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La evolucion es una teoria. También es un hecho. Y los hechos y las teorias

son cosas distintas, no escalones en una jerarquia de certeza creciente.

Los hechos son los datos acerca del mundo.

Las teorias son estructuras de ideas que explican e interpretan los hechos.

Los hechos no desaparecen cuando los cientificos debaten teorias rivales para interpretarlos.
La teoria de la gravitacion de Einstein reemplazo la de Newton en este siglo,

pero las manzanas no se quedaron suspendidas en el aire esperando el resultado.

Y los humanos evolucionaron de ancestros simiescos

ya sea por medio del mecanismo propuesto por Darwin o por otro que falte por descubrirse.

Stephen Jay Gould (1941-2002)
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RESUMEN

EFECTOS DE LA SALINIDAD SOBRE LA REPRODUCCION Y EL DESARROLLO DEL “CAMARON DE

AGUA DULCE” Palaemonetes argentinus.

ROMINA BELEN ITUARTE

El camardn Palaemonetes argentinus (Decapoda: Caridea: Palaemonidae) se distribuye desde
el centro este de Argentina hasta Uruguay y sur de Brasil. Habita lagos, rios y arroyos, pero también
lagunas costeras de salinidad variable. Fue sugerido que P. argentinus, como otras especies de la
familia Palaemonidae, se encuentra en un estadio incipiente de radiaciéon adaptativa hacia los
ambientes de agua dulce. En esta tesis se compararon los efectos de la salinidad sobre la reproduccion
y el desarrollo embrionario entre poblaciones de P. argentinus geograficamente separadas y con
distinto grado de aislamiento del mar. Ademas, los efectos de la salinidad a un nivel fisioldgico-
bioquimico fueron estudiados durante la ontogenia de la especie en una Unica poblacion. Este estudio
demostré que, aun cuando las poblaciones consideradas no estuvieron expuestas a salinidades
concentradas en su ambiente natural, P. argentinus fue capaz de reproducirse y desarrollarse en un
amplio rango de salinidades, desde el agua dulce hasta salinidades cercanas a la del agua de mar. Esos
resultados apoyan la hipotesis que P. argentinus habria colonizado los ambientes de agua dulce en un
tiempo evolutivo reciente. La mayoria de los rasgos comparados en el campo y experimentalmente
difirieron notablemente entre y dentro de las poblaciones. Por ejemplo, las diferencias en el tiempo de
incubacion, en la tolerancia a la salinidad de los embriones y en la organogénesis embrionaria podria
ser resultado de un desarrollo flexible asociado con las caracteristicas ambientales locales o de una
diferencia genética. Ademas, la variacidon intraespecifica en la respuesta de los embriones a las
condiciones de cultivo in vitro sugiere que el control ejercido por las hembras durante la incubacién
difiere entre las poblaciones. Futuros experimentos deberan identificar si algunas de las diferencias
fenotipicas entre las poblaciones estudiadas tienen un significado adaptativo en los distintos

escenarios de las transiciones evolutivas entre los ambientes marino-salobre y de agua dulce.
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ABSTRACT

SALINITY EFFECTS ON REPRODUCTION AND DEVELOPMENT OF THE “FRESHWATER SHRIMP”

Palaemonetes argentinus.

ROMINA BELEN ITUARTE

The shrimp Palaemonetes argentinus (Decapoda: Caridea: Palaemonidae) occurs in limnic
inland habitats such as lakes, rivers and streams, but also in brackish coastal lagoons, geographically
ranging from central eastern Argentina to Uruguay and southern Brazil. It has been suggested that P.
argentinus, such as several species of the family Palaemonidae, is in an early stage of evolutionary
adaptation to life under freshwater conditions. In the present dissertation, salinity effects on
reproduction and development of P. argentinus were compared in geographically separated
populations with a different degree of isolation from the sea. In addition, the effects of salinity during
the ontogeny were studied at a physiological-biochemical level in a freshwater population. Results
showed that the studied populations were in its natural habitat not normally exposed to high salinities,
even though P. argentinus was able to reproduce and develop in a wide range of salinities, from
freshwater to brackish water conditions. These facts support the proposition that this species may
have invaded freshwater environments in a recently evolutionary time. Striking differences in studied
features occurred within and between populations, in both field and laboratory studies. For instance,
the intraspecific differences between populations in incubation time, salinity tolerance during
embryonic development, and embryonic organogenesis could result from a flexible development due
to local environmental conditions or from genetic differentiation. Moreover, the variation in the
embryonic response to in vitro culture conditions suggests that female control of the embryonic
environment differs between populations. Future experiments should identify if some of the
phenotypic variations in life-history traits between P. argentinus populations have an adaptive
significance in different scenarios of an ongoing evolutionary transition between marine-brackish

water and freshwater environments.
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Introduccion General

INTRODUCCION

De los aproximadamente 30 phyla de animales originados en el océano, apenas la
mitad (16 phyla) han colonizado los ambientes de agua dulce, y tan solo un 20% (7 phyla)
han realizado la transicion hacia los ambientes terrestres (Lee & Bell, 1999). Diversos grupos
de animales con estilos de vida muy diferentes habrian ocupado rapidamente los ambientes
marinos durante el Cambrico, mientras que los habitats de agua dulce habrian sido
colonizados lentamente durante cientos de millones de afios recién a partir del Paleozoico
tardio (Miller & Labandeira, 2002). El desarrollo de sistemas osmorregulatorios mas
complejos, tanto como las modificaciones en los estilos de reproduccion y dispersion
pudieron retardar la conquista evolutiva de los habitats de agua dulce (Miller & Labandeira,
2002). La colonizacion de los ambientes de agua dulce, y eventualmente los terrestres, por
los organismos marinos representa una de las mayores transiciones evolutivas, por lo que
actualmente constituye uno de los principales temas de interés para los bidlogos evolutivos y
los paleontdlogos (Lee & Bell, 1999; Schubart et al., 1998; Miller & Labandeira, 2002;
Anger, 2005; 2006; Anger & Schubart, 2005; Anger et al., 2007).

La conquista de los ambientes de agua dulce por los organismos de origen marino no
solo ha ocurrido en una escala macroevolutiva sino que contintia en el presente. Algunos
autores han documentado ejemplos en los que las invasiones se han incrementado en los
pasados 150 afos particularmente en los ambientes con un alto grado de impacto antrdpico
(vease Lee & Bell, 1999; Lee, 2002; Miller & Labandeira, 2002; Havel et al., 2005).
Diversos aspectos evolutivos de los procesos de colonizacion, entendidos como la expansion
del rango natural de una especie, han sido comprendidos a partir del intenso estudio de los
eventos de invasion, esto es cuando una poblacion expande su rango de distribucion mas alla
de su zona potencial de dispersion, generalmente mediado por el transporte humano (Lee,

2002). Dichas investigaciones han puesto de manifiesto que entender los cambios



Introduccion General

fisiologicos, genéticos y en los estilos de reproduccion ocurridos durante las invasiones
puede aportar informacion sobre los procesos que estuvieron y estan involucrados en la
colonizacién a gran escala de los ecosistemas de agua dulce.

Durante la ultima década un niimero creciente de estudios en especies modelo de
origen marino-salobre que han invadido los ambientes de agua dulce (por ejemplo: el
copépodo Eurytemora affinis y los mejillones Dreissena polymorpha “mejillon cebra” y D.
bugensis “mejillon quagga”) han intentado responder los siguientes interrogantes: 1) por qué
la tolerancia (por ejemplo a la salinidad) de una poblacion particular es mayor y en
consecuencia tiene ¢éxito en el proceso de invasion; 2) por qué ciertos periodos y/o
condiciones son mdas propicios en un evento de invasidon; 3) qué mecanismos estan
involucrados en las transiciones entre los ambientes y 4) cudles fueron las rutas mas
probables de las invasiones (revision en Lee, 2002; Havel et al., 2005). Esos estudios han
demostrado que durante las transiciones entre los ambientes marino-salobre-dulceacuicola las
presiones selectivas favorecen cambios en un tiempo evolutivamente corto; han detectado
eventos repetidos e independientes de invasion- reinvasion a una escala global asi como
eventos de especiacion; y también han presentado evidencias de que la arquitectura genética
de los individuos de algunas poblaciones puede ser favorecida durante el/los proceso/s de
invasion/es (Lee, 1999; 2000; Lee et al., 2003; Lee & Frost, 2002; Lee & Petersen, 2002,

2003; Gelembiuk et al., 2006; May et al., 2006; Lee et al., 2007).



Introduccion General

I.- LAS RUTAS HACIA EL AGUA DULCE

De acuerdo con los paleontdlogos y bidlogos evolutivos, los animales que
actualmente se encuentran en ambientes de agua dulce derivan evolutivamente de:

a) grupos marinos que se han adaptado a salinidades reducidas, ya sea porque han
quedado aislados debido a eventos vicariantes en ambientes que se desalinizaron
paulatinamente; o porque se hubieran desplazado desde los estuarios hacia el agua dulce
(véase Miller & Labandeira, 2002; Lovejoy et al., 2006)

b) grupos terrestres como los insectos que invadieron secundariamente los ambientes
acuaticos mediante el desarrollo de branquias o de varias adaptaciones de comportamiento y

fisiologicas (Patrick et al., 2001; Miller & Labandeira, 2002).

1.1.- HIPOTESIS SOBRE EL ORIGEN DE LA FAUNA ACUATICA DE AMERICA DEL SUR...

En relacion con la primera hipotesis indicada més arriba (a), uno de los ejemplos mas
notables lo constituye el origen de la fauna de agua dulce de América del Sur. Los rios de la
region del Amazonas presentan una fauna endémica derivada de taxa que generalmente se
encuentran en el océano. El origen y evolucion de diversos linajes de agua dulce derivados de
ancestros marinos se vinculan con los profundos cambios paleogeograficos 'y

paleoambientales ocurridos en América del Sur durante el Nedgeno' (Lovejoy et al., 2006).

1 . , . , .. , . .
El Sistema Nedgeno pertenece a la era Cenozoica y esta constituido por las épocas: Mioceno, Plioceno,
Pleistoceno, Holoceno y continuaria hasta el presente.
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La ictiofauna Neotropical estd dominada por especies que pudieron diversificarse en
los habitats de agua dulce antes de la separacion de Gondwana (como los Characiformes y
Siluriformes), sin embargo la cuenca del Amazonas también alberga una diversa comunidad
de peces de agua dulce cuyos ancestros marinos pudieron haber ingresado a América del Sur
en un tiempo evolutivo mas reciente (Lovejoy et al., 2006). Los patrones biogeograficos de
las especies y linajes derivados de ancestros marinos sugieren que su origen y evolucion se
vincularian con las siguientes hipoétesis: las invasiones de especies oportunistas via los
estuarios; la vicarianza en relacion con el levantamiento de los Andes y la vicarianza
relacionada con las repetidas incursiones marinas y conexiones entre cursos de agua
ocurridas durante el Mioceno (Lovejoy et al., 2006).

Por un lado, la boca del Amazonas y sus vastos estuarios son relativamente mas
accesibles que otras cuencas por lo que las invasiones de especies oportunistas pudieron y
podrian ocurrir por esa via. Sin embargo, datos paleoecoldgicos y paleogeograficos
demuestran que durante el Mioceno el cauce del Amazonas no fue una de las vias posibles
para la entrada de las actuales especies de peces de agua dulce en la region (véase Lovejoy et
al., 2006). Por otro lado, la hipotesis de vicarianza debido a la emergencia de los Andes, que
postula que grupos marinos pudieron quedar aislados en un mar interno derivado del Pacifico
luego del levantamiento de la cordillera, ha sido criticada debido la falta de actualizacion de
los datos paleogeograficos (véase Lovejoy et al., 2006 y citas alli).

Evidencias provenientes de distintas disciplinas concuerdan en que la cabecera del
Amazonas fue afectada al menos dos veces por las incursiones marinas del Neogeno, aunque
el tiempo y extension de dichas incursiones es controversial. Existe un consenso respecto de
que esas incursiones conectaron el sistema del Amazonas con el océano via el Caribe hacia el
final del Mioceno medio (~ 12-11 Ma) y del Mioceno temprano (~ 22-16.5 Ma) (Lovejoy et

al., 20006, y citas alli). Resultados recientes apoyan la idea anterior, las incursiones marinas
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ocurridas en el Mioceno temprano afectaron la cabecera del Amazonas conectando ese
sistema con el Caribe a través de la cuenca de Los Llanos (Fig. 1.1). Los drenajes de los rios
principales debieron reorientarse, presuntamente durante las transgresiones y/o periodos
regresivos, ofreciendo habitats interconectados con niveles de salinidad fluctuantes. Tales
condiciones pudieron propiciar la evolucion de la tolerancia al agua dulce y el aislamiento de
linajes de agua dulce incipientes a partir de sus ancestros marinos (Lovejoy et al., 2006). Los
autores mencionan que durante las incursiones marinas del Mioceno temprano el sistema del
Amazonas pudo funcionar como una “bomba” inyectando taxa marinos hacia los ambientes
de agua dulce. Aunque los autores enfocaron sus estudios en la fauna ictica mencionan que
debido a la historia paleogeografica de la region sus resultados son congruentes con el origen
de otros linajes, como por ejemplo el de los crustaceos decapodos (véase también Collins et
al., 2007).

De esta manera, una de la hipotesis sobre el origen de la fauna acuatica de América
del Sur sostiene que las incursiones marinas y la reorientacién de los drenajes de los rios
principales ocurridos en el Mioceno temprano habrian promovido la transicion evolutiva
desde los ambientes marinos hacia los de agua dulce (Lovejoy et al., 2006). Sin embargo,
dicho escenario no explicaria el origen de todas las especies de linaje marino. Por ejemplo, el
origen de algunas especies de pejerrey del género Odontesthes en el sureste de Brasil seria
mucho mas reciente atn. Los cambios en el nivel del mar ocurridos en el Pleistoceno y
Holoceno, pudieron propiciar el origen de especies de agua dulce incipientes mediante el
aislamiento de poblaciones de conespecificos en ambientes marinos y estuariales (véase

Beheregaray et al., 2002).
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Figura 1.1. Vias hipotéticas de colonizacidon de la fauna ictica de América del Sur
durante las incursiones marinas del Mioceno, siendo la del Caribe la mas probable
(extraido de Lovejoy et al., 2006.). Las mismas vias explicarian también la
colonizacidn de los crustaceos decapodos de la region.
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... Y DE LA FAUNA ACUATICA DE NUESTRA REGION, INCLUYENDO LAS PRESUNTAS RUTAS

DE COLONIZACION DE Palaemonetes argentinus

Ringuelet (1961) menciona en su trabajo “Rasgos fundamentales de la zoogeografia
de la Argentina” que la llanura chaco pampeana estuvo enteramente ocupada por fauna de
tipo brasilico o "tropical". Sostiene que la colonizacion de especies tropicales es un fendémeno
factible de producirse en la actualidad, y sugiere que la fauna "brasilica" pudo dispersarse
hacia el sur en tiempos pre-cuaternarios. Algunas de las vias de colonizacién no permanecen
como tales en la actualidad -la que permiti6 la entrada de los cangrejos Tricodactilinos
(dulceacuicolas) hasta aqui-, mientras que otras como por ejemplo el cauce pluvial del Parana
ofrecid y ofrece en la actualidad una ruta de dispersion hacia el sur para la fauna acuatica de
tipo tropical o subtropical. Morrone & Lopretto (1995) concuerdan con la idea de una
dispersion hacia el sur de los crustaceos decapodos dulceacuicolas del sur de Sudamérica (<
30° lat) a partir de una biota ancestral tropical; y postulan que esa biota pudo fragmentarse
debido a repetidos eventos vicariantes dando origen a las areas de endemismo que hoy
observamos. Las areas endémicas delimitadas por Morrone & Lopretto (1995) vinculan la
presencia de P. argentinus a los rios Paraguay y Parand. En este punto es interesante
mencionar que la separacion de las cuencas del Amazonas y del Parana se produjo hace unos
30 Ma, aunque se ha sugerido algun tipo de conexion entre ellas durante el Mioceno tardio
(Cione & Baez, 2007).

Sin embargo, Ringuelet (1956; 1961) considera que el estuario del Rio de la Plata
funcionaria como principal puerta de entrada para la fauna marina invasora. La entrada de
especies invasoras pudo intensificarse durante las sucesivas ingresiones marinas ocurridas en
el Mioceno temprano, Plioceno y Pleistoceno (“Mar Paranense”, “Entrerriano, Puelchense”,
“Querandinense-Platense”, respectivamente). El autor expone numerosos ejemplos

zoogeograficos acerca de por qué el estuario del Rio de la Plata, ha sido y continuaria siendo
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una via de penetracion que permitiria a las especies marinas una invasion exitosa de las aguas
continentales (Ringuelet, 1961). En uno de los muchos ejemplos menciona a varias especies
cuyos géneros son marinos pero que han colonizado con éxito los ambientes continentales,
como por ejemplo, el camardn P. argentinus. Las otras especies que junto con P. argentinus
sefalarian el papel jugado por la hoya del Plata en la colonizacion de los ambientes
continentales son: Clupea melanostoma melanostoma (Pisces, Clupeiformes, Clupeidae);
Pseudodiaptomus  richardi inaequalis (Crustacea, Copepoda, Pseudodiaptoniidae);
Corophium rioplatense (Crustacea, Amphipoda, Corophidae); Tanais fluciatilis y T.
herminiae (Crustacea, Tanaidacea); Exosphaeroma platensis (Crustacea, Isopopoda,
Sphaeromidea); Probopyrus spp (Crustacea, Isopoda, Bopyridae); Acetes paraguayensis
(Crustacea, Decapoda, Sergestidae).

En resumen, de acuerdo con las hipdtesis existentes, la dispersion de P. argentinus
podria haber ocurrido al menos a partir de dos fuentes, aunque no necesariamente
excluyentes. Mientras que Ringuelet (1956; 1961) sugiere al Rio de la Plata como principal
puerta de entrada para la especie en la region, Morrone & Lopretto (1995) consideran mas
probable que se hubiera dispersado hacia el sur a partir de una biota tropical ancestral.
Independientemente de la/s fuente/s de origen a partir de la cual P. argentinus se hubiera
dispersado, actualmente la especie es exitosa también en la invasion de distintos ambientes
artificiales como por ejemplo los Lagos de Palermo, en Buenos Aires (Boschi, 1981), el Lago
del parque Rodo, en Montevideo y varios diques ubicados en las provincias de Cordoba y
San Luis (obs. personal).

Las disciplinas involucradas en dilucidar los origenes de las faunas y vias de
colonizacidn en un contexto histérico son la paleontologia y la sistematica filogenética. Sin
embargo, también es posible aproximarse a esos interrogantes desde una perspectiva
ecologica y experimental. Entender, por ejemplo, que factores ecologicos determinan la

presencia de una especie en un hdabitat particular, identificar mediante experimentos cuales
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son los limites de tolerancia de una especie (en esta tesis, al factor salinidad) e interpretar que
mecanismos permiten su presencia en un ambiente determinado, también puede brindarnos

informacion acerca de la historia evolutiva de una especie.
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II.- LA CONQUISTA EVOLUTIVA DE LOS AMBIENTES DE AGUA DULCE

2.1.- MECANISMOS FISIOLOGICOS:

El gradiente de presion osmdtica y la concentracion de iones son los principales
factores abidticos que impiden la dispersion de los animales entre los ambientes marinos y de
agua dulce. La composicion idnica del agua salada es aproximadamente similar a la de los
fluidos corporales, mientras que la composicion idnica del agua dulce es comparativamente
mas baja (Willmer et al., 2000). Por lo tanto, todos los organismos que se encuentran en
ambientes de agua dulce deben enfrentarse a dos problemas que vienen de la mano: el agua
tiende a fluir hacia el interior del cuerpo y los solutos a ser perdidos.

Basicamente existen dos caminos por los cuales los crustaceos pueden enfrentar los
ambientes de salinidad variable: osmoconformacion y osmorregulacion. En los
conformadores osmoticos la concentracion osmotica interna se asemeja a la del medio
externo. Asi, en un medio externo mas diluido, se reduce el gradiente osmotico disminuyendo
la osmolalidad en la hemolinfa, y el volumen tisular es regulado por la disminucion de la
concentracion intracelular de los solutos osmoéticamente activos (aminoacidos libres) (Mantel
& Farmer, 1983). Los completos osmoconformadores no toleran el agua dulce, su medio
interno siempre sera mas concentrado que el externo (Mantel & Farmer, 1983). Por el
contrario, los organismos que toleran un amplio rango de concentraciones externas son
osmorreguladores. Ellos regulan la presion osmédtica de su medio interno haciéndolo
parcialmente independiente del medio externo mediante mecanismos fisiologicos de
transporte activo, principalmente de iones (Mantel & Farmer, 1983; Péqueux, 1995).

El bombeo activo de iones en contra de un gradiente osmoético para contrarrestar la
pérdida pasiva de los mismos, requiere indudablemente de un gasto energético. El costo

energético de la regulacion en agua dulce dependeré del gradiente osmotico entre los medios

11



Introduccion General

internos y externos (Mantel & Farmer, 1983). Los taxa de invertebrados que han conquistado
evolutivamente los ambientes dulceacuicolas desde el mar habrian adquirido la habilidad de
reducir la concentracion osmotica de su medio interno en el agua dulce, y por lo tanto, del
gradiente osmatico entre las concentraciones externas e internas. Una reducida permeabilidad
al agua e iones de las superficies corporales, en particular en las zonas de intercambio como
las branquias, y el desarrollo de mecanismos osmorregulatorios altamente eficientes serian
las principales adaptaciones a nivel fisiolégico que permitirian a los crusticeos vivir en
ambientes con una baja concentracion idnica (ejemplos Cambell & Jones, 1990; Schubart &

Diesel, 1999; Rainbow & Black, 2001).

2.2.- ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS:

Dentro de las estrategias de historia de vida observadas en los organismos residentes
mas antiguos de los ambientes de agua dulce se incluyen la abreviacion o la pérdida completa
de los estadios larvales, la inversion en unos pocos pero mas costosos descendientes, larvas
que no se alimentan y la produccion de estadios de resistencia (Ruppert & Barnes, 1995; Lee
& Bell, 1999).

Esas estrategias reproductivas han sido observadas en varios grupos de crustaceos
decapodos. La abreviacion de los estadios larvales y el concomitante incremento del tamafo
de los huevos les habria permitido a los decapodos evadir el estrés osmotico, y también
enfrentar la baja productividad de los ambientes de agua dulce (Anger, 1995; 2001). Esos
ambientes en comparacion con los estuariales o marinos, son mas pequenos, fragmentados,
efimeros y poseen un suministro consistentemente menor de alimento (Lee & Bell, 1999). En
general, los rios y los arroyos presentan una baja o poco predecible produccién de plancton vs
la alta productividad de los estuarios, restringiendo drasticamente el alimento disponible para

que un desarrollo larval extendido pueda completarse con éxito (Anger, 2001).

12
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IT1.- LOS CAMARONES CARIDEOS DE LA FAMILIA PALAEMONIDAE

Los camarones de la familia Palaemonidae (Crustacea: Decapoda: Caridea) se
agrupan en 118 géneros y 887 especies (Bauer, 2004). Algunas de ellas, han invadido con
éxito los ambientes estuariales y dulceacuicolas dentro de los cudles han radiado rapidamente
(Anger, 2001; Bauer, 2004). Dentro de los géneros con mayor nimero de especies, y mas
conocidos, se pueden mencionar: Palaemon, Macrobrachium y Palaemonetes.

Las especies del género Palaemonetes -“grass shrimp”- se encuentran ampliamente
distribuidas en estuarios, marismas y bahias de la costa Atlantica, el Golfo de México, costas
de los Estados Unidos y también a lo largo de la costa europea desde el Mar Baltico y el Mar
del Norte hasta el Mediterraneo (Bauer, 2004). El género también tiene representantes en
otras regiones como por ejemplo en Australia (Bray, 1976). Las especies de este género son
ecologicamente importantes como detritivoros, depredadores de pequefios invertebrados y
como presas de peces y aves (Bauer, 2004). La mayoria son muy abundantes en los sistemas
estuariales y arroyos influenciados por las mareas, y debido a su modo de alimentacion se
consideran piezas claves en el ciclo de nutrientes, y consecuentemente en el balance
energético de esos ambientes (Lowe & Provenzano, 1990; Reinsel ef al., 2001). Ademas,
algunas especies del género se han propuesto recientemente como organismos relevantes para
su uso como bioindicadores del impacto antropogénico (por ejemplo, Key et al., 2006). El
género cuenta con aproximadamente 30 spp, de las cudles un tercio habitan ambientes
salobres y toleran desde el agua de mar hasta salinidades cercanas a la del agua dulce (por
ejemplo P. pugio y P. varians) (Bauer, 2004). El resto de las especies son de agua dulce y se
encuentran principalmente en las latitudes tropicales y subtropicales pero también se

extienden hasta las latitudes templadas (Bauer, 2004), como es el caso de P. argentinus.
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3.1.- HIPOTESIS SOBRE EL ORIGEN DE LOS CAMARONES PALEMONIDOS

Existe un consenso general entre los investigadores sobre la hipotesis que postula que
los palemdnidos tendrian un origen marino, luego habrian colonizado los ambientes salobres
y posteriormente los de agua dulce (McNamara 1987; Jalihal ef al., 1993; Odinetz Collart &
Rabelo, 1996; Freire et al., 2003; Ordiano et al., 2005; Augusto et al., 2007).

En biologia evolutiva, los rasgos similares compartidos por especies estrechamente
relacionadas ofrecen una evidencia de un ancestro en comun, mientras que las diferencias
podrian representar adaptaciones recientes a condiciones ambientales diferenciales (Anger et
al., 2007). Los camarones de los géneros Macrobrachium y Palaemonetes exhiben
numerosas caracteristicas bioldgicas que sugieren que los palemonidos se encuentran aiin en
un proceso activo de colonizacidon (y/o invasion) de los ambientes de agua dulce. Por
ejemplo, la mayoria de las especies de ambos géneros que habitan en ambientes de agua
dulce presentan una notable tolerancia a las salinidades concentradas; altas concentraciones
osmo-ionicas en su hemolinfa; una marcada dependencia del agua salobre para completar con
¢xito el desarrollo larval; un desarrollo larval extendido y comportamientos migratorios
(McNamara 1987; Jalihal et al., 1993; Anger, 2001; Bauer, 2004).

Uno de los rasgos mejor documentado para los paleménidos residentes en ambientes
de agua dulce es la marcada tendencia hacia la reduccion en el nimero de estadios larvales
necesarios para alcanzar el estadio juvenil (Magalhdes, 1986; 1986/87; 1988, 1989;
Magalhdes & Walker, 1988; Pereira & Garcia, 1995; Magalhdes & Medeiros, 1998). La
abreviacion del nimero de estadios larvales se ha correlacionado con un incremento del
tamafio de los huevos (que deben proveer de alimento al embrion), con una disminucion en la
fecundidad, y con un incremento en el tiempo para que se complete el desarrollo embrionario
(Anger, 2001). De la misma manera, el desarrollo larval extendido caracteristico de los

palemoénidos que habitan ambientes marinos y salobres, se ha relacionado con la produccion
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de un mayor ntimero de huevos mas pequefios cuyo periodo de incubacion suele ser mas
corto (Anger, 2001). Entonces, existe una estrecha asociacion entre el tipo de ambiente
(marino, salobre o de agua dulce) y las estrategias reproductivas en los camarones
palemonidos.

Estudios recientes a nivel molecular en combinacion con datos morfologicos apoyan
la hipdtesis de que las especies del género Macrobrachium habrian experimentado
migraciones repetidas e independientes hacia los ambientes limnicos, y que al menos en el
este de Asia la radiacion adaptativa hacia los ambientes de agua dulce habria comenzado en
un pasado reciente (Liu et al., 2007). Ademas, se ha demostrado que algunas poblaciones del
camarén japonés M. nipponense que habitan ambientes de agua dulce derivan efectivamente
de poblaciones estuariales, y que pudieron separarse durante las transgresiones marinas del
Holoceno (Mashiko & Numachi, 2000). En oposicion a los diversos estudios considerando
las relaciones filogenéticas, el origen y evolucion de las especies del género Macrobrachium
(ejemplos Murphy & Austin, 2003; 2004a; 2004b; 2005), esos aspectos han sido poco

explorados en las especies del género Palaemonetes.
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IV.- Palaemonetes argentinus NOBILI 1901

En Argentina se conocen al menos cinco especies de camarones palemoénidos:
Pseudopalaemon bouvieri; Macrobrachium borellii; M. amazonicum; M. jelskii y P.
argentinus (Boschi, 1981; Petovello, 1996; Collins, 2000). Ademads, recientemente se ha
citado la presencia de un invasor marino, Palaemon macrodactylus, en el puerto de Mar del
Plata (Spivak et al., 2006).

El sujeto de estudio de esta tesis, P. argentinus, se distribuye en el norte y centro de
nuestro pais, en Uruguay y sur de Brasil (Spivak, 1997; Collins et al., 2004). Habita lagos,
rios y arroyos pero también lagunas costeras de salinidad variable como la laguna de Mar
Chiquita (Argentina); Laguna Castillos (Uruguay) y Lagoa dos Patos (Brasil) (Spivak, 1997).
En Brasil, se ha mencionado su presencia en los canales del Rio Ratones, Floriandpolis,
donde la salinidad media es de 20 %o (Miiller et al., 2004).

Palaemonetes argentinus es comunmente conocido como el “camarén de agua dulce”
(Boschi, 1981). Sin embargo, no sélo se ha documentado su ocurrencia en ambientes
salobres, sino que retiene en el presente una serie de rasgos que son caracteristicos de los
palemoénidos habitantes de ambientes marinos-salobres. Por ejemplo, su desarrollo larval
comprende 9 estadios de zoeas (Menu-Marque, 1973), mientras que generalmente los
palemonidos restringidos a los ambientes de agua dulce tienen un desarrollo larval abreviado
(desde < 5 estadios de zoeas hasta un desarrollo directo, Jalihal ez al., 1993). Por lo tanto, el
desarrollo larval extendido de P. argentinus se asemeja al de los palemoénidos de ambientes
marino-salobres (Menu-Marque, 1973). Ademads, su desarrollo larval completo desde la
eclosion hasta la metamorfosis, puede completarse en condiciones de salinidad altamente
variables (Anger et al., 1994; Spivak, 1997). Tanto las larvas como los adultos son capaces
de enfrentar esas variaciones de salinidad debido a que tienen la habilidad de hiper-

osmorregular en agua dulce y de hiper-osmoconformar en salinidades superiores a 20 %o
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(Charmantier & Anger, 1999). En general, la habilidad para hiper-osmorregular es
caracteristica de las especies estrictamente de agua dulce, y el patron de hiper-
osmoconformacion suele ser tipico de aquellas especies que se encuentran en ambientes
salobres (Mantel & Farmer, 1983).

