transformadas
mediante logaritmo decimal, ya que de esta forma se estabilizaba la varianza.
Un nivel de significacién del 0,05 fue aceptado para todos los anélisis, éstos
fueron realizados mediante el paquete estadistico SPSS®.

Resultados

Variacion temporal del contenido de acidos nucleicos en el miisculo
blanco

Si tenemos en cuenta el efecto de la variacién ambiental (variacién
mensual) y del sexo sobre el ADN de las dos poblaciones por separado, nos
encontramos que es dificil de valorar la contribucién que cada uno de los
efectos tiene para explicar la variacién de las concentraciones, al existir
interaccién significativa entre la covariable y los factores en las dos
poblaciones (Guadalete: f31,117=3,01, P<0,0005; Bocaleones: Fa3109=2,75,
P<0,0005). Esta heterogeneidad de las pendientes impidié ajustar los valores,
para la variacién mensual y para los sexos, al tamafio del pez e invalidé las
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FIGURA 4.1. Relacién entre la concentracién de ADN del misculo y el tamafio del pez,
definido por la longitud estandar, para el total de ejemplares capturados en el rio Guadalete y
en el arroyo de Bocaleones.

comparaciones de las intersecciones entre ellos. Si representamos la
concentracién de ADN por peso de tejido frente al tamatio del pez, utilizando
la longitud estdndar como variable que lo define, podemos observar en la
Figura 4.1, como el ADN disminuye significativamente con la longitud,
aunque de una manera més notable en las primeras etapas de la vida del pez.
Esto nos hizo pensar en separar en el anélisis los ejemplares juveniles de los
adultos, ya que los primeros no fueron capturados todos los meses, ni de
igual forma para cada sexo y pueden, por tanto, ser los responsables de la
diferencia encontrada en el valor de las pendientes.

Si separamos los juveniles de los adultos en el rio Guadalete, sélo en
los dltimos podemos aplicar un modelo completo de la varianza para el factor
tiempo y sexo. Como se comenté anteriormente, no se capturaron juveniles
de ambos sexos en todos los meses, por lo que éstos se separaron entre
machos y hembras. Cuando los datos se vuelven a analizar mediante el
ANCOVA (Tabla 4.1) y para todas las medidas de &cidos nucleicos, la
heterogeneidad de las pendientes desaparece y ninguna variable varié
significativamente con el tamafio del pez, a excepcién de las concentraciones
de ADN y ARN en las hembras juveniles. Los adultos no presentaron
diferencias en las concentraciones de ADN entre sexos, aunque sf, una
variacién significativa entre meses, siendo el patrén de esta variacién igual
entre machos y hembras. En la Figura 4.2 se puede observar como hay tres
momentos del afio en los que la concentracién de ADN en los adultos de
ambos sexos aumenté significativamente; en los meses de Marzo y Abril, en
Agosto y a partir de Octubre. La concentracién de ARN también varié
significativamente a lo largo del afio y de la misma forma en ambos sexos,
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TABLA 4.1. Anélisis de la covarianza para los efectos del sexo y del mes sobre los &cidos
nucleicos del misculo blanco para los ejemplares del rio Guadalete, con la longitud estdndar
como covariable. Todas las variables (dependientes y covariable) fueron transformadas
mediante logaritmo decimal. Las hipétesis de paralelismo (homogeneidad de las pendientes)
es comprobada con la interaccién entre la covariable y los factores

ADN ARN ARN/ADN
gl F P F P F P
Adultos

Longitud 1,100 1,09 0,297 0,51 0,472 233 0,129
Sexo 1,100 0,95 0,329 3,93 0,048 550 0,020
Mes 10,100 16,70 <0,0005 20,16 <0,0005 7,51 <0,0005
Mes x sexo 10,100 1,83 0,063 0,79 0,636 164 0,105
Long x factores 21,79 1,69 0,051 0,70 0,815 1,02 0445

Hembras juveniles
Longitud 1,13 9,98 0,008 11,32 0,005 0,06 0,805
Mes 8,13 3,89 0,015 3,65 0,019 15,58 <0,0005
Longitud x Mes 6,7 2,62 0,130 3,79 0,062 349 0,077

Machos juveniles
Longitud 1,7 341 0,107 448 0,072 0,33 0,583
Mes 6,7 22,76 <0,0005 7,25 0,010 898 0,005
Longitud x Mes 34 0,71 0,637 0,08 0,983 0,83 0,586

con un aumento a partir del mes de Marzo. Las hembras presentaron mayores
concentraciones que los machos, la concentracién media ajustada de ARN en
las hembras fue de 1,1 ug/mg y en los machos 0,8 ug/mg. En el caso del
ARN/ADN, las hembras (0,9) posefan significativamente mayores tasas que los
machos (0,6) v en los dos sexos, varié de igual forma a lo largo del periodo
de estudio. Hubo un aumento a partir de Mayo, para descender
significativamente en el mes de Agosto, aumentar al mes siguiente y terminar
descendiendo a partir de Octubre. Pero donde realmente se encuentran las
diferencias entre sexos fue en Febrero, en Julio y en Agosto (P<0,05)

En cuanto a los juveniles del rio Guadalete (Tabla 4.1), de un forma
general, las concentraciones de ADN y ARN disminuyeron a partir de
principio de primavera en ambos sexos. Por otro lado, la tasa ARN/ADN de
las hembras incrementé su valor a partir del verano, mientras que en los
machos lo hizo a partir de primavera (Figura 4.3).

En el arroyo de Bocaleones debido a los pocos ejemplares juveniles
capturados, es imposible analizar los datos de ellos al no poseer suficientes
grados de libertad para el andlisis estadistico. Pero eliminando éstos del
anélisis, encontramos como todavia sigue la heterogeneidad de las pendientes
en los adultos (F387=2,72, P<0,0005), por lo que se opté por separar en el
andlisis los sexos y de esta forma se consiguié la homogeneidad de las
pendientes (Tabla 4.2). Esto impide una comparacién global entre ellos, pero
nos permite analizar temporalmente los datos. El andlisis de la covarianza nos
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TABLA 4.2. Anélisis de la covarianza para el efecto del mes sobre los &cidos nucleicos del
musculo blanco para los ejemplares adultos del arroyo de Bocaleones, con la longitud estdndar
como covariable. Todas las variables (dependientes y covariable) fueron transformadas
mediante logaritmo decimal. Las hipdtesis de paralelismo (homogeneidad de las pendientes) es
comprobada con la interaccién entre la covariable y el factor.

ADN ARN ARN/ADN
gl F P F P F P

Hembras

Longitud 1,57 3394 <0,0005 4,18 0,045 15,48 <0,0005

Mes 11,57 952 <0,0005 204 0,039 1341 <0,0005

Longxmes 11,46 1,85 0,072 138 0,191 1,51 0,152
Machos

Longitud 1,52 1236 <0,0005 0,14 0,707 8,15 0,006

Mes 11,52 231 0,021 1,49 0,160 2,93 0,004

Longxmes 1141 1,73 0,105 1,48 0,175 1,60 0,135

muestra como la longitud afecta significativamente a la concentracién de ADN
en ambos sexos, y existe una variacién significativa de esta concentracién a lo
largo del afio, con diferentes patrones de variacién entre machos y hembras
(Figura 4.4a). En estas fltimas, hubo un aumento en los meses de Marzo y
Abril, descendié paulatinamente desde finales de primavera hasta principio de
otofio e incrementd su valor en otofio e invierno. En los machos, el ADN
aumentd en el mes de Abril, se mantuvo con valores significativamente
iguales hasta el mes de Julio, para descender a partir de Agosto. La
concentracién de ARN no varié significativamente durante el periodo de
estudio en los machos, y las hembras tuvieron valores iguales durante la
mayoria del afio, a excepcién de Noviembre en el que obtuvo su menor valor
(Figura 4.4b). Hubo variacién temporal en la tasa de ARN/ADN en ambos
sexos, aunque el patrén de variacién fue distinto. Mientras en los machos
hubo solo un incremento en los meses de Agosto y Diciembre, en las hembras
aument6 a principios de afio, descendié en primavera, empezé a aumentar
gradualmente a finales de esta estacién para mantenerse con valores altos y
significativamente iguales hasta que descendié en el mes de Noviembre
(Figura 4.4c). Esta diferencia en el patrén de variacién influyé en que durante
los meses de Marzo, Mayo, Junio y Julio las hembras mostraran mayor tasa
que los machos (P<0,05), aunque las diferencias en las pendientes invalida
en parte estos resultados.

Se analiz6 las diferencias en la concentracién de ARN en ambas
poblaciones afadiendo la concentracién de ADN en la ANCOVA para los
factores sexo y mes, como una segunda covariable. La hipdtesis de
paralelismo sélo fue violada en el arroyo de Bocaleones (Fie36=1,73,
P=0,021), mientras que en el rio Guadalete se mantuvo la homogeneidad de
las pendientes (F4357=0,48, P=0,992). En esta iltima poblacién, las hembras
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TABLA 4.3. Anélisis de la covarianza para los efectos
del sexo y del mes sobre la concentracién de ARN en el
misculo blanco para los ejemplares adultos del rfo
Guadalete, con la longitud estandar y la concentracién
de ADN como covariables.

g.l F P
Long-ADN 2,99 6,13 0,003
Sexo 1,99 5,80 0,017
Mes 10,99 11,98 <0,0005
Mes x sexo 10,99 0,82 0,610

Nota: Todas las variables (dependientes y covariables) fueron
transformadas mediante logaritmo decimal.

TABLA 4.4. Anélisis de la covarianza para el efecto del mes sobre la concentracién de
ARN en el mdsculo blanco para los ejemplares adultos del arroyo de Bocaleones, con la
longitud estdndar y la concentracién ADN como covariables. Todas las variables
(dependientes y covariables) fueron transformadas mediante logaritmo decimal.

Hembras Machos
gl F P al F P
Long-ADN 1,56 12,04 <0,0005 1,51 0,09 0,912
Mes 11,56 4,08 <0,0005 11,51 2,40 0,018

presentaron concentraciones significativamente mayores que los machos (1,1
ug/mg frente a 0,8 ug/mg), ambos sexos presentaron diferencias significativas
a lo largo del afio y con los mismos patrones de variacién (Tabla 4.3). Hubo
un gradual incremento de Febrero a Abril; se mantuvo hasta un rapido
descenso en Agosto, para aumentar otra vez a partir de Septiembre (Figura
4.5a). En el arroyo de Bocaleones para conseguir la homogeneidad de las
pendientes, se tuvieron que separar por sexos (hembras: Fpp3,=1,42,
P=0,120; machos: F29=1,06, P=0,431) y ambos presentaron diferencias a
lo largo del periodo de estudio (Tabla 4.4), aunque con patrones distintos.
Las hembras se mantuvieron con concentraciones altas, excepto en los meses
de Marzo, Abril y Noviembre; mientras que los machos presentaron un
descenso significativo a partir de Mayo, seguido de un aumento en Agosto,
para terminar con un nuevo descenso en Octubre (Figura 4.5b).

Variacién temporal del contenido de dcidos nucleicos en el higado

En el rio Guadalete el anélisis de la covarianza para testar el efecto del
sexo y el mes sobre las concentraciones de ADN y ARN en el higado de los
ejemplares adultos, mostré6 heterogeneidad de las pendientes (ADN:
F2179=2,22, P=0,005; ARN: F,;79=1,95, P=0,018), por lo que se opté por
separar el andlisis por sexos; de esta forma se consiguié la homogeneidad
(Tabla 4.5) y por tanto la posibilidad de seguir con el andlisis. Tanto la
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concentracién de ADN como de ARN variaron con la longitud en el caso de
las hembras, las cuales presentaron correlaciones positivas entre ambas
variables v la longitud (ADN: R?=0,21, N=50, P<0,001; ARN: R?=0,15,
N=50, P=0,005), sin embargo el efecto del tamafio del pez no influyé en
ambas concentraciones en los machos.

En ambos sexos, la concentracién de ADN varié significativamente a lo
largo del aiio y los patrones de variacién fueron semejantes (Tabla 4.5). Hubo
una disminucién a partir de Abril, que se mantuvo hasta una subida
significativa en Julio; en las hembras esta concentracién alta duré hasta un
nuevo descenso en Septiembre, mientras que en los machos descendié un
mes antes (Figura 4.6a). La variacién temporal en la concentracién de ARN
fue muy significativa en las hembras adultas (Tabla 4.5), hubo un incremento
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TABLA 4.5. Andlisis de la covarianza para el efecto del mes sobre los &cidos
nucleicos del higado para los ejemplares adultos del rio Guadalete, con la longitud
estAndar como covariable. Todas las variables (dependientes y covariable) fueron
fransformadas mediante logaritmo decimal. Las hipbtesis de paralelismo
(homogeneidad de las pendientes) es comprobada con la interaccién e.gtre la
covariable y el factor. °

ADN ARN
al. F P F P

Hembras
Longitud 1,49 13,32 <0,001 832 0,005
Mes 10,49 3,81 <0,001 6,46 <0,0005
Longitud x Mes 10,39 1,87 0,079 0,99 0,460

Machos
Longitud 1,50 0,92 0,342 1,39 0,243
Mes 10,50 492 <0,0005 1,98 0,055
Longitud x Mes 10,40 1,71 0,111 2,01 0,051

de la concentracién en los meses de Abril, Mayo y Agosto, mientras que en
los machos no existié ese efecto del tiempo (Figura 4.6b).

