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Resumen

El sistema de apareamiento refleja el patron de monopolizacion de la pareja en
espacio y tiempo. Consiste en el desarrollo de estrategias sexo-especificas involucradas en
aumentar el fitness de la descendencia y dependen del tipo de ambiente. En esta tesis, se
encontro que el sistema de apareamiento de Neohelice granulata esta basado en la defensa
del recurso cuevas; siendo los machos grandes los que construyen una cueva con camara,
cerrada en Laguna Mar Chiquita (LMC) y abierta en San Antonio Oeste (SAO), en la cual
pudo ocurrir la copula. Los machos de menores tallas mostraron diversas estrategias
reproductivas que les permitieron aparearse: copula en superficie o ubicarse en cuevas
vacias de machos grandes. En relacion a las hembras receptivas, se encontraron dos tipos,
con receptividad corta y extendida. Las primeras presentaron receptaculos seminales (RS)
llenos y desovaron, mientras que las segundas presentaron RS vacios y no desovaron. Esta
capacidad que les permitid controlar el momento del desove se atribuyd a diversas
estrategias reproductivas que consistieron en la presencia de [1] un opérculo de la vulva
que se vuelve movil en las hembras receptivas mediante un mecanismo de
descalcificacion, [2] secreciones del RS que permitirian mantener el esperma acumulado
viable, y [3] un tejido amorfo en la unién del oviducto y el RS que regularia el momento
del desove. La seleccion de la pareja se llevd a cabo por parte de las hembras, las cuales
seleccionaron a los machos y sus cuevas mas aptas para la reproduccion, utilizando
sefiales quimicas, mediadas con o sin contacto entre individuos. Se observdé un
comportamiento de cuidado de pre-copula breve (24 h) en las cuevas con cdmaras, el cual
fue iniciado por las hembras cercanas a volverse receptivas. El tiempo de cépula dependid
del area de estudio (LMC y SAO), de la relacion operacional de sexos (ROS) y de si las
hembras habian copulado recientemente con otro macho, aunque fue independiente de la
talla de los machos. Existi6 un cuidado post-copulatorio exitoso que dependié de diversos
factores de acuerdo al area de estudio. En LMC, dependi6 de la presencia de cuevas y de
la duracion de la receptividad de las hembras, aunque fue independiente de la ROS y de la
talla del macho. En SAO, dependid de la duracion de la receptividad de las hembras y de
la ROS, aunque fue independiente de la presencia de cuevas y de la talla del macho. Los
resultados aqui presentados demuestran que existe una importante influencia de las
condiciones fisico-biologicas del area de estudio que modulan en gran medida el sistema

de apareamiento y las estrategias reproductivas desarrolladas por ambos sexos.
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Abstract

The mating system of a species reflects the pattern of mate monopolization in
space and time. It consists of sex-specific strategies used to increase the offspring fitness
which depends on the habitat characteristics. In the present thesis, it was found that the
mating system of Neohelice granulata is based on the defense of the resource “burrows”,
being the large males who constructed burrows with chambers, close in Laguna Mar
Chiquita (LMC) and open in San Antonio Oeste (SAO), in which the copula can occur.
Small males developed different mating strategies to copulate with females: copulating on
the surface or getting into empty large male’s burrows. Regarding receptive females, two
types were found: with short and extended receptivity. In the former, the seminal
receptacle (SR) was full of sperm and females always laid eggs, while in the latter, the SR
was empty and females did not lay eggs. This capacity of females to control the moment
of egg-laying was attributed to different reproductive strategies related to the presence of
[1] a vulvae opercula which becomes mobile in receptive females due to a decalcification
process, [2] secretions of the SR which would allow maintaining the sperm stored viable,
and [3] a special tissue at the junction of the oviduct and the SR which would determine
the moment of ovulation. Mate choice was conducted by females, selecting the more
appropriate males and their burrows for the mating purposes, and using chemicals signals
mediated with or without contact between partners. A short post-copulatory guarding
behavior was observed (24 h) inside the burrows chambers, which was initiated by
females who were close to become receptive. The copulating time depended on the study
area (LMC y SAO), the operational sex ratio (OSR) and whether the female had copulated
recently with another male, although it was independent of male size. A successful post-
copulatory guarding behavior was observed and depended on diverse factors according to
the study area. In LMC, it depended on the presence of burrows and the duration of female
receptivity, although it was independent of the OSR and the size of males. In SAQO, it
depended on the duration of receptivity and the OSR, although it was independent of the
presence of burrows and the size of males. The results shown here demonstrate that there
is an important influence of the physic and biological conditions of the study area, which
modulate to a great extent the mating system and the reproductive strategies developed by

both sexes
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Introduccion general

