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Resumen:

La tellina o coquina (Donax trunculus, Linnaeus, 1758) es un molusco bivalvo de la
familia Donacidae que habita las zonas del submareal somero de los fondos arenosos
del Mar Mediterraneo. A lo largo de estos afos se ha producido un declive en las
poblaciones de Donax trunculus en las costas mediterraneas espafiolas y se ha
propuesto que las causas de este declive son debidas al calentamiento global, la
contaminacién ambiental y la sobrepesca.

La estabilidad de la membrana lisosomal (EML) es un indicador sensible al estado de
salud de los organismos. Este TFM tiene como objetivo el establecimiento del rango de
respuestas basales del biomarcador EML en una especie benténica como D. trunculus
mediante el ensayo de retencion de rojo neutro (RNN) que es un método citoquimico in
vivo basado en la permeabilidad de la membrana lisosomal.

Se investigo la EML en D. trunculus después de la exposicion durante 21 dias a nueve
condiciones combinadas de temperatura del agua (12, 20 y 28°C) y rangos de salinidad
(27-28, 32-33, 37-38), propia del Mar Mediterréneo. Para evaluar los resultados de EML
de los organismos ensayados se usaron los criterios de evaluacion de antecedentes
(BAC) y ambientales (EAC).

Los resultados indican un bajo rango de tolerancia de la especie a temperaturas de
28°C, con un TRRN < 50 min y una mortalidad del 100% a un rango de salinidad bajo
(27-28). Ademas, se han encontrado diferencias significativas tanto en la estabilidad de
la membrana lisosomal como en el indice de condiciéon en funcién de los grupos de

salinidad.
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Abstract:

The wedge clam (Donax trunculus, Linnaeus, 1758) is a bivalve mollusk of the
Donacidae family that inhabits the shallow subtidal zones of sandy bottoms. Throughout
these years there has been a decline in the populations of Donax trunculus on the
Spanish Mediterranean coasts and it has been proposed that the causes of this decline
are due to global warming, environmental pollution and overfishing.

Lysosomal membrane stability (LMS) is a sensitive indicator of the health status of
organisms. This TFM aims to establish the range of basal responses of the EML
biomarker in a benthic species such as D. trunculus using the neutral red retention (RNN)
assay, which is an in vivo cytochemical method based on the permeability of the
lysosomal membrane.

LMS was investigated in D. trunculus after exposure for 21 days to nine combined
conditions of water temperature (12, 20 and 28°C) and salinity ranges (27-28, 32-33, 37-
38), typical of the Mediterranean Sea. To evaluate the LMS results of the tested
organisms, the background evaluation criteria (BAC) and environmental evaluation
criteria (EAC) were used.

The results indicate a low tolerance range of the species at temperatures of 28°C, with
a TRRN < 50 min and a mortality of 100% at a low salinity range (27-28). Furthermore,
significant differences have been found both in the lysosomal membrane stability and in

the condition index depending on the salinity groups.

Key words: D. trunculus, neutral red, biomarker, salinity, temperature.
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1. INTRODUCCION

1.1 Ecologia de la especie

Donax trunculus Linnaeus, 1758 es una especie de molusco bivalvo de la familia
Donacidae tipico de los climas templados calidos del Atlantico y Mediterraneo (Tebble,
1966) (figura 1.1), se distribuye por todo el mar Mediterraneo, el mar Negro (Bayed y
Guillou, 1985), el mar de Marmara (Deval, 2009) y en el océano Atlantico se encuentra
desde las costas de Francia hasta Senegal (Bayed y Guillou 1985, Reyes-Martinez y
col., 2015).

Figura 1.1. Distribucion de D. trunculus. Fuente: Google earth y edicion propia

Esta especie habita en las zonas de alta energia de las playas arenosas desde la orilla
hasta los 20 metros de profundidad, siendo entre 0 y 6 metros de profundidad en el
Atlantico y entre 0 a 2 metros de profundidad en el Mediterraneo su aparicién mas comun
(Gaspar y col., 1999, La Valle y col., 2011). Esta especie presenta una distribucion
batimétrica diferenciada en la que los juveniles aparecen en areas menos profundas y
los especimenes adultos se encuentran a mayores profundidades (Gaspar y col., 2002,
Reyes-Martinez y col.,, 2020). Las posibles explicaciones de esta variacion en la
distribucion se refieren a estrategias para evitar la competencia intraespecifica (Ansell y
Lagardere, 1980), asi como a las influencias actuales e hidrodinamicas, ya que las
larvas se desplazan pasivamente a areas menos profundas (Gaspar et al., 2002).



D. trunculus (conocida también como tellina en la Comunidad Valenciana) es un
componente importante de la macrofauna de las zonas someras de playas arenosas
(Ansell, 1983) donde viven enterradas filtrando fitoplancton y materia organica
particulada en suspension (Wade, 1967). La tellina es una buena filtradora que puede
alimentarse de fitoplancton, detritos de plantas y materiales resultantes de la muerte de
fitoplancton y bacterias, si bien tiene una mayor eficacia de asimilacion con una dieta
basada en microalgas (McLachlan y Defeo, 2018). Este comportamiento alimentario
determina la distribucion vertical de este taxén, que normalmente vive en la zona de
lavado de playas y fondos arenosos poco profundos, donde las condiciones eutroficas

resultan en altos niveles de produccion de fitoplancton (Ansell, 1983).

En cuanto a su anatomia externa (figura 1.2) es una especie inequilatera y ligeramente
inequivalva siendo la valva derecha un poco mas pequefa. Son solidas y cuneiformes.
Presenta una superficie brillante y lisa con coloracion exterior variable con bandas
concéntricas de diversos colores y tonalidades; el interior es de color blanco con areas

violaceas (Tamayo, 2016).

valva derecha valva izquierda
axfariar ~, margen dorsal interior ~y
posterior anterior charnela: dientes y fosetas
umbo o \. ___________________ ° / impronta del masculo
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largura --® aductor posterior crenulado
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Pru

; j o ; escudete

anchura '

Figura 1.2. Detalle del exterior e interior de las valvas. Fuente: Jorge C. Tamayo Goya

La concha es una estructura de una importancia adaptativa esencial para la defensa del
animal que ademas sirve como anclaje y soporte de las partes blandas. Esta compuesta
principalmente por carbonato calcico, que en el manto es transformado en cristales en
forma de aragonito y calcita y depositado en las valvas de manera concéntrica formando

capas (Tamayo, 2016).



En cuanto a la anatomia interna (figura 1.3) de D. trunculus, el cuerpo es de estructura
simétrica bilateral, compuesto por el manto y la cavidad paleal. La cavidad o seno paleal
es redondeado y profundo, es el lugar de acumulacién de agua del organismo, donde
se encuentran los musculos retractores y el pie escondido. El manto es una fina
membrana carnosa en el interior de ambas valvas que recubre las partes blandas del
organismo, los oérganos vitales, es una formacion tegumentaria (epitelio y tejido
conjuntivo) que unida en ciertas partes a la masa visceral juega un papel fundamental

en la locomocién y alimentacién del organismo (Tamayo, 2016).

Concha

) Glandula digestiva
Palpos labiales

Pie
Reborde del manto

Cavidad paleal .
avidad p Génada

Figura 1.3. Anatomia interna. Fuente: Jorge C. Tamayo Goya

1.2 Ciclo reproductivo

Las tellinas presentan sexos separados (machos y hembras) y como son bivalvos se
reproducen externa y sexualmente, es decir, que las células sexuales, como son los
ovulos y los espermatozoides, son liberados al medio marino para ser fecundados y
formar un cigoto, que posteriormente se transformara en una larva veliger (figura 1.4)
(SEMARNAT, 2022, Garcia, 2016).



veliger

2-10d

Adulto maduro
(1-2 anos de edad

Figura 1.4. Ciclo reproductivo de bivalvos. Fuente: SEMARNAT (2022).

El ciclo gonadico (tabla 1.1) de bivalvos se compone de 5 estadios: la gametogénesis
temprana, en la cual se presentan pequefos ovocitos en formacion adheridos a la pared
del foliculo, se inicia en el mes de febrero prologandose hasta mes de junio.
Gametogénesis tardia, con ovocitos bien redondeados con nucleo bien definido, pero
todavia adherido a las paredes del foliculo, presentandose de mayo a junio. Madurez,
donde la mayoria de los ovocitos estan bien desarrollados y libres de foliculo desde junio
hasta septiembre. Desove, los foliculos vacios de ovocitos maduros desde septiembre
a octubre. Estado inactivo, con foliculos vacios, pero con ovocitos residuales que se
reabsorben de diciembre a febrero (SEMARNAT, 2022).

Tabla 1.1 Ciclo gonddico de bivalvos. Fuente: adaptacion propia de SEMARNAT, 2022.

Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre  Enero

Gametogénesis temprana L ’ Madurez Desove
Gametogénesis tardia

Se estima que el desove y la fecundacion en todos los bivalvos puede ocurrir en
cualquier momento, aunque generalmente se ha observado en los meses de junio a
septiembre (SEMARNAT, 2022) y que una vez se ha formado el cigoto, empieza la fase
larval, la cual tiene un periodo de 3 semanas aproximadamente, y segun los estudios
de Shaw y Hassler (1989) indican que las larvas tienen una alta relacién peso/volumen,
con flotabilidad negativa, permaneciendo cerca del fondo la mayor parte del tiempo.
Luego las larvas sufren metamorfosis, se van al fondo y se adhieren a los granos de

arena por medio del biso, dando lugar a un espécimen juvenil.