Existi6 homogeneidad de las pendientes para la tasa ARN/ADN del
higado, cuando se analizé conjuntamente los efectos del sexo y el mes en los
adultos del rio Guadalete (f%;79=1,65 P=0,058). La tasa mostré una
variacién temporal significativa (Fy100=13,32, P<0,0005), asi como una
fuerte interaccién entre los factores (F0100=3,50, P=0,0005). En las
hembras, la tasa aumenta gradualmente desde Febrero a Abril y Mayo (Figura
4.6c), con un valor medio ajustado en este tltimo mes de 3,6, nueve veces la
tasa media de 0,4 medida en Febrero. En los machos, el patrén de variacién
de Agosto a Diciembre fue casi idéntico al presentado por las hembras; sin
embargo, a diferencia de éstas, no hubo practicamente cambié de Febrero a
dJunio (1,5 Abril, frente a los 0,7 de Febrero) y presenté un descenso
significativo en Julio. El sexo globalmente influyé significativamente sobre la
tasa, las hembras presentaron concentraciones mayores que los machos
(F1,100=8,63, P=0,004), la tasa media fue de 1,3 para las primeras y de 1,0
para los segundos, pero es importante matizar el resultado anterior debido a
la interaccién entre el sexo y el mes, el efecto de primer factor cambia si lo
analizamos mes a mes. Cuando el patrén de variacién fue igual en los dos
sexos, es decir de Agosto a Diciembre, la tasa fue casi idéntica, pero es de
Febrero a Julio cuando las hembras mostraron la tasa de ARN/ADN mayor
que el macho. La longitud no influyé en el valor del ARN/ADN, al contrario
de lo que pasaba con las dos variables por separado.

La concentracién de ARN, con la longitud y el ADN como covariables,
presenté una variacién temporal muy significativa (F099=13,32, P<0,0005) y
siguié un pauta similar al de la tasa de ARN/ADN. Como en aquel, los sexos
mostraron distintos patrones de variacién (F099=3,50, P=0,0005), siendo la
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Agosto

hembra la que alcanzaba los valores mayores en la primera mitad del afio,
con concentraciones similares en el resto (Figura 4.7a). En los machos, la
variacién de Agosto a Diciembre fue igual que en las hembras, presenté una
caida significativa en Julio y no alcanzé valores tan elevados en la primavera.
Este andlisis no viol6 la hipétesis del paralelismo (Fy, 57=1,51, P=0,072).

En el caso de los juveniles del rio Guadalete, se separaron por sexo en
el andlisis de la covarianza para testar el efecto del mes sobre los &cidos
nucleicos del higado (Tabla 4.6). Las hembras mostraron variacién
significativa a lo largo del aiio en el ADN, ARN y en la tasa ARN/ADN (Figura
4.8); en las dos primeras variables hubo un descenso gradual a lo largo del
aio, mientras que la tasa incrementé al final del mismo. Por el contrario, los
machos juveniles mostraron, en los meses donde fue posible capturarlos, unos
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TABLA 4.6. Anélisis de la covarianza para el efecto del mes sobre los 4cidos nucleicos del
higado para los ejemplares juveniles del rio Guadalete, con la longitud est4ndar como
covariable. Todas las variables (dependientes y covariable) fueron transformadas mediante
logaritmo decimal. Las hipétesis de paralelismo (homogeneidad de las pendientes) es
comprobada con la interaccién entre la covariable v el factor.

ADN ARN ARN/ADN
al F P F P F P
Hembras
Longitud 1,13 9,73 0,008 14,92 0,002 041 0,532
Mes 8,13 9,13 <0,0005 8,39 <0,0005 385 0,016
Longitudx Mes 7,6 1,95 0,195 2,84 0,112 1,09 0,467
Machos
Longitud 1,6 0,10 0,761 2,69 0,152 254 0,187
Mes 6,6 1,50 0,316 1,35 0,360 320 0,091
Longitud x Mes 3,3 143 0,387 0,45 0,731 726 0,069

TABLA 4.7. Anélisis de la covarianza para los efectos del sexo y del mes sobre los &cidos
nucleicos del higado para los ejemplares del arroyo de Bocaleones, con la longitud esténdar
como covariable. Todas las variables (dependientes y covariable} fueron transformadas
mediante logaritmo decimal. Las hipétesis de paralelismo (homogeneidad de las pendientes) es
comprobada con la interaccién entre la covariable y los factores

ADN ARN ARN/ADN

gl F P F P F P
Longitud 1,110 1090 0001 04l 0,521 551 0,020
Sexo 1,110 148 0226 00004 0983 1,11 0291
Mes 11,110 422 <00005 869  <00005 495 <0005
Mesxsexo 11,110 106 0400 145 0,161 227 0015
Long x factores 23,87 131 0185 161 0,059 124 0234

valores en los contenidos de &cidos nucleicos hepéticos constantes (Figura
4.8).

A diferencia del rio Guadalete, el andlisis de la covarianza del contenido
de los 4cidos nucleicos en el higado de los adultos del arroyo de Bocaleones,
mostré homogeneidad de las pendientes en todos ellos (Tabla 4.7). En el caso
de la concentracién de ADN, la longitud fue una covariable muy significativa,
v hubo también un fuerte efecto del factor tiempo. Por el contrario, no existié
efecto del sexo y los patrones de variacién fueron iguales para los machos y
las hembras; hubo un descenso significativo en el mes de Febrero y en Agosto
la concentracién mostré los valores maés altos (Figura 4.9a). La concentracién
de ARN por peso de higado mostré las mismas respuestas a los factores que
la concentracién de ADN (Tabla 4.7), menos en el caso de la longitud que no
influyé significativamente sobre la concentracién y que ademés del pico
observado en Agosto, mostrd otros en los meses de Febrero y Marzo (Figura
4.9b). La tasa de ARN/ADN estuvo influida por la longitud, varié
significativamente a lo largo del periodo de estudio y globalmente no hubo
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diferencias entre sexos (Tabla 4.7). Pero la interaccién significativa entre los
factores impide una generalizacién de ambos por separado. Por un lado, las
hembras poseen pricticamente igual tasa durante todo el afio, mientras que
los machos presentan dos momentos claramente diferenciados, Febrero y
Marzo, y Septiembre (Figura 4.9¢c). Por otro lado, aunque globalmente no
existieron diferencias entre sexos, si las hubo en ciertos momentos del! afio.
Por idltimo, la concentracién de ARN, cuando utilizamos el ADN como
segunda covariable, mostré los mismos resultados que la concentracién de
ARN por peso de tejido (Tabla 4.8). No hubo efecto del sexo, pero si una
variacién significativa a lo largo del estudio y ésta fue de igual forma para
machos y hembras (Figura 4.7b).

TABLA 4.8. Anélisis de la covarianza para los efectos
del sexo y del mes sobre la concentracién de ARN en el
miisculo blanco para los ejemplares adultos del arroyo
de Bocaleones, con la longitud estdndar y la
concentracién de ADN como covariables.

gl F P
Long-ADN 2,109 3,18 0,045
Sexo 1,109 0,09 0,763
Mes 11,109 8,06 <0,0005
Mes x sexo 11,109 1,77 0,067

Nota: Todas las variables (dependientes y covariables) fueron
transformadas mediante logaritmo decimal.

Los ejemplares machos y hembras de ambas poblaciones se usaron
independientemente para investigar cual era la relacién entre la concentracién
de 4cidos nucleicos en el higado y la variacién durante el periodo de estudio
del peso de este érgano. Los residuos procedentes de la regresién entre el
peso del higado y la longitud estidndar estuvieron correlacionados
negativamente con la concentracién de ADN del higado en los machos (r = -
0,48, N=127, P<0,0005), pero no lo estuvo en las hembras (r = -0,13,
N=131, P=0,125). Por tanto, en el caso de los machos los higados méas
pesados, en individuos de igual tamafio, mostraron concentraciones de ADN
por mg de tejido hepético més bajas que los higados que pesaban menos. Los
residuos también estuvieron correlacionados en ambos sexos, pero ahora
positivamente, con la concentracién de ARN por mg de tejido (machos: r =
0,23, N=127, P<0,01; hembras: r = 0,25, N=131, P<0,01), y con la tasa de
ARN/ADN (machos: r = 0,57, N=127, P<0,0005; hembras: r = 0,35,
N=131, P<0,0005). Los residuos del peso del higado son representados
frente a la concentracién de 4cidos nucleicos en la Figura 4.10.
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es el coeficiente de correlacién

Variaciéon temporal del contenido de dcidos nucleicos en la génada

Cuando se analiza el conjunto de ejemplares, juveniles y adultos, en
ambas poblaciones se observa como en todos los casos se viola la hipétesis
del paralelismo (Tabla 4.9), por lo que se opté, como en los casos anteriores,
por separar en el andlisis ambos estados. De esta forma se consiguié la
homogeneidad de las pendientes.

Para los adultos de las dos poblaciones, el contenido de los 4cidos
nucleicos, en las cuatro formas estudiadas, muestran los mismos resultados
estadisticos (Tabla 4.10, 4.11, 4.12 y 4.13). Hay un efecto significativo del
sexo, del tiempoy de la interaccién entre ambos. Pero aunque en los
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TABLA 4.9. Anélisis de la covarianza para comprobar la hipétesis del paralelismo en
los contenidos de los 4cidos nucleicos en ambas poblaciones, juveniles y adultos
juntos. Los resultados muestran la interaccién entre la covariable y los efectos (sexo y
lugar) como origen de la varianza. Las variables y la covariable fueron transformadas
mediante logaritmo decimal.

Guadalete Bocaleones
gl F P al F P
ADN 21,114 2,16 0,005 23,106 2,04 0,007
ARN 21,114 2,34 0,002 23,106 2,38 0,001
ARN/ADN 21,114 1,90 0,017 23,106 1,95 0,011
ARN?® 42,92 1,79 0,010 46,82 3,58 <0,0005

* En este caso la concentracién de ADN se usa como segunda covariable

TABLA 4.10. Anélisis de la covarianza para los efectos del sexo y del mes sobre los &cidos
nucleicos de la génada para los ejemplares del rio Guadalete, con la longitud estdndar como
covariable. Todas las variables (dependientes y covariable) fueron transformadas mediante
logaritmo decimal. Las hipdtesis de paralelismo (homogeneidad de las pendientes) es
comprobada con la interaccién entre la covariable vy los factores

ADN ARN ARN/ADN
gl F P F ) F P
Adultos
Longitud 1,100 0,004 0,945 1,39 0,240 0,77 0,379
Sexo 1,100 309,15 <0,0005 59,25 <0,0005 364,60 <0,0005
Mes 10,100 7341 <0,0005 36,25 <0,0005 12,11 <0,0005
Mes x sexo 10,100 13,09 <0,0005 4,52 <0,0005 13,65 <0,0005
Long. x factores 21,79 1,58 0,076 1,21 0,266 098 0,496
Hembras juveniles
Longitud 1,13 12,83 0,003 6,89 0,021 096 0,345
Mes 8,13 569 0,003 3,82 0,015 2,16 0,104
Longitud x Mes 6,7 165 0,279 0,18 0,979 0,65 0,708
Machos juveniles
Longitud 1,6 2,14 0,194 2,72 0,150 0,10 0,766
Mes 6,6 1,01 0,496 127 0,386 1,87 0,232
Longitud x Mes 33 3,01 0,195 0,66 0,626 1,53 0,367

capturados en el rio Guadalete, la longitud no influye significativamente sobre
el contenido de los 4cidos nucleicos, si lo hace en la concentracién de ARN y
ADN en los capturados en el ammoyo de Bocaleones. La fuerte interaccién
encontrada entre los dos factores impide la valoracién de cada factor por
separado y en general se puede comentar, para las tres variables estudiadas,
que ésta es debida a las diferencias de patrones de variacién entre machos y
hembras, lo que produce que en ciertos momentos del afio existan diferencias
significativas entre los sexos y que en el resto no aparezcan (Figura 4.11a,
4.12 a). Los patrones de variacién de la concentracién de ARN/tejido,
utilizando la longitud como covariable o la longitud y la congentracién de
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TABLA 4.11. Anélisis de la covarianza para los efectos del
sexo y del mes sobre la concentracién de ARN en el misculo
blanco para los ejemplares del arroyo de Bocaleones, con la
longitud estdindar y la concentracién de ADN como
covariables. Las hip6tesis de paralelismo (homogeneidad de
las pendientes) es comprobada con la interaccién entre la

covariable y los factores

gl F P
Adultos
Long-ADN 2,99 1,62 0,202
Sexo 1,99 25,00 <0,0005
Mes 10,99 12,42 <0,0005
Mes x sexo 10,99 4,62 <0,0005
Cov. x factores 42 57 091 0,622
Hembras juveniles
Long-ADN 2,12 323 0,075
Mes 8,12 3,00 0,042
Coa x factor 7.6 0,31 0,924
Machos juveniles
Long-ADN 25 1,34 0,340
Mes 6,5 1,06 0,481
Cov.x factor 33 5,64 0,097

Nota: La variable dependiente y las covariables fueron
transformadas mediante logaritmo decimal.

