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RESUMEN

Se compendian en este trabajo los estudios realizados sobre el desarrollo y crecimiento de la musculatura
axial de la lubina Dicentrarchus labrax L., incluyéndose también algunos resultados y conclusiones relevantes
en otras especies. En el momento de la eclosion, la larva de lubina presenta dos estratos musculares: musculo
rojo superficial y musculo blanco, ambos con un apreciable grado de inmadurez histolégica. Desde la eclosion
hasta el momento de la apertura de la boca las fibras musculares rojas y blancas crecen unicamente por hiper-
trofia. Sin embargo, con el inicio de la alimentacién externa, la larva de lubina inicia un periodo de intenso cre-
cimiento muscular hipertrdfico e hiperplasico. Hasta el final de la fase larvaria, ademds de importantes cambios
estructurales y en las isoformas de miosina de las fibras rojas y blancas, se diferencia progresivamente el mus-
culo intermedio o rosa. Durante la fase postlarvaria, los procesos de maduracién histoldgica de la musculatura
persisten hasta el comienzo de la edad juvenil (= 6 meses). En alevines y juveniles de lubina, la dindmica del
crecimiento muscular estd influenciada por la época del afio, en funcién de factores medioambientales como la
temperatura y el fotoperiodo. Esta influencia afecta de forma muy acentuada a la hiperplasia muscular, la cual
describe una secuencia alternante con valores maximos durante el verano e inicio del otofio.
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ABSTRACT

This work summarizes the previous information on the development and growth of the axial musculature of
the sea bass Dicentrarchus labrax L. Relevant results and conclusions from other teleost species in these sub-
jects are also included. At hatching, the axial musculature of sea bass larvae has two strata: the superficial red
and the deep white muscles, both with an evident histological immaturity. Hypertrophy of red and white muscle
fibres is the unique mechanism of muscle growth since hatching to mouth opening. After mouth opening, larvae
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enter a period of intense muscle growth by both hypertrophy and hyperplasia of muscle fibres. Throughout the
larval phase, red and white muscle fibres undergo structural changes and a progressive replacement of different
myosin isoforms. The intermediate pink muscle is evident towards the end of the larval life. Histological matu-
ration of muscle fibres persist during the postlarval life until the beginning of the juvenile period (= 6 month).
In fingerlings and juveniles, muscle growth dynamics is seasonally influenced by environmental factors such as
temperature and photoperiod. Muscle fibre recruitment is particularly affected so that it is maximum in summer

and minimum in winter.

Key words: sea bass, muscle, development, growth, hyperplasia.

INTRODUCCION

La lubina, junto con la dorada Sparus aura-
ta, L., son las principales especies responsables
del auge de la acuicultura mediterranea durante
los ultimos 10 afios. En Espaiia, el cultivo de la
lubina ha experimentado un considerable incre-
mento en los tltimos afios, llegdndose a producir
en 2004 un total de 4.513,3 toneladas (Jacumar,
www.mapya.es/jacumar/). El crecimiento de la
produccion ha tenido lugar gracias a un control
exhaustivo de los factores biolégicos (control
de la reproduccién, alimentacién, patologias,
etc.) y economicos (costes de produccion, de
mercado, etc.) que lo condicionan. Pickett y
Pawson (1994) han publicado una monografia
donde se encuentra amplia informacién sobre
las caracteristicas bioldgicas, ecoldgicas y de
produccion intensiva de la lubina.

El desarrollo de la musculatura axial de los
teledsteos comprende procesos de diferencia-
cion y crecimiento. Estos procesos se inician
durante la gastrulacion embrionaria y prosiguen
durante las fases larvaria y postlarvaria. En un
primer momento, durante las fases embrionaria
y larvaria temprana, los procesos de diferencia-
cion muscular predominan sobre el crecimiento
(Kamler, 1992). En estas fases, el desarrollo
embrionario de la musculatura axial culmina
con la formacién de dos estratos musculares en
los miotomos de las larvas: un estrato super-
ficial de fibras musculares que, formando una
monocapa, se sitda en la periferia del miotomo;
y un estrato profundo integrado por varias capas
de fibras musculares. Dichos estratos muscula-
res son los precursores de los futuros musculos

rojo y blanco, respectivamente, principales inte-
grantes de la musculatura del pez adulto.
Durante la metamorfosis larvaria, el intenso
crecimiento corporal asociado al comienzo de la
alimentacion externa y a su capacidad de nata-
cion libre, determina que los procesos de creci-
miento muscular tengan mayor relevancia. Asf,
las fibras musculares de los dos estratos muscu-
lares iniciales —superficial y profundo— debe-
ran incrementar su tamafio (hipertrofia) median-
te una importante actividad de sintesis proteica.
No obstante, en muchos teledsteos, hay que re-
saltar que el desarrollo de la musculatura axial
va a mantenerse durante gran parte de su ciclo
vital merced a su capacidad para aumentar el
nimero de las fibras musculares del miotomo
(hiperplasia). Esta particularidad establece un
hecho diferencial importante con lo que ocurre
durante el desarrollo de la musculatura en los
mamiferos y aves. En estos ultimos, el desa-
rrollo de la musculatura esquelética, organiza-
da en masculos individuales, acontece mediante
una combinacién de procesos de diferenciacién
(miogénesis) y crecimiento. Sin embargo, el na-
cimiento o eclosion, segun el caso, determina
un dréstico cambio en el desarrollo de la mus-
culatura (Goldspink, 1972; Campion, 1984), de
forma que, en condiciones fisioldgicas, ya no
se describen mds procesos miogénicos, lo que,
a su vez, impide la existencia de un crecimiento
hiperplasico postnatal. En los peces teledsteos,
la existencia de un crecimiento muscular hi-
perplésico prolongado durante gran parte de la
vida del pez se fundamenta en una persistencia
de la actividad miogénica, tanto en el musculo
rojo (superficial) como en el musculo blanco
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(profundo). Esto es especialmente significativo
en los teleésteos de rapido crecimiento y gran
tamaiio final (Stickland, 1983; Romanello et al.,
1987; Higgins y Thorpe, 1990). Tal es el caso
de la lubina, y el de la mayoria de las especies
de interés piscicola: salmén, trucha, dorada, an-
guila, dentén etc.