Marco teorico

En la mayoria de las especies con reproduccion sexual, las hembras producen un
numero limitado de ovocitos grandes ricos en nutrientes, mientras que los machos, por
el contrario, producen grandes cantidades de espermatozoides mas pequefios (Trivers
1972). Esta anisogamia es frecuentemente asociada con las diferentes estrategias que
machos y hembras utilizan para aumentar su fitness. Se ha asumido que las hembras
optimizan su ¢éxito reproductivo al aparearse con gran cantidad de machos,
incrementando la diversidad genética de su descendencia (Andersson 1994; Jennions y
Petrie 2000), aunque estudios mas recientes demostraron que tanto las hembras como su
progenie se beneficiarian al ser éstas monodgamas, y al elegir un inico macho de
“buenos genes” (Hunt et al. 2004; Jennions et al. 2007). En el caso de los machos, su
éxito reproductivo seria maximizado al aparearse con la mayor cantidad de hembras
posibles (Trivers 1972; Clutton-Brock y Parker 1992).

El sistema de apareamiento de una especie estd caracterizado por las estrategias
especificas que cada sexo utiliza para maximizar el fitness de su descendencia en un
ambiente particular (Jormalainen 2007). Maés especificamente, el sistema de
apareamiento refleja el patron de monopolizacion de la “pareja” en espacio y tiempo
(Shuster y Wade 2003). Sobre la base de esta monopolizacion, Emlen y Oring (1977)
establecieron la primer clasificacion ecoldgica de los sistemas de apareamiento, de
acuerdo con las formas de asociacion generales entre ambos sexos: monogamia,
poliginia y poliandria; y caracterizaron subtipos para algunos de ellos, tales como la
defensa de recursos, defensa de hembras o y dominancia de machos mediante la
formaciéon de agregaciones. Las estrategias diferenciales de machos y hembras
utilizadas en la formaciéon de la pareja o el par apareado', conjuntamente con la
competencia entre individuos del mismo sexo por el acceso a la pareja, conlleva al
proceso de seleccion sexual (Shuster y Wade 2003).

Shuster (2007) sefiala que el estudio de los sistemas de apareamiento comprende
dos aspectos centrales: [1] la fuente que promueve la seleccion sexual y, [2] la
intensidad de la misma. Como resultado, la seleccion sexual no solo contribuye al

desarrollo de caracteres sexuales secundarios morfologicos, fisiologicos y

5

''Si bien el término de “pareja” se utiliza frecuentemente en las asociaciones de monogamia, mientras que el de “par
apareado” se utiliza mas estrictamente para caracterizar las asociaciones de poligamia, en la presente tesis, se
utilizaran indistintamente ambos términos.
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comportamentales, sino que, ademads, favorece la especiacion (Chapman et al. 2003;
Shuster y Wade 2003). Ademas, la seleccion sexual comprende numerosos procesos
como el conflicto intersexual de intereses (entendido como el conflicto entre machos y
hembras de aparearse con un unico individuo de “buena calidad” o con varios pero de
menor calidad), la competencia intra-sexual (de machos y hembras por obtener la pareja
de mejor calidad, la cual ocurre generalmente entre machos), la seleccion de la pareja, y
los mecanismos sensoriales utilizados en estos procesos. El objetivo de los estudios
realizados en esta tematica es entender como ocurre la seleccion sexual, es decir,
reconocer los procesos que se encuentran involucrados y bajo qué circunstancias
ambientales operan (Andersson 1994; Kokko et al. 2002; Chapman et al. 2003).
Recientemente, se ha establecido que estos procesos ocurren simultdneamente y que
existen interacciones entre ellos que modulan el desarrollo de diversas estrategias
reproductivas (Arnqvist y Rowe 2005; Cordero y Eberhard 2005; Kokko 2005).

En ambos sexos, las estrategias reproductivas involucradas en las decisiones de
apareamiento parecerian estar basadas en la disponibilidad de las oportunidades de
apareamiento, la calidad de la pareja y las condiciones del ambiente (Thiel y Duffy
2007). Especificamente en los crustidceos decapodos, la estrategia de las hembras
consistiria en maximizar la probabilidad de fecundacion de sus ovocitos mediante el
mantenimiento del receptaculo seminal con la mayor cantidad de esperma viable. En el
caso de los machos, consistiria en la ocupacion de la mayor parte del receptaculo
seminal de la hembra con esperma ubicado en una posicion en la cual se maximicen las
probabilidades de fecundacion de los ovocitos (McLay y Lopez Greco 2011). Como
resultado, el éxito reproductivo de ambos sexos depende de estrategias de
comportamiento y apareamiento distintas.