Sin embargo, en D. trunculus el ciclo gonadico (tabla 1.2) no suele variar en la
distribucion de toda la especie, es decir, que no hay diferencias en el ciclo gonadico
entre los individuos que habitan en diferentes partes del mundo, pero si se observa una
diferencia con el ciclo general de bivalvos respecto a la época en la que ocurre el
estadio. El ciclo gametogénico en D. trunculus comienza a finales de noviembre vy el

desove ocurre entre finales de marzo y finales de agosto (Gaspar y col., 1999).

Tabla 1.2. Ciclo gonddico de la especie D. trunculus. Fuente: adaptacion propia de Gaspar y col., 1999.

Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre  Octubre

Gametogénesis Madurez Desove Inactivo

El desarrollo gametogénico de esta especie indico una actividad de desove continua. La
presencia de gametos en todas las etapas de madurez indica la ocurrencia de desoves
individuales sucesivos. Esto también puede indicar la existencia de un mecanismo
enddgeno que retrasa el desarrollo de algunos gametos (Gaspar y col., 1999). De este
modo, se plantea que existe una estrategia adaptativa en la especie que consiste en
alargar la fase de desove con dos periodos masivos de liberacion de gametos entre abril

y septiembre (Ansell, 1983).

1.3 Sistema inmunitario

El sistema inmunitario de los bivalvos es un tema de estudio muy frecuente en los
ultimos afios debido a un aumento de varias epidemias que esta causando la muerte y,
por tanto, afectando a la supervivencia de las poblaciones de bivalvos (Rodriguez de la
Ballina, 2018). Esta pérdida de supervivencia es debido a epidemias causadas por virus,
bacterias y parasitos puede llegar a ser preocupante para la acuicultura, causando en

ocasiones grandes pérdidas (Gestal y col., 2008).

Sin embargo, los bivalvos son unicos en términos de gestion sanitaria. Existen pocas
herramientas para controlar y reducir el impacto de los agentes patdégenos. Los
moluscos son invertebrados que carecen de una respuesta inmune especifica y de
memoria inmunoldgica y, por lo tanto, dependen totalmente de su sistema inmunoldgico

innato para superar las enfermedades (Gestal y col., 2008).



El sistema inmune de los bivalvos es innato basado en un sistema no adquirido de
reacciones inmunes, a diferencia de los vertebrados que tienen un sistema inmune
adaptativo (Loker y col., 2004). Las barreras externas fisico-quimicas que poseen estos
organismos tales como conchas, mucus con enzimas dotados de actividad bactericida
y el epitelio, constituyen la primera linea defensiva contra patégenos y parasitos; y una

vez superada esta barrera entra en juego el sistema de defensa interno.

El sistema inmune innato, conservado en el reino animal y caracteristico de los bivalvos,
es mediado por componentes celulares llamados hemocitos, los cuales presentan gran
cantidad de lisosomas. Los lisosomas son organulos citoplasmaticos de membrana
unica que contienen mas de 40 clases diferentes de enzimas hidroliticas (como
proteasas, nucleasas, lipasas, etc.) con actividades optimas a un pH &acido. Estas
enzimas son capaces de hidrolizar esencialmente todas las moléculas biologicas, desde
proteinas y acidos nucleicos y nucleétidos hasta azucares y lipidos complejos. Las
funciones de los lisosomas pueden llegar a ser muy diversas, sin embargo, todos los
lisosomas participan en la degradacion del material absorbido por la célula mediante
endocitosis (Moore, 1985; Viarengo, 1989; Mason, 1996). Ademas, también participan
en la reparacion de las valvas, la digestion intracelular, la excrecion y la cicatrizacion de
heridas (Matozzo y col., 2007).

Los bivalvos tienen un sistema circulatorio semiabierto, y los hemocitos estan presentes
en la hemolinfa, la cual es responsable de la defensa del organismo. Se ha demostrado
gue cambios en las condiciones ambientales afectan a los hemocitos en el numero, tipo
y capacidad defensiva (Novoa y col., 2007). Los hemocitos encontrados en bivalvos se
clasifican en dos tipos: granulocitos y hialinocitos, no obstante, no todas las especies de
bivalvos presentan estos dos tipos. Ambos tipos de células presentan enzimas
digestivas y actividad fagocitica, sin embargo, los granulocitos cuentan con gran
cantidad de granulos en el citoplasma (lisosomas) y los hialinocitos tienen escasos o

inexistentes granulos (Matozzo y col., 2007).

Dado que el sistema inmune de D. frunculus se rige como el de cualquier bivalvo,
mediante la funcionalidad y actividad de los hemocitos, estudiar este tipo de células nos
puede proporcionar gran informacion sobre el bienestar y la capacidad de supervivencia

de esta especie (Munariy col., 2019).

1.4 Situacion actual



En cuanto a la pesca, las técnicas que se llevaban a cabo se basaban en la utilizacion
de dragas tiradas por mariscadores a pie en las zonas menos profundad debido a su
distribucion somera, y en aguas mas profundas se utilizaban cuatro dragas remolcadas
por pequenas embarcaciones de pesca artesanal (Ramoén, 1993). Durante muchos afios
las tellinas han representado parte de un grupo importante de la alimentacion y
economia de los habitantes de las zonas costeras de todo el mundo, y de acuerdo con
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) para

el afo 2010 represento el 23.6% del valor total de la produccién pesquera mundial.

Aunque la pesca es una actividad estrictamente regulada, esta sufriendo una crisis ya
que las zonas habilitadas de pesca estan sometidas a una fuerte explotacion, lo que
sugiere que existe una mala gestion (Santos-Martin y col., 2015). La FAO (2016) estimo
que, en 2013, el 31,4% de las poblaciones marinas del mundo estaban sobreexplotadas.
En el caso del Mediterraneo y el Mar Negro, el 59 % de las poblaciones fueron
explotadas de forma insostenible. Asimismo, se estimé que el 60 % de las zonas de

pesca espanolas han podido llegar a colapsar (Santos-Martin y col., 2015).

En la Comunidad Valenciana, la captura de estos bivalvos esta regulada por unas
capturas maximas anuales y diarias, asi como el tamafio minimo comercial (14 mm) y
también por el establecimiento de zonas de pesca, horarios y caracteristicas especificas
de las artes de pesca (GVA, 2016). Debido a estas limitaciones se produjo una drastica
disminucion de las capturas que llevo al cierre de este tipo de pesquerias a principios

de junio del 2015 (Resolucio de la Comunitat Valenciana del 3 de juny, 2015).

Respecto a la contaminacion, las zonas costeras y estuarinas estan en riesgo debido al
estrés creciente causado por actividades antropogénicas como la urbanizacion, la
agricultura intensiva y el turismo de masas. Por lo tanto, las mezclas complejas de
contaminantes presentes en estas zonas son a menudo los principales factores

responsables de la degradacion de la calidad del agua (Tlili y col., 2011).

Un punto importante en la contaminacion es la fertilizacion nitrogenada que se usa en
agricultura citrica que puede contaminar aguas subterraneas que finalmente vierten a
las zonas costeras (Ramos y col., 2002). Al igual que cualquier actividad antropogénica
que tenga relacién con las zonas costeras, como es la urbanizacién, dragados, los
vertidos no tratados o cualquier modificacion de esta puede llegar a afectar a la
biocenosis y, por tanto, tener consecuencias graves en la red trofica que acaben

perjudicando las comunidades de D. trunculus (Escriva, 2020).



Actualmente, segun los estudios de Escriva (2020) de las poblaciones de D. trunculus
en el 2017 se observo una clara disminucion de la poblacion con respecto al 2015, por
lo que las limitaciones y el cierre de la pesqueria no resolvid la disminucion de la
poblacion. En cuanto a la variacion de las variables ambientales del agua con respecto
a la profundidad y distribucion, la variable salinidad no afecta a la distribucién de la
especie, pero variables como la temperatura, los nutrientes, la granulometria y el detritus
(particulas en suspension) afectan a la distribucién espacial de la fauna en funcién de
la profundidad. Por lo que es necesario remarcar la necesidad de llevar un seguimiento
de las poblaciones naturales de D. frunculus para establecer un plan de gestion

adaptativa.

1.5 Bioindicadores y biomarcadores

La contaminacién de origen antropogénico que se esta produciendo en nuestro planeta
esta afectando gravemente a las poblaciones naturales, por lo que es necesario el
estudio y seguimiento para detectar los impactos mas graves que se producen sobre las
especies con el fin de logran una mejor gestion de los ecosistemas. Por esta razén, en
el campo de la toxicologia ambiental es muy popular el enfoque de biomarcadores para

su uso en el monitoreo y evaluacion de riesgos ecologicos.

En ecotoxicologia, los bioindicadores son organismos o comunidades de organismos
que son sensibles a los cambios que en su medio se presentan y que son capaces de
ofrecer informacién sobre estos, suelen responder a la contaminaciéon ambiental
mediante modificaciones en la apariencia o acumulacion de contaminantes. Esta
capacidad depende de los factores genéticos, del propio desarrollo del organismo y de

las condiciones ambientales donde habite (Capo-Marti, 2007, Markert y col., 2013).

En numerosos estudios de toxicologia ambiental es comun que se utilicen especies
bioindicadoras para evaluar la calidad ambiental del habitat, con un enfoque especial en
aquellos habitats afectados por la actividad antropogénica (Moschino y Da Ros, 2016).
Desde la década de los 90, se empiezan a desarrollar numerosas herramientas en
especies bioindicadoras para detectar de manera temprana efectos negativos que
puedan afectar a niveles superiores de caracter generalmente bioquimico o genético,

recibiendo el nombre de biomarcador (Corella y Ordovas, 2015).