TABLA 4.12. Anélisis de la covarianza para los efectos del sexo y del mes sobre los &cidos
nucleicos de la génada para los ejemplares adultos del arroyo de Bocaleones, con la longitud
estindar como covariable. Todas las variables (dependientes y covariable) fueron
transformadas mediante logaritmo decimal. Las hipétesis de paralelismo {homogeneidad de
las pendientes) es comprobada con la interaccién entre la covariable v los factores.

ADN ARN ARN/ADN
gl F P F P F P
Longitud 1,106 7,40 <0,005 6,39 0,01 0,05 0,820
Sexo 1,10t 191,46 <0,0005 3583 <0,0005 29546 <0,0005
Mes 11,10¢ 13,63 <0,0005 17,71 <0,0005 30,07 <0,0005
Mes x sexo 10,10¢ 391 <0,0005 21,33 <0,0005 15,10 <0,0005
Long x factores 21,77 1,63 0,062 1,00 0,372 1,69 0,053

ADN como covariables, fueron préacticamente iguales a los de la tasa de
ARN/ADN, por lo que describiremos sélo la variacién de la concentracién de
ADN por peso de gbnada y la tasa de ARN/ADN. En el caso de la primera y
en los ejemplares capturados en el rio Guadalete, la interaccién es debida a
que, por una parte, los machos mantienen una concentracién de ADN
significativamente alta desde Abril hasta Julio, y las hembras sélo en el mes
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TABLA 4.13. Andlisis de la covarianza para los efectos del
sexo y del mes sobre la concentracién de ARN en la génada
para los ejemplares adultos del arroyo de Bocaleones, con la
longitud est4ndar y la concentracién de ADN como
covariables. Las hipétesis de paralelismo (homogeneidad de
las pendientes) es comprobada con la interaccién entre la
covariable y los factores.

g.l F P
Long-ADN 2,107 10,01 <0,0005
Sexo 1,107 44 .36 <0,0005
Mes 11,107 20,78 <0,0005
Mes x sexo 11,107 22,45 <0,0005
Cov. x factores 46,61 1,46 0,087

Nota: Las variable dependiente y las covariables fueron transformadas
mediante logaritmo decimal.

de Marzo y Abril, y por ofra, que es durante este periodo donde la
concentracién de ADN fue significativamente més alta en los machos,
mientras que fue practicamente igual a las hembras en el resto del aiio (Figura
4.11a). La interaccién encontrada en la tasa ARN/ADN es debido a una
respuesta diferente de los sexos en la primera mitad del afio. Asi, las hembras
capturadas en el rio Guadalete, muestran una bajada en el mes de Febrero,
que se mantiene hasta una subida significativa en el mes de Junio y una
nueva bajada en Septiembre; los machos por el contrario, muestran una
bajada gradual de Febrero a Junio y una subida también gradual hasta
Agosto (Figura 4.11c). En el caso de los ejemplares capturados en el arroyo
de Bocaleones, los machos presentan concentraciones altas de ADN en sus
testiculos, desde Mayo a Julio y las hembras, en sus ovarios, desde Marzo a
Mayo (Figura 4.12a). Respecto a la otra poblacién, durante todo el afio la
concentracién de ADN en la génada de los machos capturados en el arroyo
de Bocaleones, se mantiene con valores superiores a la de las hembras.
También la interaccién encontrada en la tasa de ARN/ADN en los ejemplares
capturados del arroyo, es debida a una respuesta diferente de los sexos en la
primera mitad del afio. Las hembras capturadas en el arroyo de Bocaleones
muestran una subida en el mes de Febrero y una bajada en el mes de Abril,
para mantenerse practicamente sin cambios en el resto del aio; los machos
muestran una bajada gradual de Febrero a Junio y una subida también
gradual hasta Agosto (Figura 4.12c).

En el caso de los juveniles capturados en el rio Guadalete, también se
logré la homogeneidad de las pendientes al separarlos de los adultos (Tabla
4.10). Pero, sélo en la concentracién de ADN y de ARN por peso de tejido y
en el caso de las hembras juveniles, hubo efecto significativo del tiempo
(Figura 4.13).
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mediante logaritmo decimal de los ejemplares adultos del rio Guadalete. Las comparaciones de
Bonferroni (a=0,05) para las variables con variacién significativa corresponden al orden del
momento de muestreo: y, es la media de Febrero, pg es la media de Agosto
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FIGURA 4.13. Variacién temporal de las medias ajustadas al efecto de la covariable, de la
concentracién de ADN (a) y ARN (b), v la tasa de ARN/ADN (c) de la génada, transforrmados
mediante logaritmo decimal de los ejemplares juveniles del rio Guadalete. Las comparaciones
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del momento de muestreo: i, es la media de Febrero, p; es la media de Agosto
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TABLA 4.14. Coeficientes de correlacién de Pearson entre los residuos de la
regresién del peso de la génada con la longitud estandar, y la concentracién de
&cidos nucleicos de la génada. Los niimeros entre paréntesis indican el tamaiio de

la muestra.

ADN (ug/mg) ARN/ADN
rio Guadalete
Hembras (14) -0,68" 0,73
Machos  (29) 0,89™" -0,66""
arroyo Bocaleones
Hembras (13) -0,36 -0,35
Machos  (22) 0,53° -0,75"

‘P<0,05; "P< 0,01; " P< 0,001

Los ejemplares machos y hembras de cada una de las poblaciones se
usaron independientemente para investigar cual era la relacién entre la
concentracién de &cidos nucleicos en la génada y la variacién, durante el
periodo de maduracién gonadal, del peso de este 6rgano. Los residuos
procedentes de la regresién entre el peso de la génada y la longitud estdndar
estuvieron correlacionados negativamente con la concentracién de ADN de la
génada en las hembras capturadas en el rio Guadalete, pero no lo estuvieron
en las hembras del arroyo Bocaleones (Tabla 4.14); por otro lado, hubo una
correlacién positiva en los machos de ambas poblaciones. Los residuos
estuvieron correlacionados negativamente con la tasa de ARN/ADN en los
machos y positivamente en las hembras del rio Guadalete. Los residuos del
peso de la génada son representados frente a la concentracién de écidos
nucleicos en la Figura 4.14 para las hembras y en la Figura 4.15 para los
machos, se separan los meses para delimitar claramente el proceso de
maduracién gonadal representado por la evolucién del peso relativo de la
gbnada a lo largo del tiempo.

En el momento antes de la freza, cuando las génadas de las hembras
mostraron sus minimas concentraciones de ADN, las capturadas en el rio
Guadalete tuvieron menor concentracién (2,54 ug/mg) que las capturadas en
el arroyo de Bocaleones (5,11 ug/mg) (ANCOVA, A 7=9,38, P=0,018),
teniendo en cuenta que las pendientes de las dos poblaciones fueron
homogéneas (F;=0,30, P=0,604). Para determinar si esta diferencia en la
concentracién de ADN de la génada puede ser, en parte, responsable de las
diferencias en los pesos de las génadas de las hembras, las capturadas en el
rio Guadalete tuvieron pesos significativamente mayores (11,85 g) que las del
arroyo de Bocaleones (1,93 g, f7;=11,30, P=0,012) antes de la freza, se
realizé un anélisis de correlacién entre los residuos de la regresién del peso de
la génada y la longitud estdndar, y la concentracién de ADN gonadal. Como
muestra la Figura 4.16a, se encontré una correlacién negativa (r = -0,76,
N=10, P<0,001), en la cual, las hembras que posefan una génada mayor y
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FIGURA 4.14. Residuos estandarizados de Ia regresién entre el peso de la génada y la longitud
estdndar durante el final del periodo de maduracién gonadal, respresentados frente a la
concentracién de ADN y a la tasa de ARN/ADN de la génada en las hembras del arroyo de
Bocaleones (a, b) v del rio Guadalete (c, d). Todas las variables se transformaron mediante
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FIGURA 4.15. Residuos estandarizados de la regresién entre el peso de la génada y la longitud
estdndar durante el final del periodo de maduracién, respresentados frente a la concentracién
de ADN vy a la tasa de ARN/ADN de la génada en los machos del arroyo de Bocaleones (a, b)
y del rio Guadalete (c, d). Todas las variables se transformaron mediante log,,. La unidad de
medida de los residuos son gramos. res el coeficiente de correlacién.
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FIGURA 4.16. Residuos estandarizados de la regresién entre el peso de la génada y la longitud
estindar en el momento de méximo desarrollo gonadal, representados frente a la
concentracién de ADN de la génada en el total de hembras (a) v de machos {b). Todas las
variables se transformaron mediante log;. La unidad de medida de los residuos son gramos. s
es el coeficiente de correlacién. :

mas pesada, de una manera casi exclusiva las capturadas en el rio Guadalete,
tuvieron menor concentracién de ADN que las hembras con génadas més
livianas, exclusivamente las capturadas en el arroyo de Bocaleones.

Entre los machos también existié diferencia en los pesos de las gbénadas
(F,16=11,47, P=0,004); los capturados en el rio Guadalete tuvieron un peso
medio ajustado a la longitud de 3,09 g, mientras que los capturados en el
arroyo de Bocaleones de 1,76 g. Esta diferencia coincidié con el hecho de
que los machos del arroyo de Bocaleones tuvieron mayor concentracién de
ADN en su gbnada (157,63 ng/mg) que los del rio Guadalete (127,01 ug/mg;
F116=8,38, P=0,011), lo que determiné una correlacién negativa (r=-0,46,
N=19, P=0,045) entre los residuos de la regresién del peso de la gbnada
frente a la longitud estdndar, y la concentracién de ADN de los testiculos. En
la Figura 4.16b se observa como en general, las génadas de los machos
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TABLA 4.15. Coeficientes de correlacién de Pearson entre los 4cidos nucleicos en
los tres tejidos estudiados y la edad y la longitud estdndar. Los nimeros entre
_paréntesis indican el tamafio de la muestra.

Arroyo Bocaleones Rio Guadalete
Hembras Machos Hembras Machos
2-12° 3-8° 2-9° 2-8°
Edad
Misculo (45) (24) (26) (23)
ADN (ug/mg) -0,347" -0431° -0,344° 0,717
ARN/ADN 0,444" 0416 0,104 0,386
Higado (38) (48) (52) (42)
ADN (ug/mg) -0,324' -0,358° 0,149 -0217
ARN/ADN 0,389 0,332° 0,203 0,269
Génada (5) (8) (5) (11)
ADN (zg/mg) 0236 -0,465 0,568 0,194
ARN/ADN -0,382 0,296 -0,005 -0,368
Longitud estdndar
Musculo (45) (24) (26) (23)
ADN (zg/mg) -0471"" -0,625"" -0467" -0,786™"
ARN/ADN 0,616 0,525™ 0,156 0,591
Higado (38) (48) (52) (42)
ADN (ug/mg) -0,315° -0,520" 0,066 -0434"
ARN/ADN 0,515 0475 0,293 0,484™"
Génada (5) (8) (5) (11)
ADN (ug/mg) 0,353 -0,506 0,656 -0,250
ARN/ADN -0,388 0234 0,072 -0.253

ooe

"P< 0,05 “P< 0,01 ""P< 0,001. * Edad estudiada en cada sexo y lugar.
capturados en el arroyo Bocaleones son las de menor peso y mayor
concentracién de ADN.

Relacién de los écidos nucleicos con el tamaiio y la edad del pez

En los anélisis anteriores se ha podido observar como puede o no influir
la longitud sobre el contenido de los &cidos nucleicos. Esto en algunos casos,
puede ser consecuencia de que la variabilidad temporal mostrada por los
&cidos nucleicos cambian la relacién de ellos con el tamaiio del pez y la edad,
y no reflejan realmente cual es la relacién entre ambos. Por tanto, hemos
estudiado la relacién entre el tamario y la edad del pez, y el contenido de los
acidos nucleicos en los momentos de méximas concentraciones, separando
los sexos en cada una de las poblaciones.

La concentracin de ADN en el misculo estd inversamente
correlacionada con la longitud estdndar y con la edad en ambos sexos dentro
de cada una de las poblaciones (Tabla 4.15). En el caso de los ejemplares
capturados en el rio Guadalete, si los separamos entre juveniles y adultos,
existe correlacién negativa en las hembras juveniles (r=-0,712, N=8,
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P<0,05) y en los machos juveniles (=-0,841, N=6, P<0,05), pero tanto en
las hembras adultas (r=-0,324, N=18), como en los machos (r=-0,373,
N=15) la correlacién no fue significativa (P>0,05). En el caso de los
ejemplares capturados en el arroyo de Bocaleones, hubo correlacién alta en
los ejemplares juveniles (hembras: r=-0,650, N=4; machos; r=-0,659, N=4),
aunque ésta no fue significativa (P>0,05) debido al escaso nimero de
capturas. Pero influyen de una manera importante en la relacién total, ya que
al separarlos de los adultos, para estos ultimos no existe ya correlacién
significativa (hembras: =-0,247, N=41, P>0,05; machos; r=-0,346, N=20,
P>0,05).

