| =

CIENCIA, 1(1) (1993), 13-25
Maracaibo, Venezuela

El efecto delainteraccion entred cadmio,
lasalinidad y |la temperatura sobr e el desarrollo
larval de Mithrax verrucosits Milne Edwards 1832

(Crustacea, Decapoda, Majidae).

Isabel Rengel de Zambrano® , Kit ('huugz, Juan Bolm’iossy José !"m'uu'l'l4.

! Faculiad Experimerndal de Ciencias, Departamento de Biologia, Universidad del Zulia.
Maracaibo, Venezuela ® 2 Instituto Oceanogrdfico. Universidad d e Oriente, Cumand,
Venezuela » 2 Instituto de Investigaciones Marinas, Universidad de Oriente, Boca de Rio.
Estado Nueva Esparia, \enezuel a. » * Instituto Universitario Tecnolégico, Cumand, Venezuela.

Recibido: 27-04-93 Aceptado 0706413

Resumen

Se estudio el desarrollo larval del cangrejo marino Mithrax verrucosus Milne Edwar ds1832, con €
propoésitodedeter minar el efecto de vanascombinaciones dc temperatura, salinidad y cadmio sobre |a
frecuenciadc muday.laduracion de su vida larval. El disefio experimental fue un factorial de 5 x
con salinidades de 20, 25, 30,35 y 40 temperaturas deY’, 26 y 30 °C y concentraciones de cadmio
dc(, 50y 150 pg/ L. Seempled la metodologia superficie-respuesta para describir Iris efectos individuales
e interactuantes de |oStres factores sobre |a frecuencia de muday la duracion del desarrollo larval. En
presencia de cadmio se evidencié un significativo retardo en la duracidn dc los estadios zoeales y
megalopa para cada regimen desalinidad y temperatura. La tasa de desarrollo maxima o dias minimos
dc desarrollo para cadaunodelosestadiog 2zoea y 1 megalopa) se consiguieron a 31 o/ooy 28 °C (zoea
1);340/00y 30 °C (20ea 2);y 32 0/ooy 25 °C {megalopa). A| disminuir o incrementar estos éptimos, las
larvas retardaron € tiempode muday permanedieron mas tiempoen sus respectivos estadios;..

Palabr asclaves: cangrejo; marino; tropical; larvas; cadmio; superficie-respuesta.

| nter action effect & cadmium, salinity and temperature
on thelarval development & Mithrax verrucosus Milne
Edwar ds 1832 (Crustacea, Decapoda, Majidae).

Abstract

Thelarval development of the marine crab Mithrax verrucosus Milne Edwar ds 1832 was studied to
determine the effect of the combination of temperaturc, salinity and cad miunvon thefrecuency of molting
and larval cycle duration. Experimental desing followed a5 x 3 x 3 factorial with temperatures of 22,26
and 30 °C, salinities of 20, 25, 30, 35 and 40 o/c0 and cadmium concentrations of 0, 30y 150 pg/L. A
response-surface metodology was used to describe individual and group effects d thc three factors
mentioned on the molting frequency and complete larval development. A significant decrease in the
number of days was observed in the zoeal stages and the megalopa stage regarding the varios

* Enviar correspondencia a: 1. Rengel de Zambrano. Departamento de Biologia. Universidad del Zulia. Apartado
Postal 526. Maracaibo 4011, Venezuela
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y la lemperalira obie ol desarrollo larval

combination of salinity and temperature. The maximum and minimum rate ot development for cach
ph.‘m*{? zoea and 1 megalopa) were found at 31 o/oo and 28 °C (zoca 1); 34 o/ooy 30 "C (zoea 2y and
32 o/00 and 25 °C (megalopa). Following variations in the optimum values obtained, the larvaes
exhibited larger developmental stages.