Un biomarcador, por tanto, es una variacién inducida xenobiéticamente en componentes
0 procesos, estructuras o funciones celulares o bioquimicos que se puede medir en un
sistema o en una muestra biolégica (McCarty y col.,, 2002), pero definiciones mas
recientes explican que un biomarcador es una caracteristica que se puede medir
objetivamente en distintas muestras bioldgicas y que puede evaluarse como indicador
de exposiciones, de procesos bioldgicos normales o patogénicos (Corella y Ordovas,
2015). Sin embargo, como indicadores cualitativos de la exposicion, los biomarcadores
tienen una utilidad limitada porque la exposicion a menudo puede inferirse de fuentes

de informacion distintas de las costosas fuentes cientificas (Galdies y col., 1999).

Siguiendo este contexto, es importante la utilidad de los moluscos bivalvos como
especies bioindicadoras (Tili y col., 2011; Reyes-Martinez y col., 2020; Escriva, 2020)
para evaluar la calidad de las aguas de las zonas someras, encontrando como principal
especie de bivalvo, la ostra, siendo la mas utilizada, y el mejilléon como segundo mas
usado debido a la distribucion geografica y sus caracteristicas ecoldgicas y fisioldgicas
(bioacumuladores, suspensivoros y sésiles) lo que les permite acumular de manera
significativa pequenas cantidades de particulas de la columna de agua en sus tejidos
(Brock, 1993).

En el presente trabajo se usa D. frunculus al igual que en otros trabajos, como especie
centinela para la contaminacion en ecosistemas de playas arenosas (Tili y col., 2011;
Tili y col., 2019), y dadas sus caracteristicas vitales (suspensivoro, bioacumulador y
sedentario) se le considera un buen bioindicador de la contaminacién (Julian, 2015), ya
gue es una especie que se encuentra expuesta a condiciones ambientales cambiantes

debido a las fluctuaciones del ambiente en la que se encuentra (Escriva, 2020).

1.5.1  Rojo neutro y estabilidad de la membrana lisosomal

La rapida accion de las sustancias quimicas toxicas a nivel molecular y celular hace que
los biomarcadores sean capaces de proporcionar una alerta temprana sobre efectos
contaminantes a largo plazo. Por lo tanto, las respuestas tempranas y las alteraciones
prepatologicas pueden detectarse antes de que se produzcan otras perturbaciones,
como enfermedades, mortalidad o cambios poblacionales (Koukouzika y Dimitriadis,
2005).

En moluscos marinos, la prueba de estabilidad de la membrana lisosomal (EML) del

inglés Lysosomal Membrane Stability (LMS) estima diferencias en la permeabilidad de



la membrana lisosomal, este biomarcador ha sido bien establecido como uno de los mas
confiables de los biomarcadores recomendados en la evaluacion de la calidad del agua
(UNEP, 1997). La EML se ha aplicado en numerosos estudios de campo y laboratorio
aplicados a poblaciones de mejillones (Domouhtsidou y Dimitriadis, 2001, Harrison y
Berger, 1982). Se ha desarrollado un método citoquimico in vivo para evaluar la EML
avalado para mejillones que tiene en cuenta los lisosomas debido a que son organulos
citoplasmaticos de membrana unica cuya condicion es sensible al estrés, ya sea debido
a condiciones ambientales o a la exposicion a una amplia gama de contaminantes
(Martinez-Gémez y col., 2015).

En el presente trabajo se pretende estudiar la estabilidad de la membrana lisosomal en
hemocitos granulares de D. trunculus, ya que son células ricas en lisosomas (figura 5),
y para ello se utiliza el ensayo de retencién de rojo neutro (Neutral Red Retention, NRR)
gue es una técnica aplicada para monitorear las alteraciones en la permeabilidad de la
membrana lisosomal causadas por contaminantes ambientales (Hauton y col., 1998).
La retencién, por parte de la bomba de protones, del color rojo neutro dentro del
compartimento lisosomal a lo largo del tiempo se determina como una medida del dafio
a la membrana lisosomal (Hauton y col., 1998). La utilidad de la prueba NRR para el
monitoreo ambiental es evidente a partir de estudios previos (Fernley y col., 2000) y la
técnica se ha establecido como un indicador sensible para simplificar el periodo de

exposiciéon a contaminantes (Koukouzika y Dimitriadis, 2005).
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Figura 1.5. Hemocitos granulares de D. trunculus, con lisosomas teriidos de Rojo Neutro. Fuente
propia

Sin embargo, la utilidad de este biomarcador en D. trunculus tiene que apoyarse en el
conocimiento de como responde a factores bidticos extrinsecos abibticos e intrinsecos.
Esto se debe al hecho de que la EML es un indicador diagnostico robusto del estado de
salud individual en bivalvos, pero también se ve afectado por factores no contaminantes,
como la temperatura, la hipoxia prolongada, la salinidad, la privacion de alimento o la
fase final de la gametogénesis (Moore, 2012). Por lo tanto, el uso del EML para
monitorizar los impactos de la contaminacion quimica ambiental en esta especie debe
implicar conocer la respuesta del biomarcador EML a la variabilidad de temperatura y
salinidad a la que esta especie pueden estar sometida en su habitat, ya que pueden
actuar como factores cofundadores (“confounding factors”) en la evaluacion de la

respuesta del biomarcador.

1.6 indice de condicion

Para todas las mediciones de efectos bioldgicos dentro del Programa de Monitoreo de
la Comision Oslo-Paris (OSPAR), existe el requisito de informar los parametros
biolégicos de respaldo (Hansson y col., 2017). Estos parametros se usaran para
demostrar que el material investigado es homogéneo y no se ve confundido por mas
variacion de la necesaria. En este trabajo, para facilitar la interpretacion de los

resultados obtenidos con el biomarcador, se utiliza otro tipo de ensayo que evalue los
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efectos bioldgicos como es el indice de condicion. Los indices de condiciéon (IC)
utilizados en acuicultura pueden servir para dos propdsitos, el primero, de caracter
econdémico el cual designa la calidad del producto; y el segundo, de caracter
ecofisiolégico, el cual resume el estado fisiolégico del animal (Lucas y Beninger, 1985)

y es el que se utiliza en el presente trabajo.

El IC es una relacidon matematica que tiene en cuenta la alometria del individuo y se
asocia generalmente a la madurez sexual, buena calidad de vida y buena alimentacion.
Existen diferentes formas de calcular el IC en bivalvos utilizando datos biométricos de
cada tellina, como son el peso del ejemplar, el peso seco de la carne sin valva, el peso
humedo de la carne sin valva, el tamafio de la valva y el peso de la valva sin carne. En
la bibliografia se han descrito varias funciones para calcular el indice de condicion en

bivalvos, como los que se muestran en la tabla 1.3.

Tabla 1.3. Férmulas planteadas para el cdlculo del Indice de condicion para bivalvos. Fuente: Zeng y Yang, 2020.

IC_1 = Peso tejido blando seco (g) il
1™ Longitud de las valvas (cm)
IC 2 Peso tejido blando seco
. Ic, = J (9) 100
Peso valvas (g)
IC 3 Peso tejido blando seco (g)
= Cs = -100
Peso total (g) — Peso valvas (g)
IC 4 Peso tejido blando himedo (g)
- Ic, = -100
Peso total (g)
IC_5 _ Peso tejido blando htimedo (g) e
>~ Peso total (g) — Peso valvas (g)
IC_6 _ Peso tejido blando seco (g) 100
© ™ Peso tejido blando himedo (g)
IC 7 Peso tejido blando himedo (g)
- IC; = -100

7 Peso valvas (g)
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2. OBJETIVOS

Se han realizado numerosos estudios que tratan diferentes aspectos de D. trunculus
tanto en el Mediterraneo como en el Atlantico. Como la mayoria de los bivalvos
filtradores, D. trunculus tiene un papel importante en la bioacumulacién de
contaminantes por estar en contacto directo con el agua, sedimentos y particulas de
alimentos contaminados (Gunther y col., 1999; Miller y col., 2000) de ahi su uso como
especie bioindicadora en la evaluacion del estado de salud de las aguas marinas
(Escriva, 2020).

El objetivo general del presente Trabajo Fin de Master es establecer la respuesta basal
del biomarcador EML en hemocitos granulares del molusco bivalvo D. frunculus bajo
condiciones de salinidad y temperatura controladas en laboratorio, utilizando la técnica

de retencioén de rojo neutro (RNN).

Para conseguir el objetivo general, se parte de la hipdtesis de que la estabilidad de la
membrana lisosomal de los hemocitos de D. trunculus se ve afectada por diferentes
condiciones de temperatura y salinidad. Los objetivos especificos que se plantean a fin

de lograr el objetivo general se detallan a continuacion:

- Objetivo s1: Estudiar el cambio en la estabilidad de la membrana lisosomal a
tres rangos de salinidades consideradas normales (37-38%o), intermedias (32-
33%o) y bajas (27-28%o) a tres temperaturas distintas 12°C, 20°C y 28°C.

- Objetivo s2: Determinar el rango 6ptimo de respuesta de las condiciones de
temperatura y salinidad para la especie D. trunculus usando el bimarcador EML.