Por otro lado, P. argentinus presenta algunos rasgos compartidos con las especies de
palemonidos restringidos al agua dulce. Por ejemplo, el primer estadio larval (la zoea I)
puede mudar al siguiente estadio sin alimentarse (rasgo conocido como lecitotrofia primaria),
hecho observado con mayor frecuencia en los palemonidos de agua dulce que en los marinos
(Anger, 2001). Ademas, se ha demostrado que sus larvas son retenidas en el estuario de la
Laguna de Mar Chiquita (Buenos Aires), a diferencia de lo que ocurre con las larvas de otros
crustdceos decdpodos que son exportadas hacia el océano (Anger et al., 1994). Dicha
estrategia de retension larval se ha interpretado como una de las adaptaciones desarrolladas
durante la evolucion de las especies de agua dulce (y terrestres; Anger, 2001).

Hasta aqui he resumido la informacién disponible sobre P. argentinus que habria
llevado a sugerir que la especie se encuentra en un estadio muy temprano de radiacion
adaptativa hacia los ambientes de agua dulce (Menu Marque, 1973; Anger, 2001).

Como en la mayoria de los camarones de la familia Palaemonidae, en P. argentinus
los sexos estan separados y la reproduccion es sexual. Diversos aspectos de la biologia
reproductiva y ecologia de esta especie han sido descriptas para distintas poblaciones de
Argentina y Brasil (Goldstein & Lauria de Cidre, 1974; Donatti, 1986; Gongalves & Fontura,
1999; Félix & Petriella, 2003; Azevedo et al., 2004). El inicio y duracién de la estacion
reproductiva, definidas por la presencia de hembras con huevos, varian a lo largo de su rango
geografico y se correlacionan positivamente con el incremento de la temperatura del agua. La
estacion reproductiva de P. argentinus de las poblaciones del sureste de la provincia de
Buenas Aires (como las utilizadas en este trabajo) se extiende desde mediados de septiembre

hasta febrero (Rodrigues Capitulo & Freyre, 1989; Davila, 1996; Spivak, 1997; Félix &
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Petriella, 2003). Mientras que en las poblaciones de Brasil y del norte de Argentina la
estacion reproductiva comienza mas temprano, en julio y agosto respectivamente (Donatti,
1986; Gongalves & Fontura, 1999; Dumont & D’Incao, 2004). El desarrollo embrionario de
P. argentinus de una poblacion de Brasil donde la salinidad promedio del agua es 20 %o se
completa en 12 dias a 26 °C (Nazari et al., 2000; Miiller ef al., 2004). Hasta el momento no
existian estudios que comparasen simultdneamente ni los rasgos de historia de vida, ni los
aspectos reproductivos ni las caracteristicas del desarrollo entre poblaciones de P. argentinus

con distinto grado de aislamiento del mar.

Para finalizar, resulta interesante notar que P. argentinus es el unico camarén
palemonido presente en la mayoria de las lagunas del sureste de la provincia de Buenos de
Aires. En estos sistemas, los adultos cumplen un rol muy importante como predadores del
zooplancton (Gonzalez Sagrario, 2004). Ademas, como muchos crustaceos, su calidad
nutricional es muy alta (alrededor del 70% de peso seco es contenido proteico) representando
uno de los items alimenticios mds importantes para otros organismos cOmo peces y aves
(Collins et al., 2006; Collins & Montagna, 2006). Presumiblemente, P. argentinus cumple un
papel ecoldgico clave en las cadenas troficas de estos ambientes; y como otras especies del
género, también tenga una potencial influencia en el ciclo de nutrientes de las lagunas en
nuestra region. Por lo tanto, comprender las estrategias reproductivas y los efectos de las
variables ambientales sobre el ciclo de vida de esta especie no solo es importante
conceptualmente, sino que también podria ofrecer informacién relevante para futuras
evaluaciones de los efectos encadenados en las comunidades de las que es parte P.

argentinus.
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V.- ESTRUCTURA DE LA TESIS

Cada uno de los objetivos que se detallan a continuacion se presenta como un capitulo
separado con preguntas especificas a responder, metodologia, andlisis de datos especificos,
una discusion de los resultados obtenidos y una seccion con las principales conclusiones y
perspectivas de estudio para el futuro. Por ultimo, los resultados destacados de la tesis se
unifican en una discusion general, considerando principalmente las hipotesis de trabajo y en
la que se enfatiza sobre el grado de avance en la comprension de las preguntas planteadas al

inicio del trabajo y en cada capitulo en particular.

Sobre el analisis de los datos

Las comparaciones se hicieron de acuerdo al procedimiento estadistico sugerido por
Underwood (1997). Luego de un control de calidad de los datos y previo a cada test utilizado,
se chequed la homocesdasticidad de las varianzas mediante el test de Cochram y la
normalidad de los datos mediante el de Kolmogorov-Smirnov. Si las varianzas fueron
heterogéneas, se transformaron los datos y se chequed nuevamente la normalidad y
homocedasticidad. Los ANOVAs de dos factores (y también los ANCOVAs) fueron
realizados unicamente cuando ambos supuestos del test fueron satisfechos; si luego de las
transformaciones los supuestos de normalidad y homocesdastidad no se cumplieron entonces
se realizaron ANOVAs de una via. Este test se llevo a cabo aiin cuando los datos no tuvieron
una distribucién normal puesto que es lo suficientemente robusto frente a las desviaciones de
la normalidad (Norman & Streiner, 1996; Underwood, 1997). No fue asi en el caso de que las
varianzas no se pudieran homogeneizar por las transformaciones. En tal caso, se llevaron a
cabo comparaciones de a pares con el test de Student que supone varianzas desiguales.
Ademas, antes de realizar un ANCOVA se verifico primero la homogeneidad de las

pendientes (Zar, 1996). Si las pendientes fueron paralelas se continué con el ANCOVA para
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evaluar las ordenadas al origen de las regresiones. Si las pendientes fueron heterogéneas, se
detuvo el andlisis en esa etapa y se interpret6 el posible significado de dicha heterogeneidad.
Finalmente, cuando los ANOVAs o ANCOVAs detectaron diferencias significativas las
comparaciones a posteriori se realizaron con los tests de Student-Newman-Keuls, de Tuckey
o mediante comparaciones planeadas de acuerdo con los objetivos de los diferentes capitulos.
La eleccion de los distintos test paramétricos dependid del disefio experimental y la/s

variable/s consideradas y se detallan en cada capitulo.
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VI.- OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis es examinar los efectos de la salinidad sobre la

reproduccion y el desarrollo de Palaemonetes argentinus. Para cumplir con el objetivo

general se compararon las siguientes caracteristicas:

1)

2)

3)

4)

5)

los rasgos de historia de vida entre poblaciones con distinto grado de
aislamiento del mar

los efectos de la salinidad sobre el ciclo reproductivo de las hembras entre
poblaciones con distinto grado de aislamiento del mar

los efectos de la salinidad sobre los rasgos de historia de vida entre
poblaciones con distinto grado de aislamiento del mar

los efectos de la salinidad sobre el desarrollo embrionario in vitro entre
poblaciones con distinto grado de aislamiento del mar

los efectos de la salinidad sobre la actividad Na'-K'-ATPasa durante la

ontogenia.
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VII.- HIPOTESIS GENERALES

i) Palaemonetes argentinus, al igual que los representantes de familia Palaemonidae
tendria su origen en el ambiente marino, de modo que la colonizacién / invasion de los

ambientes estuariales y de agua dulce es un evento evolutivamente posterior.

ii) Palaemonetes argentinus, puede reproducirse y desarrollarse en un amplio rango de

salinidades puesto que habita tanto estuarios como cuerpos de agua dulce.
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CAPITULO 11

VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA EN LOS RASGOS DE HISTORIA DE VIDA DEL

“CAMARON DE AGUA DULCE”, Palaemonetes argentinus

Los resultados de este capitulo fueron publicados en una revista internacional con referato:

ITUARTE, R.B., E.D. SPIVAK & K. ANGER. 2007. Intraspecific variability in life-history traits of a

“freshwater shrimp”, Palaemonetes argentinus. Annales de Limnologie-International Journal of

Limnology, 43: 293-302.
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INTRODUCCION

Las variaciones en los rasgos de historia de vida a un nivel intraespecifico han sido
bien documentadas, incluso en una pequefia escala geografica, entre poblaciones de
organismos conespecificos que viven en habitats cuyas condiciones ambientales difieren
(ejemplos Jonsson et al., 2001; Dhuyvetter et al., 2007). Dicha variabilidad puede ser el
resultado de procesos evolutivos y / o de una respuesta pléstica inmediata a las diferencias en
los factores ambientales (Begon et al., 2006: 124).

Los camarones carideos de la familia Palaemonidae representan un grupo
particularmente diverso y ecoldégicamente importante y pueden encontrarse en los ambientes
marinos, estuariales y de agua dulce (Bauer, 2004). Existe un consenso general entre los
investigadores en cuanto a que el origen de este taxon es marino, luego habria colonizado los
ambientes costeros estuariales, y posteriormente los ambientes de agua dulce (véase Jalihal et
al., 1993; Liu et al., 2007). En los camarones palemoénidos, la variabilidad en los rasgos de
historia de vida asociada con las invasioén evolutiva de los ambientes de agua dulce ha sido
frecuentemente estudiada a un nivel inter-especifico (ejemplos Jalihal et al., 1993; Odinetz
Collard & Magalhaes, 1994). Por el contrario, unos pocos estudios de campo han evaluado el
grado de variabilidad intra-especifico entre o dentro poblaciones (Alon & Stancyk, 1982;
Mashiko & Numachi, 2000; y los primeros estudios citados alli).

Diversos aspectos de la biologia reproductiva y ecologia de Palaemonetes argentinus
han sido descriptas para distintas poblaciones de Argentina y Brasil (Donatti, 1986; Schuldt
& Damborenea, 1987; Rodrigues Capitulo & Freyre, 1989; Davila, 1996; Spivak, 1997;
Gongalves & Fontoura, 1999; Félix & Petriella, 2003; Dumont & D’Incao, 2004; Azevedo et
al., 2004). Sin embargo, los rasgos de historia de vida no habian sido comparados
simultdneamente entre sus poblaciones. Esa clase de estudio permitiria cuantificar el grado de

variabilidad intraespecifica entre y dentro de sus poblaciones, y ademas evaluar la posible
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contribucion de factores abioticos tales como la salinidad a dicha variabilidad. Por lo tanto en
este capitulo se compararon los siguientes rasgos reproductivos entre cuatro poblaciones de
P. argentinus separadas geograficamente y con distinto grado de aislamiento del mar:
duracion del periodo reproductivo, fecundidad realizada y real, pérdida de embriones durante
el desarrollo, peso seco de embriones y larvas, tamafio de las larvas al nacer, y tamafio de
primera madurez de las hembras. Las cuatro poblaciones consideradas se encuentran dentro
de la misma regién geografica, la Provincia de Buenos Aires, Argentina. Una de las
poblaciones habita un arroyo que desemboca en la laguna costera Mar Chiquita, la que a su
vez estd conectada con el Océano Atlantico (para una descripcion de las condiciones
ecologicas véase Anger et al., 1994; Spivak et al., 1994). Las otras tres poblaciones viven en
tipicas lagunas someras de la region pampeana (Quirds, 2005). En éste estudio se intentd
responder las siguientes preguntas:

a) (Difieren los rasgos de historia de vida de P. argentinus entre la poblacion con
influencia marina y el resto de las poblaciones?

b) (Qué tan similares son esos rasgos entre las poblaciones que no estan expuestas a

la influencia marina?.
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MATERIALES Y METODOS

Sitios de estudio

Los sitios de muestro fueron elegidos por el grado de aislamiento del mar, sus
caracteristicas fisicas contrastantes, la proximidad entre ellos, la facilidad para acceder y por
la informacion disponible sobre datos ambientales (Fig. 2.1; Tabla 2.1). Tres de los sitios son
tipicas lagunas pampeanas, de caracteristicas eutréficas y baja concentracion ionica (Quirds,
2005): Las Lagunas de Chascomus (LC); La Brava (LB) y Los Padres (LP). La cuarta
poblacion habita en el arroyo Vivorata (AV) a pocos metros de su desembocadura en la
Laguna Mar Chiquita, donde ocurren marcadas variaciones en la salinidad estacionales,
diarias y locales dependiendo de las mareas, fuerza y direccion de los vientos y regimenes de
precipitaciones (véase Anger et al., 1994; Spivak et al., 1994). En la Tabla 2.1 se resumen la
localizacion de cada uno de los sitios de muestreo asi como algunos de los parametros

fisicos-quimicos relevantes.

Muestreos y procesamiento de las muestras

Los muestreos se realizaron mensualmente entre septiembre 2003 y marzo 2004
(excepto en enero en LC debido al mal tiempo). Durante ese periodo, la diferencia entre la
primera y ultima localidad muestreada en un mismo mes siempre fue menor o igual a 7 dias.
Los camarones fueron recolectados con una red de mano (tamafio de malla 1 mm) y
transportados vivos al laboratorio donde se mantuvieron con el agua de los sitios de
muestreo. Los muestreos se realizaron siempre en las mismas areas de las lagunas y arroyo;
la red fue pasada durante 45 minutos o bien hasta alcanzar unos 250 camarones
aproximadamente. En AV los muestreos se realizaron durante el periodo de baja marea, para
tener mejor acceso al cauce del arroyo. Durante cada muestreo se registraron las siguientes
variables fisicoquimicas con un water quality checker Horiba U-10: salinidad; conductividad;

pH; oxigeno disuelto y temperatura (5 réplicas por muestreo y lugar).
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Figura 2.1. Sitios de muestreo en la provincia de Buenos Aires. En el recuadro superior se detalla la ubicacion de las Encadenadas de
Chascomus, la flecha sefiala la Laguna de Chascomus (LC). En el recuadro inferior se detalla la ubicacion de los restantes sitios, Laguna La
Brava (LB), Laguna de Los Padres (LP) y el asterisco indica el lugar de muestreo en el Arroyo Vivorata (AV). Las tres lagunas son ambientes
Iénticos y de baja salinidad, mientras que el arroyo es un ambiente 16tico y de salinidad variable. Para un descripcion detallada ver Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Parametros fisico-quimicos para los cuatro sitios de muestreo de Palaemonetes argentinus en la provincia de Buenos Aires, Argentina. s/d: sin datos

disponibles.

Laguna Chascomus

Laguna La Brava

Laguna Los Padres

Arroyo Vivorata

Tipo de ambiente

Localizacion
Area (km?)
Profundidad méaxima (m)

Profundidad media (m)
Tipologia

Léntico
35°36°S / 58°0

30,13 °
,9°

1,53 °

Casi permanente (se secé en 1910) °

Léntico
37°51°S/57° 580
431
4,81

341

Laguna permanente °

Léntico
37°55’S/57°43°0

2,16°
24°

1,243 °

Laguna Semipermanente ©

Lotico

37°44’S/57°27°0

Dependiente de las mareas
(~2-3)

Dependiente de las mareas

Origen de las cubetas Eolico-Fluvial © Tectonico Eolico
lagunares (Paleozoico superior) °
Salinidad Varia entre hipohalino y oligohalino ¢ Oligohalino Varia entre hipohalino y Dependiente de las mareas
0,64 g/L* oligohalino. °°

Fosforo total (ug I

100-500; promedio: 294 ¢ s/d 100-400 ¢ 0,35-2,24"
Clorofilaa (ug 1)

92,9-219,9 ¢ s/d 20-90 ® 1,15-604"

a.- Dangavs, 1976.

b.- Cionchi et al., 1982.
c.- Lenicov et al., 2002.
d.- Maizels et al., 2003.

e.- Dangavs, 2005.

f.- Lenicov et al., 2001.

g.- Gonzélez Sagrario & Balseiro, 2003.
h.- Marcovecchio et al., 2005 (medido en la laguna Mar Chiquita)

1.- Quiros, 2004

28



Capitulo 11

En el laboratorio las hembras con huevos fueron clasificadas de acuerdo con el
estadio de desarrollo de sus embriones. Los siguientes estadios fueron seleccionados: Estadio
I: los huevos con hasta un 90 % de vitelo, no hay evidencias de segmentacion ni de érganos;
Estadio II: huevos con un 50-60 % de vitelo, ojos visibles como lineas rojas, latido cardiaco
visible y a menudo irregular; Estadio III: vitelo mayoritariamente consumido, ojos
completamente formados, latido regular, diferenciacion de los apéndices embrionarios, listos
para eclosionar. Para cada muestreo se registraron el porcentaje de hembras con embriones en
cada uno de esos estadios y el porcentaje de ovigeras.

Posteriormente, los camarones se almacenaron a — 20° C hasta su analisis (menos de
un mes para obtener los datos de pesos secos), excepto un grupo de hembras de cada
localidad con embriones en el Estadio 111, para obtener las larvas zoeas I recién eclosionadas.
Estas hembras se mantuvieron en recipientes de 1,3 L, al menos 3 dias sin alimento, con agua
de la canilla declorada, fotoperiodo natural y temperatura ambiente. Las hembras fueron
observadas entre 2 y 3 veces al dia hasta las eclosiones. Inmediatamente después de la
eclosion, las larvas se contaron, y tanto las larvas como las hembras fueron cuidadosamente
secadas con papel tissue y almacenadas a — 20° C hasta su procesamiento.

La fecundidad realizada (V,) se defini6 como el nimero de embriones en el Estadio 1
llevados por una hembra, la fecundidad real (N.) como el nimero de larvas recién
eclosionadas por hembra (Anger & Moreira, 1998). La fecundidad, N, y N,, se estim6 a partir
de las hembras ovigeras recolectadas al inicio de la estacion reproductiva, octubre y
noviembre, respectivamente. El peso seco (PS) se determind con una balanza Mettler H54
AR (0,01g). Los embriones, larvas y hembras fueron secados en estufa, en capsulas de
aluminio pre-pesadas, a 90° C hasta que el peso fue constante (24h para los embriones y
larvas, 48h para las hembras).

El tamafio de hembras y larvas se estimé por el largo del caparazon (Lc), desde el

margen orbital, proximo al pedinculo ocular, hasta el borde dorso posterior, fue elegido
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como una medida del tamafio individual. Las medidas se realizaron con una lupa SZ40
Olympus (magnificacion 5,4 X). Las relaciones Lc-PS se calcularon para las ovigeras sin
considerar el peso de sus huevos. Una sub muestra de 10 larvas por camada se selecciono al
azar y fueron medidas un total de 90 larvas (n = 9 hembras) de LC y 100 larvas para el resto
de las poblaciones (n =10 hembras por poblacion). El sexo fue determinado bajo lupa por el
tamafo y forma del endopodito del primer pledpodo y la presencia o ausencia del appéndix
masculina (Donatti, 1986; Davila, 1996). Cuando alguno de estos dos rasgos no pudieron ser
claramente identificados los camarones fueron clasificados como juveniles indiferenciados.
Las hembras ovigeras y las hembras con ovarios desarrollados se consideraron
sexualmente maduras. La talla media al inicio de la madurez sexual (SOM por sus siglas en
inglés: size at the onset of maturity) se estimd con regresiones logisticas utilizando la

ecuacion 1 (modificada de Oh & Hartnoll, 2004):

Ecuacion 1: P=1/(1 +exp [-(a + b Lc)]

Donde P es la proporcion de hembras maduras, Lc es el largo del caparazén, a y b son los
parametros estimados a partir del método de méxima verosimilitud. La talla media de
madurez sexual (Lcsp), correspondiente a la proporcion de 0,5 hembras maduras, fue
estimada como el valor negativo de la razon de los coeficientes a y b (Lcsp = -a/b)
considerando P = 0,5 en la ecuacion 1 para cada una de las poblaciones. Se calcularon los
intervalos de confianza (o = 0,0125), y la talla media a la madurez se compar6 entre las
poblaciones utilizando una estimacion boostrap (Roa et al., 1999). En el caso de los machos,
se reportaron unicamente las tallas minimas para las cuales fue posible identificar el sexo y la

maximas encontradas durante el periodo de muestreo en todas las poblaciones.
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ANALISIS DE DATOS

Para cada poblacion, las relaciones Lc-N,, Le-N. y Le-PS se describieron con
regresiones lineales. Todas las variables se transformaron con el logaritmo natural para
cumplir con los supuestos de normalidad y homocedasticidad de las varianzas. La
fecundidad, N, por un lado y NV., por el otro se compard entre las poblaciones por medio de
analisis de la covarianza (ANCOVA), usando el Lc como covariable. El mismo test se utilizd
para comparar el PS de las hembras maduras, con el Lc como la covariable. Para todos los
ANCOVAs, la igualdad de las pendientes de las regresiones se evaludé con un test de
Paralelismo (Zar, 1996). Si las pendientes fueron paralelas (homogéneas) entonces el analisis
continu6 para evaluar las diferencias en las ordenadas al origen para un valor medio de Lc. Si
las pendientes no fueron paralelas, la/s linea/s de regresion con pendiente diferente fue
excluida de la comparacion. El test a posteriori de Student-Newman-Keuls (SNK) fue
utilizado para determinar cuales ordenadas al origen fueron diferentes.
Dentro de cada poblacion, la diferencia entre N, y N. se considerd una medida de la pérdida
de embriones en el transcurso del desarrollo embrionario. Ambas lineas de regresion se
compararon con un ANCOVA, con el Lc como covariable en cada poblacion. Debido a que
en todos los casos las pendientes fueron paralelas se calcul6 una pendiente comun (Zar,
1996) (en cada poblacion) y las ordenadas al origen recalculadas con esa pendiente comun
fueron comparadas entre las poblaciones. La pérdida de embriones en cada poblacion se
estimd como la diferencia entre las nuevas ordenadas al origen (a) usando la Ecuacion 2 (Oh
& Hartnoll, 1999), donde a, es la ordenada al origen para el nimero de zoeas y a. la ordenada

al origen para el nimero de embriones.

Ecuacién 2: 100 [1-exp (a. — a.)]

El tamafio de las larvas se compar6 dentro y entre las poblaciones, mediante ANOVAs

de una via, debido a que los datos no cumplieron los supuestos para realizar un ANOVA de
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dos vias. Los pesos secos de embriones y larvas se compararon entre las poblaciones con
ANOVAs de una via. Cuando un ANOV A mostro diferencias significativas se aplico el test a
posteriori de Student-Newman-Keuls (SNK) para determinar las diferencias entre las

poblaciones.

RESULTADOS

Variables ambientales

En octubre, la temperatura del agua fue menor de 18° C en LB, LP y AV pero
superior a 21° C en LC (Fig. 2.2a). Luego, la misma se increment6 alcanzando un maximo en
diciembre en LC o febrero en los otros sitios. En marzo, la temperatura del agua disminuyd
en todos los sitios de muestreo.

La salinidad més baja se registro en LB y LP, valores intermedios en LC, y los mas
altos en VC (Fig. 2.2b). En LC y LP la salinidad vari6 débilmente entre meses, pero no
espacialmente (entre de las réplicas). En LB no se detectaron variaciones temporales ni
espaciales, mientras que ambas ocurrieron en AV (Fig. 2.2b). Considerando todo el periodo
de estudio, la salinidad fue significativamente diferente entre los sitios de muestreo
(ANOVA: g.l. = 3; F = 58,6; P <0,0001). Los valores medios més altos ocurrieron en AV
(0,71 = 0,13 %o, media = ES), los més bajos en LB y LP (0,2 = 0,0 y 0,23 £+ 0,02 %o,
respectivamente) y valores intermedios en LC (0,44 + 0,02 %o) (SNK, P < 0,05). Al igual que
la salinidad, los valores mas bajos de conductividad (mS cm™) se registraron en LB y LP
(0,57 £ 0,02 y 0,65 + 0,09, respectivamente), los mas altos ocurrieron en AV (1,46 = 0,5) e
intermedios en LC (1,03 £ 0,05). Los valores medios de pH variaron entre 8,5 y 8,9, y los de
oxigeno disuelto entre 1,33-2,74 (mg L™). No se detectaron diferencias en el pH ni el oxigeno

disuelto entre sitios ni entre meses.
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Figura 2.2. Valores mensuales promedio + 1 desvio estindar (n = 5 réplicas) para a) la temperatura del agua,
b) la salinidad en los cuatro sitios de muestreo durante periodo de estudio. LC, LB, LP y AV: Laguna
Chascomus, Laguna la Brava, Laguna Los Padres y Arroyo Vivorata, respectivamente.
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Estacion reproductiva

La estacion reproductiva fue diferente entre las poblaciones. Hacia fines de octubre,
alrededor del 100% de las hembras de LB, LP y AV tuvieron sus embriones en el Estadio I,
mientras que en LC mas del 50% tuvieron sus embriones en los Estadios Il 'y III (Fig. 2.3a)
indicando que en la ltima poblacion la produccion de huevos comenz6 antes de la fecha de
muestreo. El periodo de puesta finalizé en febrero en LB y LP, pero en marzo en AV y LC
(Fig. 2.3b). Por lo tanto, el periodo reproductivo fue de unos 5 meses en LB y LP, 6 meses en
VCy 7 meses en LC. Los picos en la frecuencia de hembras con huevos también difirieron en
el tiempo e intensidad entre las poblaciones (Fig. 2.3b), indicando que la estacion
reproductiva comenzé mas temprano en LC, luego en AV, y finalmente en LB y LP. La
maxima frecuencia de hembras ovigeras registrado fue mas baja en LP (< 50%) que en las

otras tres poblaciones (70-80%).
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respectivamente.
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Fecundidad y pérdida de embriones

El nimero de embriones (N,, fecundidad realizada) y también el numero de larvas (V-,
fecundidad real) se incrementaron lineal y positivamente con el Lc de las hembras en las
cuatro poblaciones (Tabla 2.2). La N, fue significativamente diferente entre las poblaciones.
Las pendientes de las regresiones Lc-N, difirieron significativamente entre LB y las otras dos
poblaciones sin influencia marina (test de Paralelismo, g./. = 2; F'=4,35; P=0,017), pero no
de AV. La linea de regresion correspondiente a LB cruzo las lineas de LC y LP. El punto
donde las lineas de LB y LC se cruzaron fue para un largo del caparazon Lc = 5,74 mm, N, =
103, esto indica que por encima de ese tamafio las hembras de LB llevaron mas embriones
que las de LC (por debajo, tuvieron menos huevos). Igualmente, las lineas de LB y LP se
cruzaron en Lc = 5,32 mm, N, = 77. Nuevamente, por encima de ese tamafo las hembras de
LB llevaron mas embriones que las de LP y por debajo de esa talla, tuvieron menos huevos
que en LP. En resumen, en LB el N, cambié de manera mas pronunciada con el tamafio de las
hembras que en las otras dos poblaciones mencionadas. Excluyendo LB, N, difirio
significativamente entre AV, LC y LP (ANCOVA: g.l. = 2; F= 3,25; P = 0,04). Para un
mismo Lc de las hembras, los valores de N, disminuyeron en el orden: AV > LC > LP.
Ademas, para un mismo LC de las hembras, N, fue significativamente mas grande en AV que
en LB (ANCOVA: g.l. = 1; F = 5,12; P = 0,029). De manera similar, N, vari6 entre las
poblaciones. En este caso, todas la pendientes fueron paralelas, pero las ordenadas al origen
difirieron significativamente (ANCOVA: g.l. = 3; F =13,7; P < 0,0001). Para un mismo Lc
de las hembras, los valores de N, disminuyeron en el orden AV >LC =LB > LP.

Con el objeto de estimar la pérdida de embriones durante el desarrollo, las lineas de
regresion para N,y N con Lc como covariable fueron comparadas en cada poblacion. Para
cada una de las poblaciones las lineas de ambas rectas fueron paralelas, pero las ordenadas al

origen difirieron significativamente, excepto en AV (Tabla 2.2), indicando una pérdida en el
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nimero embriones durante el desarrollo. Después de calcular una pendiente comun, la
diferencia entre las ordenadas al origen en cada una de las cuatro poblaciones fue
significativa (Tabla 2.3b). El porcentaje maximo de embriones perdidos ocurrié en LP (47%),
valores intermedios se calcularon para LC y LB (33 y 16%, respectivamente) y el minimo en

AV (8%).
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Tabla 2.2. Comparacion de la fecundidad entre las poblaciones de Palaemonetes argentinus: ecuaciones de regresion describiendo (a) la fecundidad realizada (niimero de
embriones en el estadio I, N,), (b) fecundidad real (nimero de larvas recién eclosionadas, N,) en funcion del tamafio corporal de las hembras (Lc, mm; datos transformados
logaritmicamente). ANCOVA, con el Lc como covariable; letras minusculas diferentes indican que las pendientes de las regresiones no fueron paralelas y no fue posible
comparar los interceptos (--); letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre los interceptos en el orden 4 > B> C (SNK test, P < 0,05).

Poblacion Ecuacion de regresion P r n ANCOVA
Pendiente Intercepto

(a) LC Ln N,=2,05Ln Lc+ 1,05 <0,001 0,72 30 a B --

LB LanN,=3,84-Ln Lc—2,07 <0,001 0,71 20 b - B

LP LnN,=2,34LnLc+ 0,43 <0,01 0,51 12 a c -

AV LnN,=2,88Ln Lc—0,55 <0,001 0,72 22 a-b 4 A
(b) LC La N,=2,15-Ln Lc + 0,49 <0,01 0,40 17 a B

LB LnN,=3,38LnLc— 1,49 <0,001 0,65 18 a B

LP LnN,=2,73-Ln Lc - 0,85 <0,05 056 9 a C

AV Ln N,=3,34-Ln Lc - 1,48 <0,001 0,79 18 a A
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Tabla 2.3. Analisis de la covarianza para la fecundidad realizada vs. la fecundidad real dentro de cada poblacion, con el tamafio de las hembras como covariable. (a)
Evaluacion de las pendientes de las ecuaciones de regresion dentro de cada poblacion (* indica diferencias significativas en las ordenadas al origen de N, vs N, dentro de cada
poblacidn, test SNK, P < 0,05); (b) Evaluacion de las ordenadas al origen de la fecundidad realizada y real recalculadas con la pendiente comuin; todas las comparaciones
fueron significativas. SC: Suma de Cuadrados; g./.: grados de libertad; CM: Cuadrados Medios; F: estadistico del test; P: probabilidad de error.