Keywords: marine; crab; tropical; larvae; cadnuum; response-surface

Introduccion Mithrax verrticosus ¢S Un cangrejo, que por

sus caracteristicas biologicas v ecologicas, ha si-

En la actualidad existe un gran interes e do considerado como susceptible a cultivos(13)
estudiar los efectos de los metales pesados sobre En el presente trabajo se presentael estudio sobre
los organismos marinos, va que estos elementos el efecto producido por ol cadmio, la salinidad v
han ido incrementandose peligrosamente a con la temperatura en la frecuencia de muda, v el
secuencia del vertido extensivo de materiales de |‘L’Fll't1\‘ del desarrollo larval de esta espeae
desecho v efluentes industriales v urbanos on Ademas se determinaron las salinidades y tem

zonas estuarinas, costeras v oceanicas (1), Enlre peraturas optimas para cl desarrollo de las larvas

los contaminantes imorganicos que entran a estos en sus diferentes estadios para la obtencion de

ecosistemas, uno de los mas peligrosos para la datos ecologicos importantes para cualquier

vida acudtica es el cadmio v sus derivados, debn plan futuro de maricultura con esta especie.

do al dano que causan a larvas de crustaceos v a

otros organismos marinos. Muchos estudios han Material v Métodos
1= (e 1 - ’

demostrado la acamulacion selectiva de los me

tales pesados en los organismos acuaticos y sus Se recolectaron hembras ovigeras de Mith
efectos toxicos. Los trabajos recientes le dan mu rax verrucosus durante los meses comprendidos
cha importancia a las respuestas bioquimicas v entre Enero v Junmio de 1990, en tondos sublitora-
fisiologicas que exhiben los organismos por ex les rocosos de la punta "Las Cabeceras” en la Isla
posiciones subletales del melal, mientras que el de Cubagua, Estado Nueva Esparta, Venczuela
significado ecologico potencial para las poblacio (Figura 1), mediante buceo autonomo a una pro
nes ha sido menos investigado fundidad de 1 a 3m aproximadamente. La sali-
La temperatura v la salinidad son dos de los nidad v la temperatura del sitio de recolecaon
factores ecologicos mas importantes en la vida de fueron de 350/00 v 22-26°C |, respectivamen-
los organismos marinos v caracterizan de manc te
ra muy marcada las propiedades fisicoguimica: Los cangrejos se colocaron individualmen-
de un cuerpo de agua dado. Se ha demostrado la te en acuarios de vidrios de 251 de capacidad, a
existencia deuna verdadera interrelacion entre 1o una salimdad de 35 0/ oo, temperatura de 22 - 24
lvn]lu‘['dllll'i‘:,]‘I.‘-id|illlm|‘ll| v las funciones biolog G Inlnp:-rn-dua de 12 h luz - 12 h oscundad v
cas. La relacion termo-salina influye nofable pH de 80 -8.2; en estas condiciones se logro la
mente v de hecho puede modificar los efectos ceclosion de los huevos o nacimuento de las larvas
que produce la toxicidad de los metales pesado: como zoea 1. Los cangrejos adultos se alimenta
en los organismos marinos (2), El efecto sinergis ron con una dieta comeaal (Truchanna, Marca
tico entre temperatura, salimidad v cadmio y/u Protinal) v algas macroscopicas marinas de la
otros melales pesados, al igual que su impacto ¢n especie Ulva fasciata. Diariamente se extraia ol
larvas, juveniles y adultos de crustaceos v otros alimento no consumido y los productos de dese
organismos marinos y estuarinos estan bien do cho en cada uno de los acuarios v se reemplazaba
cumentados en la literatura. No obstanle, la ma la tercera parte del volumen del acuario poragua
yoria de estos estudios se han realizado von o de mar manteniendo siempre las condiciones
pecies de ambientes Inos o templados (3, 4, ° fistcoquimicas antes senaladas Para prevenir la

6-12). contaminacion bacteriana, se agregaba al agua

los antibioticos Estreptomicina v Quenucitina
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Figura 1.