La tasa de ARN/ADN del miisculo esta correlacionada positivamente en
todos los grupos, excepto en las hembras capturadas en el rio Guadalete. En
el higado de los machos y hembras capturados en el arroyo Bocaleones, la
edad estuvo correlacionada significativamente con la concentracién de ADN y
con la tasa de ARN/ADN, de una forma negativa y positiva respectivamente,
pero no asi en los capturados en el rio Guadalete. El tamarfio del pez también
mostrd la misma relacién con las dos variables en los ejemplares del arroyo y
en los machos del rio Guadalete. Cuando las génadas alcanzaron sus
maximos pesos, no hubo relacién entre la edad vy la longitud con la
concentracién de ADN y con la tasa de ARN/ADN en las génadas de ningtin
grupo (Tabla 4.15).

Discusién
Dinédmica del crecimiento muscular

Como la cantidad total de ADN por célula en el misculo blanco es
constante dentro de una misma especie, y esta cantidad aparentemente no
cambia por inanicién o por otros fenémenos estresantes (Bulow 1987), la
concentracién de ADN se ha convertido en una referencia estindar para
determinar el nimero total de células musculares por peso de tejido. Sin
embargo, es necesario que cumpla unas determinadas condiciones para
poder aplicarla, como sefiala Love (1970), la muestra de miisculo esquelético
debe ser siempre seleccionada de la misma parte del pez, ya que el tamaiio
celular disminuye en la direccién cabeza-cola, y ademds, como el tejido
conjuntivo es muy rico en ADN la muestra debe ser cuidadosamente liberada
de la mayor parte de éste. Como se detall6 en la parte de Material y Métodos
siempre se seleccioné el misculo epaxial izquierdo a nivel de la aleta dorsal,
intentando limpiarlo lo més posible de tejido conjuntivo. La mayoria del tejido
conjuntivo es facil de separar con la muestra liofilizada, pero el tejido
conjuntivo intracelular es mas dificil de extraer, aunque como veremos
posteriormente, nos ayudara a comprender mejor los resultados. Por tanto,
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fuimos capaces de minimizar las influencias de la heterogeneidad anatémica y
del tejido conjuntivo sobre la concentracién de los &cidos nucleicos en el
musculo blanco.

Los resultados muestran como a medida que avanza la edad y sobre
todo el tamafio del cuerpo, disminuye la cantidad de 4cido
desoxirribonucleico por peso de tejido; las células serfan cada vez més
grandes, aunque donde verdaderamente se observa el descenso en el ADN es
en el estado juvenil. Descensos similares en la concentracién de ADN han sido
también encontrados en otras especies (Luquet y Durand 1970, Love 1980,
Ferguson et al 1990). Una explicacién al mayor descenso encontrado en el
estado juvenil es la que dan Koumans et a/ (1994). En un principio existiria el
reclutamiento de las nuevas fibras musculares (hiperplasia), las cuales tienen
muy poco citoplasma; en una etapa posterior habria un aumento del volumen
citoplasmético (hipertrofia) de las nuevas fibras hasta que se alcanza una tasa
niicleos/sarcoplasma minima, por lo que la adicién continuada de nuevas
fibras podria explicar el descenso del contenido de ADN. Love (1970) indica
que la proporcién de fluido extracelular es mayor en peces jévenes, que es
cuando las células musculares estdn mdas en procesos de multiplicacién, que
de incremento en el tamaiio. Es decir, que el descenso mas pronunciado de
los valores de ADN en el estado juvenil indicé que la mayoria del crecimiento
en esta etapa fue por divisién celular més que por el incremento del tamario
celular. Esto serfa lo que Weatherley ef al (1988) sefialan como los dos
procesos que comprende el crecimiento muscular: (1) aportacién de nuevas
fibras musculares (reclutamiento) y (2) ensanchamiento de estas fibras, al
incrementar el didmetro vy la longitud de las mismas.

El origen de las nuevas fibras no es debido a una simple divisién
mitética de las ya existentes, sino a la actividad de las células miogénicas
(miosatélites) (Weatherley y Gill 1987a); si bién un estudio muy reciente de
Koumans y Akster (1995), pone de manifiesto la posibilidad de que otro tipo
de células miogénicas, distintas a las satélites, estén involucradas en el
aumento del nimero de fibras musculares. En cuanto a la segunda etapa del
crecimiento muscular, Weatherley (1990) indica que el incremento en el
didmetro de las fibras musculares también tiene un méximo, que corresponde
al momento en los que la tasa superficie/volumen de la fibra es menos
favorable al intercambio metabélico. La dindmica de crecimiento del misculo
hace que éste tienda a imponerse limites sobre su propio volumen y por tanto
sobre el volumen total del pez, a diferencia de otros érganos o tejidos
(higado, piel, etc..) en los cuales la capacidad de crecer por divisiones
celulares mitéticas, no limita ni su tasa de crecimiento ni su méximo tamaiio,
de la forma que lo hace el miisculo (Weatherley y Gill 1989).

En este punto, es importante traer a colacién una cuestién que ya Love
(1970) puso de manifiesto y que ha sido investigada por muchos autores en
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diferentes especies de peces (ver revisién en Kundu y Mansuri 1990), cual es
el momento de la vida del pez en el que cesa la formacién de nuevas fibras
musculares, o por lo menos esa formacién es insignificante, y el crecimiento se
produce casi exclusivamente por hipertrofia (aumento del tamaifio) de las
fibras existentes, y como influye este proceso en el crecimiento total del
organismo (tamaiio final del pez). En un estudio sobre el crecimiento del
misculo blanco axial en diez especies de teleésteos de agua dulce
pertenecientes a cinco familias (Cyprinidae, Centrarchidae, Percidae,
Salmonidae y Esocidae), que abarcaban un amplio rango de tasas de
crecimiento y de tamafios finales, Weatherley et al/ (1988) pusieron de
manifiesto que el reclutamiento de nuevas fibras tiende a cesar cuando el pez
alcanza aproximadamente el 44% de su tamafio maximo. Los resultados de
estos ultimos autores se basan en los tamafios maximos capturados, por lo
tanto, si tenemos en cuenta este porcentaje como aproximativo y los tamaros
méximos capturados para cada sexo por nosotros, que segin los modelos de
crecimiento descritos en el capitulo 1, se podrian considerar que estdn muy
préximos al tamafio final del pez, tendrfamos los siguientes resultados: Para
las hembras del rio Guadalete con una talla méxima de 410 mm, un descenso
del reclutamiento de nuevas fibras a los 180 mm; para los machos con una
talla maxima de 265 mm, de 116 mm; para las hembras del arroyo de
Bocaleones con 316 mm, de 139 mm y para los machos con 246 mm de talla
maxima, una parada a los 108 mm.

Los valores anteriores sobrepasan en muy poco a la talla alcanzada en
la primera maduracién, es decir, cuando los peces se convierten en adultos.
En las hembras incluso, la hiperplasia persiste durante més tiempo en la etapa
adulta, fenémeno que ocurre en ejemplares de gran tamafio y de un
crecimiento rdpido (Koumans y Akster 1995), siempre comparandolo con los
machos de la misma especie. Aunque con nuestros resultados, a diferencia de
los obtenidos con métodos histolégicos, no podemos determinar con precisién
el momento en el cual cambia el crecimiento muscular, si nos permiten
diferenciar dos etapas muy claras en la dindmica de crecimiento
(concentracién de ADN) en esta especie v que el momento de cambio es
diferente en el tiempo, y por tanto segiin el tamario, entre las hembras y los
machos.

Las hembras, de crecimiento més rdpido y con una talla final mayor,
poseen un intervalo més largo en su vida en los que el crecimiento del
musculo se debe mayoritariamente al aumento de nuevas fibras musculares,
mientras que en los machos el crecimiento muscular es debido més a la
hipertrofia y ésta empieza cuando todavia son relativamente pequeiios, si los
comparamos con las hembras; esto mismo pero a nivel de especie fue
encontrado por Weatherley y Gill (1985). En otras palabras, las hembras
tendrén mayor nimero de fibras en sus miémeros en el momento que cesa o
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se ralentiza el reclutamiento de nuevas fibras y todas ellas seran
posteriormente capaces de incrementar su tamafio hasta el méximo didmetro
permitido, lo que dard como resultado una mayor talla. Esta diferencia en la
dindmica del crecimiento muscular, que es posible por la plasticidad de los
peces (Weatherley 1990), se veria reflejado en el crecimiento somético total
del individuo y por tanto, apoyaria la hipétesis planteada en el capitulo 1, en
la cual nosotros proponfamos que el dimorfismo sexual se debia a un
crecimiento dimérfico entre los sexos y no a una mortalidad diferencial. Otros
autores, en una gran variedad de especies de distintas familias y tamafios,
evidencian similares asociaciones entre tamafio, crecimiento y reclutamiento
de sus fibras musculares (Weatherley y Gill 1987b).

Esta diferencia en la dindmica de crecimiento del miisculo entre sexos,
se ve potenciada por una mayor inversién en energia hacia el mdsculo por
parte de la hembra, como se ve reflejado en la mayor concentracién de ARN
de éstas, medida en el misculo y en todas sus formas estudiadas, es decir,
por peso de tejido y por célula. La medida del contenido en ARN por célula
es mejor que la concentracién sélo, porque la variacién temporal del
contenido de ADN hace necesario que la concentracién de ARN sea
relativizada al nimero de células. Pero esta mayor inversién somatica por
parte de las hembras, es distinta en el tiempo dependiendo de que poblacién
consideremos. Asi, en la del rio Guadalete las diferencias tienen lugar
principalmente en verano e invierno, mientras que en la del arroyo de
Bocaleones a finales de primavera y principio de verano, aunque cuando
aparecen estas diferencias la inversién somaética tiene distinta direccién entre
las dos poblaciones. La poblacién perteneciente al arroyo Bocaleones estd
incrementando su inversién, mientras que la del rio Guadalete la estd
disminuyendo.

La variacién temporal en la concentracién de los 4cidos nucleicos en el
musculo blanco ha sido observada en las dos poblaciones en estudio,
mostrando los sexos una dindmica més parecida en la poblacién del rio
Guadalete que en la del arroyo de Bocaleones. Si se tiene en cuenta el
nimero de células en el misculo blanco (concentracién ADN/mg de peso), en
los machos y las hembras adultas hubo un incremento gradual a principios de
primavera y a principios de otofio en las dos poblaciones, y un incremento
adicional en Agosto en los ejemplares capturados en el rio Guadalete. Es
probable que las altas concentraciones de ADN que hemos detectado,
generalmente sean reflejo de un aumento del nimero de células por unidad
de peso de tejido, debido a una disminucién en el tamaiio de las mismas
(Nasiri 1972, Sable 1974, Ferguson 1990). Este descenso en el volumen
celular contribuye a un aumento del espacio extracelular (mayor proporcién
de tejido conjuntivo rico en ADN) yv a una disminucién de algunos
constituyentes celulares, hidratos de carbono, proteinas o lipidos musculares,
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aunque en menor proporcién en estos ltimos (Love 1980). Es conveniente
recordar que el B. sclateri se puede considerar un pez no graso; Lucena et al.
(1983) encontraron en esta especie mayores concentraciones de proteinas que
de lipidos corporales (%16 g/100 g frente a #3 g/100 g). Por otro lado, Séanger
et al. (1990) y Sanger (1992) en tres especies de ciprinidos descubrieron que
los lipidos son muy escasos en el misculo blanco y se concentran més en el
miusculo rojo; por ejemplo en el Rutilus rutilus el misculo rojo presenté 2,7%
de lipidos y el misculo blanco 0,01%. Esto es légico si pensamos que el
muisculo blanco o anaerobio utiliza como combustible principal la glucosa,
mientras que el misculo rojo o aerébico utiliza la respiracién, oxidando los
&cidos grasos como combustible principal (Jobling 1995). En los trabajos de
Sénger anteriormente citados, también se observé un mayor contenido de
mitocondrias (mayor respiracién) en el muisculo rojo respecto al misculo
blanco (en R. rutilus 27,7% frente al 1,4%). En general, la utilizacién de estos
productos como fuente de energia producen como residuo agua (Lehninger
1982) y por tanto los recursos endégenos que los peces metabolizan son
reemplazados por ella (Love, 1970, 1980, Sargent ef al. 1989). A pesar de
esto, los cambios del contenido hiimedo no son evidentes si la demanda
energética no es fuerte (Reid et al. 1993) o se redistribuyen mayoritariamente
hacia otras parte del organismo en vez de catabolizarse y ocupar su lugar el
agua (Von der Decken 1992). Encina (1991) realizé6 un estudio sobre la
dindmica energética de B. sclaferi en el rio Guadalete y en el mismo lugar de
este estudio, en la Figura V1.19 del estudio de Encina se observa, por un lado
cambios muy débiles en el contenido de agua durante todo el afio, a
excepcién de una elevacién en Agosto, y por otro, un descenso del contenido
energético desde principios de primavera (x1.350 cal/g) al verano (~1.100
cal/g).