- Objetivo s3: Estudiar el cambio del indice de condiciéon entre los distintos
tratamientos de salinidad y temperatura como variable de apoyo al resultado del

biomarcador.
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3. MATERIAL Y METODOS

Se llevaron a cabo tres experimentos con diferentes condiciones de salinidad y
temperatura. Los organismos fueron recogidos en el medio natural, se aclimataron en el
laboratorio y fueron expuestos durante un periodo minimo de tres semanas (21 dias) a
las condiciones experimentales en camaras termostatizadas, con salinidad controlada y
temperatura constante, alimentacion diaria del cultivo de la microalga Isochrysis galbana
y un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad. Cada experimento se realizé
a una temperatura dentro del rango de las que se dan en el mar Mediterraneo: el primero

a 12°C, el segundo a 20°C y el tercero a 28°C (SiteTemperature.info, s.f.).

3.1 Muestreo y disefio del experimento

Los individuos de D. frunculus se recogieron en la playa del Ahuir al norte de la playa de
Gandia, en la provincia de Valencia (figura 3.1).

3

Playa del Ahuir

Gandia

o

s f

Figura 3.1. Localizacion del punto de muestro de la playa del Ahuir en Gandia (Valencia). Fuente: Visor cartogradfic
valencia.
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Para el muestreo se utilizd un rastrillo con red (figura 3.2) cuya luz de malla era de 0,5
cm, aproximadamente. Seguidamente, se separé las tellinas del resto de especies y
conchas vacias y se selecciond aquellas que presentaban una longitud de la valva
superior a 14 milimetros. En el mismo punto de recogida se registré la salinidad y

temperatura ambiental.

Se realizaron un total de tres muestreos en el mismo lugar, pero distinta fecha, con el
objetivo de recoger las tellinas cuando las condiciones del ambiente fueran similares a
las del experimento, por ello el primer muestreo corresponde las tellinas del tratamiento

a 12°C, el segundo al tratamiento a 20°C y el ultimo al tratamiento a 28°C (tabla 3.1).

Tabla 3.1. Relacion entre las fechas de muestreo y el tratamiento que se va a llevar a cabo.

Fecha de muestreo Tratamiento
16 de marzo de 2023 12°C
31 de mayo de 2023 20°C
5 de julio de 2023 28°C

Figura 3.2. Muestreo de D. trunculus en la playa de I'Ahuir (Gandia) con el rastrillo.

Para investigar el efecto de la salinidad y la temperatura sobre la estabilidad de la
membrana lisosomal de los hemocitos, en este estudio ambas variables se consideraron
factores fijos. Cada nivel de tratamiento se ensayé por duplicado (n=25 individuos por
acuario), siendo cada acuario una unidad experimental, los cuales se ubicaron dentro

de una camara termostatizada a temperatura constante. A cada nivel de temperatura se
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ensayaron tres niveles de salinidad, considerada normal (38%o), intermedia (32,5%o) y
baja (27%o), sabiendo que en este rango de salinidades la supervivencia de la especie
no esta comprometida (Reyes-Martinez y col., 2020) (figura 3.3; tabla 3.2).

[ @ @ | @ - . ® o

TRk T % T TR | |/* T

A A @ =IRRNpe 3T =3 7 1A ©
x1N x2N x3l x4l x5B x6B

Figura 3.3. Representacion del experimento a una temperatura. Los numeros representan el acuario, y las letras la
salinidad a la que se encuentran, N: normal, I: intermedia, B: baja. En la figura se observa los filtros de color verde
para cada uno de los acuarios.

Para cada temperatura encontramos tres salinidades por lo que hay un total de nueve

tratamientos a lo largo de todo el experimento (tabla 3.2).

Tabla 3.2. Planteamiento del experimento en nueve tratamientos

Temperatura
12 20 28
(°C)
Salinidad
%) 37-38 32-33 27-28 37-38 32-33 27-28 37-38 32-33 27-28
'00
Organismos
en acuario 25 | 25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25
(N)

Se realizé un periodo de aclimatacién (5 dias) donde los individuos introducidos en los
acuarios partian de unos valores de salinidad y temperatura iguales a los
ambientalmente existentes en el momento de su recogida. Durante el periodo de
aclimatacion, se fue disminuyendo o aumentando diariamente dos puntos la salinidad
(con agua destilada) y dos grados la temperatura hasta conseguir los valores de la tabla
3.2. Una vez aclimatados los individuos fueron expuestos a condiciones de salinidad y
temperatura en los acuarios durante tres semanas (21 dias). Pasado este tiempo se
analizo la estabilidad de la membrana lisosomal mediante el ensayo de retencion de rojo
neutro (RRN).
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3.2 Mantenimiento y control de los individuos en los acuarios.

Para garantizar una correcta calidad del agua, se instalé un sistema de filtracion de 440
litros/hora, con sacos de carbdn activo en su interior y perlon marca Eheim (figura 3.4).
Cada acuario disponia de su propio filtro. Los filtros se apagaban durante 4-5 horas al
dia, durante el periodo de alimentacion para permitir la maxima eficiencia durante la

filtracidon de comida por parte de las tellinas.

uBenfilter | external canister filter
iltre extérieur | filtro exterior

Figura 3.4. Filtro exterior de la marca EHEIM

Ademas del filtro, también presentaban aireador para que el oxigeno no limitara el
desarrollo de las tellinas. Por otro lado, se mantenian limpias las paredes de los acuarios
y las valvas de los individuos, eliminando la acumulacién de las algas con un pincel
cuando se consideraba necesario.

3.2.1 Determinacion de las variables ambientales.
Para llevar un control de la calidad del agua de los acuarios se utilizaban distintos

instrumentos de medida como son la sonda 6ptica proODO YSI para el oxigeno y la
sonda WTW 3320 para la medida de la salinidad (figura 3.5).
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Figura 3.5. Instrumentos de medida usados para evaluar las variables
ambientales. A la izquierda, la sonda optica proODO YSI, a la derecha la
sonda WTW 3320

La sonda optica proODO YSI permitia determinar el oxigeno disuelto (mg/L), porcentaje
de saturaciéon de oxigeno (%) y temperatura (°C), valores que eran anotados
diariamente. Por otro lado, la sonda WTW 3320 permitia medir la salinidad, la cual se

corregia diariamente afiadiendo pequefios volumenes de agua destilada.

3.2.2 Alimentacioén

En cuanto a la alimentacion de las tellinas se elabordé un cultivo de la microalga
Isochrysis galbana (figura 3.6). El cultivo se realiz6 con agua de mar a distintas
salinidades, correspondientes a las salinidades de los acuarios y el volumen usado para
alimentar las tellinas era remplazado por volumen de agua salada autoclavada con

nutrientes para permitir el crecimiento del dicho cultivo.
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Figura 3.6. Cultivo de la microalga I. galbana a distintas salinidades para la alimentacion
de D. trunculus dependiendo del tratamiento.

La racién necesaria para alimentar las tellinas se basé en el peso seco de la carne de
los adultos. Para ello se tuvo que determinar el peso seco en el laboratorio y mediante
la ecuacion detallada, de este modo se obtuvo el peso seco de algas necesario para

una racion diaria por ejemplar adulto.

g de racion por dia por adulto = 3 x peso seco medio de la carne (g)/100

A la hora de tomar un volumen del cultivo de /. galbana para alimentar a D. trucnulus se
tuvo la precaucion de invertir las botellas con delicadeza tras cubrirlas con Parafilm con

el fin de resuspender las células que pudieran haber sedimentado.

3.3 Ensayo de Retencion de Rojo Neutro

La estabilidad de la membrana lisosomal (EML) se midi6 mediante el ensayo de
retencion de rojo neutro (RRN) en hemocitos de D. trunculus siguiendo el procedimiento
descrito por Moore y col. (2004) con modificaciones como se describe en Martinez-
Gomez y col. (2015). El ensayo de RRN es un método citoquimico in vivo basado en la
retencion de un tinte anfifilico y cationico débil, que penetra libremente la membrana
celular. Una vez dentro de las células, este tinte queda unido por protonacion en los
lisosomas y secuestrado por la matriz lisosomal acumulandose en estos organulos, lo

cual permite su visualizacion mediante microscopia de luz directa.
Las membranas de los lisosomas disponen de bombas de protones que transportan de

manera activa H* hacia el lisosoma, manteniendo asi un pH de 5. Este ensayo refleja la
potencial salida del rojo neutro hacia el citosol, debido al dafio en la membrana lisosomal
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y, posiblemente, al deterioro de la bomba de protones de dicha membrana. Cualquier
deterioro en ésta ultima resultara en una reduccion del tiempo de retencién de rojo
neutro dentro de los lisosomas. Es por ello, que el grado de captura de este marcador
depende del pH del lisosoma y de la eficiencia de la bomba de protones asociada a la

membrana.

Los resultados del ensayo de RRN se expresa de dos maneras:

- TRRN: tiempo de retencion de rojo neutro (expresado en minutos), que
corresponde al ultimo periodo de tiempo registrado cuando no hubo evidencia
de pérdida de tinte 0 anomalias lisosomales en mas del 50% de los hemocitos.

- %EML: porcentaje de estabilidad de la membrana lisosomal, que se utilizé para
mejorar la sensibilidad de los resultados aplicando el procedimiento de

puntuacion descrito en Martinez y col. (2015).

3.3.1 Equipos, reactivos y soluciones

Los equipos principales utilizados (figura 3.7) en el ensayo de RRN fueron una camara
de incubacién y un microscopio binocular, ademas de todo el material basico de

laboratorio como son las pipetas, probetas y vasos de precipitados.

Se utilizaron bandejas de incubacion opacas (disponen de una tapa que cierra
perfectamente con la base) con capacidad para albergar 16 portaobjetos. En esas
bandejas se introducia un poco de hielo picado y agua para mantener la temperatura
(<18°C) y humedad ambiental. EI microscopio binocular utilizado fue de campo claro, y
las observaciones fueron realizadas utilizando x200 y x400 aumentos (OLYMPUS
CX21).