(cloranfenicol) (Phizer-5(K) mg), diariamente y a
una concentracion de 25 pg/mL v 5 pg/ml., res-
pectivamente. La primera etapa experimental se
inicié con las larvas en estadio de zoea 1. Se
colocaron 10 larvas en recipientes de vidrio de
150 mL de L‘apacidml, previamente acondiciona-
dos con 100) mL de agua a las salinidades experi-
mentales. El diseno experimental usado para este
estudio fue un factorial de 5 x 3 x 3, con salinida-
des de 20, 25, 30, 35 y 40 o/ 00, temperaturas de
22, 26 y 30 °C, y concentraciones nominales de
cadmio de 0, 50 y 150 pg/L, preparadas a partir
de una solucién concentrada de 10000 mg/L de
CdCl2.H20 (Merck). Las temperaturas se logra-
ron en cabinas especiales con termoreguladores
Haak E52, leyéndose en termometros con una
apreciacion de 0.1 °C. La salinidad se midi6 con
un refractometro de campo con apreciacionde 1
o/o0o0 (Golbert T/S American Optical Instru-
ments Co.). Con el diseno factorial (5 x 3 x 3) se
lograron 15 combinaciones para los tres niveles
del contaminante. Cada factor de combinacion se
replico tres veces, totalizando 135 experimentos.
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Ubicacion del area de muestreo (Isla de Cubagua, Venezuela).

A tal fin, se utilizaron 1350.larvas. El cadmio se
agrego a los recipientes de cultivo después de un
periodo corto deaclimatacion delas larvas a cada
régimen de temperatura v salinidad (2 horas)

Diartamente, las larvas se transferian a solucio-
nes de prueba frescas vy almentadas con nauphos
recien oclosionados de Artenua salina. Las reph-
cas se controlaban cada 24 h; ast mismo, la sobre
vivencia, el estadio de desarrollo, el numero de
mudas y los dias de su ocurrencia. Se hiaeron
andalisis de regresion hineal multiple con los datos
de los dias de duracion del desarrollo larval,
transformados en arcoseno de la raiz cuadrada,
usando los tres factores (salinidad, temperatura,
cadmio) en un modelo polinomial de segundo
orden. Se generaron curvas de superficie-res-
puesta, a partir de ecuaciones de regresion sepa-
radas para cada nivel de un factor (cadmio) a un
rango de niveles de temperatura y salinidad. La
reduccion canonica de estas ccuaciones finales
produjo la localizacion y valor absoluto del mi-
nimo periodo de desarrollo en ¢l centro de cada
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superficie (14,15). (Programa SAS para macro-
computadoras).

Resultados y Discusion

Existe una extensa bibliografia acerca de los
electos de la salinidad ydela temperatura sobre
las larvas de braquiuros en regiones templadas.
Sin embargo, los estudios sobre los efectos de
esltas variables ambientales, combinadas con me-
tales pesados, son menos numerosos. Las dife-
rencias en especies, en el tipo de alimentacion y
en las condiciones t.\‘ulngmls impuestas para un
determinado desarrollo larval, dificultan la cOom-
paracion con los resultados obtenidos en condi-
clones tropicales. La literatura actualizada, ma-
voritariamente describe desarrollos larvales a ba-
jas temperaturas y en amphos limites de salini-
dades estuarinas.

Hay evidencias definitivas acerca de la al-
teracion de los tiempos de las diferentes mudas
0, alternativamente, de la duracion de los respec-
tivos eventos y del tiempo total para el desarrollo
completo de Mithrax verrucosus causados por los
efectos individuales e interactuales de la tempe-
ratura, salinidad v del cadmio. El tiempo reque-
rido para alcanzar cada una de las tres mudas,
para el cambio morfologico de zoea 1 a zoea 2
zoea 2 a megalopa (post-larva) v megalopa a
cangrejo 1, estuvo influenciado por la tempera-
tura y por la salinidad. En concentraciones de 50
y 150 pg/L, el cadmio afecto notablemente la
frecuencia de muda en todas las combinaciones
de temperatura y salinidad (Figuras 2 - 4). Para
la primera zoea, la frecuencia de muda v los dias
de duracion del desarrollo fucron mas tardios a
bajas salinidades y temperaturas. La temperatu-
ra y su interaccion con la salinidad afectaron
significativamente el desarrollo, en relacion al
numero de muda v al tiempo requerido para que
las zoea 1 se transformaran en zoea 2 (Ca. a
temperaturas de 30 °C y salinidades mas altas).
La mdxima tasa de desarrollo o menor tiempo
requerido (2,6 dias) se registro a 31 /00 de sali-
nidad y 28 °C. Este mismo tiempo se puede lo-
grar en aguas con temperaturas Optimas que va-
rien desde 26 y 30 °C, y salinidades entre 28 v 36
0/00. Fuera de estos limites optimos, los dias de
duracion de las larvas como zoea 1 se van pro-