En esta revision recopilamos los conoci-
mientos existentes hasta el momento sobre el
desarrollo y crecimiento de la musculatura axial
de la lubina. No obstante, también se incluyen
de forma resumida los resultados y conclusio-
nes mds destacadas encontradas en otras espe-
cies en las que las investigaciones estan consi-
derablemente mds avanzadas.

1. DESARROLLO MUSCULAR DURANTE
LA FASE EMBRIONARIA

Hasta el momento, apenas existen estu-
dios especificos que aborden la miogénesis
de la lubina desde los estadios embrionarios
(Wilkes et al., 2001), ya que la mayoria de los
trabajos realizados se inician en el momento
de la eclosién (1 dia) (Scapolo et al., 1988;
Veggetti et al., 1990; Ramirez-Zarzosa et al.,
1995; Lépez-Albors et al., 1998). La rapidez
del desarrollo embrionario de esta especie (3-4
dias a aproximadamente 15°C) y la dificultad
técnica del trabajo con embriones podrian ex-
plicar este hecho. Otras especies en las que si
se ha estudiado con detalle la miogénesis son
el arenque Clupea harengus L. (Johnston et
al., 1995, 1997), el salmoén atlantico Salmo sa-
lar, L. (Johnston et al., 1999), la trucha comiin
Salmo trutta trutta, L. (Killeen et al., 1999), la
trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss, Walbaum
(Nag y Nursall 1972, Wilkes et al., 2001), el
rutilo del Mar Negro Rutilus frisii meidingeri,
Nordman (Stoiber et al., 1998) y, de mane-
ra muy destacada, el pez cebra Danio rerio,
Hamilton (Waterman 1969; Van Raamsdonk et
al., 1974, 1978; Felsenfeld et al., 1991; De-
voto et al., 1996; Watabe, 1999; Te Kronnie,
2000).

Los primeros indicios de la miogénesis
de la musculatura axial se observan durante
la gastrulacién embrionaria. En el pez cebra,
los primeros estudios realizados en este cam-
po (Waterman, 1969; Van Raamsdonk et al.,
1974), determinaron que a las 24 horas de la
fertilizacion ya se observaban miofilamentos en
el interior de células mononucleadas alargadas
proximas a la notocorda (células mesenquima-
tosas del mesodermo paraaxial). A las 40-45
horas post-fertilizacion, tras un proceso de dife-
renciacién de esos primeros mioblastos en sen-
tido mediolateral, el miotomo queda integrado
por tres estratos celulares: una capa de células
externas situadas en la superficie, una monoca-
pa subyacente de células superficiales (musculo
rojo primitivo) y un conjunto de varias capas de
células profundas (musculo blanco primitivo).
Sobre la base de estos primeros estudios, otros
trabajos mucho mads recientes han clarificado
bastante los principales acontecimientos duran-
te la miogénesis embrionaria del pez cebra.

Desde un punto de vista morfolégico, la
miogénesis estd asociada a la segmentacion de
los somitos del embrién. La somitogénesis del
pez cebra se inicia poco después de la culmina-
cion de la epibolia. En ese momento, a ambos
lados de la notocorda se observan dos agrupa-
ciones celulares: una en profundidad, integrada
por células mediales o adaxiales, y otra mas
superficial de células presomiticas laterales
(Devoto et al., 1996). Mientras que las células
adaxiales son grandes y cuboideas, las laterales
son mas pequefias e irregulares. Segin se ha
podido concluir en diferentes trabajos realiza-
dos, parece ser que las células adaxiales estan
determinadas a formar musculo de contraccién
lenta por influencia de diferentes glucoprotei-
nas de la familia Hedgehog (Sonic, Echidna,
Tiggywinkle). Para ello, migran a través del so-
mito hasta alcanzar su superficie. Una vez alli,
se convertirdn en fibras embrionarias superficia-
les (Devoto et al., 1996; Blagden et al., 1997),
precursoras del musculo rojo. Simultdneamen-
te, las células presomiticas laterales, que perma-
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necen aproximadamente en la misma posicion,
comienzan a diferenciarse en fibras precursoras
del misculo blanco. A todo lo dicho, hay que
afiadir la existencia de una subpoblacion de las
células adaxiales que no migra completamente
a la superficie lateral del miotomo, sino que
se extiende desde la notocorda a la superficie
lateral del somita a nivel del futuro septo ho-
rizontal. El comportamiento y posicién de este
subgrupo de células es semejante al descrito
para los “musculos pioneros” o primordiales
(Hatta et al., 1991), los cuales desempefian un
papel morfogenético fundamental en la con-
formacién de los miotomos y particularmente
del septo horizontal (Hatta er al., 1991; Ekker
et al., 1992). En concreto, la participacion de
estos “musculos” y del septo horizontal es im-
prescindible para el correcto plegamiento del
miotomo desde su morfologia inicial cuboidea
a la tipica forma en W. En embriones de aren-
que, Johnston et al. (1995, 1997) observaron
también miotubos en una posicién semejante
y con una misma morfologia que los musculos
primordiales descritos en el pez cebra.

La morfogénesis de los dos estratos funda-
mentales de la musculatura axial de las larvas
precisa de complejos mecanismos de diferen-
ciacién y de regulacion celular. La diferencia-
cién celular implica cambios sustanciales en
las células precursoras musculares que deben
conducirles a la formacién de miocitos (fibras
musculares). Estos cambios deben seguir una
secuencia ordenada, que permita una progresion
desde una forma celular apenas diferenciada o
pluripotencial (célula madre miogénica), a for-
mas mds evolucionadas, precursoras directas de
los mioblastos. A partir de ahi, la maduracién
y fusion de diferentes mioblastos dard lugar a
miotubos, que finalmente se diferenciardn en
los definitivos miocitos.