Figura 3.7. Equipos utilizados. Izquierda: camara de incubacion. Derecha: microscopio OLYMPUS
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Por otro lado, en cuanto a los reactivos y soluciones que se utilizaron fueron:

- Rojo neutro (RN) con una concentracion/pureza = 90% (CAS 553-24-2)

- Agua de mar filtrada (SW, del inglés Sea Water) con la misma salinidad que la
del tratamiento. El filtro utilizado fue de 0,45 um.

- Solucién madre de rojo neutro (SS, del inglés Stock Solution) partiendo de 28,8
mg de RN disuelto en 1 mL de Dimetilsulféxido (DMSO). Esta solucion era
guardada en el congelador (-25°C) para preparar posteriores soluciones de
trabajo.

- Solucién de trabajo de rojo neutro (WS, del inglés Working Solution) preparada
a partir de 5 mL de agua de mar filtrada (FSW, del inglés Filtered Sea Water) y
10 pL de la solucién madre de rojo neutro (SS). Esta solucion empieza a
precipitar a partir de las 4 horas, por lo que para cada ensayo se prepard una
nueva WS.

- Reactivo de silicona para vidrio y otras superficies (Sigmacote® from SIGMA-
ALDRICH®): para evitar la adhesion celular en las paredes de los microtubos

donde se depositd temporalmente las muestras de hemolinfa.

3.3.2 Extraccion de hemolinfa e incubacion de rojo neutro.

Siguiendo el protocolo descrito en Martinez-Gémez y col. (2015) se llevaron a cabo una
serie de pasos para la extraccion de hemolinfa y la incubacién con rojo neutro validado
para la especie Mytilus sp y puesto en practica en este experimento para la especie D.

trunculus.

La realizacion del ensayo de retencion rojo neutro (RNN) se realiza in vivo, mediante la
extraccion de hemolinfa_desde el musculo abductor del individuo. En la figura 3.8 se
muestra por donde abrir el individuo para la realizacion del pinchazo en el musculo
abductor, siendo el margen dorsal posterior el idéneo para visibilizar el musculo, aunque
también se puede realizar el pinchazo por el margen dorsal anterior, pero con menor
visibilidad.

A continuacion, se detalla paso a paso el procedimiento del ensayo del Rojo Neutro:
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Figura 3.8. Se muestra el lugar por donde se separaron las valvas para realizar la extraccion de hemolinfa

a. En primer lugar, se preparan los portaobjetos, se rotulan y se dibuja un circulo
en el reverso para identificar facilmente el area en la que se observaran los
hemocitos granulocitos (figura 3.9). Luego se llenan los microtubos con reactivo
de silicona, se dejan 10-30 min y se devuelven al recipiente de reactivo. Se
marcan portaobjetos donde se van a depositar las muestras. Cada muestra de

hemolinfa se preparé por duplicado.

Figura 3.9. Preparacion de los portaobjetos rotulados

b. Se separan las valvas con un bisturi por la zona central y se dren6 el agua del
interior del organismo antes de extraer la hemolinfa. En los casos en los que fue
posible, se inserté una punta de pipeta amarilla para mantener las valvas
abiertas (no mas de 1 mm de apertura) durante el proceso de drenaje y

extraccion (figura 3.10).
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c. Con una jeringa y una aguja nueva para cada muestra, se extrajeron 0,1 mL de
hemolinfa del musculo aductor posterior (figura 3.10) con una jeringa
hipodérmica de 1 mL precargada con 0,1 mL de SW filtrada (para diluir la
hemolinfa 1:1 y evitar la aglutinacién celular) equipada con una aguja de calibre
25.

Figura 3.10. Extraccion de hemolinfa con la jeringa.

d. La muestra de hemolinfa extraida con la jeringa se expulsd suavemente en
microtubos siliconados de 1,5-2 mL, habiendo retirado previamente la aguja. Se
homogeneizé suavemente el contenido de los microtubos y se dispenso6 20 uL
de mezcla de hemolinfa/FSW en cada portaobjetos, utilizando una punta de

pipeta limpia para cada muestra y su réplica (figura 3.11).

e\ N 5~ S Q V A ‘
Figura 3.11. Pipeteo de la muestra de hemolinfa en los portaobjetos que se encuentran en las camaras de
incubacion.

e. Tras una incubacion de 30 minutos en oscuridad, se drené el exceso de agua en
la suspension de los portaobjetos, poniéndolos sobre uno de sus lados vy
escurriendo el contenido en exceso. A continuacién, se le afiadieron 40 pL de
solucién de trabajo de rojo neutro (WS) sobre los hemocitos, siendo este el
tiempo 0 del ensayo de RRN. Cada 2’ se afadia WS a la siguiente muestray a
su replicado. En cada ensayo se evaluaron muestras de 8 individuos (16
portaobjetos) ya que es la capacidad maxima de las bandejas de_incubacion
utilizadas.
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Tras 15’ se drena con cuidado el exceso de la solucion de trabajo de RN del
portaobjetos (figura 3.12), seguidamente se le afadia un cubreobjetos y se
colocaba la muestra al microscopio para su observacion. Se repitié el proceso
cada 2’ para las siguientes muestras.

Figura 3.12. Drenaje del exceso de la muestra antes y después de la adicion de la solucion de trabajo de
RN

Una de las réplicas de la muestra se revisaba sistematicamente al microscopio
después de 15, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos de incubacion con rojo neutro.
Debido a la fotosensibilidad del rojo neutro, todos los portaobjetos debian de
mantenerse en oscuridad o baja intensidad luminica. Se examinaban todas las
células del interior del circulo dibujado en el portaobjeto no sobrepasando nunca
los 2 minutos de exposicion a la luz. Las condiciones observadas o anomalias
encontradas en los lisosomas de las células se registraban en una tabla (tabla
3.3).
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Tabla 3.3. Ejemplo de hoja informativa sobre los resultados del ensayo de retencion de rojo neutro (Martinez-
Gomez col., 2015)

Time period 15 30 60 90 120 |150(180| Sumof
weighted | %IMS [NRRT]
Weighting SO
: 1 2 3 4 5
o
o
2 o Bl oo Bl o Ble s Ble o8 =
2 5 e|¥ §o|¥ 5o § S| 5 oKL e
= Z n B8|Z & BlZ o BlZ & Bl|lZ » BlZ|Z
C E £ E: E g g
=
1 + ool + ol + of@l + o+ o ol -| - 0 100 120
2 +» oDl - 2800 - 2861 - s B0 - s B - | - 55 27 15
3 + ool + ool - 21880 - 1 881 - 3 OS] - | - 2 71 30
4 +« o0+ of0l« of0 - 2080 - 5 B8] - | - 33 56 60
5 + OfDH + oB0H + ofnll «+ ofold+ oS0l «| - 0 100 150
6 + 08D+ ol + of]+ ofol - 2 80 - | - 10 87 90
7 - a4l - a8l - s8B - s HEl- 5 Bl -| - 60 20 0
8 + OKOH + oo + oBgl - 3508 - 5 B8 - | - 37 51 60
9 + 0 0|+ 0 O]+ O O]+ O O|+ O O] +] + 0 100 180
10 + oF0H + o0 + of0 + o+ o0l -| - 0 100 120

h. El tiempo de retencién de rojo neutro se registraba estimando la proporcion de

células que mostraban fugas del rojo neutro desde los lisosomas al citosol o

mostraban anomalias en el tamafio y/o color de los lisosomas (figura 3.13). La

réplica de la muestra se observaba una vez determinado el tiempo de retencién

del rojo neutro en la primera réplica. En caso de no observarse perdida de

colorante en mas del 50% de las células en la réplica, se continuaba el ensayo

de RN utilizando la muestra réplica. Con este procedimiento se intentd minimizar

el potencial error causado por sobreexposicion a la luz de las muestras.
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SCORE 0

SCORE 1

SCORE 2

SCORE 3

SCORE 4

SCORE 5

Figura 3.13. Ilustracion de granulocitos de tellina que muestran diferentes patologias asociadas a una puntuacion.
SCORE 0: sin patologia; SCORE 1: agrandamiento lisosomal; SCORE 2: difusion del RN del lisosoma al citosol;
SCORE 3: agrandamiento lisosomal y difusion
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3.3.3 Determinacién del tiempo de retencién de rojo neutro

El tiempo de retencién de rojo neutro (TRRN) correspondia al ultimo periodo de tiempo
donde no se encontraron mas del 50% de los hemocitos con anomalias en los lisosomas

o pérdida del colorante basandose en una determinacién visual.

Si en la muestra, mas del 50% de los hemocitos presentaban el citosol claro sin
evidencia de pérdida de colorante y sin agrandamiento lisosomal, entonces el individuo
se consideraba sano (puntuaciéon 0) y se registraba un signo mas (+) en el cuadro
correspondiente de la tabla 3.3. En el caso de que existiera evidencia de pérdida de
colorante o anomalias lisosomales (agrandamientos) en mas del 50% de las células de
la muestra, se consideraba que el individuo estaba estresado (puntuacién >0) y se

registraba un signo menos (-) en el cuadro correspondiente de la tabla 3.3.

De este modo, el tiempo de retencion de rojo neutro (TRRN) es considerado el ultimo
periodo de tiempo en donde el individuo es considerado sano (+) y el estado lisosomal

de la mayoria de las células no tiene efectos considerados negativos.

La prueba de RN se acoté a un maximo de 180 minutos (Martinez-Gémez y col. 2015)
ya que el rojo neutro puede causar toxicidad celular “per se” cuando los tiempos de

exposicion a este son superiores a 3 horas.