Poblacion Fuente de variacion Pendientes Ordenadas
SC gl CM F P SC gl. CM F P
(a) LC Fecundidad 0,00 1 0,00 0,03 0,87* (b) 1,57 1 1,57 0,00 <0,0001
Error 1,17 43 0,03 0,00 44 0,00
LB Fecundidad 0,00 1 0,00 0,29 0,59* 026 1 0,26 0,00 <0,0001
Error 0,89 34 0,03 0,00 35 0,00
LP Fecundidad 0,00 1 0,00 0,11 0,74* 1,79 1 1,79 0,00 <0,0001
Error 0,54 17 0,03 0,00 18 0,00
AV Fecundidad 0,02 1 0,02 0,63 0,43 0,07 1 0,07 0,00 <0,0001
Error 1,12 36 0,03 0,00 37 0,00
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Peso seco (PS) de embriones y larvas

Los pesos secos de los embriones en el Estadio I y de las larvas recién eclosionadas
difirieron significativamente entre las poblaciones (ANOVAs, factor PS embriones g./. = 3; F
= 9,64; P < 0,0001; factor PS larvas: g.l. = 3; FF = 4,88, P < 0,01). Las hembras de AV
produjeron embriones mas pesados (0,085 + 0,002 mg PS por huevo, n = 22) que aquellas de
las poblaciones sin influencia marina (media para los datos en conjunto: 0,074 £+ 0,001mg, n
= 61). El PS promedio por larva recién eclosionada fue minimo en LP (0,048 £+ 0,002 mg por
zoea, n = 11), mientras que los valores en las otras tres poblaciones fueron consistentemente

mas altos (media para los datos en conjunto: 0,057 + 0,001mg, n = 55).

Tamaiio al nacer

El tamafio de las larvas al momento de la eclosion (Lc) vario significativamente
dentro de cada poblacion (es decir entre camadas; Tabla 2.4a). A pesar de esa variabilidad
intra-poblacional, también se detectaron diferencias significativas entre las poblaciones
(Tabla 2.4b). Las tallas medias de las larvas de AV, LC, LB y LP fueron 0,913 + 0,005 mm
(media + SE; n = 100), 0,893 + 0,005 mm (n = 90), 0,891 + 0,004 (» = 100) y 0,856 + 0,004
(n = 100), respectivamente. Las larvas de AV fueron significativamente mas grandes, las de
LP las mas pequefias y aquellas de LC y LB tuvieron tamafios intermedios y similares entre si

(SNK, P < 0,05).
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Tabla 2.4. Comparacion del tamafio larval dentro y entre las poblaciones de Palaemonetes argentinus (a)
entre camadas en cada poblacion, (b) entre poblaciones (datos transformados con 1/Lc¢). SC: Suma de

Cuadrados; g./.: grados de libertad; CM: Cuadrados medios; F: estadistico del test; P: probabilidad.

Poblacion Fuente de variacion SC gl CM F P
(a) LC Camada 0,059 8 0,005 2,74 < 0,05
Error 0,175 81 0,002
LB Camada 0,04 9 0,004 4,24 < 0,001
Error 0,09 90 0,001
LP Camada 0,05 9 0,005 4,99 <0,0001
Error 0,10 90 0,001
vC Camada 0,057 9 0,006 3,61 < 0,001
Error 0,157 90 0,002
(b) Poblacion 0,274 3 0,091 30,44  <0,0001
Error 1,155 385 0,003
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Talla minima para determinar el sexo y tallas maximas

La minima talla (Lc) de P. argentinus a la cual fue posible determinar el sexo fue 2,4
mm en LB, pero solo 2,2 en los otros tres sitios. El maximo tamafio corporal de machos y
hembras fue maximo en AV, minimo en LP e intermedio en LC y LB (Tabla 2.5). La talla

minima a la que pudo determinarse el sexo no estuvo correlacionada con el tamafio maximo.

Talla de madurez sexual en las hembras

El rango de tallas (Lc) de las hembras consideradas para realizar esta estimacion
oscilo entre 2,2 — 7,5 (LC); 2,2 — 8,6 (AV); 2,5 — 7,5 (LB); 2,4 — 6,7 (LP). La Tabla 2.6
muestra la proporcion de hembras sexualmente maduras y el nimero total de hembras
analizadas para cada intervalo de clase de talla de 0,3 mm de Lc en las cuatro poblaciones. La
minima talla de madurez sexual (>5 % maduras) estimada con este método estuvo entre las
clases 3,2 — 3,5 mm para LC y LP; entre 4,1 — 4,4 en LB; 4,4 — 4,7 en AV (Tabla 2.6). Por
otro lado, el tamafio de las hembras con huevos mas pequenias fue 4,6 (AV), 4,0 (LC), 4,4
(LB) y 3,7 mm (LP). En las cuatro poblaciones las hembras ovigeras mas pequefias fueron

encontradas en febrero 2004, hacia el final de la estacion reproductiva.
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Tabla 2.5. Rango de tallas (largo del caparazén, mm) y nimero total (#) de camarones colectados en los
cuatro sitios durante el periodo de estudio.

Poblacion Hembras (mm) » Machos (imm) »n Indiferenciados (mm) =n

LC 2,2-8,1 1035 2,2-6,3 336 0,9-2,1 37
LB 2,4-1,5 845 24-53 479 - -
LP 2,2-6,7 801 2,2-5,2 551 - -

AV 2,2-8,6 767 2,2-6,5 510 1,6 -2,2 73
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Tabla 2.6. Talla de madurez sexual de las hembras de Palaemonetes argentinus en las cuatro poblaciones. Lc:
largo del caparazon (valor medio para la clase de talla); T: nimero total de hembras; M: niimero de hembras
maduras; PM: proporcion de hembras maduras. En negrita se resalta la minima clase de talla de madurez
sexual (SOM) (> 5% maduras).

Lc Chascomiis La Brava Los Padres Vivorata
(mm) T M PM T M PM T M PM T M PM

2,3 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,6 53 0 0 5 0 0 22 0 0 24 0 0
2,9 62 0 0 31 0 0 59 0 0 33 0 0
3,2 41 2 0,049 73 0 0 66 2 0,030 27 0 0
3,5 47 3 0,064 75 0 0 53 4 0,075 22 0 0
3,8 44 3 0,068 79 1 0,013 66 9 0,136 17 0 0
4,1 39 4 0,103 79 2 0,025 20 8 0,4 16 0 0
4,4 49 7 0,143 40 2 0,05 27 23 0,852 44 2 0,045
4,7 65 23 0,354 46 23 0,5 40 39 0975 54 5 0,093

5 60 25 0417 49 39 0,796 54 53 0981 67 8 0,119
53 93 54 0,581 57 56 0,982 47 43 0915 83 12 0,145
5,6 91 73 0,802 87 84 0,966 25 25 1 78 30 0,385
5,9 122 108 0,885 79 76 0,962 11 10 0,909 79 38 0,481
6,2 107 97 0907 53 52 0981 3 3 1 66 47 0,712
6,5 63 61 0,968 31 31 1 1 1 1 65 59 0,908
6,8 43 40 0930 9 8 0,889 2 2 1 54 53 0,981
7,1 15 15 1 5 4 0,8 15 14 0,933
7,4 13 12 0923 0 0 7 7 1
7,7 5 5 1 1 1 1 8 8 1

8 2 2 1 6 6 1
8,3 2 2 1 1 1 1
8,6 1 1 1

total 1035 536 799 379 497 222 767 290
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La relaciones entre el Lc y la proporcion de hembras maduras (P) por cada intervalo
de clase de tallas se calcul6 mediante funciones logisticas (Fig. 2.4). El tamafio estimado en
el que el 50% de las hembras eran maduras difiri6 significativamente entre las poblaciones (P
< 0,05; Fig. 2.5): el maximo valor correspondié a AV, el minimo a LP y valores intermedios

se encontraron en LC y LB.
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Figura 2.4. Talla media de madurez sexual de las hembras de Palaemonetes argentinus. En cada grafico se indica la
talla, como largo del caparazon (Lcsg) en el que el 50% de las hembras eran maduras; a y b son los parametros de las
funciones logisticas. LC, LB, LP y AV: Laguna Chascomus, Laguna la Brava, Laguna Los Padres y Arroyo Vivorata,
respectivamente.
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Figura 2.5. Tallas medias de madurez sexual de las hembras de Palaemonetes argentinus pertenecientes a
las cuatro poblaciones. Valores medios =+ los intervalos de confianza (a = 0,025) luego de aplicar la técnica
de remuestreo con reposicion (boostrap).
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Relacion entre la talla y el peso seco de las hembras sexualmente maduras

Las ecuaciones de regresion entre los logaritmos de Lc-PS de las hembras
sexualmente maduras fueron altamente significativas en las cuatro poblaciones (Tabla 2.7).
Las pendientes de esas relaciones fueron similares entre las poblaciones; pero existieron
diferencias significativas en las ordenadas al origen (ANCOVA: g.l. =3; F'=5,68; P <0,01).
Para un mismo Lc, el PS de las hembras fue maximo en AV, minimo en LP e intermedio y

similar en LC y LB (SNK, P < 0,05).
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Tabla 2.7. Ecuaciones de regresion que describen el peso seco (PS) de las hembras de Palaemonetes
argentinus sexualmente maduras en relacion con el largo del caparazon (Lc) en las cuatro poblaciones.

Unidades antes de la transformacion logaritmica (peso en mg; Lc en mm).

Poblacion Ecuacion de regresion P r’ n
LC Ln PS=2,84 -Ln Lc— 1,31 <0,0001 0,84 47
LB Ln PS=2,64 -Ln Lc - 0,89 <0,0001 0,80 36
LP Ln PS=2,67 -Ln Lc— 0,98 <0,0001 0,87 20
AV Ln PS=3,07 -Ln Lc— 1,64 <0,0001 0,89 40
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DISCUSION

Los rasgos de historia de vida investigados fueron notoriamente diferentes entre las
cuatro poblaciones de P. argentinus. La estacion reproductiva, por ejemplo, fue mas larga en
LC (7 meses), mientras que la misma se prolong6 solo por 6 meses en AV, y 5 meses en LB
y LP. La mayor temperatura del agua en Chascomus cuando comenzo este estudio podria
explicar el inicio mas temprano de las actividades reproductivas en esa poblacion (Fig. 2.2a).
La extension de la estacion reproductiva en las tres poblaciones ubicadas mas al sur también
se correlaciond con las temperaturas del agua, las cuales fueron en promedio mas altas en el
Arroyo Vivorata que en las lagunas La Brava y en Los Padres.

La variabilidad en el nimero de huevos por hembra fue explicada principalmente por
la variacién en el tamafo corporal de las hembras (en las cuatro poblaciones dichos valores
oscilaron entre el 51-72%; Tabla 2.2a). Sin embargo, para una misma talla corporal, la
fecundidad mas alta (ambas medidas: N, y N.) fue encontrada en la poblaciéon de AV,
mientras que las hembras de los ambientes sin influencia marina produjeron en promedio
menor numero de huevos y larvas. También en un camardén palemoénido de Japon,
Macrobrachium nipponense de Haan, 1849, se ha documentado una mayor fecundidad en
poblaciones estuariales respecto de las de agua dulce (Mashiko, 1983a; Mashiko, 1990).

Entre las poblaciones sin influencia marina estudiadas aqui, la fecundidad realizada
fue mas alta en la laguna donde la salinidad fue débilmente mas alta que el promedio (LC) y
mas baja en otra donde la concentracion de iones fue significativamente menor (LP). La
variabilidad en el nimero de embriones entre éstas poblaciones podria asociarse con un
incremento en el tamafio de los huevos debido a las condiciones hipo-osméticas, mas que
reflejar una mayor inversion energética de las hembras en la produccion de huevos como fue

sugerido para M. nipponense (Mashiko, 1990).
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Las hembras de AV produjeron huevos mas pesados, pero el peso seco de las larvas al
momento de la eclosion fue similar al del resto de las poblaciones. Ese resultado sugiere un
costo metabolico mas alto para completar la embriogénesis en la poblacion de AV, y/o
diferencias en la composicion bioquimica del vitelo de los huevos en AV y el resto de las
poblaciones. Ambas posibilidades deberian explorarse en futuros experimentos.

Las hembras de P. argentinus de la poblacion de AV presentaron la fecundidad mas
alta y el mayor tamano de madurez sexual. El mismo patrén se ha observado también en las
poblaciones estuariales de M. nipponense comparadas con aquellas de agua dulce (Mashiko
1983a; b; Mashiko, 1990). Por el contrario, en P. pugio Holthuis, 1949, una especie
ecologicamente similar a P. argentinus, esos rasgos de historia de vida difirieron de manera
opuesta: la fecundidad mas alta y el mayor tamafio de madurez se observaron en una
poblacion que habita en el sitio de menor concentracion salina (Alon & Stancyk, 1982).

El regimen de salinidad en AV es altamente impredecible, ya que esta fuertemente
afectado tanto por el balance entre precipitaciones y el caudal de los arroyos, como por las
mareas y vientos que condicionan las intrusiones de agua salada desde la Laguna Mar
Chiquita (Anger et al., 1994, Spivak et al., 1994). Durante este estudio, la salinidad del
arroyo fue consistentemente baja. En promedio fue débil pero significativamente mas alta
que en el resto de las lagunas (Fig. 2.2b). Este hecho se explicaria en parte porque los
muestreos y mediciones de salinidad fueron realizados durante el periodo de baja marea,
cuando la descarga de agua dulce predomina sobre la salobre. La tipica fauna estuarial del
arroyo, como por ejemplo las agregaciones de tubos calcareos construidas por el gusano
poliqueto Ficopomatus enigmaticus Fauvel, 1923 y la presencia de cangrejos grapsoideos
estuariales o marinos (Spivak et al., 1994; obs. pers.), indican que a largo plazo en AV
predominan concentraciones salinas mas altas, y probablemente las fluctuaciones de

salinidad sean mayores.
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Ademas de la salinidad diferencial, las diferencias en fecundidad, tamafo de madurez
y peso seco por huevo observadas entre las poblaciones de P. argentinus de AV y las otras
tres lagunas pampeanas, podrian estar relacionadas con la naturaleza ldtica del Arroyo
Vivoratd; los otros tres sitios, por el contrario, son ambientes lénticos (Tabla 2.1).

Las caracteristicas hidrologicas juegarian un rol importante en el modelado de la
historia de vida en algunos carideos de la region del Amazonas (Odinetz Collart &
Magalhaes, 1994) y del sureste de Australia (Hancock & Bunn, 1997; Richardson et al.,
2004). Uno de los problemas primarios de la vida en aguas loticas es que los organismos
pequetios podrian ser transportados aguas abajo hacia los estuarios o a la costa, donde las
salinidades podrian tornarse desfavorablemente altas para la mayoria de los organismos de
agua dulce. Esto podria aplicarse en particular a las larvas planctonicas de los crustaceos
decapodos, las cuales son fisiologicamente sensibles a las variaciones de salinidad (Anger
2001; 2003). Las larvas de P. argentinus producidas en AV podrian ser removidas del
ambiente parental, eventualmente se dirigirian hacia la laguna de Mar Chiquita, donde tienen
lugar condiciones estuariales y algunas veces la salinidad es cercana a la del mar (Anger et
al., 1994). Ademas del estrés hiper-osmético, en la laguna Mar Chiquita las larvas tendrian
que enfrentarse a las fuertes presiones de depredacion ejercidas por los peces como se ha
documentado en la mayoria de esos ambientes (Morgan, 1995).

Lo descripto mas arriba sugiere que la mortalidad de los primeros estadios del ciclo de
vida de P. argentinus seria mas alta en AV que en las poblaciones de las lagunas. Para tal
situacion, un modelo estocastico sobre los efectos de la mortalidad edad-especifica predice
un retraso de la madurez sexual (véase Alon & Stancyck, 1982: 274). Dicha prediccion esta
de acuerdo con las observaciones de una mayor talla de madurez (la que a su vez explicaria la
mayor fecundidad) y la minima pérdida de embriones en la poblacion de AV. Ademas, larvas
mas grandes (y presumiblemente mas fuertes) producidas en AV podrian resistir mejor la

adveccion hacia la adyacente Laguna Mar Chiquita. El mismo modelo predice una
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reproduccion mas temprana (menor talla de madurez) cuando la mortalidad de los adultos es
alta. Eso podria ocurrir en las lagunas someras pampeanas, donde los adultos de P.
argentinus podrian ser mas susceptibles a los depredadores orientados visualmente.

La variacion intra-especifica entre las poblaciones sin influencia marina podria
relacionarse con la morfologia de las lagunas pampeanas, la que a su vez afecta directamente
su dindmica funcional y ecologia (Quir6s, 2004). La poblacion de P. argentinus que habita la
laguna mas pequefia y de minima profundidad (LP, Tabla 2.1) present6 el menor tamafio y
peso de larvas, el menor tamafio de adultos, la minima talla de madurez sexual, el minimo
porcentaje de ovigeras durante la estacion reproductiva (siempre < 50 %), la minima
fecundidad; y por otra parte, la maxima pérdida de huevos. En su conjunto, los rasgos
reproductivos observados en ésta poblacion sugieren un nivel de adecuacion particularmente
bajo, que probablemente refleje condiciones poco favorables para la dinamica poblacional.

El tamafio y profundidad de un lago son parametros claves en la estructuracion de la
dinamica trofica de sus comunidades, determinando por ejemplo el nivel de depredacion,
condiciones para el forrajeo, crecimiento, y en su conjunto, la adecuacion de cada uno de sus
habitantes (por ejemplo, Werner & Anholt, 1993). Las lagunas pampeanas presentan cambios
estacionales en las comunidades de peces (Quirds et al., 2002; Berasain et al., 2005). Esa
variacion es particularmente marcada en las lagunas poco profundas y de superficie pequefia
(Quirds et al., 2002), afectando la intensidad de depredacion, y mediante un efecto trofico en
cascada, a la trama trofica en general (Quirds, 1998). Diferencias cualitativas en la
composicion y en las especies dominantes de peces han sido observadas en las tres lagunas
pampeanas consideradas en este estudio (Lenicov & Berasain, 2001; 2002; Berasain et al.,
2005). Las variaciones en el tamaiio corporal de P. pugio han sido relacionadas con la
intensidad diferencial de depredacion por peces (Alon & Stancyk, 1982; Bass ef al., 2001).
En consecuencia, es posible que las poblaciones de P. argentinus que habitan en lagunas

particularmente pequefias como Los Padres estén sujetas a una intensa presion de
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depredacion. La hipdtesis de una correlacion entre la intensidad de depredacion por peces, el
tamafio de las lagunas y las variaciones en lo rasgos de historia de vida en este camaron
debera ponerse a prueba en futuros estudios.

Los resultados de este capitulo mostraron la existencia de una notable variacion
intraespecifica en los rasgos reproductivos entre poblaciones de P. argentinus
geograficamente separadas. La mortalidad edad-especifica podria ser uno de los principales
factores selectivos explicando la variacién intraespecifica (véase Reznick et al., 1996).
Algunas de las variaciones observadas en los rasgos de historia de vida podrian tener una
base genética (Reznick, 1982), mientras que otras podrian vincularse a una respuesta plastica
frente a las variaciones bioticas o abidticas del ambiente. Las diferencias genéticas, incluidas
aquellas que involucran a la plasticidad fenotipica, o a una respuesta a los factores
ecologicos, pueden reflejar un estadio temprano de especiacion (Mashiko, 1983c; Mashiko &
Numachi, 2000; Dhuyvetter et al., 2007). Futuros estudios considerando la variacion
intraespecifica comparativamente en condiciones controladas de laboratorio vs condiciones
naturales (Reznick & Ghalambor, 2005), podrian demostrar si algunos rasgos particulares de
historia de vida pueden considerarse adaptativos en los diferentes escenarios de una reciente

radiacion hacia los ambientes de agua dulce.

53



Capitulo 11

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las sutiles (pero significativas) diferencias en la concentracion idnica entre los ambientes
estudiados afectarian el tamafio inicial de los huevos explicando, en parte, las diferencias en

la fecundidad entre las poblaciones.

Los resultados mostraron una correlacion entre las variaciones de los rasgos de historia de
vida entre las poblaciones sin influencia marina con el tamafio de las lagunas: méaximos
valores de los rasgos ocurrieron en las lagunas de mayor tamafio y minimos valores en la de

menor tamano.

Exceptuando la fecundidad, la variacion en los rasgos de historia de vida entre las cuatro
poblaciones no se relacionaria estrechamente con la concentracion salina de los ambientes
estudiados. Otras presiones selectivas locales podrian explicar la variabilidad intraespecifica
observada. En relacion con ello, se proponen las siguientes hipotesis que podrian evaluarse

en el futuro:

a) Uno de los procesos que contribuyen a la diferencia en los rasgos de historia de vida
entre la poblaciéon de AV (ambiente l6tico) y el resto de las poblaciones (ambientes
Iénticos) es la mortalidad diferencial a una edad especifica.

b) Uno de los procesos que contribuyen a la diferencia en los rasgos de historia de vida
entre las poblaciones sin influencia marina (ambientes lénticos) es la intensidad
diferencial de depredacidn, la que se correlaciona estrechamente con el tamafio de los

cuerpos de agua.
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INTRODUCCION

El éxito reproductivo es uno de los eventos claves del ciclo de vida de los organismos
ya que determinara la presencia de una poblacion en un habitat particular. En general, existe
un rango esperado o mas probable de condiciones ambientales bajo las cuales la reproduccion
sera exitosa. En la mayoria de los organismos, pero particularmente en los crusticeos
decépodos, la reproduccion estd fuertemente influenciada por los factores ambientales, y
habitualmente ocurre en un rango mas estrecho de condiciones que el necesario para la
supervivencia y el crecimiento (Sastry, 1983). Por ejemplo, en algunas especies de
camarones carideos los cambios en la salinidad pueden inhibir o alterar la maduracion del
ovario (por ejemplo, Gelin et al., 2001). Por lo tanto, la frecuencia de produccion de huevos
puede ser modificada, y en consecuencia también la dindmica poblacional.

Los efectos de la salinidad sobre las fases del ciclo de vida y el éxito reproductivo han
sido escasamente estudiados en los camarones del género Palaemonetes (Lowe &
Provenzano, 1990). De hecho, para la mayoria de las especies de ese género aun es escasa la
informacion existente sobre en qué rango de salinidad pueden completar con éxito los
eventos del ciclo reproductivo como la maduracion del ovario, fecundacion, produccion de
huevos y desarrollo de los embriones hasta la eclosion de las larvas. Por un lado, esta
informacion es relevante desde una perspectiva ecoldgica, ya que permitiria evaluar el grado
de penetracion de las especies de agua dulce en ambientes estuariales (o viceversa). Por el
otro, desde un enfoque ecoldgico-evolutivo el rango de salinidades esperado dentro del cuél
la reproduccion sera exitosa podria depender en parte de la historia evolutiva reciente de la
especie.

Como se ha mencionado en el Capitulo I, algunas caracteristicas biogeograficas y de
historia de vida de Palaemonetes argentinus, como su distribucion geografica actual y su

desarrollo larval extendido, han llevado a sugerir que este camarén habria colonizado en un
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tiempo evolutivo reciente los ambientes de agua dulce (Menu-Marque, 1973; Anger, 2001).
Hasta el momento no existian estudios experimentales que evalien el desempefio
reproductivo de P. argentinus en distintas condiciones de salinidad. Por lo tanto, el objetivo
de este estudio es explorar los efectos de la salinidad (tres tratamientos: 1, 15 y 25 %o) sobre
la capacidad de reproduccion de P. argentinus. Adicionalmente, se presentan datos
preliminares sobre la supervivencia de las hembras en dichos tratamientos de salinidad.

La hipotesis de éste estudio es que P. argentinus tiene la capacidad de sobrevivir y
reproducirse en un amplio rango de salinidades, puesto que habita tanto en ambientes de
salinidad variable como en cuerpos de agua dulce (véase Spivak, 1997; Miiller et al., 2004).
Para poner a prueba esa hipotesis se seleccionaron dos poblaciones con distinto grado de
aislamiento del mar: (1) la de la Laguna Chascomus (LC), que es una tipica laguna pampeana
ubicada a unos 70 km en linea recta desde la costa (Capitulo II) y (2) la del arroyo Vivorata
(AV) que desemboca en la Laguna Mar Chiquita, el sitio de muestreo se ubica
aproximadamente a 3 km del mar y estd expuesto a la influencia marina. En oposicion al
arroyo Vivorata, la laguna de Chascomus no esta expuesta a cambios diarios en la salinidad.
Ambos sitios difieren ademas en sus caracteristicas hidrologicas (Capitulo II). La prediccion
de la hipotesis postulada es que la capacidad de supervivencia y reproduccion de P.
argentinus frente a los tratamientos de salinidad sera independiente de la procedencia de los

camaroncs.
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MATERIALES Y METODOS
Diseiio experimental

Hembras con los ovarios completamente maduros y machos fueron recolectados en el
inicio de la estacion reproductiva, el 21/09/05 en LC y el 19/11/05 en AV. Los camarones
fueron trasladados en agua de los sitios de origen al laboratorio. Durante los muestreos, la
salinidad y la temperatura del agua fueron medidos con un refractdmero y un termoémetro de
alcohol, con los siguientes valores en LC: 1 £ 0 %o, 16,9 £ 0,37° C, y en AV: 2,4 £ 0,8 %o y
23,5 £0,44° C (media + sd; n = 5 medidas).

En el laboratorio los camarones fueron separados en machos y hembras, conformando
una pareja reproductiva. Las parejas se mantuvieron en recipientes plasticos de 500 ml
perforados con circulacion de agua comun (Fig. 3.1a); aireacion; temperatura y fotoperiodo
constantes 21 £ 2° C y 14 h luz : 10 h oscuridad. Cada recipiente estuvo cubierto con
pequetias piedras hasta una profundidad de 1 cm aproximadamente, y una valva de bivalvo
fue ofrecida como refugio (Fig. 3.1a). Un total de 90 parejas se mantuvieron en tres
tratamientos de salinidad: 1, 15 y 25 %o (15 parejas por tratamiento, 45 por poblacion). El
agua para los cultivos se prepard diluyendo agua de mar filtrada (papel de filtro Schleicher
and Schuell 0859, tamafio poro 7-12 um) con agua de canilla declorada. Los camarones
fueron aclimatados por un periodo de 2 h en 1, 5y 10 %o antes de ser transferidos a la
condicion final de 15 %o, aquellos asignados al tratamiento de salinidad mas alto fueron
aclimatados por otras 2 h en 15 %o antes de ser transferidos a 25 %o. Los camarones muertos
hasta el dia 6 (seis) del experimento fueron reemplazados para mantener el nimero inicial; se
registro el numero de muertes. Los camarones fueron alimentados diariamente con Artemia
spp., alimento para peces TetraMin Pro®, con alto contenido en lipidos y proteinas (12 y

46%, respectivamente), y cada 2 semanas se adicion6 a la dieta tentaculos de calamar fresco.
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El exceso de comida fue removido regularmente; el agua de los cultivos fue reemplazada
cada 3-4 dias. Las parejas fueron revisadas cada manana registrindose muertes, mudas,
hembras con huevos, eclosion de larvas y condicion de los ovarios. Los camarones muertos
fueron inmediatamente retirados de los recipientes.

El experimento se inici6 (tiempo cero) cuando las hembras provenientes del campo
con los ovarios maduros desovaron en el laboratorio, hecho que ocurrié entre 1-3 dias
posteriores a la aclimatacion. El experimento finalizo cuando las hembras que maduraron sus
ovarios en las condiciones experimentales produjeron una segunda camada de huevos en el
laboratorio, o a los 110 dias en las que no maduraron los ovarios luego del primer desove.

Como en otros camarones carideos, en P. argentinus los ovarios son pares y estan
situados dorsalmente al estobmago cardiaco y al hepatopancreas (véase Bauer, 2004). Para
cada ejemplar se realizé una descripcion cualitativa del ovario considerando su forma y color,
que dada la transparencia del exoesqueleto se realizO mediante observacion directa. Se
establecieron 4 estadios diferentes que en su conjunto conforman un ciclo ovarico y que se
describe a continuacion:

Todas las hembras experimentaron una muda previa a la extrusion e inmediatamente
después de la puesta de los huevos (horas) fue posible distinguir bajo lupa en la zona del
ovario, ubicada entre el estomago y el corazén, la presencia de ovocitos grisdceos
translucidos. A simple vista el ovario “descargado” (Estadio 0) y el oviducto pudieron
distinguirse por puntos oscuros retraidos (presumiblemente cromatoforos ¢ cromatosomas,
Fig. 3.1b) concentrados en la zona del ovario. En algunos casos se observaron los dos 16bulos
del ovario, de apariencia delgada y translicidos, extendiéndose desde la zona posterior del
estbmago hasta el corazon. El ovario permanecié en el Estadio 0 cuando las hembras
incubaban una camada de embriones; excepto un caso en LC donde la maduracioén de las
gbénadas ocurrié en simultdneo con la incubacion de los embriones. En una fase posterior, el

tamafio fue incrementdndose hasta que el ovario ocup6 aproximadamente entre un 5-10 % del
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caparazon, la coloracion se tornd opaca y generalmente fue grisacea (Estadio I). A partir de
este momento los lo6bulos comenzaron a engrosarse gradualmente, desde la parte cercana al
corazon hacia la zona anterior, el ovario ocup6 entre un 20-50 % del caparazon, la tonalidad
continuo siendo opaca y la coloracion verdoso claro a marron (Estadio IT). Posteriormente, el
tamafio se increment6 hasta cubrir por completo el estbmago, ocupando casi totalmente el
caparazon, y se extendid generalmente hasta el inicio del primer segmento abdominal; no
hubo cambios de color (Estadio IIl). En este punto las hembras estuvieron listas para el

desove.
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Figura 3.1. a) Recipientes individuales (500ml) donde se mantuvieron las parejas.

b) Hembra de P. argentinus, la flecha sefiala el ovario (Estadio II).
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ANALISIS DE DATOS

La proporcion de hembras que sobrevivieron al concluir el experimento fue
comparada entre las salinidades mas bajas (1 vs 15 %o) dentro de cada poblacion con el test
de z. Como no se detectaron diferencias entre esas salinidades, se realiz6 un pool para cada
poblacion. El mismo test se utilizo para comparar la proporcion de hembras sobrevivientes en
el pool de salinidades mas bajas (1 y 15 %o) vs. el tratamiento de salinidad concentrada (25
%0) en cada una de las poblaciones. Finalmente el porcentaje de supervivencia fue comparado
entre las poblaciones con el mismo test.