La diferenciacién celular durante la mio-
génesis de la musculatura axial implica la
existencia de complejos procesos de expresion
génica y sintesis proteica, asi como una activa
multiplicacién y fusién celular. La expresion

génica de los factores de regulacién miogénica
(MRFs) es el paso fundamental que determina
el comienzo de la miogénesis en los embriones
de los teledsteos. Tales factores de regulacién
no sélo inician la miogénesis, sino que tam-
bién se encargan de regular los procesos de
diferenciaciéon celular anteriormente citados.
Factores de regulaciéon como el MyoD y myf-
5 son necesarios para que las células madre
miogénicas queden marcadas o determinadas
a diferenciarse en precursores de fibras mus-
culares (induccién de un linaje muscular). Por
otro lado, otros factores de regulacién como
Miogenina, MEF2 y MRF4 son responsables
del comienzo de la diferenciacién y de su man-
tenimiento. Uno de los modos de accién de los
factores de regulacién miogénica (MRFs) con-
siste en unirse a las zonas promotoras de los
genes que determinan la sintesis de proteinas
musculares especificas como la tropomiosina,
actina, etc. (Watabe 1999, 2001). Aunque el
conocimiento sobre los tipos de MRFs y sus
posibles funciones no deja de incrementarse en
los dltimos afios, Te Kronie (2000) y Watabe
(2001) han realizado importantes actualizacio-
nes del tema.

Segtin un modelo explicativo sencillo pro-
puesto por Johnston (1999), a partir de las cé-
lulas madre miogénicas se forman las llamadas
células precursoras musculares (mioblastos
presuntivos). Estas células, ya inducidas a for-
mar un linaje muscular, experimentan divisio-
nes asimétricas que permiten, por un lado, re-
generar las células precursoras originales y, por
otro, dar lugar a formas celulares mas evolucio-
nadas denominadas células productoras. Estas
dltimas, experimentan un ndmero limitado de
divisiones antes de convertirse en mioblastos.
Los mioblastos, finalmente, bien se fusionan
entre si formando miotubos multinucleados,
que daran lugar a las nuevas fibras musculares,
o bien se fusionan a fibras musculares previa-
mente existentes. Segl’m este mismo autor, es
importante investigar en qué medida factores
externos como la alimentacién o las condicio-
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nes medioambientales pueden actuar modifican-
do la duracién del ciclo celular y/o el nimero
de divisiones de las c€lulas productoras antes
de su diferenciacion terminal, o bien alterando
el balance entre sefiales de proliferacion y dife-
renciacion. Esto podria tener importantes impli-
caciones en el posterior crecimiento corporal,
ya que, al menos a corto plazo, el potencial de
crecimiento estd en gran parte determinado por
el nimero de fibras que se generan en la muscu-
latura axial (Johnston ef al., 1998, 2000; Ayala
et al., 2001; Wilkes et al., 2001).

2. DESARROLLOY CRECIMIENTO MUS-
CULAR DURANTE EL PERIODO LAR-
VARIO

El momento de la eclosion es una referen-
cia facil de establecer para caracterizar el desa-
rrollo larvario de la musculatura axial. Aunque
existen grandes diferencias entre las especies,
durante los primeros dias tras la eclosidn, el
principal acontecimiento que se describe en la
musculatura axial es que se consolida la mor-
fogénesis de los dos estratos musculares fun-
damentales de los teledsteos: el musculo super-
ficial (rojo) de contraccion lenta, y el misculo
profundo (blanco) de contraccién rapida. Una
vez diferenciados, ambos estratos musculares
crecen de forma muy significativa, mediante un
aumento del tamafio de los miocitos que los in-
tegran (hipertrofia), y por incorporacién de nue-
vas fibras musculares (hiperplasia), formandose
las nuevas fibras a partir de células miogénicas
embrionarias indiferenciadas. Este proceso de
hiperplasia larvaria, 2 miogénesis, fase de cre-
cimiento aposicional o fase de crecimiento es-
tratificado (Rowlerson y Veggetti, 2001) ha sido
descrita en numerosos trabajos (Weatherley et
al., 1979; Talesara y Urfi, 1987; Johnston et al.,
1995; Ramirez-Zarzosa et al., 1995; Rowlerson
et al., 1995; Arizcun et al., 2005). Esta fase
de crecimiento se fundamenta en la existencia
de células precursoras miogénicas localizadas
en la periferia —extremos epi e hipoaxial del

miotomo— y a nivel del septo transverso (entre
los musculos rojo y blanco).

El desarrollo y crecimiento de la musculatu-
ra axial de la lubina desde la eclosion ha sido
descrito mediante técnicas histoquimicas (me-
tabdlicas, mATPasa e inmunohistoquimicas) y
morfométricas, asi como mediante microscopia
electrénica de transmisién por diferentes auto-
res (Scapolo et al., 1988; Veggetti et al., 1990;
Lopez-Albors, 1994; Ramirez-Zarzosa et al.,
1995; Lopez-Albors et al., 1998, 2003; Ayala
et al., 2000, 2001).

A la eclosion, una seccion transversal com-
pleta a nivel de la apertura anal muestra que la
larva de lubina presenta dos estratos de fibras
musculares, ambos con un apreciable grado de
inmadurez: una monocapa de fibras rojas su-
perficiales y un estrato mds grueso de fibras
blancas profundas (Fig. 1). Las fibras rojas su-
perficiales, se sitian inmediatamente debajo de
la piel, todo a lo largo de la superficie externa
del midémero. Estas fibras presentan una mor-
fologia casi rectangular a la seccién transver-
sal. En ellas abundan las mitocondrias, situadas
tanto en la periferia como en el centro de las
fibras. Las miofibrillas se agrupan formando bu-
cles o anillos, y los nicleos, eucromaticos y con
evidentes nucleolos, se sitian preferentemente
hacia el polo externo de la fibra. Inicialmente,
las fibras rojas superficiales estdn mas diferen-
ciadas a nivel del septo horizontal que hacia los
extremos epi e hipoaxial del miotomo. Desde
un punto de vista histoquimico son fibras con
un elevado metabolismo oxidativo y elevada
actividad mATPasa alcalino y acidorresistente
(Ramirez-Zarzosa et al., 1995; Lopez-Albors et
al., 1998). La miosina es de tipo “roja larva-
rial” (Scapolo et al., 1988), reaccionando de
forma positiva, tanto ante sueros anti miosina
lenta (anti-S) como rapida (anti-F). Las fibras
del misculo blanco presentan una morfologia
poligonal, abundantes miofibrillas y escasas mi-
tocondrias. Segun el grado de diferenciacidn,
las fibras blancas pueden presentar todavia los
ntcleos en el centro o ya en la periferia de la
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fibra. La actividad metabdlica de estas fibras
es fundamentalmente glicolitica. Por su parte,
la actividad mATPasa se inactiva parcialmente
tras la realizacién de preincubaciones alcalinas
y, totalmente tras preincubaciones 4cidas (Ra-
mirez-Zarzosa et al., 1995). La miosina de estas
fibras es de tipo “blanco larvario 1” (Scapolo et
al., 1988), con una reaccion ligeramente positi-
va frente a sueros anti-S y anti-F.