Las células de interés son los hemocitos granulocitos de la hemolinfa de los individuos
de D. trunculus (figura 3.13). Estas presentan gran cantidad de lisosomas y son
consideradas sanas en términos del ensayo de retencion de rojo neutro cuando son

capaces de retener el colorante en el interior de los lisosomas.

3.3.4 Determinacién del porcentaje de estabilidad de la membrana lisosomal.

Para el calculo del porcentaje de estabilidad de la membrana lisosomal (%EML) se
utilizé el sistema de puntuacion descrito en Martinez-Gémez y col. (2015) y validado
para Mytilus sp. el cual se basa en alteraciones lisosomales observada a los diferentes

tiempos.
La puntuacion de las distintas alteraciones lisosomales se muestra en la tabla 3.4. Las

muestras fueron calificadas visualmente al microscopio a la vez que eran observadas

para la determinacién del tiempo de RRN. Se les asignaba una puntuacion ponderada
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en funcion de si el 50% o mas de las células de la muestra presentaba alguna de las

patologias (tabla 3.4) a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos de incubacién.

Tabla 3.4. Descripcion de las patologias asociadas a la puntuacion usada

Patologia Score

Sin efecto 0

Agrandamiento lisosomal sin difusién del colorante

Difusion del colorante sin agrandamiento lisosomal

Agrandamiento y difusion

Agrandamiento, difusion y pérdida de colorante

Q| B W N =

Células redondeadas por apoptosis

Cuando la evidencia del 50% o mas de las células no presentaba efecto o alguna de las
5 condiciones patoldgicas (tabla 3.4) se registraba el puntaje correspondiente. En
consecuencia, la puntuacién ponderada se calculd multiplicando la puntuacién por el
factor de ponderacion para este periodo de tiempo la puntuacién es truncada a los 120

min. La puntuacion final total para la condicién lisosomal se calculé:

% EML = (1-(sumatorio de la puntuacion ponderada/75)) *100

3.4 Calculo del indice de condicion.

El indice de condicion (IC) se utilizd como prueba de soporte ante los resultados
obtenidos del biomarcador rojo neutro. Los ejemplares usados para realizar el IC fueron
los sobrantes de los acuarios de cada tratamiento. Para el tratamiento a 20°C y 28°C se
recogieron suficientes individuos de D. trunculus como para calcular el IC al inicio del
experimento, considerado el IC de referencia. Luego, tras las condiciones de exposicion,
se realizaba el IC a los individuos sobrantes. EL IC de referencia se determin6 el mismo
dia del muestreo de campo, a excepcion del primer experimento a 12°C, donde no fue

posible debido a que no se recogieron los suficientes ejemplares.

Tras recoger todos los datos necesarios para aplicar cualquiera de las formulas
presentadas en la tabla 1.3. En el presente trabajo se empleo6 el IC que tenia en cuenta
el peso seco y el peso humedo de la carne de los individuos usados para el analisis
(Zeng y Yang, 2020).
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IC = (peso seco de la carne/peso humedo de la carne) * 100

A continuacion, se muestra paso a paso el protocolo que se siguid para el analisis del

indice de condicion:

- Después de realizar el ensayo de RN, los individuos restantes de los acuarios
eran usado para el analisis del IC, para ello se midio la longitud de cada uno de
ellos, seguidamente se abrian con la ayuda de un bisturi y se escurrian en papel
de filtro durante 10’ para eliminar el agua en exceso (figura 3.14).

~ ¥ TR 7

Figura 3.14. Tellinas abiertas y escurriendo en papel

- El siguiente paso era pesar los organismos en una bascula de precision
(x0,0001g) (figura 3.15).

Figura 3.15. Bascula de precision con bandeja donde se pesaban los organismos
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- A continuacion, se colocaba la carne de las tellinas en crisoles previamente

Figura 3.16. Carne humeda de las tellinas en los crisoles

- Una vez pesada la carne de las tellinas, se introducia tanto la carne en los
crisoles como las valvas vacias en el horno a 100°C durante 24 para eliminar la
humedad. Transcurridas las 24 horas se sacaban las muestras horno, las valvas
se pesaban y la carne con los crisoles se mantuvieron durante 30 min antes de

ser pesadas (figura 3.17).

Figura 3.17. Crisoles con carne seca de las tellinas en el desecador
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3.5 Interpretacion de los resultados y estadistica

Una vez obtenidos los resultados del ensayo de RRN se evalud el potencial efecto de
la temperatura y de la salinidad del agua sobre la estabilidad de la membrana lisosomal.
Las comparaciones entre tratamientos se realizaron utilizando métodos paramétricos
(ANOVA de una via y prueba de rangos multiples) siempre que fue posible con previa
comprobacion del cumplimiento de la normalidad (mediante la comprobacion de la
curtosis estandarizada) y de la homogeneidad en las varianzas (test de Levene) usando

la herramienta estadistica Statgraphics centurion 18.

En primer lugar, se evalud la normalidad mediante la curtosis estandarizada donde los
valores deben encontrarse en el rango de -2 a 2. Luego se verifica la homocedasticidad
en las varianzas, mediante el test de Levene. En caso de que no se cumpliesen estas
dos condiciones, los datos eran transformados usando arcosenVLMS/100 y log

(TRRN+1) para cumplir con los supuestos requeridos.

En caso de que tampoco se cumpliesen las condiciones de normalidad con los datos
transformados, se recurria a pruebas no paramétricas, como el test de Kruskal-Wallis
que mediante intervalos al 95% de confianza se asignaban o no diferencias significativas

entre salinidades.

Para saber entre que grupos de salinidades se encuentran las diferencias se emplearon
pruebas post-hoc. Cuando se realiz6 un ANOVA, se empleé un procedimiento de
comparacion multiple mediante la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher el cual
determinaba qué medias eran significativamente distintas de otras. Por otro lado, y con
el mismo objetivo, cuando se realizd6 un Kruskal-Wallis, se empled la prueba de

Bonferroni.

Con fin de evaluar los resultados, se realizé la comparacién con los criterios de
evaluacion de fondo (BAC) y los criterios de evaluacién ambiental (EAC) (Davies y col.,
2012). Resultados de TRRN mas bajos que el nivel de EAC (50 min) sugieren que los
individuos de D. trunculus usados en el experimento presentaban un nivel de estrés
severo y probablemente exhibian una patologia en los hemocitos. Sin embargo,
resultados mas bajos que el nivel de BAC (120 min), pero mas altos que el nivel de EAC

sugiere que los individuos presentan un estrés compensatorio (figura 3.18).
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Figura 3.18. La estabilidad de la membrana lisosomal (medida como tiempo de retencion de rojo
neutro) disminuye a medida que el organismo esta estresado (Martinez-Gomez y col., 2015).

Segun el estudio de Martinez-Gémez y col., (2015) no se han establecido los criterios

BAC y EAC para los resultados de %EML debido a la falta de la cantidad necesaria de

datos de diferentes estudios de campo para validarlos de manera efectiva.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se presentan y discuten los resultados los resultados obtenidos de las
variables ambientales de los acuarios, los resultados del ensayo de RRN expresado en
TRRN y %EML vy los resultados relacionados con el indice de condicién como prueba

de soporte.

4.1 Variables ambientales

Tabla 4.1. Resultados de las variables ambientales de los acuarios durante los 21 dias de experimento expresado en
media + error estandar (EE) T: temperatura, S: salinidad, OD: oxigeno disuelto (mg/L), OD sat: saturacion de
oxigeno, M: tasa de mortalidad (%).

Tratamiento | Temperatura Salinidad oD OD sat. M
T S (°C) PSU (mg/L) (%) (%)
37-38| 12,26 +£0,04 | 37,93+0,04 | 9,10 £ 0,01 114,19 £ 0,09 26,00
12°C |32-33| 12,02+0,04 | 32,65+0,04 | 9,14 £ 0,01 106,16 + 0,06 10,00
27-28( 12,13+0,03 | 27,32+0,04 | 9,12+ 0,01 106,20 + 0,05 16,00
37-38| 20,07+0,06 | 37,47+0,04 | 7,78 £0,01 105,70 £ 0,13 14,00
20°C |32-33| 20,16+0,06 | 32,78+0,04 | 7,77 £ 0,01 105,79 £ 0,10 10,00
27-28| 20,23+0,06 | 27,33+0,03 | 7,76 £ 0,01 105,82 £ 0,13 16,00
37-38( 27,44+0,13 | 37,57+0,07 | 6,82+0,02 105,03 £ 0,11 66,67
28°C |[32-33| 27,40+0,10 | 32,56+0,06 | 6,86 + 0,01 105,70 £ 0,05 35,00
27-28| 27,58+0,08 | 27,55+0,12 | 6,79 0,01 104,77 £ 0,16 100,00

En la tabla 4.1 encontramos la informacion de las condiciones experimentales para cada
tratamiento junto con su error estandar. Estos resultados hacen referencia a las
condiciones reales en las que se han mantenido los individuos de D. trunculus de

temperatura (°C), salinidad (PSU), oxigeno disuelto (OD, mg/L) y saturacién (%).

Temperatura.

El efecto de la temperatura se observé en los valores de OD mostrados en la tabla 4.1,

donde a temperaturas de 12°C se obtuvo valores de 9 mg/L de OD y a temperaturas de
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28°C se obtuvo valores de 7 mg/L. Esto es debido a que el oxigeno disuelto en agua
disminuye su solubilidad cuando aumenta la temperatura (Baumgarten y col., 2010). No
obstante, el OD no fue una variable que afectase al experimento, ya que los acuarios se

mantuvieron con oxigenadores.