El efecto de la mteraccion entre el cadmio, la salinidad
vy la temperatura sobre el desarrollo larval

longando (Figura 5a). La reduccién canénica de
las ecuaciones de regresion para la duracién del
desarrollo a las concentraciones de cad mio de 50
y 150 pg/L demuestra que el maximo tiempo,
correspondiente a una tasa baja de desarrollo
para la muda de las zoea 1, se incrementé desde
5,6 dias (en ausencia de cadmio) a 6,4 y 7,3 dias
en la presencia de 50 y 150 pg/L de cadmio. El
amplio rango de temperatura y salinidad para la
maxima tasa de desarrollo de las zoea 1 en ausen-
cia de cadmio se redujo cuando la concentracion
de cadmio se incremento: de tal manera, que con
150 pg de Cd/ L este maximo no existio por el
hecho de que el contorno de la curva superficie-
respuesta se desplazo y se presento dentro de un
estrecho limite de salinidades (Ca. entre 20 y22
0/00)y temperaturas altas (Ca. por encima de los
29°C) (Figuras 5by 5¢). Las salinidades y tempe-
raturas optimas para el tiempo de duracion de
las larvas como zoea 2 (5,1 dias) fueron diferentes
a las requeridas para la transformacién larval de
las zoea 1. La salinidad optima fue mas elevada
(34 0/00) v mas baja la temperatura optima (26
°C), pero la salinidad se presenté con un rango
mas estrecho, interpretandose que la frecuencia
de muda de las zoea 2 para su transformacion a
megalopa fue mas afectada por la salinidad que
por la temperatura. Existe por supuesto un rango
optimo para esos dias de duracion, salinidades
estaentre 31y 37 0/o0y temperaturas entre 24 y
29 °C. Fuera de este rango, los dias de duracion
deldesarrollo se van alargando progresivamente
y se hacen mas dependientes de la salinidad que
de la temperatura, excepto para temperaturas
bajas, donde el periodo de duracion se extiende
dramaticamente, prolongandose el desarrollo en
5 dias mas con respecto al tiempo requerido para
la proxima muda, en condiciones Optimas de
salinidad y temperatura (Figura 6a).

Cuando la concentracion de cad mio se ele-
vo a 50 ug/L, los rangos de temperatura y de
salinidad se estrecharon un poco y se ubicaron
entre 25a 30 °C, y 34 y 40 0/00 (medias 39 0/00
y 28 "C). Este periodo minimo absoluto para la
transformacion de las zoea 2 a megalopase incre-
mento en 6,3 dias, en relacion a los 5,1 dias obser-
vado para esa misma transformacion en ausencia
de cadmio. Por debajo de 30 °C de temperatura
¥ con un rango de salinidad entre 27 y 40 o/ 00,
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Figura 2. Mithrax verrucosus. Comparacion del tiempo de la primera muda para zoea 2 a diferentes

combinaciones de salinidad, temperatura y concentraciones de cadmio.
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Figura 3. Mithrax verrucosus. Comparacion del iempo de la segunda muda para megalopa a diferentes
combinaciones de salinidad, temperatura y concentraciones de cadmio.
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el periodo de duracion de las zoea se alargo en
2,2 dias con respecto a la maxima tasa de desa-
rrollo en condiciones definidas. Por debajo de 27
0/00, y para cualquier temperatura entre 22 y 30
°C, no fue posible la sobrevivencia de las zoea 2
y, por lo tanto, no se registro el iempo de dura-
cién de este estadio (Figura é6b).