Ademas de fibras musculares, el miotomo
de la larva de lubina recién eclosionada presen-
ta una capa superficial de células externas (Fig.
1). Son células aplanadas, que mantienen con-
tactos entre sus membranas y que presentan una
ultraestructura escasamente diferenciada. Las
células externas no presentan nunca miofila-
mentos y su significado funcional ha sido inter-
pretado de forma dispar. Veggetti et al. (1990) y
Ramirez-Zarzosa (1995) consideran factible el
hecho de que estas células puedan diferenciarse
en fibras musculares, de ahi que las cataloguen
como mioblastos presuntivos. Por el contrario,
en nuestra opinién (Lopez-Albors et al., 1998)
dado que no presentan rasgos ultraestructurales
tipicos de mioblastos ni de células proliferati-
vas, su significado mds bien parece asociado
al del dermomiotomo. Esta sugerencia ya fue
apuntada por Waterman (1969) en el pez cebra
y coincide con la interpretacion de Johnston
(1993) en el arenque.

El nimero de fibras rojas superficiales
en los miotomos situados a nivel de la aper-
tura anal de la larva recién eclosionada es de
aproximadamente 100, y el de fibras blancas
aproximadamente de 225 (Ayala er al., 2000,
2001). Desde la eclosion hasta el momento de
la apertura de la boca transcurren entre 3 y 6
dias, segtn la temperatura de cultivo (19 o 15
°C, respectivamente) (Ayala et al., 2000, 2001).
Durante este tiempo, destaca el hecho de que
las fibras musculares blancas y rojas crecen por
hipertrofia, pero no aumentan en nimero de for-
ma significativa (Ayala et al., 2000, 2001). Asi,
durante la fase vitelina, momento en el cual
la disponibilidad de nutrientes esta limitada, el

unico mecanismo de crecimiento muscular que
desarrolla la larva de lubina es la hipertrofia.
Este hecho demuestra que la hipertrofia es un
mecanismo de crecimiento mas adecuado para
este periodo del desarrollo larvario que la hiper-
plasia, hecho que también ha sido descrito en el
salmén atldntico y en el arenque (Usher et al.,
1994; Johnston et al., 1998).

Con el inicio de la alimentacion externa
tras la reabsorcion del saco vitelino, la larva
de lubina inicia un periodo de intenso creci-
miento muscular. Los estratos musculares rojo
y blanco se engruesan considerablemente tanto
por hipertrofia de las fibras formadas durante el
periodo embrionario, como por generacién de
nuevas fibras. Se corresponde este crecimiento
hiperplasico con la 2* miogénesis ya citada. En
concreto, el nimero de fibras rojas a los 50 dias
es de aproximadamente 250 y el del blancas
3500 (Ayala et al., 2000).

El musculo rojo incorpora mioblastos des-
de la vecindad del septo horizontal, y también
en los extremos epi e hipoaxial del miotomo.
A los 16-25 dias, a nivel del septo horizon-
tal (linea lateral) el musculo rojo generalmente
presenta una bicapa o incluso tricapa de fibras.
Ademas, desde este momento resulta llama-
tiva la presencia de una agrupacién de fibras
en la profundidad de musculo rojo (Fig. 2a).
Los rasgos estructurales de estas fibras difieren
notablemente de los de las tipicas fibras rojas
superficiales. Se trata de fibras poligonales,
con miofibrillas empaquetadas y agrupadas en
el centro. Su actividad mATPasa es alcalino y
acidolabil (Ramirez-Zarzosa et al., 1995), y su
reaccién inmunohistoquimica sélo positiva ante
sueros antimiosina lenta (anti-S y anti-SHC)
(Scapolo et al., 1988). En nuestra opinién (Ra-
mirez-Zarzosa et al., 1995; Lopez-Albors et al.
1998) este nuevo tipo fibrilar, presenta un perfil
histoquimico semejante al de las fibras rojas del
musculo adulto, y terminardn diferencidndose
en fibras rojas adultas. No obstante, Scapolo et
al., (1988), contindan considerandolas como un
tipo “rojo larvario 2”, dado que todavia encuen-
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Figura 1. a) Larva de lubina de 33d.. Barra = Imm. b) Seccidn transversal de una larva de lubina
de 1d. a nivel de la apertura anal. Barra= 20um. c) y d) Larva de 7d. c) mATPasa preincubacion
pH 9.45, 7min. Barra = 15um. d) Técnica oxidativa NADH. Barra = 20um. e) y f) Electronografias
de la musculatura de una larva de 9d. Barra= 1.75um. B: mdsculo blanco, R: musculo rojo, SH:
septo horizontal, ME: médula espinal, N: notocorda, FR: fibra roja, FB: fibra blanca, Mb: mioblasto
presuntivo, Cex: célula externa, Fb: fibroblasto.
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tran alguna diferencia tintorial entre la actividad
mATPésica de estas fibras y las de tipo rojo
adulto. A partir de la tercera semana de vida
larvaria este nuevo tipo fibrilar va a aumentar
mucho en nimero, de tal manera que la mayoria
de las nuevas fibras rojas que se forman van a
ser de este tipo, acumuldndose mayoritariamen-
te a nivel del septo horizontal. Las fibras rojas
adultas coinciden histoquimica e inmunohisto-
quimicamente con ellas.