Todo lo anterior nos permite aventurar que el aumento de la
concentracién de ADN en el misculo blanco, indicaria que el agotamiento
muscular encontrado a principios de primavera, se debié més a las demandas
energéticas de otras partes del organismo que del propio musculo, sobre todo,
probablemente a la maduracién gonadal (Mustafa 1977, Bulow ef al. 1981,
Iles 1984, Ware 1984, Montecchia et a/. 1990). Wieser (1991) ha observado
que durante el desarrollo gonadal, no durante la freza, existen muy pocos
movimientos lineales espontdneos (musculatura blanca), que son los que
consumen mayor energia en el misculo. En R. rutilus, Koch y Wieser (1983)
demuestran como la actividad locomotora disminuye en proporcién inversa a
la maduracién gonadal. Es decir, el barbo mostrarfa un cambio en la conducta
al ralentizar sus movimientos, con el fin de economizar y por tanto, el pez
disminuirfa sus necesidades de mantenimiento. De esta forma, encauzaria la
mayor parte de energia en la construccién de las génadas, incluso como
hemos visto utilizando la energia somdtica. Por el contrario, el agotamiento
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muscular observado, en verano, de los ejemplares capturados en el rio
Guadalete, se debe mayoritariamente a las necesidades energéticas del
musculo blanco. Estas necesidades estarian determinadas en gran parte por la
alimentacién, Encina (1991) encuentra como hay un aumento en el consumo
de alimento por parte del barbo (B. sclateri) en el rio Guadalete en verano,
ya que éste es de peor calidad; por ofro lado, Encina y Granado-Lorencio
(1994) sefialan que durante el verano el alimento permanece mucho mds
tiempo en el tubo digestivo. Es decir, las necesidades energéticas las podemos
relacionar con una mayor actividad en la bisqueda del alimento y a un mayor
consumo de energia en el tracto digestivo {(mayor secrecién enzimética). Esto
ultimo se ve potenciado por el incremento de la temperatura que se observa
en verano en el rio Guadalete, ya que segiin Love (1970) la secrecién gastrica
aumenta a mayor temperatura.

El agotamiento muscular es més puntual en los ejemplares capturados
en el rio Guadalete, es decir los cambios en el volumen celular son méas
drésticos, que en los ejemplares capturados en el arroyo de Bocaleones. En
esta tltima poblacién se mantiene durante mas tiempo el mismo tamaiio
celular en el misculo. Ademads, aunque se sigue produciendo un agotamiento
muscular por la produccién de las génadas, el mdsculo se recupera
gradualmente a partir de la reproduccién hasta el invierno y no se interrumpe,
como en el rio Guadalete, durante el verano. Esto puede estar relacionado
con la mayor estabilidad ambiental (menor variacién de la temperatura,
concentracién de oxigeno, flujo del agua, anchura, profundidad, etc...) del
arroyo de Bocaleones encontrada por Prenda (1993). En nuestro estudio, las
condiciones del arroyo de Bocaleones durante el verano se pueden considerar
mucho mas favorables; por ejemplo, la temperatura del agua no sobrepasé
los 18 °C y no hubo una disminucién significativa del caudal, por lo que no se
formaron pozas aisladas (disminucién del espacio).

En general, las variaciones de la concentracién de ADN y por tanto del
nimero de células por peso de tejido, influyé en la concentracién de ARN, ya
que aunque la concentracién por peso de tejido practicamente no cambié
durante el estudio, fue en estos periodos de incremento en el nimero de
células, donde la inversién somética (ARN por célula) descendid
significativamente. Es importante destacar que aunque la tasa de ARN/ADN
disminuye a principio de la maduracién gonadal, al tener en cuenta el periodo
total de reproduccién, la inversién somaética parece que se incrementa durante
y después de la freza, y que son las hembras las que presentan mayores
valores, si bien nunca llegan en ningiin caso a las tasas medidas en otofio en
el rio Guadalete y en verano en el arroyo de Bocaleones. Goolish ef al
(1984) examinaron la relacién entre la tasa de ARN/ADN, la tasa de
crecimiento y la temperatura del agua en la carpa comin (Cyprinus carpio).
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La relacién fue lineal (R2 =0,760) y definida como:
(1) ARNADN = 3,85 + 0,7077C- 0,065 Temp

donde 7Ces la tasa de crecimiento en peso fresco, Temp es la temperatura
del agua (°C) y ARN/ADN es la concentracién de ARN por célula. En el
estudio de Goolish ef al. se utilizé un rango de temperatura de 12 a 30°C, que
incluye las medidas en este estudio durante primavera, verano y otofio. La
ecuacién (1) puede ser modificada estableciendo 7C igual a cero y entonces
reorganizada para dar como resultado:

(2) ARNADN = T = 3,85-0,065Temp

donde 7; es lo que nosotros denominaremos tasa critica, que podemos
definir como la tasa de ARN/ADN teérica donde no hay inversién soméatica
que produzca un crecimiento neto del pez a una temperatura especifica. Este
mismo procedimiento es el que utilizé Robinson y Ware (1988) aunque la
definieron a partir de la relacién con la tasa de crecimiento en proteinas.

Si utilizamos este valor critico, en el periodo donde haya un incremento
de la tasa de ARN/ADN pero con valores significativamente menores a él, no
habria crecimiento neto del pez, sino més bien podemos considerar que existe
un crecimiento de compensacién. Esto es lo que se produciria a finales y
después del periodo de reproduccién; mientras que en los meses de mayores
valores, es donde se puede considerar que se produce un crecimiento neto.
En el caso del rio Guadalete esto se produce en el mes de Septiembre
(ARN/ADN = 2,57) v en el del arroyo de Bocaleones en los meses de Agosto
y Septiembre (ARN/ADN = 2,46) para los dos sexos combinados, y en los
cuales los valores son practicamente iguales a la tasa critica de 2,68, que es la
que les corresponde por tener una temperatura de 18°C. Por el contrario
durante la reproduccién, por ejemplo para las hembras del rio Guadalete la
tasa de ARN/ADN en el mes de Mayo fue de 0,89 y en el mes de Junio de
1,17; mientras que en las del arroyo de Bocaleones en Mayo fue de 0,89 y en
el mes de Junio de 1,44, siempre muy inferior a los 2,68 de la tasa critica
correspondiente a esos meses (la temperatura en Mayo y Junio de los dos
lugares fue de 18 °C). De todas formas estos resultados son simplemente
indicativos, ya que Goolish et al. trabajaron con carpas de menos de un aiio,
por lo que seria necesario determinar la tasa critica a partir de una ecuacién
especifica para la especie y para los distintos estados de su ciclo de vida
(larva, juvenil, adulto). Pero la podemos utilizar para sentar las bases en el
uso de los &cidos nucleicos en estudios de crecimiento de esta especie.

Se puede discriminar los momentos de compensacién de crecimiento,
con los verdaderos momentos en los que el pez invierte su energia sobrante
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para el crecimiento somético. En el caso de los ejemplares del rio Guadalete,
tanto machos como hembras, presentan la misma dindmica y los mismos
valores en el momento del afio que podemos considerar de crecimiento neto,
aunque los machos debido a que terminan la freza en peores condiciones el
resultado seria de menor crecimiento. En los ejemplares del arroyo
Bocaleones, hay diferencia en la duracién, las hembras tendrian desde Junio
a Septiembre un crecimiento neto, mientras los machos sélo en los meses de
Agosto y Septiembre. Estas diferencias pueden explicar los tamafios
alcanzados por cada sexo en cada una de las poblaciones. Si recordamos los
capitulos anteriores, las hembras del rio Guadalete son las que mayor tamafio
final alcanzan, seguida en tamarios parecidos por los machos de esa misma
poblacién y las hembras del arroyo de Bocaleones y para terminar con los
machos del arroyo de Bocaleones. Anteriormente se comenté que las
hembras obtendrian mayor tamafio final, ya que la fase de reclutamiento de
nuevas fibras musculares es més larga en éstas que en los machos, por lo que
la igualdad en los tamaiios finales entre machos del rio Guadalete y hembras
del arroyo Bocaleones, posiblemente se deba a la menor inversién en
crecimiento de estas tltimas. En general podemos determinar que en un rio
de régimen térmico mediterrdneo, como es el caso del rio Guadalete, el
crecimiento neto se produce a principios de Otofio. Mientras que un cambio
sustancial en las condiciones ambientales que produzcan una mayor
estabilidad ambiental, como ocurre en el arroyo, produce un tiempo mas
amplio de crecimiento, aunque esto no suponga necesariamente un
crecimiento final mayor.

Los ejemplares juveniles que no tienen porque dedicar energia para la
maduracién de sus génadas, presentan un aumento de la inversién somatica
(ARN/ADN) a principios de primavera y otoiio. Es importante destacar que no
muestran el crecimiento de compensacién en la época de reproduccién, sino
que incluso durante este periodo descienden su inversién hacia el soma.
Posiblemente las larvas del afio compitan por el espacio y por el alimento con
los ejemplares juveniles. Aunque esto iiltimo necesita ser investigado en
futuros estudios.

Dinamica del crecimiento del higado

Igual que ha ocurnrido con el misculo, es importante conocer como es la
dindmica del crecimiento en el higado. Los resultados muestran como los
machos durante el ciclo anual, a medida que sus higados ganaban peso,
disminufa la concentracién de ADN, o lo que es lo mismo las células hepéticas
(hepatocitos) incrementaban su tamafo (hipertrofia). En las hembras por el
contrario, el aumento de peso en el higado no influyé en la concentracién de
ADN, por lo que el crecimiento de la masa hepatica est4d determinada tanto
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por hipertrofia como por un incremento en el niimero de células (Luquet y
Hannequart 1971); esto permitird a las hembras llegar a tener tamarios de
higado mayor y por tanto a un mayor almacenamiento de reservas. Por otro
lado, en los machos la reduccién de la masa hepética se debe principalmente
a la disminucién del tamario celular y en las hembras a una reconstruccién
celular, la cual probablemente incluya la reabsorcién de la membrana v de los
orgénulos celulares, con la consiguiente pérdida de células (Kent ef al 1992).
Como el peso del higado en las hembras del arroyo de Bocaleones cambia
mucho menos y en menor cuantia que en los machos, pero a pesar de esto
los cambios en peso se producen por hipertrofia, la forma de crecimiento del
higado estaria asociado genéticamente al sexo y no seria un resultado del
almacenamiento per se que tengan cada uno en un momento determinado.

La variacién temporal de los acidos nucleicos en el higado fue bastante
diferente entre las dos poblaciones. Mientras los ejemplares capturados en el
arroyo de Bocaleones practicamente no presentaban cambios en la
concentracién de ADN, a excepcidn de una subida en el mes de Agosto, los
del rio Guadalete mostraron claras diferencias en el ciclo anual, con
incrementos en las concentraciones a finales de invierno y en pleno verano, es
decir que las células hepdticas fueron mdas pequefias en estos periodos del
ano. Si recordamos el capitulo 2, estas mismas diferencias entre las dos
poblaciones ocurren a nivel de la masa hepatica; los ejemplares del
Bocaleones no presentan cambios relevantes en el peso del higado durante el
estudio, mientras que los peces del rio Guadalete presentan aumentos fuertes
del peso hepédtico en primavera y en otofio. Estas diferencias estarfan
relacionadas con el consumo de alimento, asi en el rio Guadalete es en
primavera y otofio cuando el contenido energético del alimento consumido es
mayor (Encina 1991) y esto se veria reflejado en un aumento de las reservas
de glucégeno (Love 1979, 1980), lipidos (Nagai vy Ikeda, 1971a,b) y proteinas
(Bastrop et al 1991) en el higado. En el arroyo de Bocaleones la
disponibilidad de alimento no cambia practicamente durante todo el aiio,
aunque es mas baja que en el rio Guadalete (Prenda 1993). Esto obliga a que
el consumo de alimento se mantenga constante y bajo durante todo el afio y
no influya ni en el peso, ni en la concentracién de ADN del higado. Aunque
esta conclusién estaria condicionada como es 18gico, a un futuro estudio de
alimentacién de esta especie en el arroyo de Bocaleones. Sin embargo, esto
concuerda con los resultados discutidos anteriormente sobre la constancia del
tamario celular en el musculo encontrados en los ejemplares del arroyo.

Igual que ocurrié en el misculo, la tasa de ARN/ADN del higado es un
pardmetro més vélido que la concentracién de ARN por peso, debido a las
fluctuaciones de la concentracién de ADN. Los ejemplares capturados en el
rio Guadalete muestran también incrementos en el ARN por célula en
primavera y otoiio, pero aunque en este ltimo periodo no hubo diferencias
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entre machos y hembras, si las hubo durante la primavera, donde las hembras
presentaron mayores tasas de ARN/ADN. Aunque en este estudio hemos
encontrado que la tasa de ARIN/ADN del higado esté relacionada con el peso
hepético en ambos sexos, Bastrop et al. (1992) sefialan que también lo estd
con la capacidad metabdlica de este érgano. Es decir, que aunque el higado
no gane en masa celular como resultado de una aumento de la ingesta
alimenticia, los niveles de ARN/ADN nos indicarian los momentos en los que
este 6rgano estd siendo utilizado en el metabolismo general del pez, tanto por
un aumento en la actividad (natacién), como por procesos de crecimiento. Es
importante destacar que estos procesos no tienen porque estar relacionados
solamente con el crecimiento somatico, por ejemplo pueden indicar
crecimiento gonadal (Emmersen & Emmersen 1976, Buckley et al 1985,
Fauconneau 1990). La elevacién del ARN en el higado durante la primavera
puede ser usado como una medida del esfuerzo reproductivo, que en el caso
de las hembras del rio Guadalete es mucho mayor durante la maduracién de
sus génadas. Esto evidentemente esti relacionado con la necesidad de una
mayor inversién energética hacia los ovarios, cuando la comparamos con los
testiculos (Wooton y Evans 1976). Wooton (1990) indica que, en relacién al
esperma, cada huevo representa una mayor inversién citoplasmética v ya
otros autores, Emmersen y Emmersen (1976), v més recientemente,
Fauconneau (1990) han observado patrones similares y han discutido el papel
del higado en la produccién de la proteina del huevo, la vitelogenina. La otra
etapa del afio donde se observa un incremento en la actividad del higado es
durante finales de verano y principio de otofio, esto corresponderia con el
crecimiento somético neto puesto de manifiesto anteriormente por la tasa de
ARN/ADN del misculo. Del mismo modo, parte de la actividad del higado
durante la época de reproduccién se dedica también a crecimiento somético,
que en este caso particular se debe al crecimiento de compensacién. De
nuevo, como ocurri® con los niveles de acidos nucleicos medidos en el
musculo, los meses de verano e invierno producen una reduccién de la
actividad metabdlica del higado y por tanto del pez en general (Jirss y Bittorf
1990), fenémeno también observado por otros autores sobre todo durante el
periodo estival, por ejemplo para Lepomis macrochirus por Bulow et al.
(1978, 1981).