El nimero de hembras que incubaron la primera camada de embriones hasta la
eclosion de las larvas se consider6 como una medida del éxito reproductivo. Para cada
poblacion se determiné si el éxito reproductivo fue independiente de los tratamientos de
salinidad con el test de G (Sokal & Rohlf, 1981).

Los efectos de la salinidad (con tres niveles: 1, 15 y 25 %o0) y las poblaciones (dos
niveles: LC y AV) sobre los tiempos entre puestas sucesivas, de descanso del ovario y para
completar un ciclo ovarico se evaluaron con ANOVAs de dos vias utilizando una
aproximacion por regresion (Zar, 1996). Cuando un ANOVA detectdé diferencias
significativas en algunos de los factores, las medias fueron comparadas con el test de Tukey
(o honestly significant difference test, HSD) para tamafios de muestras desiguales (Zar,

1996).
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RESULTADOS

La salinidad y la mortalidad de las hembras

La supervivencia en ambas poblaciones fue alta en las salinidades més baja e
intermedia (1, 15 %o), al final del estudio los valores de supervivencia fueron superiores al
86% (Fig. 3.2a). Por el contrario, la tasa de mortalidad de las hembras (nimero de muertes /
nimero inicial de hembras) fue alta en 25 %o, particularmente durante la primera semana del
experimento alcanzando valores de 0,19 en LC y 0,33 en AV. Posteriormente, no se
registraron muertes en LC y la tasa de mortalidad se increment6 débilmente en AV (Fig.
3.2a). Durante los primeros 41 dias del experimento, la tasa de mortalidad fue 0; 0,06 y 0,19
en LC y 0,13; 0,13 y 0,43 en AV en 1, 15 y 25 %o, respectivamente. No se detectaron
diferencias en la mortalidad entre 1 y 15 %o para ninguna de las poblaciones (LC: z = 0,00; P
=1; AV:z=-0,54; P=0,59). La supervivencia final en 25 %o fue 81% en LC y 57% en AV
(Fig. 3.2a, b). No se detectaron diferencias en la mortalidad entre 25 %o y el pool de las
salinidades més bajas en LC (z = 1,22; P = 0,22). En cambio, la mortalidad fue
significativamente mayor en 25 %o que en pool de las salinidades mas bajas en AV (z = 2,05;
P=0,04).

Por otro lado, no se detectaron diferencias en la supervivencia entre LC y AV para el
pool de salinidades bajas (z = 0,93; P = 0,35) ni para el tratamiento de salinidad concentrada

(z=1,20; P=0,23).
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Figura 3.2. a) Supervivencia de las hembras de ambas poblaciones mantenidas en 1, 15y 25 %o. El
experimento finalizo a los 110 dias; a partir del dia 42 no se registraron muertes. b) Supervivencia al
concluir el experimento, el asterisco indica diferencias significativas entre salinidades. LC: Laguna
Chascomus; AV: Arroyo Vivorata
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La salinidad y los eventos del ciclo reproductivo

Todas las hembras con sus ovarios maduros colectadas en el campo experimentaron
una muda previa al desove, pero al cabo de una semana aproximadamente algunas perdieron
sus huevos. El éxito en la incubacién de esa primera camada de embriones presentd una
tendencia hacia la disminucion con el incremento en la salinidad (Fig. 3.3). En LC el 26,42 y
61% de las hembras perdieron sus huevos en los tratamientos de 1, 15 y 25 %o,
respectivamente. En AV esos porcentajes fueron relativamente menores, 15, 38 y 42% en 1,
15 y 25 %o, respectivamente. Sin embargo, el éxito reproductivo en ambas poblaciones fue

independiente de los tratamientos de salinidad (G = 0,27, g.l.=2; P =0,88).
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Figura 3.3. Porcentaje de las hembras (sobre el total de sobrevivientes) que desovaron e incubaron
con éxito la primera camada de embriones hasta la eclosion de las larvas en los tres tratamientos de
salinidad. LC: Chascomus; AV: Vivorata.

65



Capitulo 11

La maduracion ovarica ocurrio en todos los tratamientos de salinidad, excepto en AV
en 15 %o, donde se observo una regresion del ciclo cuando los ovarios habian alcanzado el
Estadio II. Mientras que solamente 3 hembras de AV completaron el ciclo ovarico en 15 %o,
alrededor del 80 % lo hicieron en los tratamiento de 1 y 25 %o (Fig. 3.4a).

Un porcentaje superior al 50 % de las hembras de LC (en los tratamientos de 1 y 15
%0) y de AV (en 25 %o) maduraron las génadas luego de haber incubado una camada de
embriones (Fig. 3.4b). El tiempo en que se completd un ciclo ovarico en LC no fue afectado
por la condicidon de las hembras (es decir, si ellas incubaron o perdieron sus embriones), en
cambio existido un efecto de la salinidad (ANOVA dos factores: factor condicion de las
hembras: F' (1. 34y = 0,37, P = 0,54; Factor salinidad: F (2, 34y = 11,36, P < 0,001; condicion x
salinidad: F' (o, 34y = 2,53; P = 0,09). Por lo tanto se realizd un pool con los datos
correspondientes al tiempo de maduracion ovarica para las hembras de LC que incubaron o
perdieron sus embriones, respetando los tratamientos de salinidad. De manera similar, el
tiempo de maduracion ovarica de AV en 25 %o no se diferencié entre las hembras que
incubaron o no una camada previa (Student test: £ = 0,0712; P = 0,94), por lo que también se
realizd un pool con los datos correspondientes al tiempo de maduracion ovdrica de las
hembras de AV. Para las hembras de AV mantenidas en 1 y 15 %o, la comparacion entre la
condicion de las hembras no fue posible ya que el 100% de estas maduraron sus ovarios con
embriones (Fig. 3.4b) o solo dos hembras completaron el ciclo ovarico sin embriones y una

con embriones, respectivamente.
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Figura 3.4. Hembras de P. argentinus que maduraron las goénadas en tres tratamientos de salinidad (1, 15
y 25 %o). a) Porcentaje de las hembras que maduraron las gonadas y desovaron por segunda vez bajo las
condiciones experimentales, b) Porcentaje de las hembras que maduraron las génadas luego de haber
incubado una camada previa de embriones (incubaron) y de aquellas que lo hicieron luego de haber
perdido sus embriones (no incubaron).
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Efectos de la salinidad sobre los periodos de descanso del ovario, para completar un ciclo

ovdrico y entre puestas sucesivas

El periodo entre la puesta de la primera camada de embriones y el inicio de la
maduracion ovérica, esto es entre los Estadios 0 y I del ciclo del ovario, fue
significativamente afectado por los tratamientos de salinidad, y no se detectaron diferencias
entre las poblaciones ni en la interaccion de los factores (Tabla 3.1a; Fig. 3.5a). El tiempo de
descanso del ovario fue significativamente mas corto en 1 %o (dias, media + ES: 26,44 +
0,67) que en las salinidades concentradas (33,79 = 1,41) (HSD, P <0,01).

El periodo en que se completdé un ciclo ovarico, considerado como el lapso
transcurrido entre el Estadio I del ovario y la puesta de la segunda camada de huevos en el
laboratorio, también fue significativamente afectado por los tratamientos de salinidad, en
tanto que no se detectaron diferencias entre las poblaciones ni en la interaccion de los
factores (Tabla 3.1b; Fig. 3.5b). El tiempo medio en que se completd un ciclo ovarico fue
significativamente mas corto en 1%o (dias, media = ES: 16,33 + 0,76) que en las salinidades
concentradas (19,35 + 0,66) (HSD, P < 0,05).

De la misma manera, el periodo entre puestas fue significativamente afectado por los
tratamientos de salinidad, mientras que no se detectaron diferencias entre las poblaciones ni
en la interacciéon de los factores (Tabla 3.1c; Fig. 3.5¢). El tiempo entre puestas fue
significativamente mas corto en 1 %o (dias, media + ES: 42,78 + 1,09) que en los tratamientos

de salinidad concentrada (52,26 = 1,51) (HSD, P < 0,05).
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Tabla 3.1. ANOVA de dos factores con una aproximacion por regresion para evaluar las diferencias en el
tiempo a) de descanso del ovario, b) para completar un ciclo del ovario, ¢) entre puestas sucesivas entre los
tratamientos de salinidad (tres niveles: 1, 15,y 25 %o) y las poblaciones (dos niveles: LC y AV). En negrita se
resalta el efecto significativo.

Fuente de Variacion SC gl CM F P

a) Salinidad 56x10% 2 28x10* 8,95 <0,001
Poblacién 6,3x10° 1 6,3x10° 2,01 0,16
Poblacién x Salinidad  3,0x10° 2 1,5x10° 049 0,62
Error 1,7x10° 54 3,1x107

b) Salinidad 1,9x10° 2 94x10* 897 <0,001
Poblacién 29x10% 1 29x10* 2,74 0,10
Poblacién x Salinidad  3,3x10* 2 1,6x10" 1,58 0,21
Error 6,1x10° 58 1,0x10™

©) Salinidad 1L9x10* 2 99x10° 822 <0,001
Poblacién 35x10° 1 35 x10° 0,29 0,59
Poblacién x Salinidad  6,7x10° 2 3,3x10° 028 0,76
Error 6,7x 10" 56 12x10°

SC: suma de cuadrados; g./.. grados de libertad; CM: cuadrado medio; F: CM factor / error; P:
probabilidad. Datos transformados con 1/dias.
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DISCUSION

Las hembras de los carideos experimentan una muda previa a la puesta de los huevos
mediante la cudl las setas de los pledpodos que se han roto son reemplazadas, y en el caso de
aquellas que hubieran tenido una camada previa las membranas de los huevos que
eclosionaron son eliminadas (Bauer, 2004). Inmediatamente luego de la muda de pre-puesta
(o parturial) las hembras estan receptivas para el proximo apareamiento, puesta de huevos e
incubacion de una nueva camada de embriones (Bauer & Abdalla, 2000). En la mayoria de
los carideos la fertilizacion no es necesaria para que los huevos se adhieran a los pledpodos,
sin embargo los huevos no fertilizados seran removidos posteriormente (Bauer & Holt, 1998;
Bauer, 2004). La pérdida de los huevos observada en P. argentinus al inicio del experimento
podria relacionarse con una falla en la fertilizacion. Ademas, como se ha demostrado en una
especie similar a la de este estudio, P. pugio, el estrés fisico por manipular las hembras puede
afectar la supervivencia embrionaria (Reinsel et al., 2001). Por lo que también es posible que
la manipulacion de los camarones durante el cambio de agua, por ejemplo, haya provocado
una situacion estresante que afectara la supervivencia embrionaria. Ambas hechos explicarian
que el éxito en la incubacién de la primera camada en ambas poblaciones haya sido
independiente de los tratamientos de salinidad.

La tasa de supervivencia de las hembras de ambas poblaciones fue similar en los
tratamientos de 1 y 15 %o, mientras que una disminucion significativa fue detectada para AV
en 25 %o respecto de las salinidades mds bajas. Sin embargo, en AV la regresion de los
ovarios ocurrié en la salinidad intermedia (15 %o) pero un alto porcentaje de maduracion de
los ovarios ocurri6 en la salinidad mas concentrada (25 %), sugiriendo que las hembras de
AV pudieron ser mas sensibles a factores diferentes de la salinidad. En el campo se
encontraron camarones de AV infestados con bopiridos adultos en el canal branquial (Fig.

3.6), esto nunca se observo en LC. El camaron P. argentinus es el hospedador definitivo de
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dos especies de bopiridos: Probopyrus cf. oviformis y P. ringueleti n. sp. (Schuldt &
Damborenea, 1988; Verdi & Schuldt, 1988). En particular P. ringueleti puede afectar la tasa
de consumo de oxigeno y también el metabolismo de P. argentinus (Neves et al., 2000;
2004). A pesar que en el experimento no se utilizaron camarones de AV infestados con
isopodos adultos, las larvas de estos parasitos son intratisulares (Martorelli & Schuldt, 1990)
por lo que pudieron no observarse a simple vista. Los isépodos bopiridos pueden inhibir la
maduracion de las gonadas en las hembras de los camarones carideos (Calado et al., 2005), y
se ha demostrado que pueden reducir la tolerancia de los camarones a la salinidad (Moles &
Pella, 1984).

Ademas, P. argentinus es hospedador intermediario de las larvas metacercarias de
distintas especies de digeneos, por ejemplo: Microphallus szidati; Levinseniella cruzi
(Microphallidae) y Phyllodistomum sp. (Martorelli & Schuldt, 1990). En particular, las larvas
de L. cruzi se alojan en los tejidos conectivos del cefalotorax y gonadal de P. argentinus, y
una alta incidencia de larvas en el ultimo tejido tendria consecuencias negativas sobre la
fecundidad de este camardn (Martorelli & Schuldt, 1990). Actualmente, no existen estudios
comparativos entre poblaciones de P. argentinus estuariales y de agua dulce que evaluen la
incidencia y/o el grado de infestacion con ninguno de los parédsitos mencionados
anterioriormente. Futuros experimentos podrian investigar si la menor tolerancia a la
salinidad concentrada en la poblacion de P. argentinus que habita el arroyo Vivoratd se
vincula con la infestacion con las larvas de alguno de esos parasitos. Igualmente interesante
seria determinar cudles son las caracteristicas ambientales de los sitios estudiados que
podrian propiciar una exposicion diferencial de las poblaciones de P. argentinus a la
influencia de los parésitos (véase Pung et al., 2002; 2006).

En general, la salinidad afect6 de manera similar a las hembras de ambas poblaciones.
La exposicion prolongada en las salinidades concentradas (15, 25 %o) no impusieron una

severa restriccion a la supervivencia ni a la reproduccion del “camaron de agua dulce” P.
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argentinus. En cambio, esas salinidades provocaron un retraso tanto en el inicio de un ciclo
del ovario como en el tiempo en que se completd dicho ciclo; en consecuencia el tiempo
entre puestas de huevos sucesivas fue mas extenso. El menor tiempo entre puestas ocurrido
en la salinidad mas baja sugiere la produccién de un nimero mayor de camadas por estacion
reproductiva, lo que incrementaria el fitness de las hembras. En ese sentido, los resultados
indican que la salinidad més baja fue la condicion Optima para la reproduccion de los
individuos de ambas poblaciones.

En los crustaceos decapodos, los efectos de factores tales como la temperatura y el
fotoperiodo sobre el desarrollo de los ovarios han sido ampliamente investigados (ejemplos
Wolcott, 1988; Bouchon 1991; Daniels et al., 1994). Por el contrario, es escasa la
informacion existente respecto de los efectos de la salinidad sobre el proceso de
vitelogénesis. En tal sentido, P. argentinus podria ser un modelo conveniente para examinar
los efectos de las altas concentraciones idnicas sobre el proceso de sintesis del vitelo. A un
nivel bioquimico, otro aspecto interesante a estudiar es el/los rol/es de los iones (por ejemplo
Ca™y Mg"™; véase Zalizniak et al., 2006) en el anabolismo del vitelo.

Lowe & Provenzano (1990) realizaron uno de los pocos estudios donde se analizan
en condiciones de laboratorio los efectos de la salinidad sobre la reproduccién en un
palemonido norteamericano de agua dulce: Palaemonetes paludosus. Los autores
demostraron que la reproduccion de P. paludosus tiene lugar en salinidades <20 %o, aunque
la puesta de los huevos no tiene lugar en 25 %o e incluso se reduce notablemente en 10 %o. Es
interesante notar que P. paludosus tiene un desarrollo larval abreviado, el cual es
caracteristico de las especies de palemonidos dulceacuicolas, y comparativamente se
reproduce en un rango mas estrecho de salinidades que P. argentinus (el cual tiene un
desarrollo larval extendido, tipico de las especies marino-salobres).

En la Laguna de Chascomus (LC) el valor promedio historico de salinidad mas alto

documentado en la ultima década corresponde a uno de los periodos de sequia en la region
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(en 1999), siendo ese valor de 1.474,6 mg/l (~ 1,5 %o0) (Maizels et al., 2003 y citas alli). En el
arroyo Vivorata, la salinidad supera en ocasiones ese valor (ver materiales y métodos), y
ademas es mds variable temporal y espacialmente (Capitulo II). De cualquier modo, la
salinidad promedio en ambos sitios no alcanza los valores més concentrados utilizados en
este experimento (15 y 25 %o) al menos por periodos prolongados, o en el caso de
Chascomus, esas salinidades no ocurren frecuentemente. Por lo tanto, la elevada tasa de
supervivencia y capacidad de reproduccion de P. argentinus bajo las condiciones hiper-
osmoticas no tiene un correlato con las condiciones ecologicas de los sitios donde fue
recolectado y en cambio podria vincularse con la historia evolutiva reciente de la especie.
Hechos tales como que P. argentinus pueda reproducirse con éxito en un amplio rango de
salinidades (este estudio), que el desarrollo larval sea extendido (Menu-Marque, 1973), y
ademas que las larvas alcancen la metamorfosis en el mismo rango de salinidades que los
ensayados en este experimento (Anger sin publicar) apoyan la hipotesis que la especie es un

residente reciente de los ambientes de agua dulce.
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Figura 3.6. Hembra de P. argentinus procedente del Arroyo Vivorata (AV), la flecha sefiala un
isopodo bopirido en el canal branquial.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La capacidad de P. argentinus para sobrevivir y reproducirse en salinidades concentradas

podria vincularse con las condiciones a las que estuvo expuesto en su pasado reciente.

Las condiciones hiper-osméticas provocaron un retraso tanto en el inicio como en el tiempo
en que se completd un ciclo ovarico, y en consecuencia el tiempo entre puestas sucesivas fue
mas extenso. Sin embargo, esas condiciones no restringieron la reproduccion. Los
mecanismos fisioldgicos - bioquimicos que le permiten a este camaron sobrevivir y

reproducirse en salinidades concentradas podrian investigarse en el futuro.

La hipotesis que la infestacion con parasitos (bopiridos y/o metacercarias de digeneos) afecta

la tolerancia a la salinidad de P. argentinus podria evaluarse en el futuro.

Dados su facil manejo y su plasticidad reproductiva, P. argentinus seria un modelo de estudio

conveniente para examinar a un nivel bioquimico los efectos de las salinidades concentradas

y el/los rol/es de los iones tales como el Ca™ y el Mg ™ en el proceso de vitelogénesis.
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INTRODUCCION

Comprender la historia de vida de un organismo implica el estudio de los patrones de
diferenciacion, desarrollo, crecimiento, division de recursos y en particular de su modo de
reproduccion (Begon et al., 2006). La aproximacion tipica para evaluar las variaciones en los
rasgos de historia de vida es comparar dos 6 mas poblaciones de conespecificos (o especies, o
grupos de especies) y tratar de entender de qué manera las diferencias entre ellas se
relacionan con su ambiente (Radder, 2006). Uno de los desafios de ¢€sta clase de estudios es
identificar qué factores contribuyen potencialmente a la variabilidad interpoblacional e
interindividual en los fenotipos de historia de vida. Otro, es determinar si esa variabilidad es
el producto de una diferencia genética y/o de una respuesta plastica de los individuos a las
condiciones ambientales (véase Reznick, 1982; Hancock et al., 1998; Sears & Angilletta,
2003; Arendt & Reznick, 2005). Aunque la manera en que los fenotipos se vinculan con el
ambiente se expresa de manera compleja (Sears & Angilletta, 2003), un nlimero creciente de
estudios utilizando técnicas experimentales de manipulacion han intentado esclarecer la
potencial contribucion de la genética y/o de los cambios inducidos por las condiciones
ambientales a la variabilidad interpoblacional en los rasgos de historia de vida (ejemplos,
Qualls & Shine, 1998; Hancock et al., 1998; Lardies & Bozinovic, 2006).

En la mayoria de los organismos, y particularmente en los crustdceos decépodos, el
tamafio de los huevos (tanto en volumen como en peso) es uno de los rasgos mejor
investigado puesto que puede correlacionarse con otros caracteres de historia vida como por
ejemplo el numero de huevos, el tiempo de incubacion de los embriones, el numero y tipo de
estadios larvales y el tamafo del juvenil (ejemplos, Wear, 1974; Steele, 1977; Sastry, 1983;
Bauer, 1991; Anger et al., 2002; Anger, 2005). Variaciones en el tamafio de los huevos entre
poblaciones de conespecificos han sido ampliamente documentadas en decéapodos,

especialmente en los camarones carideos de la familia Palaemonidae (Mashiko, 1982; 1983a;
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1987; 1990; Mashiko & Numachi, 1993; 2000; Odinetz Collard & Rabelo, 1996; Ituarte et
al., 2007). Los camarones paleménidos se encuentran ampliamente distribuidos y existen
poblaciones de conespecificos que viven tanto en ambientes marinos y salobres como en los
de agua dulce. En consecuencia, representan interesantes modelos para el estudio de los
efectos de la salinidad sobre la variacion interpoblacional en los rasgos de historia de vida,
como por ejemplo sobre el tamafio de los huevos.

En el caso de P. argentinus se encontro que diversos rasgos de historia de vida varian
marcadamente entre poblaciones con distinto grado de aislamiento del mar (Capitulo II). La
fecundidad, estimada como el numero de huevos recientemente desovados, es mayor en una
poblacion donde la concentracion idnica y salina del agua es débil pero significativamente
mas alta (poblacion del arroyo Vivorata, AV), y menor en otros ambientes donde la
concentracion ionica es mas baja (como por ejemplo en Chascomus, LC) (Capitulo II). La
salinidad, entonces, podria ser uno de los factores que afectan el tamaifio inicial de los huevos
determinando la diferencia en el nimero de huevos recientemente desovados. Ademas, en la
poblacion de AV donde la fecundidad es mayor, la pérdida de embriones es minima (y
viceversa) (Capitulo II). El incremento del volumen de los huevos durante el desarrollo
embrionario, asi como una variacion en el periodo de incubaciéon pueden modificar el riesgo
de mortalidad de los huevos en los decidpodos (véase Oh & Hartnoll, 1999), y en
consecuencia determinar el nimero de embriones que alcanzan con €xito la eclosion.

Aunque existen diversos factores bidticos y abidticos que posiblemente expliquen las
diferencias mencionadas entre las poblaciones de P. argentinus de AV y de LC (Capitulos 11
y III), en este experimento se manipuld tnicamente el factor salinidad. Las hipdtesis de este
estudio son «) el tamafio inicial de los huevos depende de las condiciones de salinidad bajo
las que ocurre la maduracion ovarica y b) la salinidad afecta el tiempo de incubacion de los
embriones. Para poner a prueba esas hipoétesis, se estudiaron los efectos de la salinidad sobre

el tamafio de los huevos en un estadio inicial del desarrollo y sobre el periodo de incubacion
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entre las poblaciones de P. argentinus de AV y de LC. Ademas, los efectos de la salinidad
sobre el esfuerzo reproductivo también fueron comparados. La prediccion de esas hipdtesis
es que bajo condiciones controladas de laboratorio los efectos de la salinidad sobre los rasgos
estudiados seran similares en ambas poblaciones.

Las poblaciones de P. argentinus utilizadas para este estudio (AV y LC) estan
geograficamente separadas, presentan distinto grado de aislamiento del mar, y habitan en
ambientes con caracteristicas hidroldgicas contrastantes (véase descripcion detallada en
Capitulo II). Sucintamente, el Arroyo Vivoratd (AV) desemboca en la laguna costera Mar
Chiquita donde las fluctuaciones de salinidad son altamente variables tanto temporal como
espacialmente, el sitio de muestreo se ubica aproximadamente a 3 km de la costa, y es un
ambiente 16tico. Mientras que la Laguna de Chascomus (LC) es una tipica laguna pampeana
con salinidad relativamente baja y estable, ubicada a unos 70 km en linea recta del mar y por

lo tanto no esta expuesta a la influencia marina, y es un ambiente 1éntico.
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MATERIALES Y METODOS

Diseiio experimental

Hembras con los ovarios completamente maduros y machos fueron recolectados en el
inicio de la estacion reproductiva en ambos sitios (21/09/05 en LC; 19/11/05 en AV) y
trasladados en agua de los sitios de origen al laboratorio. La salinidad y la temperatura del
agua de los sitios de muestreo fueron medidos con un refractobmero y un termdémetro de
alcohol, con los siguientes valores en LC, 1 £ 0 %o, 16,9 £ 0,37° C, y en AV, 2,4 £ 0,8 %o y
23,5 £0,44° C (media + sd; n = 5 medidas).

En el laboratorio los camarones fueron separados en machos y hembras, conformando
una pareja reproductiva. Las parejas se mantuvieron en recipientes plasticos de 500 ml
perforados con circulacion de agua comun (Fig. 3.1a); aireacion; temperatura y fotoperiodo
constantes 21 £ 2° C y 14 h luz : 10 h oscuridad. Cada recipiente estuvo cubierto con
pequetias piedras hasta una profundidad de 1 cm aproximadamente, y una valva de bivalvo
fue ofrecida como refugio (Fig. 3.1a). Un total de 90 parejas se mantuvieron en tres
tratamientos de salinidad: 1, 15 y 25 %o (15 parejas por tratamiento, 45 por poblacion). El
agua para los cultivos se prepard diluyendo agua de mar filtrada (papel de filtro Schleicher
and Schuell 0859, tamafo poro 7-12 um) con agua de canilla previamente declorada. Los
camarones fueron aclimatados por un periodo de 2 hen 1, 5y 10 %o antes de ser transferidos
a la condicion final de 15 %o, aquellos asignados al tratamiento de salinidad mas alto fueron
aclimatados por otras 2 h en 15 %o antes de ser transferidos a 25 %o. Los camarones fueron
alimentados diariamente con Artemia spp., alimento para peces TetraMin Pro®, con alto
contenido en lipidos y proteinas (12 y 46%, respectivamente), y cada 2 semanas se adicion6 a
la dieta tentdculos de calamar fresco. El exceso de comida fue removido regularmente y el

agua de los cultivos fue reemplazada cada 3-4 dias.
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Cada dia por la mafana cada pareja fue revisada y se registro la presencia de hembras
con huevos, eclosiones larvales y maduracion de las gonadas. El periodo de incubacién (o
duracion del desarrollo embrionario in vivo) se estimd como el tiempo transcurrido entre la
primera puesta de embriones hasta la eclosion de todas las larvas. Posteriormente, se
obtuvieron el numero, volumen y el peso seco de los huevos producidos bajo similares
condiciones de maduracion de los ovarios. El eje mayor (/) y menor (#) de un total de 10
huevos por hembra en el estadio inicial, tomados al azar, fueron medidos con lupa binocular
Olympus SZ40 (aumento 4x). El volumen se calcul6 con la férmula para un elipsoide V' = (I1
-1+ 1/ 6). El largo del caparazon (Lc) de las hembras también fue registrado. Los huevos y
las hembras fueron cuidadosamente escurridos y secados en estufa durante 24 y 48 h,
respectivamente y pesados en una balanza Mettler H54 AR. El peso seco por huevo se estimd
como el peso seco de la biomasa de la camada / numero de huevos. La inversion de las
hembras en reproduccion se estimd como la razon entre peso seco de la masa de huevos /

peso seco de la hembra (Clarke et al., 1991).

ANALISIS DE DATOS

Los efectos de la salinidad (con tres niveles: 1, 15y 25 %o) y de las poblaciones (dos
niveles: LC y AV) sobre el tiempo de incubacion, el peso seco por huevo, el volumen de los
huevos por camada y el esfuerzo reproductivo se evaluaron con ANOVAs de dos vias
utilizando una aproximacién por regresion (Zar, 1996). Cuando un ANOVA detectd
diferencias significativas en algunos de los factores, las medias fueron comparadas con el test
de Tukey (o honestly significant difference test, HSD) para tamafios de muestras desiguales
(Zar, 1996). Los datos correspondientes a la relacién peso seco / volumen de huevos (PS / V)
no cumplieron con los supuestos de normalidad y homocedasticidad de las varianzas. Por
eso, dicha relacion fue comparada entre los tratamientos de salinidad con ANOVAs de un

factor para cada poblacion, y las diferencias entre las salinidades fueron comparadas con el
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test a posteriori de Student-Newman-Keuls (SNK) (Underwood, 1997). Finalmente, la
relacion PS / V fue comparada entre las poblaciones, para un mismo nivel de salinidad, con el
test de Student que supone varianzas desiguales.

Las variaciones de los volimenes de los huevos recientemente extrudidos entre las
camadas fueron evaluadas con ANOVAs de un factor para cada una de las salinidades
experimentales. La relacion entre el volumen promedio de los huevos de una camada y el
largo del caparazon (Lc) de las hembras fue evaluada por medio de una regresion lineal.

Las relaciones entre el peso seco de la camada vs el peso seco de las hembras, y entre
peso seco de las hembras vs el largo del caparazon se evaluaron con regresiones lineales. Las
variaciones en el peso seco de las camadas fueron comparadas entre las poblaciones y las
salinidades con ANCOVAs, utilizando el peso seco de las hembras como covariable. El
mismo test se utilizd6 para comparar el peso seco de las hembras entre poblaciones y

salinidades con el largo del caparazén como covariable.