Desde la 2 semana de vida aproximada-
mente, entre el misculo rojo superficial y el
musculo blanco se va configurando un fino sep-
to conectivo que separa ambos estratos muscu-
lares. Es el denominado septo transverso, junto
al cual proliferan abundantes mioblastos, que se
incorporan mayoritariamente hacia el musculo
blanco (Veggetti et al., 1990) (Fig. 1f). Ademas,
en los extremos epi e hipoaxial del miotomo
se describe una abundante proliferacion mio-
blastica asociada a la presencia en la periferia
de un tejido conjuntivo mesenquimatoso, que
también incorpora nuevas fibras musculares,
preferentemente al musculo blanco (Veggetti
et al., 1990; Lépez-Albors et al., 1998) (Fig.
2b). Estas dos zonas de generacién de nuevas
fibras blancas son la fuente hiperplasica por la
cual se produce el crecimiento aposicional o
estratificado del miisculo blanco (Rowlerson y
Veggetti 2001). Las nuevas fibras del musculo
blanco, fibras “blancas larvarias 2”” manifiestan
una actividad positiva sélo ante sueros antimio-
sina rapida (anti-F) (Scapolo et al., 1988). Este
nuevo perfil inmunohistoquimico serd también
adquirido progresivamente por las fibras blan-
cas existentes desde la fase embrionaria (fibras
blancas larvarias 1).

Hacia el final del periodo larvario, a am-
bos lados del septo horizontal y entre los mus-
culos rojo y blanco, se va constituyendo pro-
gresivamente el misculo intermedio o rosa
(Scapolo et al., 1988; Veggetti et al., 1990;
Ramirez-Zarzosa et al., 1995) (Fig. 2c,d). Las
fibras rosas presentan rasgos estructurales y ul-
traestructurales intermedios a los de las fibras

rojas y blancas. Su actividad mATPasa, segtin
la metodologia de Mascarello et al. (1986, mé-
todo B) es alcalino y acidoestable, hecho por
el cual son facilmente identificables. Ademas,
estas fibras presentan una isoforma de miosina
con inmunorreactividad diferente a la de las
fibras blancas y rojas, ya que de un lado reac-
cionan positivamente frente a sueros especifi-
cos antimiosina rapida de peces, pero también
ante sueros antimiosina rdpida de mamiferos
(anti-IIA), y de otro, no se tifien con sueros
antimiosina lenta como anti-S y anti-SHC
(Scapolo et al., 1988). Inicialmente, el mus-
culo rosa esta circunscrito a la zona adyacente
al septo horizontal y situado internamente al
septo transverso. Desde el final del periodo
larvario, y durante la fase postlarvaria, el mus-
culo rosa aumentard su grosor y se extendera
hacia los extremos del miotomo. A la vez, sus
Iimites con los misculos rojo y blanco se van
difuminando cada vez mads, dado que las fi-
bras ahi situadas parecen sufrir una transicién
miosinica que las convierte en fibras rojas o
blancas, segun el caso (Lopez-Albors et al.,
1998; Ramirez-Zarzosa et al., 1998). Asi, en
ejemplares de lubina de mas de 150 dias se
describen dos zonas a ambos lados del estrato
intermedio, que ponen de manifiesto una con-
tribucién del musculo rosa al crecimiento hi-
perplésico de los musculos blanco y rojo (Fig.
3a). Esta funcidén también ha sido descrita en
otras especies por Sidnger et al. (1988).

Hacia el final de la fase larvaria, en la parte
profunda del musculo rojo y junto al septo ho-
rizontal también se detecta una agrupacién de
fibras histoquimicamente distintas a las fibras
rojas (Lopez-Albors et al. 1998). Estas fibras,
redondeadas y de pequefio tamaifio, presentan
gran cantidad de material contractil y escasas
mitocondrias. Por otro lado, mientras que su ac-
tividad mATPasa es elevada ante preincubacio-
nes 4cidas y alcalinas, su capacidad oxidativa es
escasa. Estas fibras, catalogables como fibras
tonicas (Fig. 2¢,d), también han sido descritas
en otras especies, recibiendo diferentes nombres
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Figura 2. a) y b) Larva de 20d. Barras =37 y 18.5 um. ¢) y d) Larva al final de la metamorfosis (70d).
Barras = 55 um. ¢c) mATPasa pH 4.6 (10seg). d) Reaccion oxidativa NADH. e) y f) Electronografias
del musculo blanco de larvas de 60d. Barras = 0,75 y 2.25 um. B: musculo blanco, R: musculo rojo,
Rs: miusculo rosa, N: notocorda, FRn: fibras rojas nuevas, FB: fibra blanca, FBn: fibras blancas
nuevas, FT: fibras tonicas, N: nicleo, Mst: célula satélite (miocitosatelocito), Cst: célula satélite,
Cp: capilar.
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y atribuyéndoles diferentes funciones (Sdnger y
Stoiber, 2001).

3. CRECIMIENTO MUSCULAR EN ALE-
VINES, JUVENILES Y ADULTOS

Como ya se ha comentado anteriormente,
el desarrollo de la musculatura implica proce-
sos de diferenciacion y crecimiento celular que
no estan restringidos a los estadios iniciales de
vida larvaria. La capacidad de prolongar el cre-
cimiento hiperpldsico durante el periodo post-
larvario es uno de los rasgos mads llamativos
del desarrollo muscular en muchos teledsteos.
Cuando la capacidad hiperpldsica de la mus-
culatura se agota, el crecimiento del miotomo
depende tnicamente de un incremento en el
diametro de las fibras (hipertrofia). Esto limi-
ta el potencial de crecimiento total, ya que la
capacidad hipertréfica de las fibras musculares
también estd limitada por el mayor didmetro
fibrilar fisiolégicamente eficiente. Segun esto,
el maximo tamafio que es capaz de alcanzar una
especie esta determinado en gran parte por el
nimero y didmetro de las fibras la musculatura
axial (Weatherley et al., 1988).