Al ser animales ectotermos, no son capaces de regular internamente la temperatura y
su mantenimiento depende de la temperatura del entorno (Pértner, 2002), es por ello
por lo que esta variable tiene un papel importante en el experimento, ya que el objetivo
principal es observar como afecta a la estabilidad de la membrana lisosomal de D.

trunculus.

Salinidad

La salinidad es otra de las variables importantes a la que se sometieron los organismos
de D. trunculus, especie eurihalina cuya tolerancia a bajas salinidades varia segun las
clases de tamano (Reyes-Martinez y col., 2020). Durante la realizacién del experimento
se procuro ser lo mas realista con el medio natural, se establecio un rango normal de
salinidad, habitual del Mar Mediterraneo, de entre 37-38 PSU y los otros dos grupos de
salinidades que corresponderian a zonas donde la salinidad es menor, como zonas

influenciadas por la desembocadura de un rio.

El efecto de la salinidad no llegdé a producir ningin cambio brusco observable en las
otras variables como son el OD, sin embargo, la tasa de mortalidad tuvo resultados

severos a altas temperaturas y bajas salinidades.

Oxigeno disuelto

Esta variable se midié tanto en mg/L como en saturacién (%) y como se observa en la
tabla 4.1, el OD (mg/L) disminuyé conforme aumenté la temperatura. Sin embargo, el
oxigeno disuelto permanecié dentro del rango apropiado (~100% de saturaciéon de

oxigeno) en todas las condiciones experimentales.

Se sabe que la interaccidon entre dos o mas variables ambientales puede provocar
cambios en otras variables (Soon y Ransangan, 2019), como una disminucion del
oxigeno disuelto en el agua, lo que puede provocar estrés en los organismos (Andreyeva

y col., 2022). En este trabajo, la concentracion de OD se mantuvo bajo control (>7 mg/L
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y 100% de saturacion de oxigeno), y los efectos observados no pueden atribuirse a

cambios significativos en esta variable (tabla 4.1).

Tasa de mortalidad

En el tratamiento a 12°C se obtuvo como media una tasa de mortalidad del 17,33%; en
el tratamiento a 20°C se obtuvieron las tasas de mortalidad mas bajas del experimento
con un 13,33% de media; y en el tratamiento a 28°C fue donde la tasa de mortalidad

obtuvo los valores mas altos (tabla 4.1).

En el tratamiento a 28°C la tasa de mortalidad media fue del 67%, es decir, que mas de
la mitad de los individuos del acuario fallecieron. A salinidad de 37-38 PSU la tasa fue
de 66,7%, a 32-33 PSU la tasa fue del 35% y a 27-28 PSU la tasa fue del 100%, por lo

que a temperaturas altas y salinidades bajas los individuos se vieron bastante afectados.

4.2 Ensayo de Retencion de Rojo Neutro

El ensayo de RRN se expresé como TRRN (minutos) y %EML (%) cuyos resultados
tuvieron un mismo patron de respuesta a los distintos tratamientos como se observa en
la figura 4.1, tabla 4.2 y tabla 4.3. Se evalué el potencial efecto de la temperatura y de

la salinidad del agua sobre la estabilidad de la membrana lisosomal (tabla 3.2, tabla 3.3).

El ensayo de RRN es muy usado en la determinacion de la estabilidad de la membrana
lisosomal en hemocitos de invertebrados, con especial referencia a bivalvos (Lowe y
col., 1995, Zhao y col., 2011, Vethaak y col., 2017).

Los valores umbral utilizados como criterios de evaluacién para la estabilidad de la
membrana lisosomal se han determinado a partir de Mytilus sp. sobre la base de
numerosos estudios realizados en el Reino Unido y otras aguas europeas, incluidas las

aguas del Mar Mediterraneo (Martinez-Gémez y col., 2015, Vethaak y col., 2017).

Hasta el momento, no hay datos para D. trunculus ni de %EML ni de TRRN en la
literatura obtenidos mediante el uso del ensayo de RRN. En ausencia de criterios de
evaluacion especificos para esta especie, los valores de TRRN para Mytilus sp. se
emplearon para interpretar los resultados obtenidos de los hemocitos de D. trunculus.
En este sentido, un TRRN mas corto que el nivel de EAC supone que el organismo

estaba severamente estresado.
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Figura 4.1. Ensayo de RRN expresado graficamente como media junto a su error estandar. En el grdfico (a) se observa
el TRRN en minutos junto con los criterios BAC y EAC establecidos a 120’ y 50 respectivamente. En el grafico (b) se

observa el porcentaje de EML para los distintos grupos de salinidad y temperatura.

36



Tabla 4.2. Ensayo de RRN expresado como media + error estandar. N: numero de individuos. Talla: talla media +
EE (milimetros). TRRN: tiempo de retencion de rojo neutro (minutos). %EML: porcentaje de estabilidad de la
membrana lisosomal (%).

Tratamiento . Talla TRRN %EML
Temperatura | Salinidad (mm) (min) (%)
37-38 16 22,90+ 0,33 | 105,00 £6,71 | 72,50 + 2,40
12°C 32-33 16 22,90+0,29 | 65,63+8,20 |60,81+ 3,60
27-28 16 23,37+ 0,49 | 86,25+ 11,90 | 64,13 +5,75
37-38 16 23,63 +0,48 | 136,88 + 13,13 | 75,00 + 6,67
20°C 32-33 16 22,25+ 0,33 | 169,69 + 10,31 | 80,18 + 5,12
27-28 16 23,23 +0,38 | 92,81 +19,95 | 55,94 + 6,98
37-38 16 20,21+0,58 | 42,19+9,89 |36,94 +5,40
28°C 32-33 24 21,68 +0,47 | 19,38 +10,75 | 30,17 + 7,68
27-28 - - - -
Tabla 4.3. Ensayo de RRN y diferencias significativas entre grupos de salinidades.
Tratamiento TRRN %EML
. . post- post-
Temperatura | Salinidad | Test p.valor hoc Test p.valor hoc
37-38 b al b
12°C 32-33 | Anova | 0,0154 a | Kruskal-l g 65 a
Wallis
27-28 ab ab
37-38 al ab b
20°C 32-33 | uskal- | 0147 b | Anova* | 0,0119 b
Wallis
27-28 a a
738 | ruskal | kruskal 2
0 - ruskal- ruskal-
282C 32-33 Wallis 0,0055 a Wallis 0,3267 a
27-28

* No se cumple la normalidad y se transforman los datos (ArcosenvLMS/100)
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Como se puede comprobar en la figura 4.1, los tratamientos de 12°C y 20°C muestran
respuestas invertidas, es decir, que a 12°C tanto la EML como el TRRN de los individuos
se ven favorecidos a salinidades de 37-38 PSU, mientras que en el tratamiento a 20°C

el %EML y el TRRN se ven favorecidos a salinidades intermedias.

Por otro lado, el %EML presenta menos variabilidad en los resultados entre grupos de
salinidades, y como se observa en la figura 4.1 (a) la diferencia del TRRN entre grupos
de salinidades es mayor. Cabe destacar que en el tratamiento a 20°C los grupos de
salinidades de 37-38 PSU y 32-33 PSU tienen los valores mas altos de TRRN, es decir
que presentan un menor nivel de estrés de entre los tratamientos ensayados y el grupo
de salinidad de 27-28 PSU presenta valores de TRRN similares a los del tratamiento a

12°C, por debajo de los 120 minutos.

En otros bivalvos, se ha encontrado que temperaturas cercanas a 20°C son 6ptimas
para mantener la estabilidad lisosomal de los hemocitos, disminuyendo el TRRN tanto
al aumentar como al disminuir la temperatura (Yu y col., 2009) y como se observa en la
figura 3.1 se encontraron los niveles 6ptimos de %EML del ensayo de RRN en el

tratamiento a 20°C y obteniendo niveles mas severos a 28°C.

Los organismos que se expusieron a condiciones de salinidad de 27-28 PSU alcanzaron
niveles de estrés celular moderado tanto a 12°C como a 20°C, sin embargo, todos los
individuos murieron tras 21 dias de exposicion a 28°C; los que se expusieron a
condiciones de salinidad de 32-33 PSU alcanzaron niveles de estés celular moderado a
12°C, sin estrés a 20°C y niveles de estrés severo a 28°C; y los organismos expuestos
en condiciones de salinidad de 37-38 PSU alcanzaron niveles de estrés moderado a
12°C, sin estrés a 20°C y un elevado estrés a 28°C. Como se observa todos los
organismos expuestos a 28°C independientemente de la salinidad se encontraron por
debajo del umbral EAC.

En el tratamiento a 12°C (tabla 4.3) el procedimiento estadistico nos confirmo la
existencia de diferencias significativas entre grupos de salinidades, se demostr6 que el
TRRN en organismos expuestos a salinidades de 37-38 PSU fue significativamente
diferente a los organismos expuestos a 32-33 PSU, pero similar a los organismos
expuestos a 27-28 PSU. Los datos correspondientes al %EML de los organismos

expuestos a 12°C tuvieron el mismo patrén de respuesta.
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Los datos correspondientes al TRRN de los organismos estudiados a 20°C presentaron
diferencias entre los grupos de salinidades como muestra la tabla 4.3. EI TRRN de los
organismos expuestos a salinidades bajas fue significativamente diferente de los
organismos expuestos a salinidades intermedias, pero similar a los expuestos a altas
salinidades. Por otro lado, en los resultados del %EML de los organismos expuestos a
20°C presentaron diferencias entre grupos de salinidades como se observa en la tabla
4.3. Se demostré que la EML en organismos expuestos a salinidades bajas fue

significativamente diferente de los expuestos a salinidades intermedias y altas.