En cuanto a los ejemplares juveniles del rio Guadalete, éstos muestran
una mayor actividad del higado a principios de primavera y en otofio, que
también corresponden con los momentos de inversién somatica medidos
mediante la tasa de ARN/ADN del misculo. Las diferencias entre los dos
estados del pez en su ciclo de vida (juveniles frente a maduros) indican que
cuando el pez no necesita dedicar energfa para las actividades reproductoras,
no lo hace tampoco hacia el misculo como vimos anteriormente.
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La actividad metabdlica del higado en los ejemplares capturados en el
-arroyo de Bocaleones, es bastante diferente a la encontrada en los capturados
en el rio Guadalete. Las hembras practicamente mantienen una actividad
constante durante todo el afio, no presentando diferencias durante la
maduracién gonadal, esto est4 unido también a que los pesos del higado no
cambian durante el afio. Es decir, las hembras invertirfan menos en sus
génadas que las del rio Guadalete y utilizarfan menos el higado en sus
actividades de crecimiento. Los machos del arroyo si muestran una actividad
parecida a los del rio Guadalete, con un incremento a principios de primavera
Y en otofio, que corresponden con los momentos de crecimiento somaético
observados anteriormente. En general, en los machos de ambas poblaciones
la construccién de sus génadas no incluye energia suplementaria. Parece
probable que ellos usen sus almacenamientos de energfa en actividades
relacionadas con la freza. Poncin (1988) en cautividad y Baras (1992) en
medio natural, han descrito la conducta reproductora en Barbus barbus, estos
autores observaron como los machos invierten gran energia en la fase de
prereproduccién (desplazamiento, formacién de agregados, competencia por
la fertilizacién...) e incluso la gran cantidad de machos presentes en las areas
de freza determina que tengan limitado cuantitativamente el alimento;
ademéas esta fase de prereproduccién dura bastante tiempo, ya que los
machos maduran antes en el afio para poder estar presentes y preparados en
los frezaderos. En este sentido, Baras (op. cit) sefiala que debido al alto coste
que conlleva la reproduccién en los machos, éstos intentan maximizar el éxito
reproductivo, constituyendo agregados cortesanos (courting males) y
agregados no cortesanos (non-courting males), que alternan durante la freza.
El paso de una estrategia a otra, segtin Baras (op. cit), es determinado por la
capacidad energética del macho, dependiendo de la disminucién progresiva
de su estado de forma (fitness).

Aunque la temperatura juega un papel importante en la composicién en
proteinas, hidratos de carbono y lipidos del higado, y en parte podria explicar
las diferencias en el desarrollo y en la actividad de este érgano entre las dos
poblaciones, otros factores, como indica Kent et al. (1992), particularmente
las deficiencias en la dieta, pueden también influir en su actividad. El higado
muestra en este estudio una gran plasticidad en respuesta por una parte, a los
cambios estacionales de midltiples factores ambientales v por otra, a las
demandas de crecimiento propias de la especie y de cada sexo.

Dindmica del crecimiento de las génadas

A la hora de utilizar el contenido de los 4cidos nucleicos de las génadas,
se nos plantea el problema de que en éstas, a diferencia del misculo y del
higado, la cantidad de ADN por célula varfa a lo largo de la formacién del
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tejido gonadal (gametogénesis). Como indica Torrey (1978), el nicleo del
gametogonio (ovogonia o espermatogonia) contiene dos de cada uno de los
tipos de cromosomas (al igual que cualquier célula ordinaria del cuerpo), y
por tanto, dos de cada uno de los tipos de genes, pero en los nicleos de los
gametos deben reducirse a sélo un representante de cada uno de los tipos.
Esta reduccién se lleva a cabo mediante una secuencia de dos divisiones, que
se denominan divisiones meidticas, o de maduracién (meiosis). Al final del
proceso de maduracién se obtienen cuatro gametos, que en el caso de la
hembra sélo uno es funcional, el évulo, puesto que los otros tres se convierten
en los cuerpos polares (De Robertis ef al 1973, Jobling 1995). La descripcién
de la gametogénesis que hacen estos iltimos autores, es la que vamos a
seguir para poder entender nuestros resultados, sobre todo aquellos que se
refieren a la concentracién de ADN.

Los datos muestran claramente como a medida que aumenta el peso
de la génada de los machos en ambas poblaciones, aumenta la concentracién
de ADN por peso de ésta. Esto indica que la medida de la cantidad de ADN
nos estd dando informacién del almacenamiento de los espermatozoides en
los conductos esperméticos y testiculares durante la espermatogénesis, ya que
la creacién de cada nuevo gameto se acompaiia de la sintesis de la cantidad
apropiada de ADN (Love 1970). Cuando los testiculos alcanzaron su maxima
maduracién, los machos capturados en el arroyo de Bocaleones mostraron
mayores concentraciones de ADN en sus génadas, aunque los pesos de éstas
fueron menores que las de los capturados en el rio Guadalete. Esto indica que
aunque el volumen del fluido seminal en los machos del arroyo fuera menor,
posiblemente la concentracién de espermatozoides fuera superior, como una
forma de contrarrestar lo primero y aumentar la fertilidad. Pero no hay que
olvidar que el fluido seminal es el responsable de la nutricién de los
espermatozoides (Lahnsteiner ef al. 1994a), v una disminucién en el volumen
podria influir en la calidad del esperma. A pesar de esto, independientemente
de la poblacién de donde procedan los machos, la concentracién de ADN por
peso no varia ni con la edad, ni con el tamario del individuo. Ademds, como
el peso de los testiculos estd correlacionado positivamente con el tamafio del
pez (ver capitulo 2), quiere decir que los ejemplares mayores tendrdn mayores
testiculos debido, no sélo al aumento del fluido seminal, sino también a la
cantidad total de espermatozoides, en otras palabras, la calidad del esperma,
medida por el nimero de espermatozoides por peso, no disminuye aunque
aumente el peso de la génada. Por otro lado en las dos poblaciones, cuando
disminuye el peso de las génadas de los machos después de la freza, todavia
se mantiene igual de alta la concentracién de ADN durante un par de meses
més, indicando que esta medida es méas precisa que el peso para estimar la
potencialidad reproductora de los machos en la poblacién. Por otro lado,
durante el resto del afio aunque la concentracién baje, ésta se mantiene
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relativamente alta. Zhukinsky y Bilko (1984) encontraron degeneracién de los
espermatozoides en la carpa una vez que terminé la freza, pero para Billard et
al. (1986) sdlo seria de células esperméticas que estuvieran en los conductos
esperméticos, donde segitin Lahnsteiner ef al. (1994b) se producirian procesos
de auto y heterofagocitosis; por lo que podrian encontrarse espermatozoides
durante todo el afio (Saad et al. 1986).

En general, hemos encontrado que en los primeros momentos de la
espermatogénesis hay un aumento de la concentracién de ARN, pero a
medida que el peso de la gbénada aumenta hay una disminucién en el
contenido de ARN por peso de tejido vy de la tasa de ARN/ADN. En los
trabajos de Lahnsteiner ef al (op. cit) sobre los conductos testiculares y
esperméticos en tres especies de ciprinidos (Alburnus alburnus, Leuciscus
cephalus, Vimba vimba), se sefiala que en estos conductos se sintetiza
esteroides, proteinas y enzimas. Esto no estaria en contradiccién con nuestros
resultados, ya que la masa de esperma es mucho mayor y diluirfa el ARN de
los conductos. Ademas durante la espermatogénesis la sintesis de ARN cesa
practicamente (De Robertis et al. 1973), los espermatozoides reducen su
citoplasma al maximo mediante las células de Sertoli (Guyton 1985), v entre
las moléculas que pierden se encuentran las de ARN que ya no son necesarias
en el crecimiento del gameto (De Pomerai 1970).

Hay una diferencia muy importante entre la espermatogénesis y la
ovogénesis. En la primera, cuando termina la maduracién se forman por
completo los gametos y por tanto termina la meiosis, pero en la ovogénesis de
la mayoria de los vertebrados el ovocito completa su primera divisién e inicia
la segunda, en medio de la cual se detiene hasta que se presenta la
fertilizacién (Torrey 1978). Esto ocurre también en los peces teledsteos, es
decir, que cada ovocito maduro (huevo) contiene dos juegos de cromosomas
matemos en el momento de la freza (Jobling 1995). En el caso concreto de
los ciprinidos, Billard ef al (1986) sefialan que el ovocito ovulado permanece
en la metafase II de la meiosis hasta que se activa por dilucién en el agua.
Esto es un aspecto importante, porque cuando nosotros analizamos los
ovarios, atin en su méximo desarrollo, no se ha producido la segunda divisién
meidtica y como en la maduracién del évulo se adquiere gran cantidad de
reservas alimenticias, serfa légico por tanto esperar una reduccién en la
cantidad de ADN por peso, no por la reduccién de la dotacién cromésomica
del ovocito, sino por el aumento del tamafio de éste (dilucién de la
concentracion de ADN). Los resultados de nuestro estudio muestran
claramente este proceso en las dos poblaciones durante la maduracién de los
ovarios. Aunque en las hembras del rio Guadalete, hay un descenso de la
concentracién de ADN por peso de tejido ovérico a medida que aumenta el
peso de éste, en las hembras del arroyo de Bocaleones no existe esta
correlacién (ver més adelante). En el caso de esta especie, B. sclateri, el 6vulo
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aumenta desde los 0,79 mm (huevos opacos) hasta los 2,03 mm (huevos
maduros) (Herrera y Ferndndez-Delgado 1992). La evolucién temporal de la
concentracién de ADN en los ovarios, muestra que una vez que se termina la
época de reproduccién, aumenta la concentracién y permanece asi hasta un
nuevo aumento en la préxima maduracién. Esto puede ser explicado por la
permanencia de ovocitos transparentes de un didmetro méximo igual o
incluso menor a 0,5 mm durante el periodo de quiescencia de los ovarios
(Herrera y Fernandez-Delgado op. cit) y por el aumento del tejido conjuntivo
rico en ADN (Love 1980).

Al contrario de lo que pasaba en la espermatogénesis, durante la
ovogénesis la concentracién de ARN aumenta a medida que las génadas
maduran, aunque en las hembras capturadas en el arroyo de Bocaleones este
aumento, aunque existe, no es significativo. En condiciones normales durante
la ovogénesis, hay una sintesis intensa de las distintas formas de ARN y de
proteinas (De Robertis ef al. 1973), adn cuando estas iltimas en forma més
limitada, ya que provienen también de otras partes del organismo (Torrey
1978, Love 1980, Carragher y Sumpter 1991). Las altas concentraciones de
ARN del huevo maduro, no sélo son necesarias para la elaboracién del nuevo
citoplasma, sino que se mantendrdn hasta después de la fertilizacién para
dirigir y regular los procesos claves que tendrdn lugar en los primeros
momentos de la embriogénesis (De Pomerai 1970). El aumento de la
concentracién de ARN después de la freza, a partir de Agosto o Septiembre,
en los dos sexos v en cada una de las poblaciones, se mantiene hasta la
préxima etapa de reproduccién, lo que indica que existe actividad en los
tejidos gonadales y por tanto la activacién de la gametogénesis encontrada
para esta especie por Herrera (1991).

Las hembras capturadas en el arroyo de Bocaleones presentan
caracteristicas peculiares en cuanto a su reproduccién. Por una parte, como
vimos en el capitulo 2, no presentan variacién significativa del peso de sus
gbnadas, lo que explica que no exista correlacién del peso con la
concentracién de los &cidos nucleicos gonadales (ADN, ARN), pero si hace
que obtengan menor concentracién de ADN que las hembras capturadas en el
rio Guadalete. Esto podria indicar un menor esfuerzo reproductivo de las
hembras del arroyo, ya que el ntimero de huevos presumiblemente seria
menor y estos serian ademds més pequerios, influyendo por tanto en la
calidad de los mismos. Este fenémeno, estaria ligado con la dindmica en el
funcionamiento del higado que vimos anteriormente y que indicaba también
un menor esfuerzo durante la reproduccién de las hembras del arroyo. Este
comportamiento de las génadas, aunque utilizando el IGS, también fue
encontrado por Rodriguez-Ruiz (1992) en otros lugares del rio Guadalete,
aguas abajo del punto de muestreo de este estudio, donde existia una menor
calidad ambiental. Esta autora lo atribuia al bajo nimero de ejemplares
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capturados, aunque la fecundidad encontrada por ella en estos ejemplares, no
fue distinta a la que encontré en el punto de muestreo de nuestro estudio, por
lo que también en estas partes del rio las hembras podrfan producir huevos de
menor tamano.