En los teleésteos de gran tamafio final, el cre-
cimiento hiperplésico de la musculatura en post-

larvas (alevines, juveniles y adultos), precisa de
una continua génesis y diferenciacién de nuevas
fibras musculares. Esta miogénesis postlarvaria
(37 fase de crecimiento hiperplasico) tiene como
particularidad que las fibras neoformadas, de
pequefio tamafio, se entremezclan con las fibras
preexistentes, confiriendo a la musculatura un
aspecto morfolégico de mosaico (Fig. 3b). Se-
gun esto, Rowlerson y Veggetti (2001) han de-
nominado a esta 3 fase hiperplasica como cre-
cimiento en mosaico. Stoiber y Sénger (1996)
fundamentan esta hiperplasia postlarvaria en
un proceso de migracién de muchas de las cé-
lulas miogénicas responsables del crecimiento
hiperplasico estratificado de la fase larvaria. La
migracion de estas células se realiza desde la
periferia al interior del miotomo, aprovechando
la expansién de tejido conectivo determinan-
te de la formacién de la ldmina basal. Estas
células migratorias, al quedar envueltas por la
membrana basal de las fibras preexistentes se
convierten en células miosatélites (Fig. 2e). No
obstante, también pueden quedar envueltas ais-
ladamente por su propia membrana basal (Lo6-
pez-Albors et al., 1998). La activacién de las
células miosatélites es la base celular que ex-
plica la continua génesis de nuevas fibras mus-
culares durante el crecimiento hiperpldsico en

Figura 3. Musculatura de juvenil de lubina de 275d (= 50g). mATPasa pH 4.6 (10seg). a) Barra =
120um. b) Detalle del musculo blanco: mosaico tintorial con fibras de alta *, moderada ** y baja ***
actividad mATPasa. Barra = 60um. B: musculo blanco, R: musculo rojo, Rs: musculo rosa, FRrs:
fibras rojas de las rosetas.
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mosaico. Como es facil de deducir, la identidad
de las células miosatélites es comtn al de todas
las células miogénicas, esto es, la poblacién de
células precursoras musculares que, de forma
mds o menos predeterminada, dard lugar a una
linea celular muscular cuando éstas sean activa-
das. Las células resultantes de la multiplicacion
de las c€lulas satélites pueden fusionarse entre
si para formar miotubos y finalmente nuevas
fibras musculares. No obstante, también pueden
unirse a fibras preexistentes para suplementar
su nimero de nicleos y asi permitir su continuo
crecimiento hipertréfico (Fig. 2f).

Un mecanismo alternativo para explicar el
crecimiento hiperplasico prolongado en algu-
nos teledsteos es el “splitting” o rajamiento
de las fibras maduras (Willemse y Lieuwma-
Noordanus, 1984; Romanello et al., 1987). En
estos estudios, mediante técnicas histoquimicas
y electroforéticas, se demuestra que las fibras
de nueva generacion son idénticas a las demads
preexistentes. Sin descartar que, en ciertos ca-
sos puntuales, el rajamiento de fibras pueda dar
lugar a nuevas fibras hijas, actualmente esta
propuesta no parece admitirse como explica-
cion valida para la hiperplasia fisiolégica post-
larvaria de la musculatura axial.

La contribucién relativa de la hiperplasia
e hipertrofia al crecimiento muscular durante
los periodos juvenil y adulto ha sido estudia-
da en muchas especies, habiéndose encontra-
do que la hipertrofia continda incluso después
de haber cesado el crecimiento por hiperpla-
sia (Weatherley et al., 1980, 1988; Stickland,
1983; Veggetti et al., 1990, 1993; Kiessling et
al., 1991; Koumans et al., 1993; Rowlerson
et al., 1995; Veggetti et al., 1999; Rowlerson
y Veggetti, 2001). De forma genérica, parece
que en el musculo blanco de las especies de
mayor y mas rapido crecimiento se contindan
generando nuevas fibras hasta un tamafio cor-
poral de aproximadamente el 70% del tamafio
final (Weatherley y Gill, 1985), mientras que
en especies pequefias o de crecimiento lento,
éste pronto llega a ser consecuencia tinicamente

del incremento en didmetro de las fibras, con
poca o ninguna hiperplasia (Weatherley y Gill,
1987). Para una misma edad, los peces de cre-
cimiento rdpido generalmente muestran mayor
hiperplasia que los de crecimiento lento (Wea-
therley etz al., 1979; Weatherley y Gill, 1987,
Higgins y Thorpe, 1990; Kiessling et al., 1991;
Valente et al., 1999), lo que suele estar asociado
a un mayor tamafo corporal en el momento del
muestreo.

En la lubina, la fase postlarvaria comprende
diferentes periodos. A nivel industrial, los ale-
vines —de entre 2 y 20g—, se obtienen en “ha-
tcheries” y “nurseries”, para ser habitualmente
utilizados en la siembra de cultivos en jaulas
(mar abierto), estuarios o tanques. Aunque su
edad es variable, aproximadamente tienen de 4
a 8 meses. Los juveniles son peces mayores de
20-25g, que todavia no han alcanzado la madu-
rez sexual. Las formas comerciales mas habitua-
les para el consumo son juveniles de 300 a 600g
(lubina de racién). Por lo general, se considera
que son peces inmaduros sexualmente, aunque
hay que tener en cuenta que hasta un 20-30% de
los machos de lubina de tamafio comercial son
ya fértiles desde el primer invierno. Asi pues,
la fase adulta de la lubina varia en funcién del
sexo, definiéndose en las hembras hacia los 3
afios desde la eclosion, y en los machos un afio
antes, o incluso desde el primer afio.

3.1. Madurez muscular en la lubina

En la musculatura axial de los alevines de
lubina los tres estratos musculares fundamen-
tales estan perfectamente diferenciados: muscu-
los rojo, intermedio y blanco (Fig. 3a). El mis-
culo rojo se sitia en la periferia del miotomo,
engrosandose considerablemente a nivel del
septo horizontal. Las fibras rojas presentan una
morfologia poligonal, abundantes mitocondrias
y miofibrillas agrupadas en bucles o anillos. Su
actividad mATPasa es alcalino y acidolabil (Ra-
mirez-Zarzosa et al., 1995; Lopez-Albors et al.,
1998), y su perfil inmunohistoquimico positivo
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ante sueros anti-S y anti-SHC. En ejemplares
de 90-100 dias, en la profundidad del misculo
rojo, también se describen pequefias agrupacio-
nes de fibras con una actividad mATPasa mo-
derada o intensa (Lépez-Albors, 1994). Estas
agrupaciones, también observadas en la dorada
(Lopez-Albors et al., 1998; Ramirez-Zarzosa et
al., 1998) aumentan progresivamente de tamafio
y se expanden hacia los extremos del miotomo,
siempre superficialmente al septo transverso.
Por su morfologia peculiar, a estas agrupacio-
nes de fibras rojas no tipicas se les ha denomi-
nado “fibras rojas de las rosetas” (Scapolo et
al., 1988; Lopez-Albors et al., 1998, Ramirez-
Zarzosa et al., 1998) (Fig. 3a). El dltimo hecho
destacable, que culmina el desarrollo del muis-
culo rojo, es la adquisicién de un aspecto tin-
torial en mosaico, evidenciado tras la reaccion
para la ATPasa miosinica. En un estudio previo,
el mosaico del musculo rojo fue observado en
lubinas de 230 dias (Lopez-Albors 1994), aun-
que su demostracion es mucho mds evidente en
ejemplares de mayor edad (Ramirez-Zarzosa et
al., 1998). Este mosaico tintorial esta consti-
tuido por fibras aparentemente adultas, de las
cuales, unas se muestran mds acidoestables que
otras. No obstante, mediante técnicas inmuno-
histoquimicas su existencia no ha sido demos-
trada (Scapolo et al., 1988).