RESULTADOS

Tiempo de incubacion

Todas las hembras capturadas en el campo con sus ovarios maduros desovaron en el
laboratorio, aunque no todas incubaron con éxito esa primera camada (Capitulo III). El
tiempo de incubacién de los embriones difirid significativamente entre las poblaciones, y no
se detectd un efecto significativo de la salinidad sobre este rasgo (Tabla 4.1). Los embriones
de LC eclosionaron en promedio 2,7 dias después que los de AV (Fig. 4.1). El tiempo medio
de incubacion (dias = ES) fue 26,6 = 0,19 en LC y 23,8 £ 0,3 en AV. El rango para el periodo
de incubacion fue menor en LC (25-28 dias) que en AV (21-27 dias). En consecuencia, los
coeficientes de variabilidad en AV fueron 4,87; 535 y 7,14 % en 1, 15 y 25 %o,

respectivamente, esos valores representan alrededor de una vez y media al doble de la
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variabilidad observada en LC (3,66; 2,93 y 3,31 % en 1, 15 y 25 %o, respectivamente). A
pesar que no se detectdé un efecto de los tratamientos, el tiempo de incubacioén tendio a
incrementarse con la salinidad en ambas poblaciones (Fig 4.1). Particularmente en AV, el

tiempo de incubacion en 1 %o fue alrededor de un 1 dia mas corto que en las salinidades

concentradas (Fig 4.1).
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Figura 4.1.- Tiempo de incubacioén para los embriones de Chascomiss (LC) y Vivorata (AV) en los tres
tratamientos de salinidad. El tamafio de las muestras fue n =11, 9, 5 camadas para LCy n =11, 8, 5 para
AV en 1, 15y 25 %o, respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas (HDS P < 0,05).
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Tabla 4.1. Estadisticos del ANOVA de dos factores con una aproximacioén por regresion para evaluar las
diferencias en el tiempo de incubacion entre las poblaciones (LC y AV) y las salinidades (1, 15 y 25 %o). En
negrita se resalta el efecto significativo.

Fuente de Variacion SC gl CM F P

Poblacion 80,76 1 80,76 55,46 <0,0001
Salinidad 8,17 2 4,08 280 =0,07
Poblacion x Salinidad 0,61 2 0,30 0,21 =0,81
Error 62,62 43 1,46

SC: Suma de Cuadrados; g./.: grados de libertad; CM: Cuadrados Medios; F: estadistico del test; P:
probabilidad de error.
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Tamaiio de los huevos

El tamafio de los huevos recientemente desovados y producidos bajo similares
condiciones de maduracion del ovario se estimé como el peso seco por huevo, el largo
promedio de los ejes largo y corto, y el volumen calculado a partir de los datos anteriores.

El peso seco por huevo no fue afectado por los tratamientos de salinidad, sin embargo
este rasgo fue débil pero significativamente diferente entre las poblaciones (Tabla 4.2). Los
huevos de LC fueron en promedio significativamente mas pesados que los de AV (HSD, P =
0,03) (Fig. 4.2a).

El largo promedio de los ejes largo y corto de los huevos producidos bajo similares
condiciones de maduracion del ovario se describe en la Tabla 4.3. Ambos parametros fueron
significativamente afectados por los tratamientos de salinidad, no se detectaron diferencias
entre las poblaciones (Tabla 4.4a, b). Los ejes largo y corto de los huevos producidos en las
salinidades concentradas (15 y 25 %o) fueron significativamente mas cortos que en 1 %o
(Tabla 4.3). El volumen inicial de los huevos difirié significativamente entre las camadas
dentro de cada poblacién (Tabla 4.5), en ninglin caso esa variacion se correlaciond con el
tamano de las hembras (todas las regresiones P > 0,05) (Fig. 4.3). A pesar de la variabilidad
entre las camadas, la salinidad afectd significativamente el volumen de los huevos, no se
detectaron diferencias entre las poblaciones ni en la interaccion de los factores (Tabla 4.4c).
Las hembras mantenidas en los tratamientos de salinidad concentrada (15, 25 %o) produjeron
huevos de un volumen promedio significativamente mas pequefio que aquellas mantenidas en
el tratamiento de salinidad mas baja (HDS, P < 0,001) (Fig. 4.2b).

La relacion peso seco por huevo / volumen inicial (mg / mm’) fue significativamente
afectada por los tratamientos de salinidad (ANOVAs un factor, LC: F' (2. 29) = 13,96; P <
0,0001; AV: F 5. 18y = 35,19; P < 0,0001). Dicha relacion fue significativamente mas alta en

los tratamientos de salinidad concentrada respecto del de 1 %o (SNK, P < 0,001). Para
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ninguno de los tratamientos se detectaron diferencias entre las poblaciones (Test de Student
para 1 %o: t = 0,75; P = 0,46; para 15 %o: t = 0,18; P = 0,86; para 25 %o: t = -0,42; P = 0,68)

(Fig. 4.2¢).
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Figura 4.2.- Tamafio de los huevos producidos por P. argentinus provenientes de ovarios desarrollados en
tres tratamientos de salinidad. a) peso seco por huevo b) volumen inicial de los huevos, c) relacion peso seco
/ volumen. (LC) Chascomus y Vivoratd (AV). Letras distintas indican diferencias significativas.
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Tabla 4.2. Estadisticos del ANOVA de dos factores (poblacién: LC y AV; salinidades: 1, 15 y 25 %o) con una
aproximacion por regresion para evaluar la diferencia en el peso seco por huevo (mg) provenientes de ovarios
madurados en condiciones de laboratorio. En negrita se resalta el efecto significativo. LC: n=12; 12; 8 y AV:
n=10;3; 8,en 1, 15 y 25 %o respectivamente.

Fuente de Variacion SC gL CM F P

Poblacion 0,0002 1 00002 507 =0,029
Salinidad 0,0002 20,0001 2,95 =0,062
Salinidad x Poblacion  2,8x10° 2 1,4x10° 0,36 =0,70
Error 0,002 47 388x10°

SC: Suma de Cuadrados; g./.: grados de libertad; CM: Cuadrados Medios; F: estadistico del test; P:
probabilidad de error.
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Tabla 4.3. Tamaiio de los huevos recientemente desovados de P. argentinus provenientes de ovarios madurados en condiciones de laboratorio. n: nimero de huevos medidos
(10 huevos por camada). Letras distintas indican diferencias significativas entre salinidades (HDS P < 0,01 y P < 0,001 para los ejes largo y corto, respectivamente).

Salinidad (%)

Tamaiio de los huevos

Eje largo (mm)
media + ES

(rango) ()

Eje corto (mm)
media + ES

(rango) (n)

Poblacion 1 15 25

0,897 + 0,0036 * 0,864 £ 0,0044 ° 0,855 £ 0,0061 °

Chascomus (LC)
(0,8 —1,025) (150) (0,7 —-0,975) (110) (0,65 —0,975) (100)
0,883 + 0,0036 * 0,831 + 0,0085 ° 0,841 + 0,0048 °
Vivorata (AV)
(0,775 - 1) (130) (0,75 —0,90) (30) (0,725 —0,95) (100)
0,619 +0,0020 * 0,552 +0,0027 ° 0,551 +0,0030°
Chascomus (LC)
(0,525 — 0,625) (150) (0,475 —0,625) (110) (0,226 —0,391) (100)
0,604 +0,0019 * 0,555+ 0,0039 ° 0,541 +0,0032°
Vivorata (AV)

(0,575 — 0,650) (130) (0,525 — 0,600) (30) (0,226 — 0,360) (100)

89



Capitulo IV

Tabla 4.4. Estadisticos de los ANOVAs de dos factores (poblacion: LC y AV; salinidades: 1, 15 y 25 %o)
para la comparacion del tamafio de los huevos de P. argentinus provenientes de ovarios madurados en
condiciones de laboratorio. a) eje largo, b) el eje corto, ¢) volumen. En negrita se resalta el efecto
significativo. Tamafio de las muestras ver Tabla 4.3.

Fuente de variacion SC gl CM F P

a) Poblacion 0,005 1 0,005 3,57 =0,064
Salinidad 0,024 2 0,012 8,81 <0,0001
Poblacién x salinidad 0,0008 20,0004 0,27 =0,76
Error 0,077 56 10,0014

b) Poblacion 0,0006 1 0,0006 1,23 =0,27
Salinidad 0,055 2 0,028 59,36 <0,0001
Poblacion x salinidad 0,0005 2 0,0003 0,57 =0,57
Error 0,026 56 0,0005

¢) Poblacion 0,022 1 0,0006 3,37 =0,071
Salinidad 0,0006 2 0,011 64,99 <0,0001
Poblacién x salinidad 0,00009 2 4,94x 10° 028 =0,75
Error 0,009 56 0,00017
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Volumen de los huevos
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Figura 4.3. Tamafio de las madres y volumen de los huevos recientemente extrudidos provenientes de ovarios
desarrollados en 1, 15 y 25 %o. Chascomus (LC) y Vivorata (AV). Los simbolos representan el volumen promedio de n =
10 huevos por camada + ES.
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Tabla 4.5. ANOVAs de una via para evaluar el volumen inicial de los huevos entre las camadas producidas
por las hembras de las poblaciones de a) Laguna Chascomus (LC) y b) Arroyo Vivorata (AV) en los tres
tratamientos de salinidad (1, 15 y 25 %0). En negrita se resaltan los efectos significativos. En b) los datos

transformados con 1/volumen.

Salinidad Fuente de variacion SC gl CM F P
a) 1 Camada 0,035 14 0,0252 42,8 <0,0001
Error 0,008 135 59x10”
15 Camada 0,02 12 0,016 22,85 <0,0001
Error 0,008 117 6,9x10”
25 Camada 0,017 9  0,0018 20,73 <0,0001
Error 0,008 90 8,9x10”
b) 1 Camada 0,008 10 0,0083 11,13 <0,0001
Error 0,007 99  7,43x107°
15 Camada 9,23 2 461 24,53 <0,0001
Error 5,08 27 0,188
25 Camada 56,5 9 6,28 21,07 <0,0001
Error 26,82 90 0,298
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Inversion reproductiva
1.- Esfuerzo reproductivo

La salinidad afect6 significativamente el esfuerzo reproductivo (biomasa de huevos /
biomasa hembra) y no se detectaron diferencias entre las poblaciones ni en la interaccion de
los factores (ANOVA factor salinidad: F (2, 47y = 3,63; P = 0,03; factor poblacion: F (i, 47) =
0,041; P = 0,84; factor interaccion: F (5. 47y = 0,4; P = 0,67). La inversion en biomasa de
huevos (como %; media + ES) fue 21,93 +£0,011; 19,81 + 0,009; 18,05 £0,009 en 1, 15y 25
%o, respectivamente. El esfuerzo reproductivo fue significativamente menor en 25 que 1 %o
(HSD, P = 0,04), el valor intermedio encontrado en 15 %o no difiri6 de los otros tratamientos

(HSD, P > 0,05).

2.- Biomasa de huevos

La inversion reproductiva en biomasa de huevos (peso seco de la camada) se
correlacion6 positivamente con el peso seco de las hembras (Tabla 4.6a). Para AV en 15 %o
solo se obtuvieron resultados para tres camadas, siendo ese tamafio de muestra muy pequefio
para establecer una regresion confiable. Ademas, como la diferencia en el esfuerzo
reproductivo se detectd entre las salinidades extremas (1 vs 25 %o parrafo anterior), las
regresiones entre el peso seco de la camada y el peso seco de las hembras fueron comparadas
entre esas salinidades y las poblaciones. Las ordenadas de las regresiones difirieron
significativamente entre las salinidades, pero no entre las poblaciones (ANCOVA con el peso
seco de las hembras como covariable, factor salinidad: F' (;; 33y = 4,86; P = 0,034; factor
poblacion: F' (i, 33 = 1,97; P = 0,09; factor interaccion: F (i, 33y = 0,00004; P = 0,9). Para
similar peso seco de las hembras, el peso seco de la camada de huevos fue significativamente

menor en 25 que en 1 %0 (HDS, P =0,003) (Fig. 4.4).
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Tabla 4.6. Ecuaciones de regresion para (a) la biomasa de la camada (BC) y el peso seco de las hembras (PSH); (b) el peso seco de las hembras (PSH) vs largo del caparazon
(Lc) de Chascomus (LC) y Vivorata (AV) al final del experimento en los tres tratamientos de salinidad
*P<0,05; **P <0,001, ***P <0,0001; n.t (no testeado).

Poblacion
Chascomis (LC) Vivorata (AV)
Salinidad Ecuacion nor F Ecuacion nor F
a) 1 BC=0,180-PSH+2,46 12 040 6,63* BC=0,135-PSH+3,63 11 0,63 152%
15 BC=0,252-PSH-2,58 12 0,45 821* BC=0,205-PSH+0,390 3 0,99 n.t.
25 BC=0,280-PSH-4,02 7 0,70 112* BC=0,167-PSH+0,295 8 0,88 44,7**
b) 1 PSH=21"-Lc—858 12 0,90 90***  PSH=21-Lc—83,4 11 0,96 2124%%*
15 PSH= 193 -Lc—-75,5 12 0,76 322** PSH=17,5Lc—59,3 3 099 n.t.
25 PSH=148 - Lc - 44,9 7 0,60 7,61% PSH=243:-Lc-101,7 7 0,98 225%%*

94



Capitulo IV

27 BC,=0,156 - PSH + 3,23 a
Q 2
q>) rr=05n=23
=
S 16 ° Salinidad (%o)
—U P
e %D o 1
= e 25
fant o
3 12-
O ©
=32
o 2 : .
< & *® BC, = 0,185 - PSH + 0,04
© 8 - 2 _ (078 e
Z /,g. r=0,75n=15
g o °
2 7 o© e
m 4 . ! U T I 1
20 40 60 80 100 120

Peso seco hembra (mg)
Figura 4.4. Relacion entre la biomasa de la camada (BC) y la biomasa de las hembras (PSH) mantenidas en los

tratamientos de 1 y 25 %o. Datos agrupados por no existir diferencias significativas entre poblaciones (ver texto). Letras
distintas indican diferencias significativas entre las salinidades.
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Tamaiio y peso seco de las hembras

El peso seco de las hembras que produjeron huevos durante el experimento se
relacion6 positivamente con el largo del caparazén (Tabla 4.6b). Por la misma razon sefialada
mas arriba el peso seco de las hembras de LC y AV, con el largo del caparazén como
covariable, fue comparado entre los tratamientos de salinidad de 1 y 25 %o. Al final del
experimento, el peso de las hembras difirid significativamente entre las poblaciones, pero no
se detectaron diferencias entre las salinidades ni en la interaccion de los factores (ANCOVA
con el largo del caparazon como covariable, factor salinidad: £ (i, 32) = 1,45; P = 0,24; factor
poblacion: F' (i, 32 = 4,80; P = 0,036; factor interaccion: F (i, 32y = 0,40; P = 0,53). Para un
mismo largo del caparazon, el peso seco de las hembras fue significativamente mayor en AV

que en LC (Fig. 4.5).

105 .
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Figura 4.5. Relacion entre peso seco (PSH) y el largo del caparazéon (Lc) de las hembras al finalizar el
experimento. Datos de los tratamientos de 1 y 25 %o agrupados por no existir diferencias significativas (ver texto).
Letras distintas indican diferencias significativas entre las poblaciones. Chascomus (LC) y Vivorata (AV).
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DISCUSION

Los resultados del estudio demostraron que bajo similares condiciones
experimentales, existio una variacion entre las poblaciones de Palaemonetes argentinus en el
tiempo de incubacidn, el peso seco por huevo y el peso seco de las hembras que fue
independiente de los tratamientos de salinidad, mientras que dicho factor afectd de manera
similar el volumen de los huevos, el esfuerzo reproductivo y la produccion de huevos medida
como biomasa en ambas poblaciones.

Por un lado, un tiempo mds largo para completar la embriogénesis incrementa
considerablemente el riesgo de pérdida en nimero de embriones de la camada (Oh &
Hartnoll, 1999). En P. argentinus, el mayor tiempo a la eclosiéon en LC que en AV podria
relacionarse con la mayor pérdida de embriones encontrada en la poblacion de LC en el
campo (Capitulo II). Ademas, es interesante notar que un tiempo de incubacion prolongado
es caracteristico de las poblaciones de palemoénidos residentes en los ambientes de agua
dulce, mientras que uno corto es tipico de aquellas poblaciones que estan expuestas a la
influencia marina (Anger, 2001).

Por otro lado, en las especies de decapodos estrechamente relacionadas un tiempo de
incubacién prolongado se relaciona con la abreviacion del numero de estadios larvales y el
incremento en el tamafio de los huevos, ya que parte del desarrollo larval transcurre en el
interior de los mismos (véase Anger, 2001; 2005; Anger & Schubart, 2005). En los
camarones palemoénidos, en particular en las especies del género Macrobrachium, la relacion
entre la abreviacion del nimero de estadios larvales y el incremento del tamafio de los huevos
ha sido ampliamente documentada (ejemplos, Jalihal et al., 1993; Alekhnovich & Kulesh,
2001). En cambio, el tiempo de incubacion de los embriones y el tamafo de los huevos

pueden variar independientemente en las especies de ese género (Alekhnovich & Kulesh,
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2001). Ademas, dicha relaciébn raramente ha sido investigada a nivel intraespecifico
(ejemplos Mashiko, 1987; Alekhnovich & Kulesh, 2001). El tiempo de incubacién mas largo
en la poblacion de P. argentinus de LC sugiere una relacion con el mayor peso seco por
huevo. Sin embargo, los datos de campo muestran un resultado opuesto, el peso seco por
huevo es mayor en la poblacion de AV que en la de LC (Capitulo II). Entonces, una
diferencia en la composicidon bioquimica del vitelo de los huevos entre dichas poblaciones
(como fue sugerido en el Capitulo II) explicaria las variaciones en el peso seco por huevo y
podria afectar el tiempo de metabolizacion de las reservas embrionarias determinando la
diferencia interpoblacional en el periodo de incubacion.

En la mayoria de los crustdceos decapodos, la calidad de los huevos se correlaciona
con la disponibilidad de alimento bajo la que se produjo la maduracion de los ovarios
(Harrison, 1990). En este experimento se utilizaron raciones similares, y los camarones de
ambas poblaciones completaron con éxito la vitelogénesis con la consecuente puesta de los
huevos. Sin embargo, existio una diferencia en el peso seco por huevo entre las poblaciones,
que ademas fue opuesta del patrén encontrado en el campo. En primer lugar, los resultados
del experimento indican que la calidad de los huevos producidos en un momento
determinado del periodo reproductivo no depende exclusivamente del alimento consumido
por P. argentinus durante la maduracion ovarica. Es decir, parte de los recursos utilizados por
las hembras en el proceso de vitelogénesis podrian provenir de los nutrientes almacenados en
otros organos como ha sido sugerido para otros decapodos (ejemplos, Palacios et al., 2000;
Ituarte et al., 2004; 2006). En segundo término, ambos resultados, los del experimento y los
del campo, sugieren que el peso seco por huevo es un caracter fenotipico flexible. La
contrastante hidrologia de los sitios estudiados (AV: ambiente lotico, con salinidad y
disponibilidad de alimento impredecibles; LC: ambiente 1éntico, salinidad estable y altamente
eutrofico) podria determinar una diferencia en la condicion fisioldgica basal (nutricional y/o

metabolica) entre los camarones de esas poblaciones. De modo que aunque la dieta
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suministrada en el experimento fuera Optima para la maduracion de los ovarios, las
condiciones previas experimentadas por las hembras también contribuirian a la calidad de las
reservas energéticas de los descendientes.

Considerando que las altas salinidades utilizadas en los experimentos no afectaron el
peso seco por huevo ni tampoco el tiempo de incubacion, es posible que una diferencia en la
condicion fisioloégica de las hembras de P. argentinus contribuya a la diferencia
interpoblacional en esos rasgos. La condicion fisiologica de las hembras puede deteriorarse
debido a la produccion de multiples y continuas camadas (ejemplo Palacios ef al., 1999). En
consecuencia, la transferencia de diversos componentes bioquimicos desde las madres hacia
sus embriones puede disminuir particularmente hacia el final del periodo de desove afectando
no solo la calidad de los huevos sino también el desempefio de las larvas (Palacios et al.,
1999). Sin embargo, las hembras de P. argentinus utilizadas en este experimento fueron
recolectadas al inicio de la estacion reproductiva en ambas localidades y no hay evidencias de
que las hembras de alguna de las dos poblaciones produzcan un mayor numero de camadas
en una estacion reproductiva. A nivel poblacional, la mayor extension de la estacion
reproductiva de P. argentinus en LC que en AV (Cap II) se explica por la incorporacion de
hembras primiparas al stock reproductivo. La alteracion en la disponibilidad de nutrientes
experimentada por las madres es otro de los factores claves que afectan el fenotipo y
desempefio de la progenie (ejemplos, Carter et al., 2004; Gagliano & McCormick, 2007 y
citas alli). Futuros experimentos en el campo en los que se altere la dieta de P. argentinus de
ambas poblaciones (véase por ejemplo Gagliano & McCormick, 2007) permitirian evaluar si
ese factor en particular afecta el peso seco por huevo y el tiempo de desarrollo embrionario.

Dentro de la respuesta plastica, la variacion geografica en los rasgos de historia de
vida puede estar determinada parcialmente por las diferencias en las condiciones bajo las
cuales tuvieron lugar, a lo largo de las generaciones, los eventos ontogénicos tempranos (por

ejemplo, Qualls & Shine, 1998; Radder, 2006). Diversos estudios han sugerido que las
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variaciones en los eventos durante la ontogenia temprana (particularmente durante la
diferenciacion) tienen un impacto potencialmente mayor sobre el fenotipo final (adulto) que
si esos eventos actuaran en una etapa tardia de la ontogenia (Qualls & Shine, 1998; Radder,
2006 y citas alli). En los crustidceos ha sido demostrado que los factores externos actuando
sobre los estadios larvales afectan a las fases ontogenéneticas subsiguientes (Giménez &
Torres 2002; Giménez & Anger, 2003).

En tal sentido, el peso seco de las hembras de P. argentinus de LC y AV difirio
significativamente en este experimento (Fig. 4.5), y el mismo patrén ocurre en el campo
donde las hembras de AV son mas pesadas que las LC (Capitulo II). Esa diferencia es
evidente al momento de la eclosion y podria ser mas pronunciada durante la ontogenia. Por
ejemplo, el tamafio promedio de los adultos (tanto en largo del caparazén como en peso seco)
fue significativamente mayor en AV que en LC (Capitulo II; éste estudio). Esa misma
diferencia estd presente en las larvas recién eclosionadas (zoeas I), aunque solo para el
tamano del caparazdn y no para el peso seco (Capitulo II). Nuevamente, en el campo dicha
diferencia estd presente en los embriones (los de AV son mdas pesados que los de LC,
Capitulo II). EI menor tiempo de incubaciéon en AV indica que los individuos de esa
poblacion pasan menos tiempo como embriones, sugiriendo que el embridén podria no acabar
con todas las reservas de vitelo y posiblemente eso determine un periodo larval mas largo (ya
sea en el nimero de estadios o en el tiempo entre estadios larvales). Un alargamiento del
periodo larval determinaria que esa fase del ciclo pase un mayor tiempo como larva que se
alimenta, con la posibilidad de alcanzar una mayor biomasa para un mismo estadio larval. En
consecuencia los camarones de AV alcanzarian el estadio adulto o un determinado largo de
caparazén con una mayor biomasa que aquellos de LC. Esta hipdtesis es factible de ser
evaluada en experimentos futuros.

El tiempo para que se complete el desarrollo embrionario es mas variable entre

poblaciones del camaron M. nipponense que a nivel intragenérico (Alekhnovich & Kulesh,
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2001). Los resultados de este estudio demostraron que en P. argentinus el periodo de
incubacidn también es altamente variable, tanto entre como dentro de sus poblaciones. De la
misma manera, existe una amplia variabilidad intraespecifica para el tamafio del primer
estadio larval, la zoea I, de P. argentinus (Capitulo II). De acuerdo con Alekhnovich &
Kulesh (2001) el tamafio de las zoeas I es el rasgo mdas variable a nivel intragenérico e
intraespecifico en Macrobrachium y sugieren que esa gran variabilidad seria consecuencia
del origen y desarrollo de adaptaciones durante la etapa larval, lo que propiciaria la
formacion de nuevas especies. Por lo tanto, seria interesante estudiar si existe una relacion
entre la variacion en el periodo de incubacion, el tamaio al nacer y el patron de desarrollo
larval entre las poblaciones de P. argentinus consideradas en este estudio.

Independientemente de las procedencia de los camarones, el volumen inicial de los
huevos dependid fuertemente de las condiciones de salinidad bajo las cuales se desarrollaron
los ovarios. Es decir, las hembras de ambas poblaciones mantenidas en los tratamientos de
salinidades mas baja (1 %o) y mas altas (15 y 25 %o) produjeron huevos con maximos y
minimos volumenes, respectivamente (Fig. 4.2b). En ambas poblaciones la relacion peso /
volumen fue afectada de manera similar por la salinidad, indicando que el mayor volumen
encontrado en 1%o se deberia a la incorporacion osmdtica de agua durante el proceso de
maduracion de los ovocitos. Se concluye que las condiciones de salinidad bajo las que se
produjo la vitelogénesis afectaron el volumen inicial de los huevos, ello podria
correlacionarse con las diferencias en la fecundidad en el campo entre éstas poblaciones.

A pesar del efecto osmético, en 1 %o existidé una tendencia (aunque no significativa)
hacia un mayor volumen en los huevos de P. argentinus procedentes del sitio mas alejado del
océano (LC) respecto de aquél con influencia marina (AV) (Fig. 4.2b). Dicha tendencia es
similar pero notablemente mas marcada en el camarén palémonido Macrobrachium
amazonicum, en el que el volumen de los huevos se incrementa cuando el sitio de muestreo

se aleja del océano (Odinetz Collard & Rabelo, 1996). Al menos en los camarones del género
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Macrobrachium, dicho patrén ha sido asociado con un proceso activo de radiacion adaptativa
hacia los ambientes dulceacuicolas (Jalihal ef al., 1993; Odinetz Collard & Rabelo, 1996).

Al finalizar el ciclo ovarico, los huevos producidos en 15 y 25 %o tuvieron un
volumen inicial similar (Fig. 4.2b). En cambio, al estudiarse el desarrollo embrionario de P.
argentinus in vitro (= embriones aislados de un potencial efecto materno), el volumen de los
huevos fue significativamente menor en 25 %o que en 15 %o (Capitulo V). Ambos resultados
sugieren una diferencia en el ajuste fisioldgico de los ovocitos y de los embriones. En
algunos peces teleosteos, en los que el proceso de vitelogénesis seria similar al que ocurre en
los de invertebrados, el ajuste fisioldgico de los ovocitos frente a los cambios de salinidad es
pasivo, es decir dependiente de los mecanismos de homeostasis y de la capacidad de
regulacion de las hembras (Alderdice, 1988). En P. argentinus la habilidad de osmorregular
que esta presente a partir del primer estadio larval (Charmantier & Anger, 1999)
posiblemente se desarrolle durante la etapa embrionaria (Capitulo VI), pero la regulacion
osmotica durante la maduracion de ovocitos podria depender exclusivamente de la habilidad
de osmo-iono regular de las hembras.

La menor inversion en biomasa de huevos en la salinidad mas alta (25 %o) indica que
dicho tratamiento pudo causar un estrés osmdtico provocando que la energia disponible se
destinara en parte para la reproduccion y en parte para otro tipo de procesos de compensacion
fisiologica. En el capitulo VI se encontrd que la actividad Na-K'-ATPasa, la cual implica un
gasto energético, se incrementa significativamente luego de una breve exposicion de los
adultos de la poblacion de LC a esas condiciones hiper-osmoticas. Es probable que ese gasto
energético, ocurrido al menos en las primeras 48 hs de que los camarones se mantienen en 25
%0, comprometiera la disponibilidad de recursos destinados a la produccion de huevos.

En resumen, los resultados demostraron una diferencia interpoblacional en el tiempo
de incubacién y en el peso seco por huevo que fueron independientes de la salinidad. La

diferencia en el tiempo de incubacion podria ser resultado de una variacion en el patron de
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desarrollo larval, ello tendria consecuencias sobre parte de la variabilidad intraespecifica en
algunos de los rasgos historia de vida de P. argentinus, como por ejemplo la diferencia
interpobalcional en el tamafio de los adultos (este estudio, Capitulo II). Ademas, un tiempo a
la eclosion prolongado afectaria también el riesgo de perder embriones durante la incubacion
y en Ultimo término a la adecuacion de los individuos. Por otro lado, la variacion en el peso
seco por huevo entre las poblaciones podria depender del estado fisiologico (nutricional y/o
metabolico) de las hembras, el que a su vez responderia a las condiciones hidrologicas y
ecologicas locales (véanse Capitulos II y III). Tanto el tiempo de incubacion como la
inversion por descendiente deberian compararse entre poblaciones que se encuentren en
ambientes de similares caracteristicas hidroldgicas, es decir entre ambientes de caracteristicas
Iénticas o loticas (por ejemplo lagunas o arroyos, respectivamente).

Futuros experimentos trasplantando los camarones de AV en la laguna de Chascomus
(y viceversa) y/o experimentos de laboratorio en los cuales se entrecrucen los individuos de
esas poblaciones deberan evaluar si la diferencia en el tiempo de incubacion se relaciona con
las condiciones ecoldgicas locales; y/o si ese caracter esta bajo control genético. Ademas,
experimentos en los que se manipule la dieta materna en el campo (ejemplo Gagliano &
McCormick, 2007) permitirian entender la influencia de la disponibilidad del alimento sobre
las variaciones fenotipicas entre las poblaciones de P. argentinus (por ejemplo en la inversion
por descendiente). Finalmente mediante la combinacién de experimentos en el laboratorio y
en el campo se podria evaluar en qué medida las condiciones experimentadas durante las
fases tempranas de la ontogenia, como por ejemplo variaciones en el periodo embrionario y/o
en patron de desarrollo larval, contribuyen a la variabilidad interpoblacional en rasgos tales

como el tamafio de los adultos.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El volumen inicial de los huevos de ambas poblaciones fue afectado de manera similar por
los tratamientos de salinidad: en las condiciones hiper-osmoticas el volumen inicial de los
huevos fue més pequefio. Se concluye que el volumen inicial de los huevos depende de las

condiciones de salinidad bajo las que maduraron los ovarios.

El tiempo de incubacion de los embriones in vivo no fue afectado por la salinidad. La
diferencia entre las poblaciones para ese rasgo podria ser consecuencia de una variacion en el
patron de desarrollo larval, por ejemplo en el nimero de estadios larvales necesarios para
alcanzar el juvenil o en el tiempo necesario para que cada estadio larval alcance la fase

subsiguiente.