Las bajas salinidades en combinacion con
niveles incrementados de cad mio son fatales pa-
ra las larvas de M. verrucosus. Esta situacion pue-
de explicarse en funcion de dos argumentos

En primer lugar, es conocido que a bajas
salinidades el cadmio se encuentra en mayor
proporcion en forma ionica, aumentando su to-
xicidad. Adicionalmente, las larvas a bajas salini-
dades estan sometidas a un "stress" fisiologico, v
tratan de lograr una regulacion hiperosmoti-
ca(16); el cadmio adicionado constituye otro fac-
torde"strees”, fatal para las larvas. Concentracio-
nes de cadmio reportadas como toxicas para or-
ganismos marinos, son generalmente mas altas
que las I"Ti‘hdddh en estos experimentos, en los
cuales la salinidad y el cadmio interactuan siner-
gisticamente en combinacion con la temperatura
y afectan el desarrollo larval de M. verrucosus.
Efectos similares de interaccion con el zinc. 5Se
observaron en larvas del camaron Palacmonetes
pugio (17).

Las temperaturas altas (26 a 30 °C) acortan
del periodo de desarrollo, compensando el efecto
de las bajas salinidades; esto es opuesto al efecto
que logran las bajas temperaturas y salinidades.
El tiempo que las megalopa permanecieron en
este estadio para transformarse a cangrejo 1 tam-
bién fue afectado por la salinidad y el cadmio,
mas que por la temperatura. El tiempo minimo
que se requirio para la proxima muda fuede 11,3
dias a 32 0/00 de salinidad y 25 °C de tempera-
tura, con rangos optimos de 27 a 38 o/oo de
salinidad, y 22 a 30 °C de temperatura. Se aprecia
que la duracion de este ultimo estadio fue afecta-
do considerablemente por la salinidad. Se nota
que dentro del limite de salinidad mencionado,
el tiempo minimo de desarrollo, 11.3 dias, se
alcanzod a un rango de temperatura mucho mas
amplio. En los extremos de bajas y altas tempe-
raturas, sin embargo, el desarrollo completo de
las larvas dentro de ese periodo de dias, fue mas

dependiente de un limite mas ostrecho de salini-
dad. El periodo de duracion de las larvas como
megalopa se prolongo progresivamente y a par-
tir, aproximadamente, de 26 °C hasta 22°Cyde
20 o /00 a 25 o/ 00 de salinidad no fue posible la
sobrevivencia de las postlarvas; por lo tanto, no
se observaron dias de duracion del desarrollo. La
maxima prolongacion de los dias, 13,6 dias, se
observo por debajo y por encima de 27 °C v 27
o/oo desalinidad (Figura 7a). A la concentracion
de 50 pg/ L. de Cd se observo un evidente retraso
en los dias de duracion de las postlarvas. El
minimo periodo absoluto para el desarrollo lar-
val fue de 13,5 dias. Los limites de salinidad y
temperatura fueron mas estrechos que los obser-
vados para las megalopa en ensayos controles.
La influencia muy marcada de la salinidad se
manifesto en el estrecho rango de salinidad que
requirieron las postlarvas para ptldorvi'm'hmr la
muda a primer cangrejo, en comparacion con ¢l
amplio intérvalo de temperatura. Esto se observo
por debajo de 29 o/00 y por encima de 34 0/00
de salinidad. A 37 o/oo de salinidad no se obser-
vo una tasa de desarrollo para este ultimo estadio
para cualquier temperatura entre 22y 30 °C (Fi-
gura 7b). Estos optimos difirieron un poco de los
encontrados para los tiempos de duracion de los
estadios de zoea, pero los tiempos requeridos
para sus respectivas transformaciones a un pro-
ximo estadio se enmarcaron entre 31 y 34 o/00
de salinidad y 26 y 29 °C de temperatura. Com-
parando las condiciones optimas de tempertatu-
ra y salinidad para la mejor sobrevivencia de las
larvas con la de los hempos de duracion, se pudo
comprobar que las megalopas requirieran para
su sobrevivencia de menores salinidad es un tan-
to y de incrementadas temperaturas. Asi, las lar-
vas en su medio natural parecen ser capaces de
seleccionar la mejor combinacion que las con-
duzca a la muda en el menor tiempo. Ademas, la
sobrevivencia y el tiempo de duracion fueron
observados en limites similares, por lo que es
factible suponer que hubo una seleccion de tem-
peratura y salinidad.