Como consecuencia del intenso crecimiento
postlarvario de los alevines de lubina el mus-
culo blanco adquiere pronto un aspecto morfo-
l6gico en mosaico. En ejemplares de menos de
80 dias, Lopez-Albors et al. (2003) describen
la existencia de fibras pequefias entremezcla-
das con las fibras blancas adultas. No obstan-
te, esta diferenciacion es s6lo morfoldgica, ya
que desde un punto de vista histoquimico, la
actividad mATPasa y la inmunorreactividad de
todas ellas es semejante (Scapolo et al., 1988;
Lépez-Albors et al., 2003). En alevines de mas
de 100 dias, la mATPasa ya revela la presencia
de diferentes tonos tintoriales entre las fibras
de pequefio, mediano y gran tamafio (Fig. 3b)
(Ramirez-Zarzosa et al., 1998; Lopez-Albors et

al., 2003). Este mosaico tintorial, no descrito
por Scapolo et al. (1988) hasta los 20 meses, se
inicia en la zona del musculo blanco préxima al
musculo rosa, pero progresivamente se ird ex-
tendiendo a toda la amplitud del miotomo. Hay
que mencionar, no obstante, que en una zona
muy circunscrita del musculo blanco, cerca de
sus extremos epi e hipoaxial, existe una agrupa-
cion de fibras con caracteristicas histoquimicas
semejantes a las de las fibras rosas (Scapolo et
al., 1988). Se constituye asi, un pequefio acu-
mulo de fibras rosas que, atipicamente, se loca-
lizan en el misculo blanco.

Mediante técnicas inmunohistoquimicas
se ha demostrado que, las fibras pequeiias de
nueva generacion del mosaico histoquimico del
musculo blanco de la lubina juvenil presentan
una inmunorreactividad diferente que las fibras
blancas grandes (adultas) (Scapolo et al., 1988).
Si estas udltimas sé6lo reaccionan positivamente
ante sueros anti-F, las fibras pequefias también
reaccionan parcialmente ante sueros anti-S.
Este hecho pone de manifiesto que, en ejem-
plares juveniles, en los que el mosaico del ms-
culo blanco estd perfectamente constituido, las
fibras pequefias de nueva generacién presentan
una diferente composicién miosinica que las fi-
bras pequefias del mosaico del musculo blanco
de los alevines (Scapolo et al., 1988; Lopez-Al-
bors et al., 2003). Probablemente, esta diferen-
te composicion miosinica sea una consecuencia
del diferente origen miogénico de ambos tipos
fibrilares. Asi, en alevines, las fibras pequefias
del mosaico provienen directamente de la po-
blacién original de mioblastos y se transforman
rapidamente en fibras blancas adultas, mientras
que las fibras pequeifias de los juveniles de mas
de 100 dias provendrian de una activacién de
células miosatélites y adquieren una isoforma
de miosina propia, que progresivamente se
transformara en la de las fibras blancas adultas.
Este doble origen de las fibras del mosaico ha
sido también descrito en otros teledsteos como
la anguila y la carpa (Rowlerson et al., 1985;
Romanello et al., 1987; Alfei et al., 1994).
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3.2. Dinamica de crecimiento muscular

La dindmica de crecimiento muscular de
los alevines y juveniles de lubina ha sido esca-
samente estudiada. A continuacién se resumen
los datos aportados por Veggetti et al. (1990)
y Abdel (2004), asi como algunos resultados
nuestros atn no publicados.

El estudio del crecimiento muscular durante
la fase postlarvaria debe ser relacionado con el
crecimiento total de la lubina, el cual descri-
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be diferencias importantes segin la época del
afio. En el mar Mediterrdneo, la época natural
de puesta de la lubina se sitda entre los meses
de diciembre y marzo, lo cual determina que
el periodo larvario finalice antes del inicio del
verano. Durante el verano, cuando la tempera-
tura del mar puede alcanzar los 26-28°C, los
alevines de lubina crecen de forma muy rapida,
llegando a pesar 50 g a comienzos del otofio. A
partir de este momento, el crecimiento se va ra-
lentizando, de tal forma que durante los meses
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Figura 4. Crecimiento muscular de la lubina durante las fases alevin (2 y 15g) y juvenil (50, 200 y
350g). a) Crecimiento del musculo blanco (seccion transversal), b) Hipertrofia de las fibras blancas,
c¢) Hiperplasia del musculo blanco, d) Densidad de fibras blancas.
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de invierno, el crecimiento de los juveniles de
lubina es muy escaso, o incluso, en algunos ca-
sos negativo (Akbulut y Sahin, 1999). Durante
el segundo afio de vida, los juveniles de lubina
siguen un nuevo ciclo de crecimiento en fun-
cion de la estacion del afio, que en el caso de los
machos puede estar influido negativamente por
el comienzo de la maduracién gonadal. El pe-
riodo comercial de la lubina se inicia y extiende
a lo largo del segundo afio de vida pudiéndose
prolongar hasta el tercero.