Para los datos de 28°C el TRRN presentaba diferencias significativas entre los grupos
de salinidades, pues solo se pudo evaluar entre los grupos de 32-33 y 37-38 PSU,
debido a que tras 21 dias de exposicion a 27-28 PSU todos los organismos murieron y
no llegamos a obtener resultados del ensayo de RRN. Sin embargo, para los resultados
del % EML de los organismos expuestos a 28°C se comprobd que no existian diferencias

significativas entre los grupos de salinidad.

Como se puede observar en la tabla 4.2 en el tratamiento a 28°C y salinidad 32-33 PSU
se utilizaron 8 individuos mas para el estudio debido a las anomalias en los resultados,
ya que durante el ensayo de RRN muchos de los individuos analizados presentaban
claramente hemocitos en condiciones de estrés, y para verificar los resultados se
analizaron otros 8 individuos que también dio los mismos resultados. Por otro lado, para
el ensayo de RRN se seleccionaron los 16 individuos de mayor talla de cada acuario por
distintos motivos, en primer lugar, debido a que se quiso obtener un resultado para
individuos adultos y, en segundo lugar, para una mejor extraccién de la hemolinfa, ya
que organismos pequefios complicaban su extraccion. Por este motivo las tallas del
ensayo de RRN (tabla 4.2) son ligeramente mayores a las tallas de los individuos

utilizados para realizar el indice de condicion (tabla 4.4).

En la tabla 4.2 y 4.3 el tratamiento a 28°C y 27-28 PSU de salinidad no presenta
resultados debido a la ausencia de individuos por muerte, en estas condiciones los
organismos iban falleciendo progresivamente y no se recogieron las tallas de los
individuos muertos. Por ello es importante que en investigaciones futuras se recojan
también las tallas de los organismos que fallezcan para una mayor informacién del
estudio. A temperatura de 28°C se obtienen los peores resultados para %EML e incluso
el 100% mortalidad a salinidades de 27-28 PSU, en el ambiente natural las tellinas

podrian sufrir un estrés menos severo debido a la capacidad de enterramiento de estos
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organismos como estrategia para evitar las altas temperaturas (Kruft Welton y col.,
2024).

Se ha comprobado que cambios en la temperatura y salinidad pueden provocar un
estrés reflejado en la estabilidad de la membrana lisosomal de los hemocitos de D.
tfrunculus y como muestran varios estudios en otros bivalvos, cambios en estos dos
factores comprometen los distintos mecanismos de defensa del individuo (Pourmozaffar
y col., 2020, Kruft Welton y col., 2024). Ademas, estudios realizados con C. gallina,
Crassostrea gigas, Ostrea edulis y Mytilus sp han demostrado que fluctuaciones de
temperatura tanto en laboratorio como en medio natural pueden repercutir en la EML
(Camus y col., 2020, Hauton y col., 2001, Carducci y col., 2020).

4.3 Indice de Condicion

En la tabla 4.4 y figura 4.2 encontramos los resultados del IC para cada tratamiento junto
a su error estandar que se estudié como variable de apoyo para la medicién de efectos
bioldgicos en D. trunculus contribuyendo a la interpretacion de los resultados obtenidos

del biomarcador empleado en el ensayo de RRN (Hansson y col, 2017).

Tabla 4.4. Analisis del IC de los organismos de D. trunculus expresado como media + EE y las diferencias
significativas.

|
Tratamiento N Talla €
T S (mm) IC (%) Test p.valor post-hoc
37-38 |1 13 22,39+£0,23 24,52 £ 0,45 b
12eC | 32-33| 21 23,34 +£0,42 24,00+£0,18 Anova <0,0001 b
27-27 | 18 22,85+0,31 22,49 +0,14 a
REF 25 20,66 £ 0,20 22,58 £0,14 b
37-38 | 27 22,27 £0,21 24,38 £ 0,20 Kruskal- c
20eC ) <0,0001
32-33 | 28 22,48 £0,20 21,91 +£0,27 Wallis b
27-28 | 25 22,17 £0,29 20,13 +£0,22 a
REF 25 19,78 £ 0,21 24,82 £ 0,36 b
37-38 8 18,53 + 0,59 20,72 £1,56 Kruskal- a
282C ) <0,0001
32-33| 20 18,40 + 0,50 20,93 £ 0,49 Wallis a
27-28 - - - -
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Figura 4.2. Indice de condicion expresado grdficamente como media + EE.

Los organismos usados para el calculo del IC no fueron los mismos que se usaron para
el ensayo de RRN, se puede observar que tanto las tallas como el tamafio muestral son
distintos. Para el analisis del IC se emplearon los individuos sobrantes del ensayo de
RRN, por ello, al igual que en la tabla 4.1, en el tratamiento a 28°C y salinidad de 27-28
PSU no se observan datos ya que el 100% de los organismos de los acuarios fallecieron.
No obstante, vemos que los valores de temperatura y salinidad si son los mismos ya
que todas las tellinas usadas para el ensayo de RRN como para el analisis del IC se

mantuvieron en los mismos acuarios.

En la tabla 4.4, muestra el IC de referencia para los tratamientos de 20°C y 28°C
considerados “tiempo 07, es decir, el punto de partida ya que los organismos usados en
este analisis de referencia no se mantuvieron en ningun acuario, sino que fueron los
analizados una vez recogidos del medio natural. Por otra parte, en el tratamiento a 12°C
no se realizé ningun analisis referencia debido a la poca cantidad de individuos que se
extrajeron del medio natural, por lo que veo importante resaltar que en futuros estudios

se recojan los individuos necesarios para realizar el estudio.
Se comprobd la existencia de diferencias significativas entre el IC de los organismos de
referencia y los organismos expuestos a condiciones de salinidad y temperatura tras 21

dias de exposicion (tabla 4.4), a 28°C el IC de referencia (24,82 + 0,36) fue
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marcadamente superior a los valores de los tratamientos a 37-38 y 32-33 PSU de
salinidad (20,72 + 1,56; 20,93 £ 0,49; respectivamente) lo que nos informa de que en el
medio natural los individuos de D. truculus se encontraban en un mejor estado fisiolégico
que tras 21 dias de exposicidon. Es notable el efecto de elevadas temperaturas, que
como se ha demostrado en C. gallina, repercuten en las respuestas fisioldgicas y resulta

en un gran estrés (Moschino y Marin, 2006) como ocurre en el tratamiento a 28°C.

El IC de los tratamientos a salinidades bajas fue siempre significativamente diferente al
de los otros grupos de salinidades y al IC de referencia, obteniendo menores valores
(tabla 4.4 y figura 4.2) por lo que la salinidad también juega un papel fundamental en el
estado general del individuo, como se demuestra en otros estudios, existe poca

tolerancia de D. truculus adultos a bajas salinidades (Reyes-Martinez y col., 2020).
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo de fin de master se ha realizado el estudio de la respuesta basal
del biomarcador EML en hemocitos de D. frunculus, siguiendo el protocolo establecido

para Mytilus sp., bajo determinadas condiciones de salinidad y temperatura.

Los resultados obtenidos demuestran la clara evidencia de como afecta la salinidad y la
temperatura a la estabilidad de la membrana lisosomal, observandose condiciones de
estrés severas a temperaturas de 28°C y llegando incluso a causar la muerte de todos
los individuos a salinidades bajas de 27-28 PSU. Ademas, se han obtenido condiciones
de estrés moderado en el tratamiento a 12°C y condiciones de ausencia de estrés para
dos tratamientos, correspondientes a 20°C, a 32-33 PSU y a 37-38 PSU, siendo estos
los resultados (de %EML y de TRNN) mas favorables de todo el experimento superando

los criterios de evaluacion de fondo (BAC).

Es importante ver la alta mortalidad que aparece en el tratamiento a 28°C, asi como los
elevados niveles de estrés relacionados con los resultados del %EML y del TRRN. Esto
sugiere especial atencion dentro del contexto del cambio climatico y calentamiento del
agua del mar, ya que es probable que los individuos de D. frunculus en estas

condiciones sufran de un estrés severo perjudicando las poblaciones naturales.

Por ultimo, gracias al indice de condicion se ha podido demostrar que los individuos
adultos de D. frunculus se ven claramente afectados fisiologicamente por las bajas
salinidades y altas temperaturas. Los resultados a 27-28 PSU son siempre
significativamente distintos a los otros grupos de salinidades y los resultados obtenidos

del IC a 28°C son menores que los obtenidos a temperaturas de 12°C y 20°C.
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RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE
DE LA AGENDA 2030

Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)

ODS 13. Accidn por el clima (grado de relacion medio)

ODS 14. Vida submarina (grado de relacién alto)

El ODS 14 es el de mayor grado de relacion con el TFM, ya que se ha analizado la
situacion de estrés de las poblaciones de D. frunculus recogidas en la costa del mar

Mediterraneo en la actualidad (2023).

Debido al descenso de las poblaciones naturales de D. trunculus en las ultimas décadas,
se ha visto la necesidad de estudiar los motivos de dicho descenso. La sobrepesca, la
contaminacién del agua del mar y el aumento de la temperatura se han propuesto como

causas que afectan a la supervivencia de las poblaciones naturales de D. trunculus.

Ademas, esta especie tiene un alto valor nutricional en el mercado que provee de
proteina animal a la ciudadania de la UE. Queda confirmada la amenaza del cambio
climatico sobre D. trunculus, gracias al estudio de diversos autores y, por tanto, el

objetivo del ODS 14 de conservar y/o proteger la biodiversidad en este sector.
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