El peso seco por huevo no fue afectado por los tratamientos de salinidad. Sin embargo, bajo
similares condiciones de maduracion de los ovarios los huevos de LC fueron
significativamente mas pesados que los de AV. Este patron difirio del observado en el
campo. En P. argentinus el peso seco por huevo y el tiempo de incubacion podrian variar

independientemente.

A partir de los resultados de este estudio, las siguientes hipotesis podrian evaluarse en el
futuro:
1) La diferencia en el periodo de incubacion entre las poblaciones se relaciona con:
a) una diferencia en la composicion bioquimica de los huevos y/o en la tasa de
metabolizacion del vitelo embrionario

b) una variacion en el patron del desarrollo larval
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2) La condicién fisiologica (nutricional o metabdlica) de las hembras difiere entre las
poblaciones estudiadas y afecta las reservas energéticas de los huevos

3) Los eventos ocurridos durante las fases tempranas de la ontogenia de P. argentinus
contribuyen a la variabilidad interpoblacional en los rasgos de historia de vida. Por
ejemplo, el tiempo de incubacidon de los embriones y el patrén de desarrollo larval

determinan la diferencia en el peso seco de los adultos de LC y AV.
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CAPITULO V

EFECTOS DE LA SALINIDAD SOBRE EL DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO

DEL “CAMARON DE AGUA DULCE” Palaemonetes argentinus

Los resultados de este capitulo fueron publicados parcialmente en una revista internacional
con referato:

ITUARTE, R.B., E.D. SPIVAK & K. ANGER. 2005. Effects of salinity on embryonic development of
Palaemonetes argentinus (Crustacea: Decapoda: Palaemonidae) cultured in vitro. Invertebrate

Reproduction and Development, 47: 213-223.
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INTRODUCCION

Las estrategias fisiologicas y de comportamiento que permiten a los crustaceos
decapodos y a otros invertebrados acudticos adaptarse a los cambios de salinidad pueden
variar entre los estadios del ciclo de vida. La seleccion natural actiia diferencialmente sobre
cada fase ontogenética y en consecuencia el establecimiento de una especie en un habitat
determinado dependera de la habilidad de cada fase para adaptarse a ese ambiente
(Charmantier, 1998; Willmer et al., 2000; Charmantier & Wolcott, 2001). Como una
estrategia alternativa, los estadios del ciclo de vida mas sensibles (menos adaptados), por
ejemplo, los estadios embrionarios o las fases larvales, pueden desarrollarse fuera del habitat
de los adultos (“estrategia de exportacion”; Strathmann, 1982; Anger, 2001). Por lo tanto,
entender las estrategias adaptativas de una especie implica entender la ecofisiologia de todos
los estadios de su ciclo de vida, desde el huevo hasta el adulto.

La mayoria de los crustaceos decapodos (alrededor de 9.000 especies) son animales
marinos, tan solo 1.000 especies estan adaptadas a los ambientes limnicos y pueden
completar su ciclo de vida en agua dulce (Tudge, 2000). Dentro de estos ultimos se
encuentran las langostas de agua dulce o “crayfishes” (Holdich, 2001), los cangrejos
potamoideos (véanse ejemplos en Tan & Ng, 1998) y algunas especies de sesdrmidos
(Schubart & Koller, 2005), como también muchos camarones carideos (principalmente los de
la familias Atydae y Palaemonidae; véase Bauer, 2004). Muchas de las especies marinas
costeras muestran cierta capacidad para invadir los ambientes salobres o de agua dulce
adyacentes, pero su reproduccion y desarrollo inicial dependen del mar y a menudo implican
migraciones ontogenéticas entre ambientes con diferentes salinidades.

Aunque los mecanismos fisiologicos que permiten a los decapodos tolerar amplias
fluctuaciones de salinidad han sido estudiados en detalle en los adultos y en las larvas

(revision en Charmantier, 1998; Anger, 2001; 2003) mucho menos se conoce sobre tales
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mecanismos en los estadios embrionarios (Charmantier & Charmantier-Daures, 2001;
Susanto & Charmantier, 2001). En general, los adultos y juveniles de crustaceos son mas
tolerantes a los cambios de salinidad que las larvas y los embriones (ejemplos, Kinne, 1971;
Greenwood et al., 1989; Bas & Spivak, 2000).

Los camarones pertenecientes a la familia Palaemonidae se encuentran en ambientes
marinos, salobres y de agua dulce (New & Valenty, 2000; Jayachandran, 2001; Bauer, 2004);
sin embargo en la mayoria de las especies las larvas no son tan eurihalinas como los adultos
(Moreira & McNamara, 1984; Antonopoulou & Emson, 1989; Lowe & Provenzano, 1990;
Huong et al., 2004). Sorprendentemente, muy poco se conoce en cuanto a los efectos de la
salinidad sobre el desarrollo embrionario en esta familia.

Las larvas y los adultos de Palaemonetes argentinus han sido capturados en el cuerpo
de la Laguna costera Mar Chiquita (provincia de Buenos Aires) donde la salinidad varia
brusca y continuamente (Anger et al., 1994). Por ello se ha propuesto que este camaron
presenta una “‘estrategia de retencion” (Anger et al., 1994). Las larvas de P. argentinus
tienen la habilidad de osmorregular en el momento de la eclosion y el mismo patrén de
osmorregulacion permanece sin cambios hasta el estadio adulto (Charmantier & Anger,
1999). Esta capacidad de hiper-osmorregular es caracteristica de las especies de agua dulce y
ha sido interpretada como una de las estrategias fisioldgicas involucradas en la supervivencia
de la especie en ambientes de salinidad variable como la laguna Mar Chiquita (Charmantier
& Anger, 1999). Hasta el momento no existia informacién de los efectos de la salinidad sobre
el desarrollo embrionario. Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue estudiar la respuesta de
los embriones de P. argentinus frente a las variaciones de salinidad utilizando las tasas de
mortalidad y desarrollo como criterios cuantitativos. En los experimentos se utiliz6 una
técnica de cultivo in vitro que permitid comparar los efectos de la salinidad sobre los
embriones de una misma camada, excluyendo el efecto materno como una fuente potencial

de variacion.
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MATERIALES Y METODOS

Hembras con ovarios desarrollados y machos de Palaemonetes argentinus fueron
colectados el 26/10/03 en la laguna de Chascomus (Fig. 2.1). Se mantuvieron en un acuario
de 30 x 30 x 50 cm3 (50 Its) en agua de la canilla previamente declorada, aireacion constante
y temperatura ambiente durante un periodo maximo de una semana. Los camarones fueron
alimentados diariamente con Artemia spp. Durante cada manana (hasta las 13:00 hs maximo)
el acuario fue revisado y las hembras con huevos fueron separadas. Un total de 10 hembras
(camadas) fueron utilizadas para el cultivo de los embriones in vitro.

La masa de huevos se extrajo cuidadosamente con una pinza de puntas finas y se
separaron 4 grupos de 20 huevos cada uno. El cultivo de los embriones in vitro se realizé en
capsulas de Petri de plastico de 3,2 cm de didmetro x 1 cm de alto. Asi los huevos de una
misma camada fueron incubados en 4 salinidades finales 1, 15, 25 y 32 %o, con temperatura y
fotoperiodo constantes (20 = 2 °C y 10:14 h luz:oscuridad) hasta la eclosion de las larvas o
muerte de los embriones. Los embriones fueron aclimatados paulatinamente durante un
periodo de una hora y media en 1, 5, 10, 15, 25 y 32 %o hasta alcanzar las salinidades finales.
El agua de cultivo fue preparada a partir de agua de mar diluida con agua destilada y
esterilizada 30 minutos con luz ultravioleta. Se agreg6 azul de metileno (2 mg/ml) debido a la
infestacion de los huevos, principalmente con hongos, observada en pruebas piloto. Las
capsulas fueron desinfectadas a diario antes de su utilizacion con hipoclorito de sodio. El
agua de los cultivos fue renovada diariamente y los embriones en mal estado fueron
eliminados. El eje mayor (1) y menor (h) de los huevos fue medido con lupa binocular (4 x) y
el volumen calculado a partir de la formula (IT - 1 - h* / 6 ). Los huevos fueron medidos solo
en tres oportunidades durante todo el desarrollo embrionario: al finalizar la aclimatacion
(Estadio I); al aparecer el latido cardiaco (Estadio II) y un dia antes de las primeras

eclosiones (Estadio III). En este ultimo caso, se tomaron las medidas durante varios dias
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seguidos y se tuvo en cuenta so6lo la ultima antes que se produjeran las primeras eclosiones o
la muerte de los embriones. Una vez eclosionadas, un grupo de larvas fue cultivado en las
mismas condiciones de salinidad y temperatura que durante el desarrollo embrionario, sin

alimentar, hasta la primera muda o la muerte de las mismas.

ANALISIS DE DATOS

La tasa de supervivencia de los embriones en las 4 salinidades de cultivo fue
calculada como el nimero de embriones que alcanzaron exitosamente la eclosion / nimero de
embriones al inicio del experimento * 100. El efecto de la salinidad sobre la tasa de
supervivencia se evalué con un ANOVA de una via. El efecto de la salinidad sobre la
duracion de los estadios embrionarios Ty, T, y Tz fue comparado entre salinidades con un
ANOVA de un factor por cada tiempo, donde T; corresponde al tiempo transcurrido entre los
estadios I y II del desarrollo embrionario; T, al tiempo transcurrido desde el estadio II hasta
las eclosiones y T; al tiempo transcurrido desde el estadio I hasta las eclosiones. Las
variaciones en el tiempo hasta las eclosiones (T3) entre las camadas fueron evaluadas con
ANOVAs de un factor para cada una de las salinidades experimentales donde hubo
eclosiones. Las variaciones de los volumenes de los huevos en el estadio I fueron comparadas
con un ANOVA de dos vias con salinidad y camadas como factores utilizando las medidas de
20 huevos por camada y condicion de salinidad. Debido a que algunos embriones murieron
en el transcurso del desarrollo, en los estadios II y III del desarrollo embrionario se
compararon las medidas de entre 10 y 20 huevos por camada y condicion de salinidad. En
ambos casos se realizo un ANOVA de dos vias con réplicas desiguales con salinidad y
camadas como factores (Zar, 1996). La relacion entre el volumen de los huevos en el estadio
inicial y la talla de las hembras fue evaluada por medio de una regresion lineal. Los cambios
porcentuales del volumen de los huevos (AV) durante el desarrollo embrionario fueron

calculados con la siguiente formula:
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AV= (V-=V1)/ V1*100
donde V es volumen de los huevos en el estadio II o III del desarrollo, segun corresponda y
V1 es el volumen en el estadio I . Las diferencias en la media AV fueron evaluados con un

ANOVA de una via entre salinidades.

RESULTADOS

Diferenciacion embrionaria

Al inicio del desarrollo embrionario el 100% del volumen de los huevos estuvo
ocupado por vitelo (Fig. 5.1). La segmentacion pudo ser observada durante las primeras horas
del cultivo (principalmente durante el periodo de aclimatacion). Entre los dias 2-4 de cultivo
se hicieron visibles 2 hendiduras en el vitelo, generalmente sobre el eje mayor de los
embriones. A partir del dia 5 las hendiduras comenzaron a unirse formando una medialuna
que se completod a la semana del desarrollo, cuando el vitelo ocupaba aproximadamente un
90% del volumen del huevo. Los primordios de apéndices comenzaron a ser visibles a partir
del dia 7 cuando el vitelo ocupaba aun alrededor de un 80% del huevo. Entre los dias 8-10 el
vitelo se redujo hasta un 60%. El latido cardiaco se hizo visible en 1 y 15 %o durante los dias
11-12, pero débilmente antes (durante los dias 10-11) en las salinidades mas altas (25 y 32
%0). Aproximadamente 1-2 dias después se hicieron visibles los ojos como tenues lineas
rojizas. Durante los dias 21-22 comenzaron los movimientos embrionarios, en tanto que los
ojos y cromatéforos estaban completamente formados, y el volumen ocupado por vitelo
disminuy6 hasta alrededor de un 10% (en 1 y 15 %o) 0 20-30% (en 25 y 32 %o). Desde el dia
23, los embriones estuvieron listos para eclosionar, y el vitelo fue drasticamente reducido en
1y 15 %o (Fig. 5.1).

Durante el desarrollo en las salinidades mas altas, especialmente en 32 %o, se

observaron algunos embriones con sefiales de estrés como, por ejemplo, deformaciones en los
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ojos. En una gran parte de ellos un 0jo, y en ocasiones los dos, no alcanzaron a redondearse y
permanecieron como lineas gruesas. Ademads, en muchos de los embriones cultivados en 25 y
particularmente en 32 %o el vitelo se oscurecid y opaco hacia el final del desarrollo. Sin
embargo, algunos de ellos eclosionaron exitosamente, sobre todo en 25 %o. Ni la deformacion
de los ojos ni el oscurecimiento del vitelo fueron observados en embriones de la misma

camada expuestos a las salinidades méas bajas.
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Figura 5.1. Diferenciacion embrionaria en P. argentinus. (A) Estadio I, el embrion se encuentra en un
estadio de 16 células o moérula donde el 100% del volumen del huevo estd ocupado por vitelo de color
marron; (B) Estadio I avanzado, la division y el rearreglo de las células embrionarias pudieron observarse
durante el periodo de aclimatacion; (C) Estadio II avanzado, ojos formados, el vitelo se reduce y el latido
cardiaco es evidente (la flecha sefiala la zona del latido cardiaco); (D) Estadio III, embriones proximos a

eclosionar.
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Mortalidad de los huevos

En todos los tratamientos la supervivencia de los embriones fue alta hasta el dia 20
del cultivo (alrededor de 90%; Fig. 5.2). Posteriormente, la mortalidad se incrementd
marcadamente en los medios mas concentrados, especialmente en 32 %o, mientras que
permanecid baja (< 30%) en 1 y 15 %o. Las eclosiones larvales ocurrieron en todas las
camadas incubadas en 1-25 %o, pero excepcionalmente (en dos camadas) en 32 %o (Fig. 5.3a).
Las tasas de eclosion difirieron significativamente entre las salinidades (factor salinidad: g./.

=3; F=38,9; P<0,0001, Fig. 5.3b).
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Figura 5.2. Supervivencia de los embriones de P. argentinus cultivados en 1, 15, 25y 32 %o. Los
simbolos representan la media + 1 DE de las 10 camadas con 20 huevos por camada y condicion de
salinidad al inicio del experimento.
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Figura 5.3. Eclosiones larvales a partir de los embriones de P. argentinus cultivados en 1, 15, 25 y 32 %o.
a) Los simbolos representan la media + 1 DE de las eclosiones acumuladas diariamente para las 10
camadas (excepto en 32 %o donde las eclosiones ocurrieron unicamente en 2 de las camadas); b) Las
barras muestran la tasa media = 1 DE de eclosiones exitosas a partir de embriones incubados en las cuatro
salinidades; inicial n = 20 huevos por camada y condicion de salinidad, 10 camadas; letras distintas
indican diferencias significativas entre salinidades (P < 0,05).
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Tiempos para el desarrollo embrionario

El periodo de desarrollo embrionario desde la puesta de los huevos hasta el inicio del
latido cardiaco (= tiempo T;) se acelerd débil, pero significativamente, en 25 y 32 %o
comparado con las salinidades mas bajas (Fig. 5.4). Sin embargo, la segunda parte del
desarrollo (T,) fue claramente mas prolongada en los medios de cultivo con salinidades mas
concentradas (Fig. 5.4). Dado que el efecto final fue mucho mas marcado, la duracion
completa del desarrollo desde la puesta hasta la eclosion (T3;) mostré una tendencia a
incrementarse con el aumento de la salinidad (Tablas 5.1 y 5.2a; Figs. 5.3a y 5.4b). Sin
embargo, existio también variabilidad individual dentro de las camadas, es decir, no todos los
embriones eclosionaron simultdneamente (el mismo dia), excepto en las camadas 4, 6 y 7
cultivadas en 1 %o (Tabla 5.1). Ademas, el tiempo de desarrollo varid significativamente
entre camadas mantenidas en idénticas condiciones de salinidad (Tabla 5.2b), pero no hubo
correlacion con el tamafio corporal de las hembras ovigeras (rango: 5,4 a 7,2 mm de largo del
caparazon; *=0,1 1; 0,36 y 0,009 en 1, 15 y 25 %o, respectivamente; todas P > 0,05). A pesar
de la variabilidad dentro y entre camadas, los efectos de la salinidad fueron siempre

significativamente altos (ver T3, Tabla 5.2a, Fig. 5.4b).
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Figura 5.4. Tiempos para el desarrollo embrionario de P. argentinus en 1, 15, 25 y 32%o.
a) Dias transcurridos entre los estadios I-II (T;) y II-IIT (T,); b) Tiempo total transcurrido
entre los estadios I-III (T;) en las mismas salinidades. Los simbolos muestran la media + 1
DE de los dias; inicial n = 20 huevos por camada y condicion de salinidad, 10 camadas;
letras o nimeros distintos indican diferencias significativas entre salinidades (P < 0,05).
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Tabla 5.1. Tiempo transcurrido desde el inicio del desarrollo de los embriones cultivados in vitro en 1, 15, 25 y 32 %o hasta las eclosiones larvales de P. argentinus. Los
valores muestran la media de dias = 1 DE y el rango para cada una de las 10 camadas en las cuatro salinidades de cultivo; n = 10-20 larvas por camada, excepto en 32 %o donde
solo eclosionaron 3 larvas.

Camadas
Salinidad (%
(%) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
media 249 245 232 25 238 24 24 241 242 241
1 +DE 031 064 043 - 067 ; - 039 078 0,57

rango 24 -25 24-26 23-24 - 23-25 - - 24 -25 23-25 23-25

media 248 246 242 248 23,77 245 243 24,1 23,7 23,7
15 + DE 0,71 1,07 092 0,33 0,56 0,4 0,76 0,26 0,46 042

rango 24 -26 24-28 23-25 24-25 23-25 24-25 24-27 24-25 23-24 23-24

media 25 25,3 254 27 27,5 26,6 26,1 25,7 26 26

25 + DE 0,7 0,74 0,5 - 0,5 0,49 1,16 0,7
rango 24 -26 24-26 25-26 - 27-28 26-27 25-28 25-27
media 27 26

32 + DE 0,5 -

rango  27-28 -
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Tabla 5.2. ANOVAs de un factor para evaluar a) el efecto de la salinidad sobre el tiempo entre los estadios I
y II del desarrollo embrionario (T1; ver definicion en Materiales y Métodos), entre el estadio I y las
eclosiones larvales (T2), y la duracion total de la embriogénesis (T3), b) el efecto de las camadas sobre tiempo
desde la puesta de los huevos hasta la eclosion de las larvas (T3).

Fuente de Variacion SC gl. CM F P

Tiempo
a) T, 1389 3 46,3 175,2 <0,0001
Error 187,9 723 0,26
T, 263,1 3 87,7 83,4 <0,0001
Error 3549 338 1,05
Ts 1383 3 46,1 79,4 <0,0001
Error 1624 280 0,58
SALINIDAD
b) 1 297 9 33 13,4 <0,0001
Error 31,7 127 025
15 274,79 2,7 6,02 <0,0001
Error 339,1 143 0,45
25 55x10° 6 92x10* 4,76 =0,0013
Error 6,5x10° 34 19x10*

SC: Suma de cuadrados; g./.: grados de libertad; CM: cuadrados medios; F, CM factor/error; P: probabilidad de
error.
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Tamarpio de los huevos

De la misma manera que la duracion del desarrollo, el tamaio inicial de los huevos
(estadio I) expresado como volumen vari6 significativamente entre las camadas (Tabla 5.3),
pero nuevamente esa variacidbn no estuvo correlacionada con el tamafio de las hembras
ovigeras (r2 = 0,062; P > 0,05). Las diferencias detectadas en el volumen inicial de los
huevos entre salinidades indican que la salinidad afecté el volumen de los huevos de una
misma camada en el transcurso de la aclimatacion (alrededor de 10 hs). Sin embargo, este
débil efecto no fue evidente en todas las camadas, lo que queda reflejado en la interaccion
significativa. Durante el transcurso del desarrollo, el patron de variacion del volumen de los
huevos fue similar en diferentes camadas cultivadas en idénticas salinidades (Tabla 5.4). El
volumen de los huevos alcanzado en los estadios II y III también difirio significativamente
entre camadas, y entre salinidades y hubo interaccidon entre los factores (Tabla 5.3). Las
camadas expuestas a los medios concentrados (25, 32 %o) alcanzaron generalmente un menor
volumen en los estadios intermedio (II) y final (III) del desarrollo que aquellos incubados en

las salinidades mas bajas (1, 15 %o; Tabla 5.4; Fig. 5.5).
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Tabla 5.3. Resumen de los ANOVAs de dos factores comparando el volumen de los huevos en un estadio
inicial (I), intermedio (II) y final (III) del desarrollo, con salinidad y camadas como factores.

Estadio  Factor SC gl. CM F P

Salinidad 63x10-4 3 2,1x10* 2,66 =0,05

I Camada 9x 107 9 1x10° 124 <0,0001
Salinidad x camada 0,013 27 5x10* 5,84 <0,0001
Error 0,061 757 8,05x 107
Salinidad 6 3 2 722,8 <0,0001

11 Camada 3,15 9 0,35 128,7 <0,0001
Salinidad x camada 0,154 27 57x10° 2,04 < 0,0001
Error 1,93 689 2,8x 107
Salinidad 3 4,67 1.505 <0,0001

111 Camada 9 29x10" 935 <0,0001
Salinidad x camada 27 3,4x 10 10,9 <0,0001
Error 610 3,1x107

SC: Suma de cuadrados; g./.: grados de libertad; CM: cuadrados medios; F, CM factor/error; P: probabilidad de
error.
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Tabla 5.4. Volumen de los huevos (mm?®) en los estadios inicial (I), intermedio(II) y final (IIT) del desarrollo embrionario (ver Materiales y Métodos) en las 10 camadas
cultivadas in vitro en 1, 15, 25 y 32 %o; n = 20 huevos por condicion de salinidad en el estadio I, 10-20 huevos en los estadios II y III.

Salinidad 1 15 25 32

Camadas Estadios I 11 111 I 11 111 1 11 111 I 11 111
1 Media 0,182 0,227 0,289 0,165 0,197 0,250 0,175 0,182 0,209 0,182 0,171 0,196
DE 0,010 0,020 0,020 0,007 0,01 0,02 0,007 0,007 0,01 0,01 0,007 0,013

2 Media 0,166 0,210 0,294 0,175 0,181 0,225 0,178 0,173 0,204 0,183 0,163 0,187
DE 0,012 0,009 0,016 0,01 0,009 0,008 0,011 0,008 0,009 0,012 0,009 0,006

3 Media 0,151 0,188 0,258 0,159 0,166 0,218 0,154 0,154 0,184 0,158 0,147 0,170
DE 0,009 0,009 0,014 0,008 0,008 0,014 0,009 0,006 0,007 0,006 0,008 0,007

4 Media 0,190 0,233 0,31 0,193 0,203 0,265 0,190 0,190 0,219 0,184 0,177 0,200
DE 0,012 0,014 0,011 0,013 0,011 0,02 0,009 0,009 0,009 0,011 0,012 0,009

5 Media 0,157 0,187 0,255 0,165 0,169 0,213 0,153 0,157 0,184 0,160 0,146 0,166
DE 0,010 0,010 0,012 0,007 0,01 0,01 0,008 0,008 0,011 0,007 0,009 0,01

6 Media 0,166 0,190 0,255 0,167 0,171 0,218 0,17 0,163 0,187 0,170 0,155 0,172
DE 0,007 0,009 0,013 0,008 0,006 0,014 0,007 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008

7 Media 0,176 0,203 0,272 0,179 0,189 0,239 0,177 0,173 0,206 0,177 0,165 0,183
DE 0,009 0,015 0,017 0,006 0,008 0,013 0,007 0,008 0,01 0,007 0,009 0,012

8 Media 0,180 0,209 0,218 0,165 0,187 0,250 0,172 0,175 0,18 0,173 0,153 0,174
DE 0,008 0,009 0,015 0,01 0,009 0,013 0,007 0,008 0,007 0,009 0,005 0,008

9 Media 0,170 0,206 0,282 0,172 0,185 0,243 0,176 0,176 0,209 0,174 0,163 0,186
DE 0,007 0,012 0,017 0,007 0,006 0,007 0,009 0,005 0,009 0,007 0,006 0,008

10 Media 0,152 0,185 0,256 0,158 0,164 0,214 0,158 0,153 0,189 0,152 0,142 0,161
DE 0,007 0,01 0,012 0,008 0,006 0,009 0,009 0,008 0,009 0,011 0,004 0,011
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Los cambios en porcentaje en el volumen de los huevos entre los estadios I-II (A VI-1I)
variaron entre salinidades (ANOVA: F 3,36 = 114; P <0,0001). Durante la primera mitad del
desarrollo embrionario (T)), el volumen de los huevos se incrementé 20y 6% en 1y 15 %o
respectivamente, mientras que se registrd una tendencia a la disminucion del volumen en las
salinidades mas altas (insignificante en 25 %o; significativa en 32 %o; ver Fig. 5.5, barras
negras). Durante la segunda parte del desarrollo (T2), en 1y 15 %o se produjo un incremento
cercano al 40 y 30%, respectivamente en relacion al volumen inicial, mientras que en 25 y 32
%0 ese incremento fue tan solo alrededor de 17 y 5%, respectivamente. Considerando el
periodo de desarrollo completo, desde la puesta de los huevos hasta la eclosion larval (Ts), se
produjo un incremento del volumen en todos los tratamientos, variando significativamente
entre las salinidades de cultivo (ANOVA: F' 336 = 71.4; P < 0,0001). Tal incremento fue
generalmente mas alto en las salinidades mas bajas, con méximos y minimos valores de AVI-
IIT de 60% y 5% registrados en los huevos incubados en 1 y 32 %o, respectivamente (Fig. 5.5,

barras blancas).
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Figura 5.5. Cambio porcentual en el volumen de los huevos de P. argentinus. Las barras negras
muestran el porcentaje de cambio entre los estadios I-1I y las barras blancas entre los estadios I-III del
desarrollo embrionario en 1, 15, 25 y 32 %o. Media + 1 DE; inicial n = 20 huevos por camada y
condicion de salinidad, 10 camadas; letras y numeros distintos indican diferencias significativas entre
salinidades (SNK, P < 0,05); los asteriscos debajo de las barras indican diferencias entre los volimenes
inicial (estadio I) y en el ultimo estadio del desarrollo (test Student, P < 0,05, n.s. no significativo).
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Larvas

Las larvas eclosionadas a partir de los embriones cultivados en 1 y 15 %o atn
presentaban algunas gotas de vitelo aisladas, de amarillentas a transparentes (Fig. 5.6), tal
como fue observado en larvas eclosionadas in vivo en agua de la canilla declorada. Por el
contrario, todas las larvas eclosionadas de embriones cultivados en 25 y 32 %o presentaron
una masa densa de vitelo de color marron que ocupaba casi la totalidad del area bajo el
caparazon. A pesar de las diferencias en la cantidad de vitelo remanente luego de la eclosion,
las larvas eclosionadas de embriones cultivados en 1, 15 y 25 %o y mantenidas en las mismas
condiciones de salinidad alcanzaron el segundo estadio de zoea (mudaron con éxito) sin
alimentarse tras 4-5 dias. Sin embargo, algunas de las larvas eclosionadas en 25%o y los tres
individuos que eclosionaron con ¢éxito en 32 %o presentaron anormalidades en el
comportamiento (dificultades en la natacion). Algunas presentaron también notorias
deformaciones morfologicas como por ejemplo, el telson estaba curvado o ausente, dividido
en dos, le faltaron setas o éstas estaban cortadas. Otras larvas eclosionadas en 25 %o no

presentaron deformaciones y nadaban normalmente.
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Figura 5.6. Larvas recién eclosionadas de P. argentinus. A) Vista dorsal de una larva
proveniente de embriones cultivados en 1 %o, la flecha indica las gotas de vitelo con
aspecto oleoso. B) Larvas eclosionadas de embriones cultivados en 25 %o, la flecha sefiala
el vitelo de color marrén aun presente al eclosionar.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que los embriones de Palaemonetes
argentinus fueron capaces de desarrollarse exitosamente desde la puesta hasta la eclosion en
un amplio rango de salinidades, desde 1 a 25 %o, excepcionalmente también en 32 %o. Bajo
las mismas condiciones, las larvas de esta especie pueden desarrollarse hasta la metamorfosis
(Anger, com. pers.), los juveniles pueden crecer hasta alcanzar la madurez (Steinel, 2003), y
la reproduccion también es posible (Capitulo III). Por lo tanto, todos los estadios del ciclo de
vida de este camarén pueden ser considerados extremadamente eurihalinos. Esto difiere no
solo de la mayoria de los decapodos marinos, sino también de las especies consideradas
estrictamente de agua dulce como la langosta Astacus leptodactylus. En esa especie, el
desarrollo embrionario y la eclosion son posibles tinicamente en medios cuyas salinidades
son <7 %o, aunque los juveniles y adultos toleran concentraciones mas altas (Susanto &
Charmantier, 2001). Es sorprendente que los embriones del “camardon de agua dulce” P.
argentinus, tanto como las larvas y juveniles, puedan desarrollarse con €xito en un rango tan
amplio de salinidades. El rango de salinidades utilizado en el experimento es caracteristico de
ambientes estuariales costeros tales como la laguna Mar Chiquita (Anger et al., 1994) pero no
es habitual en las lagunas sin conexion con el mar como la Laguna de Chascomus (Quiros &
Drago, 1999) de donde provenian los embriones del experimento. Considerando que los
embriones son incapaces de explotar un medio ambiente més favorable para su desarrollo (a
diferencia de larvas y juveniles) la elevada tolerancia a las altas salinidades reflejaria las
condiciones experimentadas durante la evolucion de la especie. Concretamente, los
resultados sugieren que esta especie habria colonizado los ambientes de agua dulce en un
tiempo evolutivamente reciente.