Coincidiendo con la época estival, los ale-
vines de lubina presentan un crecimiento mus-
cular muy intenso como consecuencia de una
importante actividad hipertréfica e hiperpldsica
en el musculo blanco (Fig. 4). Concretamente,
el nimero estimado de fibras musculares blan-
cas se puede duplicar de julio (2g con = 23,800
fibras) a septiembre (15g y = 46,000 fibras) (re-
sultados no publicados) (Fig. 4c). En otofio, la
intensidad de crecimiento muscular sigue sien-
do muy elevada. En el lote referido en la Fig.
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4, a finales del mes de noviembre, el nimero
de fibras blancas en los juveniles de 50g fue de
=~ 134,000. Es interesante resaltar que la tasa
de generacion de nuevas fibras musculares fue
mayor en esta época (15-50g) que durante el
verano (2-15g) (Fig. 5). Paralelamente a la hi-
perplasia, en los alevines se evidencia un conti-
nuo crecimiento hipertréfico de la musculatura,
reflejado tanto por los valores de la media del
tamafio de las fibras blancas (Fig. 4b), como
por las distribuciones de probabilidad de los
diferentes tamaiios fibrilares (Figs. 6 a,b). El
desplazamiento de la media hacia la derecha en
estas graficas, asi como el tamafio maximo de
las fibras —menor de 120 um de didmetro a los
2g,y = 180 um a los 50g— son pruebas eviden-
tes del crecimiento hipertréfico acontecido.

La importancia del periodo estival para el
crecimiento muscular de los juveniles de lubi-
na en el mar Mediterraneo se pone también de
manifiesto durante el segundo afio de vida. Asi,
durante el segundo verano, lubinas mantenidas
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Figura 5. Tasas hiperpldsicas del musculo blanco (n°® de fibras nuevas/dia) a lo largo de diferentes
estadios de crecimiento de la lubina. El computo de dfas en cada uno de los estadios fue: 5d (eclo-
sién-apertura de la boca E-B), 19d (apertura de la boca-25 dias B-25d), 57d (25d-final fase larvaria
25d-Es), 38d (final fase larvaria-2g Es-2g), 60d (2-15g), 82d (15-50g), 258d (50-200g), 110d (200-

350g).
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Figura 6. Funciones de densidad probable (Kernel) de los valores del didmetro fibrilar de una mues-
tra representativa de fibras blancas (400-600) en cada pez. Cada linea punteada representa los valo-
res en un pez, mientras que la linea continua representa la distribucién media estimada de tamafios
fibrilares del conjunto de los peces. a) 2g: se aprecia una acumulacién de tamafios en torno a los
40um y una intensa génesis de nuevas fibras blancas menores de 10 pm (hiperplasia). b) 50g: debido
a la hipertrofia fibrilar, la media se sitiia ahora préxima a los 60 um mientras que los valores maxi-
mos alcanzan tamafios fibrilares de hasta 180 um de didmetro. Se mantiene una intensa actividad
hiperplasica en la mayoria de los peces del grupo. c) 350g: como consecuencia de la elevada acti-
vidad hiperplésica del misculo blanco previa a este estadio, se aprecia una elevada proporcién de
fibras menores de 50um, a la vez que, la continua hipertrofia de las fibras preexistentes aumenta los
didmetros maximos (fibras mas antiguas) hasta 200 pum.

a temperatura ambiente presentaron un impor-
tante crecimiento muscular como consecuencia
de procesos muy activos de hipertrofia e hiper-
plasia de las fibras del musculo blanco (Abdel,
2004) (datos de 200 y 350g en Figs. 4, 5 y
6). Teniendo en cuenta que los ejemplares de

350g son de tamafio comercial, es interesante
observar que su densidad de fibras fue de 200
fibras/mm? de seccién transversal del filete.
Segin se ha comentado anteriormente, el
crecimiento hiperplasico de la musculatura axial
en los teledsteos de gran tamafio final se man-
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tiene activo hasta que éstos alcanzan aproxima-
damente el 70% de su tamaiio final (Weatherley
y Gill, 1985). En el salmén atlantico, el nimero
méaximo de fibras medido en diferentes lotes
fluctué entre un maximo de 1.010.000 (Johnston
et al. 2002) y un minimo de 582.000 (Johnston
et al. 2004), lo cual pone de manifiesto la exis-
tencia de grandes diferencias intraespecificas en
la capacidad hiperplasica de esta especie. En la
lubina, hasta el momento, no se han realizado
estudios de cuantificacién del nimero maximo
de fibras blancas. Unicamente, Veggetti et al.
(1990) apuntaron que el tamafio aproximado al
cual se detiene la hiperplasia en la musculatura
axial en esta especie es de unos 48 cm.

La densidad de fibras musculares es un pa-
rametro morfométrico que representa de forma
sencilla la distribucion de tamafios de las fibras
del musculo blanco. Ademds, es importante
considerar que el tamafio de las fibras muscula-
res es uno de los principales factores determi-
nantes de la textura del filete en crudo. Como
regla general, debe considerarse que a mayor
densidad de fibras mayor firmeza del filete (Ha-
tae et al. 1990; Hurling et al., 1996). Esta pre-
misa ha sido recientemente comprobada en la
lubina (Periago et al. 2005), cumpliéndose que
la densidad de fibras es capaz de explicar hasta
un 46% de las variaciones en masticabilidad,
encontrada en filetes crudos de lubina cultivada
y salvaje.

La densidad fibrilar del misculo blanco es
también importante para el procesado postmor-
tem de los peces de acuicultura. A pesar de que
actualmente la forma comercial mayoritaria de
la lubina consiste en su venta de forma intacta,
sin que se realice ningtin procesado postmortem
de la canal, parece probable que en un futuro la
situacion pueda cambiar hacia una tendencia a
comercializar lubina fileteada. El tamaiio de las
fibras musculares podria incidir de forma signi-
ficativa en las propiedades texturales del filete
y, de forma particular, en su resistencia al agrie-
tamiento (“gaping”). En el salmén atlantico,
donde una parte considerable de la produccién

se comercializa en ahumado y fileteado fino, el
40% de las pérdidas econdmicas por baja ca-
lidad durante el procesamiento secundario del
salmoén (fileteado y preparacion del producto
para el consumirlo) se han asociado a un agrie-
tamiento del filete (Michie 2001). En esta mis-
ma especie, Johnston et al. (2002) determinaron
que densidades de fibras en el misculo blanco
mayores de 95 fibras/mm? son suficientes para
disminuir de forma significativa los riesgos de
agrietamiento del filete.
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