Al igual que pasaba con los machos, en las dos poblaciones no influye
la edad ni el tamario en la concentracién de ADN de los ovarios cuando éstos
alcanzan su méximo desarrollo, es decir, no hay diferencias en el tamaiio del
huevo a medida que aumenta la longevidad de la hembra. Estos mismos
resultados son los encontrados por Herrera (1991), en su estudio, la longitud
de la hembra explicaba sélo el 15,68% de la variabilidad en el didmetro de
los ovocitos vitelados. Segin Wooton (1990) esto seria lo esperado, ya que la
talla del huevo no tiene porque depender del tamario del pez, sino de las
condiciones a las que deben enfrentarse el huevo y la larva. En condiciones
extremas de calidad del hébitat, como las encontradas por Herrera y
Fernddez-Delgado (1992), la seleccién del tamafio éptimo del huevo en B.
sclateri es posible gracias a que esta especie puede desovar una segunda vez
y por tanto, eludir el conflicto entre nimero y calidad de los mismos.



Discusién general

Habida cuenta de la gran dificultad que tienen los estudios en medio
natural, podemos considerar que hemos logrado cumplir con los dos importantes
objetivos que se fijaron inicialmente: Demostrar que el otolito es una herramienta
Gtil y necesaria para los estudios de edad y crecimiento en el B. sclaferi, y que con
los &cidos nucleicos podemos valorar la distribucién de los recursos de esta
especie hacia el crecimiento, la supervivencia y la reproduccién. Nuestros
resultados, basados en nuevas metodologias para esta especie, describen con més
precisién ciertos aspectos de la biologfa del barbo, que nos ayudan a comprender
mejor su ciclo de vida.

Comentédbamos en la introduccién de esta memoria, que las estrategias en
los ciclos de vida de los peces son extraordinariamente complejas. Una evidencia
de esta complejidad, es cuando por ejemplo nos preguntamos por qué una
especie en un lugar determinado es de un tamafio; las respuestas tipicas sugieren
posibles razones climéticas, propiedades metabélicas, competencia interespecifica,
interacciones depredador-presa, disponibilidad del alimento, etc... Pero como
estas causas no son mutuamente excluyentes, no nos ayudan a determinar el
tamafio dptimo de esa especie, o si el tamafio es el éptimo para ese lugar.
Necesitamos enmarcar nuestros resultados en los modelos basados en la
distribucién éptima de los recursos, es decir, entender como se optimiza la
distribucién de recursos para el crecimiento, supervivencia y reproduccién desde
el nacimiento hasta la muerte del organismo. Por ejemplo, Kozlowski (1992)
sefiala que un organismo es pequefio generalmente no porque esa pequeiiez
desarrolle fecundidades o mortalidades més bajas, sino porque necesita mas
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tiempo para alcanzar tamarfios grandes; si este organismo presenta fuertes
mortalidades, la inversién en crecemiento nunca seria compensada por un
incremento en la fecundidad. Asi, termina este autor, el tamario éptimo depende
en gran medida de la mortalidad, pero ésta depende del tamario; esta relacién
reciproca es sin duda el origen de la gran variabilidad en las estrategias de vida
que encontramos en la naturaleza.

Nuestros resultados han mostrado que B. sclaferi es una especie de
crecimiento lento y relativamente un pez de vida larga. Las dos poblaciones que
hemos estudiado, presentaron diferencias en el crecimiento y por tanto en el
tamario final, aunque las dos mostraron una longevidad parecida. La edad
estimada en este estudio, para las clases de longitud mayor, ha sido superior a la
de todos los estudios realizados sobre esta especie (Lucena y Camacho 1978;
Lucena ef al 1979; Lucena 1984; Herrera ef al. 1988; Herrera y Ferandez-
Delgado 1992; Rodriguez-Ruiz 1992), por lo que las edades méximas
encontradas aqui son las mayores. Casselman (1990) sefiala que cuando se
interpreta la edad o el crecimiento a partir de una estructura calcificada, los
resultados no tienen porque coincidir con los basados en otra estructura. Nuestro
estudio es el Gnico que ha utilizado el otolito para estimar la edad en B. sclateri.
Aunque nosotros no hemos comparado varias estructuras, estas diferencias
encontradas con los demés trabajos pueden haber sido también débidas a que por
un lado, con las vértebras es dificil estimar la edad exacta en B. sclateri a partir de
los ocho arios (Lucena y Camacho 1978) y por otro, con las escamas se subestima
la edad en los peces de crecimiento lento, es decir en los méas viejos (Ombredane
y Bagliniere 1992).

Independientemente del lugar, las diferencias en el tamafio entre los sexos
(las hembras fueron més grandes que los machos de igual edad) se debié a una
diferencia en el crecimiento ligada al sexo y no a una mortalidad diferencial. Roff
(1983) clasificé a los peces de agua dulce de América del Norte en tres grupos. En
el primer grupo incluye los machos que son territoriales pero no muestran
cuidados parentales de los huevos y de la descendencia. El segundo grupo incluye
a aquellas especies en las cuales los machos construyen v cuidan el nido. El tercer
grupo consta de aquellas especies cuyos machos no poseen territorio y no cuidan
su progenie. Para este autor, hay una clara asociacién entre el tamario relativo del
macho y su conducta reproductora. Los machos de las dos primeras categorias
son mayores que las hembras, mientras que en la Gltima son méas pequefios. Fl
macho de B. sclateri entrarfa a formar parte del tercer grupo, respecto a su
conducta reproductora y a su diferencia en el tamafio. Este dimorfismo sexual lo
hemos detectado a partir de la primera maduracién, fenémeno que ocurre en
muchas especies y sobre todo en ciprinidos (Mann 1991). Los machos de B.
sclateri alcanzan su madurez sexual un afio antes que las hembras, esto quiere
decir que ellas poseen un afio més donde el crecimiento sélo es somético. Pero, si
por regla general se asume que la hembra gasta mucha més energia en la
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maduracién de sus génadas que los machos (Wootton 1990), éCémo se explica
que éstos crezcan menos? ¢Es suficiente ese afio extra de las hembras para
producir el dimorfismo sexual en el tamario?

Creemos que la conducta reproductora de los machos es en parte
responsable de un mayor gasto energético de éstos en la reproduccién; la
formacién de agregados cortesanos y no cortesanos, probablemente requieran un
incremento en los costes energéticos, y ademds pueden limitar la entrada de
alimento. Suponiendo que la conducta sea similar a la descrita para B. barbus por
Baras (1992) y Poncin (1993). Pero nosotros hemos podido descubrir con el
estudio de los &cidos nucleicos, que efectivamente los machos invierten menos
energia hacia sus génadas, pero también hacia su musculo esquelético. Ademds,
el afo extra le permite a la hembra mantener mucho més tiempo el predominio
del reclutamiento de nuevas fibras musculares, sobre el aumento del tamario de
estas fibras. Esto le confiere a la hembra un nimero mayor de fibras que pueden
crecer, y si a esto le unimos que la hembra invierte més energia hacia el muasculo
esquelético, el resultado serd que los tamarios qlie alcanzan son mayores.

Por otro lado, hemos confirmado la mayor sensibilidad de los métodos
bioquimicos sobre los tradicionales. El uso de los &cidos nucleicos nos ha
permitido detectar procesos de crecimiento que con los métodos gravimétricos no
fueron detectados. Por ejemplo, el aumento de peso del higado comparte
temporalidad con los aumentos en la concentracién de ARN por célula
(ARN/ADN), pero de una manera puntual; ya que en otros momentos del afio, se
detecté actividad hepética que no producia variaciones en el peso del higado.
Esto dltimo esté relacionado, junto con los resultados de los &cidos nucleicos del
miusculo, con una de las mas importantes novedades que creemos aporta nuestro
estudio, el uso del los &cidos nucleicos nos permite descubrir que en general, el
pico de productividad del sistema mediterrdneo en primavera, lo utilizan los
adultos para reproducirse y recuperarse de la reproduccién, y el de otofio para
crecer; mientras que los juveniles utilizan los dos picos para crecer.

El crecimiento neto que descubrimos a principios de otofio estd unido al
mayor crecimiento de la banda opaca del otolito, que detectamos con el andlisis
del incremento marginal. Esto apoya la idea de que la banda opaca en el otolito
de B. sclateri corresponde con una zona de crecimiento rdpido y que
posiblemente estarfa formado por incrementos diarios mas anchos que la zona
translicida (Morales-Nin 1987, 1989; Morales-Nin y Ralston 1990). Ademés estos
resultados indican que el crecimiento del otolito y la formacién de las zonas, no
estén sélo bajo el control de la temperatura del agua, sino de la combinacién de
varios factores (Beckman y Wilson 1995). Por ejemplo, en un principio
pensébamos que los otolitos de los ejemplares capturados en el arroyo de
Bocaleones, podrian no mostrar una alternancia clara de anillos translicidos y
opacos, debido a la menor variacién en el régimen térmico del arroyo. Pero los
resultados han mostrado que no exiten diferencias en la formacién de los anillos
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con respecto a la poblacién del rio Guadalete; los pequefics cambios diarios en la
temperatura y en otros factores, son suficientes para influir en la microestructura y
microquimica del otolito y por tanto influir en la formacién y crecimiento
macroestructural del mismo (Morales-Nin com. per.). Este mismo fenédmeno
ocurre en algunas especies de peces tropicales sujetos a ambientes constantes y
no estacionales (Morales-Nin 1994; Fowler 1995).

La combinacién de los 4cidos nucleicos y del otolito ha sido usada en los
estudios de crecimiento en peces (Kalish 1989; Hovenkamp 1990; Hovenkamp v
Witte 1991), porque parece que el crecimiento diario del otolito vy la tasa de
ARN/ADN estdn afectados por los mismos mecanismos (Ueberschiar y
Clemmensen 1992). Esto determina que, por ejemplo, el uso conjunto de los dos
seria un buen método para futuros estudios del reclutamiento de B. sclateri; ya
que como sefialan Moksness ef al. (1995), por una parte, la técnica del ARN/ADN
podria ser usada para identificar larvas moribundas, y por otra, las técnicas sobre
la microestructura del otolito de las larvas de més edad, podrian ser usadas para
retrocalcular sus tamarios en fechas anteriores. También con estas dos técnicas y
con la utilidad potencial del otolito en los estudios de biocronologia, que hemos
puesto de manifiesto en este trabajo, nos permite planificar estudios més precisos
en las relaciones entre los cambios diarios del ambiente y el crecimiento diario del
pez.

El crecimiento de B. sclateri es un proceso plastico, tanto por las diferencias
entre sexos como por las interpoblacionales, que puede cambiar
considerablemente en respuesta a factores ambientales. Hemos visto que por una
parte, las hembras del arroyo de Bocaleones aunque maduren un afio antes que
los machos, no muestran una diferencia de tamafio tan grande con éstos, como
las del rio Guadalete. El arroyo de Bocaleones posee una menor disponibilidad de
alimento que el rio Guadalete, a pesar de mostrar una estabilidad ambiental
mayor (Prenda 1993). Pero aunque este crecimiento pueda ser modificado por el
ambiente, no es del todo un cambio azaroso, sino que el pez muestra un alto
grado de conservacién de los patrones de crecimiento especificos de su especie
(Weatherley 1992). Hemos visto que nuestros datos de crecimiento se han
ajustado muy bien a la funcién de von Bertalanffy, la cual se basa en un modelo
determinista del modo de crecimiento (Radtke y Hourigan 1990), pero los
pardmetros de la funcién varian entre sexos y entre poblaciones. Asi, los
individuos del mismo sexo (componente genético) muestran la misma & de la
funcién de von Bertalanffy y distintas L.; es decir, cada sexo muestra una misma
tasa de desarrollo (Jobling 1995), v el ambiente es el que determina la longitud
méxima, que en definitiva es una medida del crecimiento acumulado del pez
durante el transcurso de su vida.