Los embriones de P. argentinus cultivados in vitro fueron aislados de cualquier

potencial efecto materno. Por lo tanto, el exitoso desarrollo embrionario en el rango de
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salinidades ensayados podria explicarse por alguno o una combinacién de los siguientes
mecanismos:

1) la proteccion pasiva de los embriones debido a una reducida permeabilidad a los

iones de las membranas de los huevos y/o

2) la aparicion de la habilidad de osmorregular durante la fase embrionaria.
Charmantier & Anger (1999) demostraron que el primer estadio larval de P. argentinus (zoea
I) tiene la habilidad de hiper-osmorregular, y que dicha habilidad se incrementa gradualmente
durante el desarrollo hasta el Gltimo estadio larval, en los juveniles y en los adultos. Es
posible, entonces, que esa capacidad se origine en algin momento del desarrollo
embrionario, mas precisamente en los estadios avanzados del desarrollo cuando la mayoria
de los organos y tejidos presentes en la larva ya se han desarrollado en el embrion. Esto
podria ser similar a lo que ocurre en Astacus leptodactylus, una especie estrictamente de agua
dulce, donde se ha demostrado que la capacidad de hiper-osmorregulacion se origina en los
ultimos estadios del desarrollo embrionario (Susanto & Charmantier, 2001). Asimismo,
ambos mecanismos podrian estar ocurriendo de manera secuencial. Hacia el final del
desarrollo embrionario de otros palemonidos, Palaemonetes pugio 'y Macrobrachium borellii,
las membranas de los huevos se hacen mas permeables a los iones y a moléculas hidrofobicas
(véase Glas et al., 1997; Lavarias et al., 2004). En P. argentinus también podria ocurrir algo
similar y la capacidad para osmorregular seria efectiva cuando las membranas de los huevos
ya no ofrecen una proteccion pasiva al embrion.

La duracion del desarrollo embrionario de P. argentinus vari6d significativamente
entre las camadas, producidas por diferentes hembras, incubadas en las mismas condiciones
de salinidad. Dicha variacion puede tener una base genética, como fue sugerido por Lee &
Petersen (2002) para el copépodo invasor de los ambientes de agua dulce Eurytemora affinis.
A pesar de la variabilidad interindividual, los efectos de la salinidad sobre el desarrollo

embrionario fueron consistentes y significativos. Tanto la tasa de supervivencia como el
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desarrollo de los embriones fueron similares en 1y 15 %o. Por el contrario, en las salinidades
mas altas la mortalidad mostré un claro incremento hacia el final del periodo de desarrollo
embrionario, y las larvas tardaron mas tiempo en alcanzar la eclosion. Ademas, las
salinidades altas incrementaron la variabilidad en el tiempo de desarrollo dentro de una
misma camada, por lo que las eclosiones fueron menos sincronicas (Tabla 5.1).

En 25 y 32 %0 se observo una aceleracion de la morfogénesis durante la primera etapa
del desarrollo embrionario, es decir el tiempo desde la puesta de los huevos hasta la aparicion
del latido cardiaco fue mas corto bajo estas condiciones que en 1 y 15 %o. Por otro lado, en
las salinidades mas altas el tiempo total del desarrollo embrionario (desde la puesta hasta las
eclosiones larvales) se retrasd significativamente, y embriones y larvas presentaron
deformaciones sugiriendo que la aceleracion inicial en el desarrollo estuvo asociada con
algiin desorden patologico en la morfogénesis. Un retraso del desarrollo embrionario,
deformaciones morfologicas o anormalidades en el comportamiento fueron observados en
huevos y larvas de otros crustaceos cultivados bajo condiciones subdptimas de salinidad, por
ejemplo en cirripedios (Crisp & Costlow, 1963; Barnes & Barnes, 1974), copépodos (Lee &
Petersen, 2002), y cangrejos (Bas & Spivak, 2000; Bas, 2001).

El tamafio de los huevos en el estadio inicial del desarrollo embrionario vari6
significativamente entre camadas producidas por diferentes hembras, sin embargo, esa
variacion no estuvo correlacionada con el tamafio del cuerpo de las madres. Una variabilidad
en el tamafio inicial de los huevos entre camadas ha sido también encontrada en otros
invertebrados, como por ejemplo en el cangrejo estuarial Neohelice granulata (Bas & Spivak,
2000; Giménez & Anger, 2001; Giménez et al., 2004). Esa variabilidad podria tener una base
genética (Arthur, 2000), y/o estar ambientalmente controlada (Bayne & Honkoop, 2003;
Piersma & Drent, 2003). Ambos fendémenos han sido observados en los camarones
palemonidos (véase por ejemplo Wong & McAndrew, 1990; Mashiko & Numachi, 2000;

Dimmock et al., 2004).
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A pesar de la variabilidad intraespecifica en el tamafio de los huevos, la respuesta a la
salinidad fue similar en diferentes camadas. En las salinidades mds altas (25 y 32 %o) el
volumen de los huevos en el estadio II no cambi6 o disminuy6 respecto del volumen inicial
(estadio I) (Tabla 5.4; Fig. 5.5). La disminuciéon del tamafio de los huevos durante el
desarrollo embrionario en esas salinidades se explica por una pérdida pasiva de agua a través
de la membrana del huevo (el medio de cultivo tiene una mayor concentracion de iones que
el medio interno de los huevos, esa concentracion desigual de iones crea el gradiente para que
el agua se mueva desde el interior de los huevos hacia el medio de cultivo). Ese decremento
inicial del volumen fue mas pronunciado en los huevos incubados en 32 %o lo que pudo
provocar dafios fisioldgicos irreversibles en el embrion en formacion. En 25 %o ese efecto fue
mas débil, por lo que esos dafios pudieron no ocurrir o ser mayormente reparados; de hecho,
en esta salinidad eclosionaron larvas de todas las camadas (Tabla 5.1).

Al final del periodo del desarrollo embrionario el volumen de los huevos se
incremento6 en todos los tratamientos, especialmente en las salinidades mas bajas. Esto puede
explicarse porque las membranas de los huevos se hacen mas permeables hacia el final del
desarrollo embrionario permitiendo un incremento en la entrada de agua y el aumento de la
presion hidrostatica, los que facilitarian el proceso de eclosion larval (Charmantier & Aiken,
1987; Charmantier & Charmantier-Daures, 2001; Susanto & Charmantier, 2001). El
incremento en el volumen de los huevos durante el transcurso del desarrollo embrionario
también fue observado en otros camarones palemodnidos (ejemplo Mashiko, 1982; 1983%;
Lavarias et al., 2002) y en otros crustdceos decapodos (Wear, 1974), y probablemente se
relacione no solo con la entrada de agua desde el medio externo sino también con la
produccion de agua metabdlica (uno de los productos de la respiracion) durante el transcurso
del desarrollo (Anger ef al., 2002; Rosa et al., 2003).

En 25 y 32 %o, los embriones proximos a eclosionar y las larvas recién eclosionadas

de P. argentinus mantuvieron una mayor cantidad de vitelo que en las salinidades menores,
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mientras que las deformaciones en embriones y larvas ocurrieron exclusivamente en esos
cultivos. Esta observacion es interesante porque muestra que las mayores reservas de vitelo
mantenidas hacia el final de desarrollo embrionario no reflejan necesariamente una condicion
que incremente la supervivencia de una larva. Esto podria explicarse por una ineficiente
movilizacion de energia del vitelo para la morfogénesis y los procesos vitales. Las lipo-
proteinas son el principal componente del vitelo (Adiyodi, 1988; Sibert et al., 2004), los
lipidos son usados mayoritariamente como fuente de energia metabdlica durante el desarrollo
embrionario (Wehrtmann & Graeve, 1998; Gonzalez-Bar6 et al., 2000; Heras et al., 2000;
Garcia-Guerrero et al., 2003; Graeve & Wehrtmann, 2003; Rosa et al., 2003), mientras que
las proteinas constituyen el componente elemental para la construccion de los tejidos y
organos del embrion (Babu 1987; Subramoniam, 1991; Garcia-Guerrero et al., 2003). Es
posible que el estrés osmotico afecte el catabolismo de las lipo-proteinas del vitelo de los
embriones de P. argentinus, por lo que embriones y larvas retienen una mayor cantidad de
vitelo, mientras que la organogénesis se retarda causando deformaciones morfologicas y del
comportamiento en las larvas eclosionadas en agua de mar.

La primera zoea de P. argentinus es claramente un estadio larval que puede
alimentarse, pero también es capaz de desarrollarse hasta el segundo estadio larval en
ausencia absoluta de alimento. Esta alta, aunque temporalmente limitada, independencia de la
comida (o lecitotrofia facultativa; para mas ejemplos entre los Palaemonidae y otros
crustaceos decapodos véase Anger, 2001) seria una adaptacion a habitats con una produccion
de plancton variable e impredecible. Un ejemplo seria el arroyo Sotelo, cuyas fuertes
corrientes superficiales podrian transportar a las zoeas recién eclosionadas hasta la laguna
costeras adyacentes de Mar Chiquita donde las condiciones nutricionales son mas estables
permitiendo el subsiguiente desarrollo larval planctotrofico (Anger et al., 1994; Spivak

1997).
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La habilidad para osmorregular, presumiblemente en combinacion con una reducida
permeabilidad a los iones de las membranas de los huevos habria permitido a los crusticeos
decdpodos como P. argentinus colonizar los ambientes estuariales y, posteriormente los
cuerpos de agua dulce. Sin embargo, estos rasgos adaptativos podrian estar inicialmente
ausentes y desarrollarse durante los ultimos estadios del desarrollo embrionario. Futuras
investigaciones podrian incluir estudios comparativos sobre los presumibles mecanismos
pasivos de proteccion osmotica durante la ontogenia (reduccién en permeabilidad; Rainbow
& Black, 2005), el momento de la aparicion de las estructuras osmorregulatorias durante el
desarrollo, su funcion, incluida la actividad de la Na'-K'-ATPasa (véase Cieluch et al., 2004;

2005) y la expresion de los genes que codifican para esa enzima clave (Scott et al., 2004).
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VARIABILIDAD INTERPOBLACIONAL EN LAS RESPUESTAS EMBRIONARIAS

El mismo experimento “in vitro” fue realizado en tres oportunidades diferentes
(27/11/03, 17/01/03 y 3/01/04) con los embriones de P. argentinus procedentes de la
poblacion del Arroyo Vivoratd (AV). En total se cultivaron aproximadamente 2000
embriones, pero el éxito de esta técnica fue muy bajo en comparacion con los resultados
obtenidos para los embriones de Chascomus (Tabla 5.5). El hecho de haber probado el
experimento en afios diferentes y con embriones de distintos periodos reproductivos sugiere
que el bajo éxito de la técnica no se relaciona con un inconveniente experimental, sino mas
bien con una caracteristica inherente de la poblacion de AV. Por esa razén y con el objeto de
no entorpecer la comprension de los resultados del trabajo, se discuten a continuacion las
diferencias mas notables del cultivo embrionario “in vitro” entre las poblaciones de LC y

AV.
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Tabla 5.5. Supervivencia y tiempo hasta la eclosién para los embriones de Vivorata (AV) cultivados in vitro
en las mismas condiciones experimentales. La informacion para Chascomts (LC) se muestra con fines
comparativos.

N° camadas % de eclosion N° de camadas Tiempo para

Salinidad (n° huevos) no viables el desarrollo (dias)
Arroyo Vivorata

1 24 (480) 1 23 23

15 24 (480) 43,7+179* 8 228+1,5
25 24 (480) 2 22 23,5+0,5
32 24 (480) 1 23 22

Laguna Chascomis

1 10 (186) 72,61 £ 18,9 0 23,7+0,6
15 10 (198) 79,1 +£11,6 0 23,5+0,5
25 10 (200)  20,5+10,6 0 255+1
32 10 (200) 1,5+3,2 8 26 £2

*Calculado sobre el nimero de camadas viables; 1 y 2 solo uno y dos embriones alcanzaron la eclosion.
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Los embriones de la poblacién de AV fueron menos tolerantes a los tratamientos salinidad
que aquellos procedentes de LC (Fig. 5.7). En particular, en la salinidad mas baja (1 %o) la
mortalidad embrionaria ocurrié6 por un incremento desproporcionado del volumen de los
huevos los que finalmente explotaron, especialmente luego de haber alcanzado el estadio II
del desarrollo (Fig. 5.8). Solo se registraron eclosiones exitosas en 15 %o (Tabla 5.5). En
conclusion, los embriones provenientes de AV no se desarrollaron con éxito cuando fueron
cultivados in vitro pero alcanzaron la eclosion cuando fueron incubados por sus madres
(Capitulo IV). Los resultados del cultivo in vitro para los embriones de LC y de AV sugieren
una diferencia entre las poblaciones en cuanto a la tolerancia a la salinidad en los primeros

estadios de la ontogenia de la especie.
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Figura 5.7. Supervivencia de los embriones de P. argentinus procedentes de Vivorata
cultivados en 1, 15, 25 y 32%o. Los simbolos representan la media = 1 DE de las 24
camadas con 20 huevos cada una al inicio del experimento.
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Figura 5.8. Variacion del volumen (mm®) de los huevos de P. argentinus durante el desarrollo embrionario en 1, 15, 25 y 32 %o para la poblacién de Vivorata.
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A diferencia de los embriones de AV, los de LC fueron capaces de desarrollarse
aislados de la potencial influencia materna. Aparentemente los embriones de AV dependen
de las condiciones de incubacion generadas por sus madres para el exitoso desarrollo en
condiciones de salinidad extremas. La importancia del ambiente generado por las hembras
sobre el éxito para el desarrollo embrionario ha sido demostrada en algunas especies de
anfipodos (Morrit & Spicer, 1996a; 1996b).

Otra de las diferencias notables entre las poblaciones ocurrié a nivel de los eventos
morfogéneticos del embrion. En los embriones de ambas poblaciones, la formacion de los
ojos y del corazén ocurri6 durante los dias 10-12 del cultivo (mismo periodo de tiempo), pero
el orden de formacion de esos 6rganos fue diferente entre las poblaciones e independiente de
la salinidad del cultivo. Por ejemplo, los l6bulos y manchas oculares se formaron en primer
lugar y luego se observo el latido cardiaco en alrededor del 60% de los embriones de AV
(Fig. 5.9). Esto jamas fue observado durante la diferenciacién embrionaria en LC. Enun 30 y
un 80% de los embriones de AV y LC, respectivamente, la formacion de los ojos y el latido
cardiaco ocurrieron simultineamente. Mientras que en un porcentaje menor, 5y 18% para los
embriones de AV y LC respectivamente, se observo el latido cardiaco y aproximadamente 1-
2 dias después la formacion de los ojos.

La morfogénesis de los 6rganos mencionados se mantuvo entre estrechos limites de
tiempo, sugiriendo que el periodo para la organogénesis puede ser un caracter canalizado. En
cambio, existid plasticidad intra e interpoblacional en la secuencia o en el orden de la
formacion de dichos organos. La pregunta que surge de estas observaciones es: cOmo se
refleja en el fenotipo adulto (morfologico y/o fisioldgico) esa variacion en los eventos
morfogenéticos en una etapa presumiblemente tan sensible como la embrionaria. Las
variaciones en la secuencia de los eventos del desarrollo podrian ser la base de un cambio
evolutivo (véase Mabee et al., 2000; Clark, 2005; Spicer & Rundle, 2006). En tal sentido,

seria muy interesante cuantificar mediante un experimento debidamente planificado las
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variaciones intraespecificas en la secuencia de los eventos del desarrollo embrionario en P.

argentinus.
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Figura 5.9. Eventos organogenéticos en los embriones de Chascomlis y Vivoratd. a) Porcentaje de los eventos
observados en los embriones de ambas poblaciones: latido y ojos simultaneamente, latido y ojos separados por 1-2 dias
en su aparicion; b) Porcentaje de los mismos eventos discriminados en el tiempo (dia de cultivo) que fueron observados.
Porcentajes calculados sobre un total de 38 y 20 cultivos para LC y AV, respectivamente (un cultivo = 20 embriones al

inicio del experimento). En el caso de AV se consideraron solo aquellos cultivos en los que los embriones alcanzaron la
eclosion.

138



Capitulo V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los embriones de P. argentinus provenientes de Chascomus (LC) completaron con éxito el
desarrollo en un amplio rango de salinidades (1-25 %o, excepcionalmente en 32 %o). Debido a
que en esa laguna las salinidades no superan 1 %o, los resultados sugieren que P. argentinus

habria colonizado dicho ambiente de agua dulce en un tiempo evolutivo reciente.

El exitoso desarrollo in vitro de los embriones provenientes de LC en las distintas salinidades
podria explicarse por dos mecanismos que ocurririan de manera secuencial: la proteccion
pasiva de los embriones debido a una reducida permeabilidad de las membranas de los
huevos a los iones en las etapas tempranas del desarrollo y la aparicion de la habilidad de

osmorregular durante una etapa avanzada del desarrollo embrionario.

La técnica de cultivo in vitro no funciond con similar éxito en los embriones provenientes de
la poblacion de AV, pero éstos alcanzaron la eclosion en un amplio rango de salinidades
cuando fueron incubados por sus madres (Capitulo IV). Los resultados indican que los
embriones de AV dependen, en mayor grado que los de LC, del ambiente generado por las

hembras para su exitoso desarrollo.

La variabilidad en la frecuencia del orden de los eventos morfogenéticos durante el desarrollo

embrionario (dentro de cada poblacién como entre las poblaciones) podria contribuir a la

variacion en los rasgos de historia de vida entre las poblaciones estudiadas.
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CAPITULO VI

ACTIVIDAD Na'-K'-ATPASA EN EL “CAMARON DE AGUA DULCE”
Palaemonetes argentinus: VARIACIONES ONTOGENETICAS

Y CAMBIOS INDUCIDOS POR LA SALINIDAD

Los resultados de este capitulo fueron publicados en una revista internacional con referato:

ITUARTE, R.B., A.A. LOPEZ MANANES, E.D. SPIVAK & K. ANGER. Activity of Na'-K'-ATPase in a
“freshwater shrimp”, Palaemonetes argentinus (Caridea, Palaemonidae): ontogenetic and salinity-

induced changes. Aquatic Biology (en prensa).
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INTRODUCCION

La eurihalinidad es la habilidad de un organismo acuatico para tolerar amplias
variaciones de salinidad sin comprometer sus procesos vitales. Esa habilidad requiere
adaptaciones fisiologicas, bioquimicas, morfoldgicas y/o ecoldgicas que pueden variar
durante la ontogenia. Dicha habilidad es caracteristica de los organismos que viven en
estuarios, lagunas costeras, manglares y pozas de mareas, donde las variaciones de salinidad
ocurren tanto temporal como espacialmente en escalas locales pequenas.

En las especies eurihalinas de crustaceos decépodos, las estrategias adaptativas asi
como los principales mecanismos fisioldgicos y bioquimicos involucrados en la tolerancia a
la salinidad han sido estudiadas casi exclusivamente en la fase adulta (revisiones en Péqueux,
1995; Lucu & Towle, 2003; Kirschner, 2004). En los estadios larvales, en cambio, las bases
fisiologicas y las implicancias metabolicas de la tolerancia a la salinidad han recibido una
atencion creciente recién en los ultimos afos (Charmantier, 1998; Anger 2003), mientras que
la fase embrionaria permanece al respecto menos investigada (Charmantier & Charmantier-
Daures, 2001).

Al igual que en los adultos conespecificos, la eurihalinidad en la etapa larval se
vincula frecuentemente a la capacidad para osmorregular (Read, 1984; Charmantier, 1998;
Anger, 2001; Cieluch et al., 2004; 2005; 2007). Aunque la evidencia experimental es escasa,
principalmente por los problemas técnicos para muestrear y analizar hemolinfa a partir de los
pequefios embriones de crustdceos, la informacion disponible sugiere que la capacidad
osmorregulatoria podria desarrollarse durante esta etapa temprana de la ontogenia (ejemplos:
Felder et al., 1986; Susanto & Charmantier, 2001; Wilder et al., 2001; Taylor & Seneviratna,
2005; Seneviratna & Taylor, 2006; Serrano et al., 2007). Ain cuando similares mecanismos
fisiologicos han sido encontrados en larvas y adultos de algunas especies (Read, 1984), en

otras especies los cambios ontogenéticos en dichos mecanismos son drésticos y en general
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estan asociados a las migraciones de las distintas etapas del ciclo de vida entre habitats cuyas
condiciones ambientales son diferentes (Charmantier, 1998; Anger 2001). En consecuencia,
extrapolar los mecanismos bien conocidos en los adultos a las fases tempranas de la
ontogenia podria generar conclusiones erroneas.

La regulacion idnica y osmotica ocurre a través de dos mecanismos principales
(Péqueux, 1995; Augusto et al., 2007): (1) la regulacion isosmotica intracelular, responsable
del mantenimiento de los fluidos intracelulares y del volumen celular; (2) la regulacion
anisosmotica extracelular, que controla la osmolalidad en la hemolinfa, la composicion i6nica
y el volumen del liquido extracelular. Ademas, los fluidos internos estan protegidos de los
cambios osmoticos desfavorables debido a la proteccion pasiva que ofrece la reducida
permeabilidad del tegumento (Rainbow & Black, 2001).

La Na™-K"-ATPasa (o “bomba de sodio”) es fundamental para la regulacion osmotica
en la mayoria de las células eucariotas (Balshaw et al., 2001; Jorgensen et al., 2003). Esta
enzima tienen diversas funciones adicionales pero también cumple un rol clave en la
osmorregulacion extracelular. En los decdpodos adultos expuestos a condiciones hipo-
osmoticas la Na'-K'-ATPasa dirige la absorcion activa de iones a través de los epitelios de
transporte que estan comunmente localizados en las branquias y en la glandula antenal; en
condiciones hiper-osmdticas acta en la secrecion de iones en la direccion opuesta (Augusto
et al., 2007 y citas alli). La capacidad de hiper-osmorregulacion en medios diluidos se
considera un prerrequisito clave para la intrusion en los ambientes continentales de agua
dulce (véase Freire et al., 2003). En ese escenario, el estrés hipo-osmético pudo seleccionar
el desarrollo temprano de las funciones osmorregulatorias durante la ontogenia
incrementandose la tolerancia a las bajas salinidades en los primeros estadios del ciclo de
vida. Sin embargo, los procesos homeostaticos de regulacion ionica raramente han sido
estudiados en los estadios larvales y embrionarios de los crustaceos decapodos (Charmantier,

1998; Charmantier & Charmantier-Daures, 2001).
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Entre los decdpodos, los camarones palemoénidos pueden ser considerados modelos
primarios para los estudios sobre adaptaciones fisioldgicas asociadas con las intrusiones de
los ambientes continentales por organismos marinos (Freire et al., 2003). Esta familia de
camarones carideos es un grupo particularmente importante y ecoldégicamente diverso, y
pueden encontrarse en ambientes marinos, estuariales y también de agua dulce (Bauer, 2004).
Existe un consenso general sobre el origen marino de este taxon, y la posterior colonizacion
de los ambientes estuariales y de agua dulce (Freire et al., 2003; Augusto et al., 2007), y
sobre que diversos géneros se encuentran ain en un procesos de radiacion hacia los
ambientes continentales presentando patrones adaptativos convergentes (ejemplo Murphy &
Austin, 2005; Augusto et al., 2007). Sin embargo, también en esta familia se conoce muy
poco sobre la ontogenia de la osmorregulacion, especialmente durante la fase embrionaria
(Wilder et al., 2001; Huong et al., 2004; Augusto et al., 2007).

Entre los Palaemonidae, el “camaron de agua dulce” Palaemonetes argentinus es un
excelente modelo para estudiar las posibles adaptaciones fisiologicas a las condiciones
salobres y de agua dulce. Su ciclo de vida puede completarse con similar éxito en agua dulce
como en condiciones salobres (Capitulos III-V). Experimentos preliminares, sin embargo,
han mostrado que las larvas se desarrollan preferentemente en condiciones salobres (5 — 15
%o0), independientemente de que provengan de poblaciones de agua dulce o de ambientes
conectados con el mar (Cieluch, 2000; Anger com. pers.). Ello ha llevado a sugerir que P.
argentinus no esta aun completamente adaptado a las condiciones de agua dulce (Anger,
2001). Todos los estadios post-embrionarios de la especie hiper-osmorregulan en medios
diluidos, pero osmoconforman en salinidades concentradas (Charmantier & Anger, 1999).

Cuando los embriones de esta especie se cultivaron in vitro (aislados de un potencial
efecto materno) fueron capaces de sobrevivir y desarrollarse hasta la eclosion en un amplio
rango de salinidades (1 - 25 %o), a pesar del significativo incremento o disminucion del

volumen que ocurri6 en agua dulce o en las condiciones salobres, respectivamente (Capitulo
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V). Esos resultados sugirieron que al menos una limitada capacidad para osmorregular
ocurriria por primera vez durante la ontogenia temprana de esta especie, aparentemente
durante la fase embrionaria. Dicha funcion fisiologica estd presente al momento de la
eclosion y se incrementa gradualmente en los siguientes estadios post-embrionarios desde
larvas hasta el juvenil (Charmantier & Anger, 1999). En los embriones, sin embargo, la
eurihalinidad podria depender de una reducida permeabilidad de las membranas de los
huevos (Rainbow & Black, 2001 op. cit.) y/o de que la habilidad para osmorregular se
desarrolle en algin momento de la etapa embrionaria.

En este capitulo, se cuantificaron en P. argentinus las variaciones ontogenéticas y los
cambios inducidos por la salinidad en la actividad Na'-K'-ATPasa. La repuesta de esta
enzima frente a las variaciones de salinidad puede considerarse un indicio indirecto de la
habilidad para osmorregular en los estadios tempranos de la ontogenia. La actividad
enzimatica se determiné en tres periodos diferentes del desarrollo embrionario, en el primer
estadio larval y en los adultos luego de una breve exposicion de todos esos estadios del ciclo
de vida a tres tratamientos de salinidad (1, 15 y 25 %o). Adicionalmente, los efectos de la
salinidad sobre la actividad Na'-K'-ATPasa fueron determinados en branquias de los
camarones adultos, las cuales son consideradas el principal sitio de regulacidon idnica y

osmotica (Péqueux, 1995).

144



Capitulo VI

MATERIALES Y METODOS
Procedimiento experimental

Hembras con los ovarios desarrollados, hembras con huevos y machos de P.
argentinus fueron recolectados en la Laguna de Chascomus (35° 36’ S / 58° W), provincia de
Buenos Aires, Argentina. La salinidad en esa laguna puede variar entre oligohalina (0,5 — 5
%o0) e hipohalina (< 0,5 %0) dependiendo de las precipitaciones, la evaporacion y los vientos
(véase descripcion detallada en Capitulo II). Al momento de los muestreos la salinidad de la
laguna fue baja, oscil6 entre 0,4 - 0,5 %o y el rango de conductividad fue 0,97-1,13 mS cm’.

Los camarones fueron transportados al laboratorio en agua del sitio de muestreo.
Antes del inicio de los experimentos, las hembras con huevos se mantuvieron al menos tres
dias en acuarios (30 x 30 x 50 cm) con agua de la canilla previamente declorada, con
suministro de oxigeno constante, a una temperatura de 22 + 2° C, fotoperiodo natural (ciclo
14 h luz: 10 h oscuridad) y en todos los casos los camarones fueron alimentados con alimento
para peces TetraMin® Pro Tropical Crisps. Las hembras sin huevos y con los ovarios
maduros se mantuvieron en un acuario diferente junto con los machos para obtener
embriones en un estadio inicial del desarrollo (huevos recién fertilizados). Los acuarios
fueron revisados dos veces por dia.

Luego de inspeccionar cuidadosamente bajo lupa las hembras con huevos, tres
estadios embrionarios fueron seleccionados para los experimentos: (1) embriones
recientemente desovados sin diferenciacion, 100% del volumen de los huevos ocupado por
vitelo (embriones en un estadio inicial del desarrollo, SI); (2) embriones con ojos visibles
como tenues lineas rojizas latido cardiaco presente aunque a menudo irregular, huevos con un
50-60% de vitelo (embriones intermedios, SII); (3) embriones con ojos completamente

desarrollados, latido cardiaco regular, vitelo mayoritariamente consumido (embriones
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proximos a eclosionar, SIII). Ademas, larvas y adultos completos (ambos machos y hembras
sin huevos o sin ovarios desarrollados), y tejido branquial aislado de los adultos fueron
utilizados en los experimentos.

Todos los estadios fueron abruptamente transferidos a 1, 15 y 25 %o (soluciones
preparadas diluyendo agua de mar filtrada con agua de la canilla previamente declorada;
papel de filtro Schleicher and Schuell 0859, tamafio de poro alrededor de 7-12 um). Las
ovigeras se mantuvieron 24 hs en cada tratamiento y posteriormente los embriones fueron
cuidadosamente removidos del canal de incubacion. Las larvas recientemente eclosionadas
(zoea I, ZI) se obtuvieron a partir de hembras que llevaban embriones en SIII. Esas hembras
se mantuvieron al menos dos dias en recipientes individuales de 1,3 L, no fueron alimentadas
y se observaron entre 2-3 veces al dia, hasta que las larvas eclosionaron. Inmediatamente
después de la eclosion, las larvas fueron expuestas a cada tratamiento por 24 hs y los adultos
por 48h (véase Charmantier & Anger, 1999). Las branquias fueron extraidas de ambos lados,
izquierdo y derecho, del canal branquial de los adultos con una pinza de puntas finas luego de
anestesiar los camarones en hielo durante al menos 5 min. Durante el periodo de aclimatacion

a los tratamientos de salinidad los animales no fueron alimentados.

Determinacion de la actividad Na'-K -ATPasa

La actividad Na'-K'-ATPasa fue medida en cinco réplicas (inicamente tres para el
tejido branquial), utilizando 40-50 mg de peso humedo de tejido por determinacion. Una
réplica estuvo compuesta por tres camadas de embriones o larvas, mientras que una réplica
del estadio adulto (A) estuvo representada por un unico camaroén. Un pool de 10-12 adultos
(= 1 réplica) fue necesario para alcanzar el minimo peso humedo necesario para determinar la
actividad Na'-K'-ATPasa en branquias aisladas. La preparacion de los tejidos para la
determinacion enzimatica siempre se realizoé a 0° C. Todas las muestras fueron rapidamente

procesadas en un medio que contiene 0,25 M sacarosa / 0,25 mM EGTA-Tris, pH 7,4; y
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homogenizadas a 0° C con un homogeneizador manual a motor. Luego se les adiciond
glicerol (1/3% v/v). Las muestras se mantuvieron siempre a 0° C, y la actividad Na'-K'-
ATPasa fue determinada a la mayor brevedad posible.