La duracion de los estadios de zoea y de
postlarva en M. verrucous se prolongod progresi-
vamente a concentraciones de cadmio de 50 y 150
pg/L. Las condiciones de temperatura y salini-
dad catalogadas como optimas para las tasas de
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Figura 6. Mithrax verrucosus. Diagramas de superficie-respuesta que muestran la prediccion de los dias
de duracion del segundo estadio zocal bajo 45 combinaciones de salinidad, temperatura y
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cadmio. (A) 0.00 pg de Cd*?; (B) 50 pg de Cd**/L; (C) 150 pg de Cd *?/1
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Figum 7. Mithrax verrucosus. Diagramas de supe rfic ie-respuesta que muestr an | Pll‘1|IL cion de los dias
totales de duracion del desarrollo larval bajo 45 combinaciones de salinidad, lemperatura y
7 .2 ; -
cadmio. (A) 0.00 pg de Cd™; (B) 50 pg de Cd™/L; (C) 150 pg de Cd /L.
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El efecto de la mteracciin eribre el cadinio, In salinidad

desarrollo estuvieron restringidas por las exposi-
ciones a concentraciones subletales de cadmio y
a salinidades y temperaturas fuera del rango
éptimo. Las exposiciones al cadmio prolongan el
periodo de desarrollo de una metamorfosis nor-
mal. Exposiciones subletales con zinc entre (1.25
v LIN mg /L retardaron la duracion del desarro-
llo larval de Palaemonetes pugio (17). Las tasas de
desarrollo de las zoeas v megalopas de Rithropa-
nopews Tarrisii fueron mas retardas por mercurio
a bajas salinidades (18). Esto pueda interpretarse
como un patrdn de repuesta de las larvas de
decapodos a cualquier "stress” ambiental. La alta
afinidad que los metales pesados poseen por
enzimas y otras proteinas sugieren que el retardo
en la metamorfosis en M. verrucosus inducida por
¢l cadmio, puede reflejar una modificacion o al-
teracion de las hormonas controlantes o inhibi-
cion de enzimas involucradas en los procesos de
muda, morfogénesis y /o metamorfosis.

Estos niveles de cadmio, responsables de
reducir la viabilidad de las larvas aun en condi-
ciones Optimas de temperatura y salinidad, in-
crementan las tasas de mortalidad. En ambientes
costeros contaminados con concentraciones si-
milares de cadmio, u otro metal, probablemente
las larvas prolongarian su metamorfosis y se re-
duciria su sobrevivencia. Se ha manifestado que
el incremento en mortalidad de las larvas por
efectos de metales pesados puede traer implica-
ciones ecologicas en sus ambientes naturales, ta-
les como reduccidn del numero de larvas dispo-
nibles para repoblar las comunidades, para colo-
nizar nuevos habitats para la especic, o para
reestablecer poblaciones adultas vecinas (17). E
cadmio limita aquellos amplios rangos de salini-
dad v temperatura, dentro delos cuales las larvas
expuestas pueden cumplir su ciclo de desarrollo,
La prolongacion del desarrollo larval en M. o
rrucosis inducida por el cadmio a concentracio-
nes de 150 p /L es cercana a los 7 dias, en condi-
ciones ophimas de salinidad y temperatura. La
prolomgacion de la vida larval, por efecto de
concentraciones muy bajas de metales pesados,
pucde incrementar la fase peligica en el ciclo de
vida de las especies, a periodos durante los cua-
les la predacion puede ejercer una fuerte influen-
cia sobre las especies. La predacion de las larvas
podria reducir el nimero provechoso para el

y la temperatura sobre el desarrallo tarial

reclutamiento dentro de las poblaciones bénticas
o para la dispersion v establecimiento de nuevas
poblaciones en ambientes menos severos (17).

La salinidad y temperaturas dptimas para
cada uno de los estadios larvales de M. rerrce-
sus, los cuales los condujeron al desarrollo deuna
metamorfosis normal se obluvieron a: 31 o/oo v
28°C{(zoea 1}, 34 0/00 y 30 °C (zowa 2} y 32 0/ 00
v 25 °C {megalopal. Las larvas expuestas a con-
centraciones de S0 pg /Ly 150 pp /L, adn dentro
de estos limites dptimos de temperatura y salini-
dad, redujeron su sobrevivencia v all;irgamll s1
periodo larval,
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