Todos nuestros resultados estén en la linea de los modelos de distribucién
de recursos hacia el crecimiento y reproduccién, propuestos por Roff (1983) y
Kozlowki y Uchmanski (1987). Estos modelos asumen que existe una cantidad fija
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de energia (surplus energy) que puede ser canalizada hacia el tejido somético y
gonadal (Ware 1980). Este excedente es la energia que “sobra” después de que el
pez utilice la energla neta obtenida del alimento para su metabolismo
fundamental y para su movimiento (Hiyama y Kitahara 1993). En un trabajo
reciente sobre las mismas poblaciones de nuestro estudio, Prenda y Granado-
Lorencio (en prensa) encontraron una correlacién positiva entre la tasa de
movimiento y el crecimiento en la poblacién del arroyo de Bocaleones, mientras
que no encontraron tal correlacién en la del rio Guadalete; en esta dltima la
correlacién fue entre la tasa de movimiento y el tamafio del pez (metabolismo
basal). Estos autores argumentan que por una parte, en la poblacién del rio
Guadalete cualquier incremento de la tasa de movimiento que supere a las
demandas metabdlicas del tamafio, tenderd a producir una reduccién en la
ganancia neta; y que en la poblacién del arroyo de Bocaleones el crecimiento del
pez aumentard si éste incrementa su tasa de movimiento. Nuestros resultados
muestran claramente, que la poblacién del rio Guadalete aumenta su excedente
de energia (surplus energy), v por tanto el crecimiento y la reproduccién, por lo
que es capaz de controlar que su tasa de movimiento nunca exceda de los
requerimientos metabélicos. También encontramos, que la poblacién del arroyo
de Bocaleones no es capaz de aumentar su excedentes energéticos simplemente
con los movimientos. De esta forma el arroyo de Bocaleones, aun mostrando una
mayor estabilidad ambiental, influye mé’s negativamente en el ciclo de vida de B.
sclateri,

Podemos concluir, que aunque asumamos que la distribucién de energia
hacia el crecimiento, supervivencia y reproduccién es un mecanismo fisiolégico
invariante (fijacién filogenética), las estrategias del ciclo de vida de B. sclateri no
pueden ser explicadas sélo desde este punto de vista. Las diferentes adaptaciones
a las condiciones ambientales (bidticas y/o abidticas) encontradas en las dos
poblaciones de B. sclateri, se pueden considerar como respuestas conducentes a
optimizar el reparto de recursos a las tres funciones. Y conocer la relacién entre
este reparto y la Eficacia Reproductora resultante del mismo (fitness), nos ayuda a
calcular el grado de optimizacién del ciclo de vida de la especie. Pero encontrar
diferentes fitness, no significa necesariamente distintos grados de optimizacién (De
Jong 1994). Nuestros resultados nos indican, que la poblacién del arroyo de
Bocaleones muestra un menor crecimiento y posiblemente, una menor eficacia
reproductora; pero esto no significa que esta poblacién optimice peor los recursos
que la del rio Guadalete, es que en este dltimo lugar los recursos estdn menos
limitados.



Conclusiones

El otolito, v en concreto el /apillus, es una estructura vélida para los
estudios de edad y crecimiento de Barbus sclateri. En este otolito, una
banda opaca y una translicida se forman en diferentes momentos del
ano y la combinacién de una y otra es de naturaleza anual.

Las variables que definen el tamafio del otolito (radio, didmetro y peso) y
del pez (longitud y peso) pueden usarse como estimadores de la edad
individual. Pero para obtener mayor exactitud en la edad, es maés
recomendable contar los annulli del otolito. El peso del otolito es capaz
de discriminar la edad cuando la diferencia de ésta entre los individuos,
es igual o mayor a dos arios.

En cuanto al retrocélculo, hemos podido comprobar que los métodos de
Fraser-Lee dan resultados satisfactorios y en concreto, el de la
Interseccién Biolégica. También la utilizacién de los annulli més recientes
aumenta el grado de precisién del retrocélculo, ya que el crecimiento del
pezy la edad influyen en el crecimiento del otolito.

El uso del otolito nos ha permitido conocer que el ciclo de vida de las
poblaciones de Barbus sclateri estudiadas por nosotros, se caracteriza por
un crecimiento lento y una vida relativamente larga. Los machos
maduran entre los 4 y 5 afios, y las hembras entre los 5 y 6 arios. El
dimorfismo sexual en el tamafio encontrado en esta especie, se debe a
una diferencia en el crecimiento entre los sexos y no a una longevidad
diferencial.
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11.

CONCLUSIONES

El estudio de los &cidos nucleicos es una técnica capaz de valorar la
distribucién de los recursos de Barbus sclateri hacia el crecimiento, la
supervivencia vy la reproduccién. Con este método hemos podido
detectar cambios en el crecimiento y la reproduccién, no revelados con
los métodos gravimétricos tradicionales.

La temperatura por si séla no puede considerarse que influya en la
concentracién de los &cidos nucleicos. Por tanto, los mecanismos
homeostaticos del pez frente a la variacién estacional de la temperatura
del agua, no es capaz de enmascarar las variaciones temporales e
interpoblacionales, debidas a procesos de crecimiento, encontradas en los
acidos nucleicos.

El crecimiento en ambos sexos disminuye en el momento de la
maduracién sexual. En las hembras se debe principalmente a la mayor
inversién detectada hacia las génadas y en los machos, con una inversiéon
gonadal menor, posiblemente se deba a un gasto mayor en las
actividades asociadas a la freza.

La dindmica del crecimiento muscular y el momento de maduracién
influyen de una forma importante en las diferencias del tamano entre
sexos. En general, esta dindmica confiere a esta especie un crecimiento
potencial, que tiene que ser acompanado por una entrada y una
distribucién éptima de los recursos, para que el crecimiento muscular
consiga sus niveles maximos.

Hemos comprobado que la concentracién de los acidos nucleicos en el
higado nos permite interpretar mejor los procesos de crecimiento
muscular. Pero ademds, es capaz de reflejar actividades de crecimiento
que estan teniendo lugar en otras partes del organismo, como por
ejemplo, la maduracién gonadal. En este caso, los acidos nucleicos de las
génadas también nos ayudan en entender mejor su propia dindmica de
crecimiento.

En un rio de régimen térmico mediterrdneo, como es el rio Guadalete, el
crecimiento neto se produce a principios de Otofio. Un cambio sustancial
en las condiciones que produzca una mayor estabilidad ambiental, como
ocurre en el arroyo de Bocaleones, produce un tiempo més amplio de
crecimiento, aunque esto no suponga necesariamente un crecimiento
final mayor.

En las dos poblaciones de Barbus sclateri estudiadas, la forma de
distribuir los recursos hacia el crecimiento, la supervivencia y la
reproduccién, definido por la estrategia de la especie (fijacién
filogenética), es modificada por las caracteristicas ambientales (factores
bibticos y abidticos) del tramo fluvial donde se encuentre, con el fin de
optimizar su ciclo de vida.
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Procedimiento para secar y desengrasar el tejido

Los pasos para este procedimiento fueron los seguidos por Bulow

(1970).

1. El tejido fue sumergido en una mezcla de cloroformo-metanol al 2:1,
tapados, y agitados autométicamente (Liofilizador Virtis FM-5 SL) durante
12 horas.

El liquido fue cambiado y las muestras agitadas otras 12 horas.
. El liquido fue reemplazado con éter y agitado durante 24 horas.

. El éter fue extraido y las muestras secadas al aire durante 24 horas

U W N

. Las muestras fueron congeladas y posteriormente liofilizadas (nombre del
liofilizador)

6. El tejido completamente seco y desengrasado fue pulverizado con
nitrégeno liquido y guardados en tubos tapados y debidamente
etiquetados.

Después de los pasos 5 y 6, las muestras pueden ser guardadas en un
estado deshidratado y desengrasado (DFFT) por un largo periodo de tiempo.
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Procedimiento para la extraccion de los Acidos
Nucleicos totales

Los &cidos nucleicos fueron extraidos juntos del tejido seco y
desengrasado (DFFT) por el método de Webb y Levy (1955), pero con una
extraccién previa con acido Tricloroacético (TCA) frio (Bulow 1970).

1. Se mezclé 100 mg de DFFT de miisculo, o 30 mg de DFFT de higado o
génada (siempre que fue posible) con 3 ml de TCA frio al 5% en tubos de
centrifuga.

2. Se enfrié durante 12 horas, se mezcld, centrifugdé a 4000 r.p.m. durante 10
minutos, v se tir el sobrenadante. Posteriormente se afiadié otros 3 ml de
TCA frio al 5%, se mezcld, centrifugd y se volvié a tirar el sobrenadante.

3. Se afiadié 3 ml de TCA frio al 5%, se mezcld, se cubrieron los tubos con
canicas e incubaron a 90 °C durante 30 minutos. Es preferible tapar los
tubos con canicas para prevenir pérdidas por evaporacién, pero permitir la
expansion gaseosa.

4. Inmediatamente después de los 30 minutos, se pusieron los tubos en un
~ bafio de agua fria.

5. Después de enfriarlos, a cada tubo se le afiadié 3 ml de TCA frio al 5% y
se mezclaron.

6. Los tubos fueron centrifugados durante 15 minutos y se les retiré el
sobrenadante con mucho cuidado, dejando el resto de tejido insoluble en
el fondo.

7. El sobrenadante que contiene los acidos nucleicos combinados fueron
guardados en tubos en condiciones de frio.
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Preparacion de los patrones de ARN y ADN

. 100 mg de estdndar de ADN (Esperma de salmén, Sigma Chemical),
fueron puestos en un tubo largo de cristal con 5 ml de agua destilada y
calentados hasta que se disolvié por completo.

. Se afiadié 10 ml de TCA al 5%, se calenté a 90 °C durante 60 minutos,
tapando los tubos con canicas.

. La solucién fue enfriada y aforada a 200 ml con TCA al 5%.

4. Este procedimiento es similar para el ARN. Utilizando como estdndar

higado de ternera (Sigma Chemical).

. Estas soluciones patrones fueron guardadas en condiciones de frio.
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Determinacién del contenido de fésforo total de las
soluciones patrones de acidos nucleicos

1. Para establecer las concentraciones exactas de las soluciones patrones, se
determiné el fésforo total por el método de Murphy y Riley (1962)
modificado para autoanalizador Technicon AAIl por Technicon Industrial
System, después de una digestién con persulfato (Prepas y Rigler 1982).

2. En un tubo de pirex se le anadié a 2 ml de la solucién patrén de los 4cidos
nucleicos, 2 gr de persulfato potésico y 2 ml de 4cido sulfirico SN. 2 ml de
TCA al 5% se utilizaron como blancos.

3. Se llevé a ebullicién, agitindolo periédicamente bajo una campana
extractora durante aproximadamente 20 minutos. Se le afadié agua
destilada cuando lo necesité y se tuvo mucho cuidado con los vapores.

4. Se neutraliz6 a pH 7 con NaOH y é&cido sulfirico. Se aforé con agua
destilada a 50 ml.

5. Se utilizé un autoanalizador Technichon AAII para la determinacién final
de fésforo.
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Determinacion colorimétrica de la concentracién de
ARN-P

Para la determinacién del ARN-P se siguié el método del orcinol de

Lusena (1951), modificado por Schneider (1957) v descrito por Buckley y
Bulow (1987).

Preparacién del reactivo de orcinol

Inmediatamente antes de usarlo, se disolvié 1 g de orcinol puro en 100

ml de HCl que contenia 0,5 g de FeClg.

Método para el desarrollo del color del ARN-P

1.

Dos réplicas por muestra de 0,5 ml del extracto de acidos nucleicos y de
las soluciones patrones de ADN y ARN fueron puestos en tubos de cristal.

2. Se le afnadié 1,5 ml de agua destilada y 2 ml del reactivo de orcinol.

3. Un blanco de 2 ml de agua destilada y 2 ml del reactivo de orcinol fueron

también preparados.

Los tubos fueron cubiertos con canicas y calentados a 90 °C durante 60
minutos.

Después se enfriaron en un bafo de agua fria y la densidad 6ptica fue
registrada contra el blanco a 660 nm en un espectrofotémetro Hitachi U-
2000 (El color que se desarrolla es verde-amarillo). Se comprobé el ADN
en la reaccién del orcinol usando el patrén de ADN, para ver si hubo
interferencias en el desarrollo del color con el ARN. Las densidades épticas
fueron registradas como la media entre las dos lecturas
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Determinacion colorimétrica de la concentracién de
ADN-P

Para la determinacién del ADN-P se usé la modificacién de Burton del
método de la difenilamina (Burton 1956 en Buckley y Bulow 1987).

Preparacion del reactivo de la difenilamina.

Se disolvié 1,5 g de difenilamina en 100 ml de 4cido acético glacial y
1,5 ml de &cido sulftirico concentrado. Inmediatamente antes de usarlo, 0,5
ml de acetaldehido acuoso (2,1 ml de acetaldehido por 100 ml de &cido
acético) fue anadido a la mezcla de difenilamina. Este reactivo de
difenilamina fue preparado justo antes de su uso.

Preparacion del acido perclérico (1 N)

Se afiadié agua pura a 83,5 ml de 4cido perclérico (70%) aforandolo a
1 litro.

Método para el desarrollo del color del ADN-P

1. Dos réplicas por muestra de 0,5 ml del extracto de &cidos nucleicos y de la
solucién patrén de ADN fueron combinados con 1 ml de 4cido perclérico
1IN y 2 ml del reactivo de difenilamina.

2. Un blanco fue preparado reemplazando el extracto de écido nucleico por 1
ml de TCA al 5%.

3. Los contenidos fueron mez:!ados y los tubo calentados a 30 °C durante 18
horas.

4. La densidad éptica fue med:: ¢ ““¥) nm en contra de un blanco en un
espectrofotémetro Hitachi U-2000 {El color que se desarrolla es azul claro).
Las densidades épticas fueron registradas como la media entre las dos
lecturas
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