La actividad Na"™-K"-ATPasa fue determinada de acuerdo con el protocolo descripto
por Lopez Maiianes ef al. (2002). La actividad total Mg™ -Na™-K"-ATPasa se determind
midiendo la hidrolisis de ATP en un medio de reaccion que contiene 100 mM NaCl; 30 mM
KCI; 10 mM MgCl,; 0,5 mM EGTA en 20 mM buffer Imidazol (pH 7,4). La actividad basal
Mg - ATPasa se determiné en el mismo medio de reaccion, pero sin KCI y en presencia de
ImM de ouabaina (inhibidor especifico de la Na'-K '-ATPasa). La actividad Na"-K -ATPasa
se determind6 como la diferencia entre ambos ensayos. Una alicuota de la muestra
correspondiente (5ug de proteinas) se adicion6 a la mezcla de reaccion y se pre-incubo a 30°
C por 5 min. La reaccion comenzo6 con la adicion de ATP (concentracion final SmM). La
incubacion se llevo a cabo a 30° C por 20 min; y fue detenida adicionando 2 ml del reactivo
de Bonting frio (560mM é&cido sulfurico, 8,1 mM molibdato de amonio y 176mM sulfato
ferroso). Luego de 20 min a temperatura ambiente la cantidad de fosfato liberado (Pi) se
determino leyendo la absorbancia a 700 nm del complejo fosfomolibdato reducido. Ademas,
las proteinas fueron determinadas con el método de Bradford (1976) utilizando seroalbimina

bovina como estandar (0,96 mg ml™).
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ANALISIS DE DATOS

Todos los valores fueron expresados como la media + error estdndar (ES). Las
diferencias en la actividad Na"-K"-ATPasa fueron comparadas entre los estadios del ciclo de
vida y los tratamientos de salinidad con un ANOVA de dos factores. El mismo test se utilizd
para determinar las diferencias en la actividad (Mg™ -Na"-K'-ATPasa) basal entre estadios y
tratamientos de salinidad. Los efectos de los tratamientos de salinidad sobre la actividad Na"
-K"-ATPasa en tejido branquial y, sobre la actividad basal fueron comparados con ANOVAs
de un factor. Las comparaciones fueron realizadas luego de chequear que la distribucion de
los datos cumpliera con los supuestos de normalidad y homocedasticidad mediante los test de
Kolmogorov-Smirnov y Cochran, respectivamente (Underwood, 1997). Cuando fue
necesario, los datos fueron transformados. Cuando un ANOVA detectd un resultado
significativo, las diferencias entre los tratamientos fueron determinadas a posteriori
utilizando comparaciones planeadas (si hubo una interaccion significativa) o el test de

Student-Newman-Keuls (SNK) (Underwod, 1997).
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RESULTADOS

La actividad Na'-K'-ATPasa fue detectada en los tres tratamientos de salinidad y en
los cinco estadios ontogenéticos. En cada salinidad, la actividad Na'-K'-ATPasa cambio
significativamente entre los estadios del ciclo de vida de P. argentinus (Fig. 6.1; Tabla 6.1).
En el tratamiento de salinidad mas baja (1 %), la actividad fue detectada en los embriones
recientemente desovados (SI). La actividad fue alrededor de 2 veces mas alta en los
embriones en SII respecto de SI (17,7 + 4,3 vs 6,9 + 1,4 nmol Pi - mg prot’ min’,
respectivamente); sin embargo, esa diferencia no fue estadisticamente significativa. Un fuerte
y significativo incremento en la actividad ocurrié en los embriones cercanos a eclosionar
(SIII), alcanzando un valor maximo de 142,1 + 9,5 nmol Pi - mg prot™"- min™. En los estadios
post-embrionarios (ZI larvas y adultos), la actividad Na"-K'-ATPasa fue significativamente
mas baja que en los embriones en SIII (53,3 + 4,9 y 43,4 + 6,1 nmol Pi - mg prot”+ min™,
respectivamente). En 15 y 25 %o, los cambios ontogenéticos en la actividad Na'-K'-ATPasa
fueron similares a aquellos observados en 1 %o (Fig. 6.1).

Los tratamientos de salinidad concentrada (15 y 25 %o) indujeron un incremento
significativo en la actividad Na'-K'-ATPasa, sin embargo, también existi6 una interaccion
significativa entre los factores salinidad y estadios del ciclo de vida (Tabla 6.1). Esa
interaccion se debid a que la salinidad influenci6 la actividad enzimatica en SIII y en los
estadios post-embrionarios, pero no en los estadios embrionarios tempranos (SI, SII; Fig.

6.1).
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Figura 6.1. Variaciones ontogenéticas y cambios inducidos por la salinidad en la actividad Na'-K'-ATPasa en P. argentinus. Estadios embrionarios
(SI, SII y SIII), primer estadio larval (ZI) y adulto completo (A). Letras distintas indican diferencias significativas entre los estadios ontogenéticos para
un mismo tratamiento de salinidad o entre salinidades para el mismo estadio del ciclo (comparaciones planeadas, P < 0,05). Figura pequefia: actividad
correspondiente a “otras” ATPasas, letras distintas indican diferencias significativas entre los estadios ontogenéticos (SNK, P < 0,05); las lineas indican
no diferencias entre los tratamientos de salinidad.
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Tabla 6.1. Estadisticos del ANOVA de dos factores para evaluar la actividad Na'-K'-ATPasa durante la
ontogenia de P. argentinus (estadios: SI, SII, SIII, ZI y A) y los efectos de los tratamientos de salinidad (1, 15
y 25 %o). En negrita los efectos significativos.

Fuente de variacion SC gl CM F-ratio P

Estadio 114,75 4 28,69 158,68 <0,0001
Salinidad 492 2 246 13,62 <0,0001
Estadio x Salinidad 360 8 0,45 249 =0,02
Error 10,84 60 0,18

SC: Suma de Cuadrados; g./.: grados de libertad; CM: Cuadrados Medios; F: estadistico del test; P:
probabilidad de error.
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La actividad Na'-K"-ATPasa en branquias fue significativamente afectada por los
tratamientos de salinidad (F (2, 6) = 25,86; P < 0,01). La actividad fue més alta en 15 y 25 que
en 1 %o (Fig. 6.2). Ademas, los niveles de actividad en este tejido fueron mas altos que los
observados en los camarones completos (Figs. 6.1 y 6.2).

La actividad basal (Mg®"-Na"-K")-ATPasa vari¢ significativamente entre los estadios
del ciclo de vida (F 4; 0y = 33,77; P < 0,0001), pero que no fue afectada por los tratamientos
de salinidad (F (2, 60) = 0,79; P = 0,45), y no hubo interaccion entre los factores (F (s, 0) =
0,21; P=10,99). La actividad basal se incremento significativamente desde el estadio SI hasta
el SIII, y luego permanecié en un nivel similar (no hubo diferencias significativas entre SIII,
Z1, A; véase figura pequena en Fig. 6.1). De manera similar, la actividad basal no fue
afectada por la salinidad en el tejido branquial (£ (2. ) = 0,39; P = 0,69; véase figura pequeiia

en Fig. 6.2).
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Figura 6.2. Cambios inducidos por la salinidad en la actividad Na'-K'-ATPasa en branquias aisladas de
P. argentinus. Figura pequefia: actividad correspondiente a “otras” ATPasas. Letras distintas indican
diferencias significativas; n.s. diferencias no significativas (SNK, P < 0,05).
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DISCUSION

Los resultados del estudio con P. argentinus, un camardn que vive en ambientes
salobres y agua dulce, demostraron que la actividad de la Na™-K"-ATPasa, una enzima clave
en la regulacion idnica, varia durante la ontogenia y luego de los cambios de salinidad. La
ultima respuesta fue similar en los embriones en SIII y en branquias aisladas de adultos,
indicando que los mecanismos que son tipicos de los adultos eurihalinos (un transporte activo
de iones basado en la actividad Na'-K'-ATPasa) comenzarian a ser funcionales en los
estadios tempranos de la ontogenia, probablemente durante la fase final de la embriogénesis.
Ademas, una reducida permeabilidad de las membranas de los huevos podria ser otro
mecanismo adicional que ofreceria una proteccion pasiva a los embriones durante las
primeras etapas del desarrollo, es decir antes del inicio de la habilidad para osmorregular.

Un incremento en la actividad de esta enzima clave durante el transcurso del
desarrollo embrionario ha sido observada en varias especies de crustaceos decapodos. En los
embriones de P. argenitnus, la actividad Na'-K'-ATPasa se increment6 hasta alrededor de 18
veces, dependiendo de las condiciones de salinidad (Fig. 6.1), de manera similar en una
especie de camardn de agua dulce estrechamente relacionada, Macrobrachium rosenbergii de
Man, 1879, la actividad fue alrededor de 15 veces mas alta en los embriones cercanos a la
eclosion respecto de aquellos recientemente desovados (Wilder et al., 2001). En el camaron
estuarino, Callianassa jamaicense var. lousianensis Schmitt 1935, la actividad Na'-K'-
ATPasa se increment6 alrededor de 12 veces durante el desarrollo embrionario (Felder et al.,
1986), y Taylor & Seneviratna (2005) documentaron un incremento de aproximadamente 50
veces en los embriones avanzados del cangrejo intermareal Hemigrapsus crenulatus Milne
Edwards, 1837 respecto de aquellos en un estadio temprano del desarrollo.

Independientemente del habitat (agua dulce, salobre o intermareal), los embriones de

todas las especies mencionadas presentan una alta actividad Na'-K'-ATPasa cuando estan
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proximos a la eclosion. Mientras que este patron sugiere que las estructuras
osmorregulatorias serian funcionales durante la ultima etapa de la embriogénesis, la
disminucién posterior de la actividad Na'-K'-ATPasa en las larvas y en los adultos (un
resultado similar fue encontrado en C. jamaicense, Felder et al., 1986) podria asociarse con
otras funciones de ésta enzima clave (véase Balshaw et al., 2001; Jorgensen et al., 2003). El
mayor nivel de actividad en los embriones avanzados (SIII) podria también estar relacionado
con el mecanismo de eclosion, que involucra numerosos procesos bioquimicos y de
reconstruccion ultraestructural (Saigusa, 1996). La mayor actividad de esta enzima causaria
una rapida entrada de Na', y en consecuencia, aumentaria la presion osmética, seguida de una
entrada pasiva de agua lo que llevaria a la ruptura de las membranas de los huevos y a la
eclosion.

La actividad Na'-K'-ATPasa se expresa en células y tejidos especializados en la
regulacion id6nica, los cuales se encuentran mayoritariamente en las branquias (ejemplos
Péqueux, 1995; Charmantier, 1998; Torres et al., 2007). Sin embargo, en P. argentinus,
como en diversas especies de decapodos, la capacidad de hiper osmorregular esta presente al
momento de la eclosion, aunque las branquias funcionales generalmente estan ausentes en los
primeros estadios larvales (Felder et al., 1986; Charmantier, 1998; Anger, 2001). En
consecuencia, las células encargadas del transporte de iones deberian ubicarse en algin otro
sitio diferente de las branquias durante las fases tempranas de la ontogenia. Algunos estudios
histoldgicos y de microscopia electronica han detectado tejidos involucradas en el transporte
de iones en el 6rgano dorsal de embriones en cangrejos (véase Seneviratna & Taylor, 2006),
en los branquiostegitos larvales y en las estructuras adyacentes asociadas al canal branquial
(Felder et al., 1986; Bouaricha et al., 1994; Cieluch et al., 2007). En larvas de P. argentinus
Cieluch (2000) encontro evidencia ultraestructural de la presencia de células involucradas en
el transporte de iones en los branquiostegitos. La localizacion de las células especializadas en

el transporte de iones en los embriones, en cambio, debera evaluarse en futuros estudios.
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Las condiciones hiper osmdticas indujeron un incremento significativo en la actividad
Na"-K'-ATPasa en branquias de P. argentinus, mientras que esas condiciones no afectaron la
actividad basal (Fig. 6.2). Ademas, los niveles de actividad fueron cualitativamente mas altos
en las branquias que en los camarones adultos completos, lo que sugiere que la Na™-K'-
ATPasa es mas abundante en esos o6rganos de transporte que en otras regiones del cuerpo.
Esas observaciones corroboran el vinculo entre la Na'-K'-ATPasa, el tejido branquial y el
transporte de iones. Sin embargo, la Na'-K'-ATPasa ha sido localizada también en otros dos
epitelios en la camara branquial en adultos de camarones carideos, en los branquiostegitos y
en epipoditos (Martinez et al., 2005). Por lo tanto, la presente evidencia bioquimica de que en
P. argentinus las branquias cumplen un rol en el transporte de iones podria ser confirmada
mediante estudios de inmunolocalizacion en conjunto con la determinacion de la expresion
del ARN mensajero que codifica para esa enzima en ese tejido.

Mientras que los resultados de este capitulo reflejarian una consistente relacion
ecofisioldgica entre la ontogenia, la actividad Na'-K'-ATPasa, la hiper osmorregulacion en
medios diluidos y la vida en condiciones salobres y de agua dulce, la respuesta a la salinidad
mas concentrada no es tan clara. Palaemonetes argentinus hiper osmorregula en salinidades
desde 1 a 17 %o, pero osmoconforma en salinidades > 20 %o (Charmantier & Anger, 1999).
Entonces, el incremento de la actividad Na'-K'-ATPasa en 15 %o es consistente con la
habilidad para hiper osmorregular en condiciones de salinidad de moderada a baja. En
cambio, el mayor nivel de actividad determinado en 25 %o, condicion donde la especie
osmoconforma, podria asociarse con otras funciones de esta enzima, como por ejemplo en la
regulacion del volumen intracelular. El incremento de la actividad Na'-K'-ATPasa en
branquias de P. argentinus expuesto a salinidad concentrada (Fig. 6.2), es contrario al patron
observado en los cangrejos eurihalinos (ejemplos en Péqueux, 1995; Lucu & Towle, 2003;
Kirschner, 2004), pero consistente con el incremento en los niveles de actividad de la Na'-

N ) , . .
K'-ATPasa en branquias de peces anadromos cuando son transferidos desde una condicion
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de salinidad reducida hacia el agua de mar (ejemplos Deane & Woo, 2004; Laiz-Carrion et
al., 2005 y citas alli; Bystriansky et al., 2006). Las condiciones hiper osmoticas no afectaron
la actividad Na"™-K'-ATPasa en las branquias del camarén dulceacuicola Macrobrachium
rosenbergii (Wilder et al., 2000). En otra especie de camaron de agua dulce, M. olfersii
Wiegmann, 1836, por el contrario, la salinidad concentrada indujo una reduccién en la
superficie apical de las células especializadas en la regulacion ionica del tejido branquial, eso
pudo provocar una disminucion en la permeabilidad a los iones y en la actividad de la Na'-
K'-ATPasa (Lima et al., 1997; McNamara & Lima, 1997). Esos inconsistentes patrones de
respuesta sugieren que la tolerancia a altas presiones osmoticas y los mecanismos de hipo
osmorregulacion relacionados no han sido completamente entendidos y necesitan ser
evaluados con mas detalle.

Valores bajos de los puntos isosmoticos reflejarian una buena adaptacion a las
condiciones de agua dulce (Augusto et al., 2007). En los adultos de P. argentinus el punto
isosmotico (500 mOsm kg™ o 17 %o; Charmantier & Anger, 1999) se asemeja al de otros
palemonidos completamente adaptados a la vida en agua dulce, como por ejemplo
Macrobrachium brasiliense, M. equidens y M. potiuna (521, 529, y 552 mOsm kg,
respectivamente; Augusto et al., 2007). Sin embargo, P. argentinus de la poblacion de
Chascomus tiene también la capacidad para enfrentarse con un repentino incremento en la
salinidad, aparentemente basado en un incremento de la actividad Na'-K'-ATPasa. La
regulacion eficiente de esta enzima clave permitiria entonces a este “camaron de agua dulce”
sobrevivir y reproducirse en un amplio rango de salinidades. Esta especie extremadamente
eurihalina podria ser un modelo invertebrado conveniente para estudiar la modulacion de los
procesos fisiologicos involucrados en la tolerancia a la salinidad (véase por ejemplo, Deane
& Woo, 2004). Por ejemplo, futuros estudios podrian revelar si el incremento en la actividad

Na'-K'-ATPasa esta modulado por la activacién de proteina existente y/o por una sintesis de
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novo, y ademas coémo estan regulados otros procesos claves, bioquimicos y moleculares,

durante la ontogenia.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La actividad Na'-K'-ATPasa vari6 significativamente durante la ontogenia de P. argentinus
y fue afectada por los tratamientos de salinidad. La salinidad en cambio, no afectd la
actividad de “otras” ATPasas (0 actividad basal). En consecuencia, la Na'-K'-ATPasa podria
estar involucrada en los mecanismos bioquimicos que permiten a P. argentinus tolerar

cambios abruptos en la salinidad.

Los mayores niveles de actividad justo antes de la eclosion sugieren que la maquinaria

bioquimica involucrada en las funciones osmorregulatorias de P. argentinus se expresa hacia
. . , + o+ ; .

el final de la etapa embrionaria; pero ademas, que la Na -K -ATPasa podria estar involucrada

en otros mecanismos bioquimicos-moleculares como en el proceso de eclosion.

. . . + + , . .

Los niveles de actividad Na -K'-ATPasa fueron mas altos en branquias aisladas que en los
camarones enteros y fueron significativamente afectados por la salinidad, sugiriendo que esa
enzima localizada en las branquias cumple un rol en las funciones osmorregulatorias en los

adultos.

Las branquias funcionales estdn ausentes en los embriones y en los primeros estadios

larvales. Por lo tanto, las células especializadas en el transporte de iones deben estar

localizadas en otro/s sitio/s en los estadios ontogenéticos tempranos de P. argentinus.
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Discusion General

Las respuestas de Palaemonetes argentinus en los experimentos de laboratorio, en los
que solamente la variable salinidad fue manipulada, ofrecen evidencias a favor de la primera
hipotesis postulada en esta tesis: “P. argentinus, al igual que los representantes de familia
Palaemonidae tendria su origen en el ambiente marino, de modo que la colonizacion /
invasion de los ambientes estuariales y de agua dulce es un evento evolutivamente
posterior”. El factor salinidad vario sutilmente entre los ambientes de estudio seleccionados,
e incluso en el periodo de 4 afios en los que se realizaron los distintos muestreos nunca se
registraron valores superiores a 3 %o. A pesar de ello, todos los estadios ontogenéticos
utilizados en esta tesis (embriones, zoeas I y adultos) fueron altamente tolerantes a los
tratamientos de salinidades concentradas (15 y 25 %o). Considerando que el ciclo de vida de
este camardon se completa en aproximadamente 15 meses (Spivak, 1997) la mayoria de los
individuos utilizados para los experimentos pertenecieron a generaciones (o cohortes) que
estuvieron expuestos, la mayor parte del tiempo, a condiciones de salinidad inferiores a 3 %eo.
Entonces, si P. argentinus no estuvo o no esta expuesto regularmente, ya sea diaria o
estacionalmente, a salinidades concentradas en los ambientes estudiados: ;como se explica su
alta tolerancia a esas salinidades?. Una posibilidad podria vincularse con su reciente historia
evolutiva en los ambientes de agua dulce.

Un caso posiblemente analogo e interesante lo constituye el gasterépodo Heleobia
parchappii d’Orbigny, 1835, el cudl ha sido utilizado en la reconstruccion paleoecoldgica de
la evolucidon ambiental de los estuarios del sudeste de la provincia de Buenos Aires durante el
ultimo ciclo transgresivo-regresivo (De Francesco, 2002). El caracol H. parchappii se
encuentra en la actualidad ampliamente distribuido en los ambientes de agua dulce tales
como rios, arroyos y lagunas someras, y recientemente se ha encontrado una poblacion
estable en un arroyo artificial cuya concentracion salina varia entre 17 y 24 %o (De Francesco

& Isla, 2004). Distintas investigaciones han llevado a concluir que H. parchappii habito en

159



Discusion General

un pasado reciente ambientes de salinidad altamente fluctuante (De Francesco, 2002 y citas
alli). De Francesco (2002) menciona en su tesis que la curva del nivel del mar propuesta para
la provincia de Buenos Aires indica un méximo de 2,5m por encima del nivel actual a los
6.500-6.000 afios antes del presente (dataciones hechas con el isétopo '*C). Desde ese
periodo hasta alrededor de los 5.000 afios '*C AP existen evidencias de numerosos eventos de
aislamiento del mar probablemente como consecuencia de la formacion de barreras
medanosas. Esas barreras pudieron impedir el ingreso directo del agua de mar dando lugar a
pequetias lagunas salobres, y éstos pequefios cuerpos de agua salobre pudieron experimentar
amplias fluctuaciones de salinidad ocasionadas por repetidos periodos de sequia e inundacion
ocurridos en la region pampeana durante el Holoceno (véase De Francesco, 2002 y citas alli).
Considerando la reconstruccion paleoecoldgica de la region de estudio, y los resultados
experimentales de este trabajo es posible que al igual que H. parchappii, P. argentinus haya
estado expuesto a éstos ambientes de salinidad fluctuante en su pasado reciente.

El hecho que el “camarén de agua dulce” P. argentinus tenga la habilidad para
reproducirse y desarrollarse con similar éxito en agua dulce como en salinidades de hasta 15
%0 (Capitulos III - V), apoya la presuncion del parrafo anterior. Aunque el éxito se redujo
débilmente en la salinidad mas concentrada (25 %o) esa condicidon no restringid severamente
la reproduccion ni el desarrollo embrionario. De modo que la segunda hipdtesis de este
estudio que postulaba que “P. argentinus, puede reproducirse y desarrollarse en un
amplio rango de salinidades puesto que habita tanto estuarios como cuerpos de agua
dulce” también fue corroborada. Aunque en este punto es importante recalcar que las
poblaciones utilizadas en esta tesis, incluso la del Arroyo Vivoratd, se encontraron (al menos
durante el periodo de estudio) sujetas a condiciones de salinidad cercanas al agua dulce.

La variabilidad en la mayoria de los rasgos de historia de vida entre las poblaciones
consideradas en esta tesis no se correlacionod estrechamente con la salinidad. Asi por ejemplo,

los resultados obtenidos en los Capitulos I y IV sugieren que otras presiones selectivas
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jugarian un papel importante en diferenciacion fenotipica entre esas poblaciones. La
diferencia intraespecifica en el tiempo de incubacion, en la tolerancia a la salinidad de los
embriones y en la organogénesis embrionaria entre las poblaciones podria ser el resultado de
un desarrollo flexible asociado a las caracteristicas hidrologicas-ecoldgicas locales, pero
también el producto de una incipiente diferenciacion genética.

En el escenario de las transiciones evolutivas, por ejemplo hacia los ambientes de
agua dulce, el estudio comparativo entre poblaciones de conespecificos sujetas a condiciones
diferenciales permitiria entender las causas de la divergencia fenotipica, y en ultimo término
de los eventos de especiacion ecologica (Schluter, 2000). Numerosos estudios han reportado
una rapida diferenciacion fenotipica a nivel morfoldgico (Kristjdnsson et al., 2004;
Kristjansson, 2005), de comportamiento (Schaarschmidt & Jiirss, 2003) y fisioldgico (Lee et
al., 2003; Scott et al., 2004) entre individuos de poblaciones marino-salobre y su contraparte
dulceacuicola. En algunos casos se ha demostrado que luego del aislamiento de poblaciones
marinas en ambientes estuariales y de agua dulce, la diferenciacion fenotipica tiene un
componente genético, demostrandose el origen de especies incipientes de agua dulce
derivadas de ancestros marinos (Beheregaray & Sunnucks, 2001; Beheregaray et al., 2002).
Incluso en presencia de flujo génico, fuertes presiones selectivas diferenciales entre nichos o
ambientes son suficientes para la evoluciéon de poblaciones con distintas propiedades
ecologicas, lo que en ultimo término puede conducir a un evento de especiacion (Dhuyvetter
et al., 2007 y citas alli).

Actualmente, en las lagunas de la limitrofe provincia de La Pampa tiene lugar un
patron de variacion estacional en la salinidad debido a los periodos de sequias e
inundaciones. Durante los periodos extremos de sequia en esa provincia, como por ejemplo el
del verano de 2007, algunas lagunas alcanzaron concentraciones salinas de hasta 46mg/ml y
otras tantas se secaron (Omar Del Ponti, comentario personal). La salinidad promedio en

varias de las lagunas de esa provincia oscila entre 8 y 11 %o, encontrdndose en esos cuerpos
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de agua poblaciones de P. argentinus y H. parchappii (De Francesco y Del Ponti, comentario
personal). Presuntamente durante los periodos de extrema sequia la distribucion de P.
argentinus debe restringirse drasticamente y quiza no sobreviva en aquellos cuerpos donde la
salinidad alcanza valores superiores a los del agua de mar. Sin embargo, en los periodos de
inundacion los individuos que sobrevivieron a las condiciones hiper salinas podrian volver a
colonizar los cuerpos de agua disponibles (o esa colonizacion se realiza con individuos de
poblaciones de agua dulce de otros sitios, o ambas posibilidades). Las preguntas que surgen
de estas especulaciones son: ;existira un intercambio genético significativo entre las
poblaciones de la Pampa y las de este estudio?, ;subsidiaran las poblaciones de la Pampa a
las de este estudio o viceversa?. Seria interesante determinar el grado de intercambio entre las
poblaciones mencionadas, asi como también intentar establecer la relacion entre poblaciones
ancestrales y derivadas mediante un estudio filogeografico (véase Avise, 2000).

En el ultimo capitulo se identificé uno de los componentes que a nivel bioquimico
permitiria a los camarones procedentes de la Laguna de Chascomus tolerar una exposicion
abrupta a las altas concentraciones de salinidad. A diferencia de los crustaceos decapodos con
una larga historia evolutiva en el agua dulce, todos los estadios ontogéneticos de P.
argentinus de esa localidad mostraron un alto grado de eurihalinidad, y toleraron tanto un
cambio abrupto como uno gradual en la salinidad. De acuerdo con los resultados del Capitulo
VI, los mecanismos fisiologicos-bioquimicos que permitirian a los adultos y larvas de P.
argentinus hacer frente a las variaciones de salinidad, se expresarian durante la etapa
embrionaria. El trabajo ofrece un punto de partida para futuras comparaciones en las que la
respuesta a la salinidad durante la ontogenia pueda ser evaluada a un nivel fisioldgico-
bioquimico e incluso morfologico entre poblaciones de P. argentinus.

Finalmente, este estudio ha ofrecido informacion bésica sobre la reproduccion y
desarrollo de P. argentinus. Aunque los resultados y la informacion tedrica han sido

enmarcados en un contexto ecoldgico-evolutivo, es necesario enfatizar que dicha informacion
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puede ser utilizada como punto de partida para varios estudios aplicados. Considerando que
P. argentinus es el unico camardon palemonido presente en las lagunas del sureste de la
provincia de Buenos Aires, su papel ecologico en estos ambientes no ha sido profundamente
explorado. Solo para ejemplificar ese punto, las especies del género Palaemonetes tienen un
rol clave en el ciclo de nutrientes en estuarios y lagunas costeras norteamericanos, tanto por
su alta abundancia como por su modo tréfico (ejemplos: Bell & Coull, 1978; Reinsel ef al.,
2001 y citas alli; Haertel-Borera ef al., 2004). Estas especies funcionan como intermediarios
claves en las cadenas troficas en esos ambientes (Bauer, 2004), y un rol similar fue sugerido
para P. argentinus en los ambientes pampeanos (Gonzalez Sagrario, 2004). Ademas, las
especies del género Palaemonetes han sido ampliamente utilizadas durante muchos afios
como organismos bioindicadores de contaminacién y en investigaciones toxicologicas
(ejemplos: American Public Health Association (APHA). 1975; Cochran & Burnett, 1996;
Key et al., 1998; Lund et al., 2000). De hecho, Reinsel et al. (2001: 231) afirman que
“debido al significado ecoldgico de las especies de éste género, ellas pueden utilizarse como
potenciales centinelas de la integridad de los ecosistemas.” En consecuencia, la informacion
sobre el ciclo de vida de una especie que potencialmente tiene un rol clave en los ambientes
acuaticos de nuestra region resulta fundamental para el desarrollo de futuros proyectos
aplicados, incluidos aquellos que involucren la evaluacion del estado y conservacion de éstos

ambientes.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS GENERALES

El “camardn de agua dulce” Palaemonetes argentinus tiene la capacidad para reproducirse y

desarrollarse en salinidades concentradas.

La extrema eurihalinidad de todos sus estadios ontogenéticos no se vincula con la baja
concentracion ionica y salina de los ambientes estudiados, lo que sugiere que P. argentinus

estuvo expuesto en su pasado reciente a condiciones de salinidad diferentes de las actuales.

Considerando la historia paleogeografica de la region de estudio, P. argentinus pudo habitar
cuerpos de agua salobre que experimentaron fluctuaciones de salinidad en el ultimo ciclo

transgresivo-regresivo.

Las diferencias intraespecificas observadas entre las poblaciones estudiadas serian el
resultado de una flexibilidad en los eventos ontogenéticos tempranos (por ejemplo en el

patrén de desarrollo larval) 6 de una diferenciacion genética incipiente.

Un estudio filogeografico permitiria determinar el grado de similitud-diferencia entre las
poblaciones que actualmente habitan en las lagunas costeras del Atlantico (las que
potencialmente podrian considerarse ancestrales) y aquellas localizadas en los ambientes de

agua dulce.

Las contrastantes caracteristicas hidrologicas locales de los ambientes estudiados contribuiria
a la variabilidad en los rasgos de historia de vida entre las poblaciones de P. argentinus.
Identificar el conjunto de factores bidticos (depredacion, mortalidad edad-especifica,

competencia, parasitismo) y abidticos locales (velocidad de corrientes, disponibilidad de
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alimento, e incluso los efectos de contaminantes) que potencialmente determinan dicha
variacion requiere de estudios comparativos entre el campo y el laboratorio. Ademas, la
utilizacion de diferentes técnicas (moleculares, fisiologicas, morfologicas, etc.) permitiria un
abordaje integral del por qué de dicha variacion, pero también la formulacion de preguntas

especificas asociadas con las herramientas utilizadas.
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