En las estrategias reproductivas de los crustidceos existen también diferencias
intra-sexuales. Por ejemplo, la talla es el factor principal que frecuentemente determina
el éxito reproductivo en los machos dado que en muchos estudios se demostro que
machos maduros tanto de talla grande como chica exhiben distintas estrategias (e. j.
Abele et al. 1986; Jivoff 1997a, Sainte-Marie et al. 1999; Kamio et al. 2003). En el caso
de las hembras, si bien se caracterizaron casos extremos en decapodos sociales
relacionados con la presencia de castas y hembras “reinas” y “subordinadas”, como por
ejemplo en el cangrejo Metopaulias depressus (Diesel y Schubart 2007) y en el camardon
Synalpheus regalis (Duffy 2007); se asume que, por el contrario, generalmente no

6
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desarrollarian adaptaciones morfoldgicas ni comportamentales diferenciales, aunque si
se ha observado que presentan un interés diferente por ciertos machos (Hinojosa 2001;
Diaz 2002, Correa y Thiel 2003). Sin embargo, estudios recientes demostraron la
existencia de estrategias reproductivas diferenciales intra-sexuales asociadas al estado
reproductivo de la hembra (Brockerhoff y McLay 2005a).

Las estrategias de comportamiento utilizadas por los individuos para obtener una
pareja, y los conflictos intra e inter-sexuales involucrados en las mismas, modelan los
sistemas de apareamiento en un ambiente en el cual las condiciones ecologicas tales
como la abundancia y distribuciéon de recursos y hembras receptivas son limitadas
(Emlen y Oring 1977; Shuster y Wade 2003). Con posterioridad y en base a los tipos de
sistemas de apareamiento propuestos por Emlen y Oring (1977), Christy (1987)
propuso una nueva clasificacion para describir los casos especificos de los cangrejos
Brachyura. Este autor defini6 tres tipos principales de sistemas de apareamiento en base
a la forma de competencia entre machos por el acceso a las hembras y la eleccion de
machos por parte de las hembras. Dos de ellos, categorizados como “competencia
centrada en hembras” y ‘“competencia centrada en recursos” son similares a los
establecidos por Emlen y Oring (1977), mientras que establece un tercer tipo
denominado “competencia centrada en la tasa de encuentros”. Los tres tipos de
asociaciones han sido asignadas a muchos cangrejos grapsoideos (ver Brockerhoff y
McLay 2005b).

Especificamente, respecto del tipo de sistema de apareamiento “competencia
centrada en recursos”, se describieron pocas especies de grapsoideos que presenten este
tipo de asociacion, como por ejemplo Pachygrapsus transversus 'y (Abele et al. 1986) y
Sesarma reticulatum (Seiple y Salmon 1982; Zimmerman y Felder 1991), considerado
siempre al refugio como el recurso defendido (ver Brockerhoff y McLay 2005¢). Las
cuevas constituyen importantes recursos que proveen refugio contra la depredacién y/o
contra las condiciones fisicas del ambiente (Richardson 2007). Adicionalmente, se ha
propuesto que, para algunas especies de cangrejos, las caracteristicas del hébitat
disponible para la construccion de una cueva influencian el sistema de apareamiento de
la especie, constituyendo una adaptacion al ambiente particular en el cual viven (Seiple
y Salmon 1982; Abele et al. 1986; Christy 1987; Lindberg y Stanton 1989). En estudios
realizados sobre diversas especies de ocipddidos, en los cuales se realizaron
comparaciones entre compararon caracteristicas morfologicas de las cuevas de los

7
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machos, los resultados obtenidos indicaron que la forma de la cueva tiene, un efecto en
el apareamiento donde son las hembras las que eligen a los machos (Backwell y
Passmore 1996; deRivera 2005).

La forma de competencia entre machos para la monopolizacion de las hembras
que caracteriza el sistema de apareamiento de una especie depende, ademas, del modo
en que ocurre ese apareamiento. En los Brachyura, éste puede [1] estar restringido al
periodo de muda, cuando las hembras receptivas se encuentran morfolégicamente
capaces de copular, como el apareamiento post-muda observado en portinidos y
cancridos, o [2] cuando el opérculo de la vulva de las hembras receptivas se vuelve
movil temporalmente, durante el periodo de inter-muda, como ocurre en algunos
ocipddidos y grapsoideos (McLay y Lopez Greco 2011).

El tiempo y la duracion de la receptividad de las hembras son importantes dado
que determinan la relacion operacional de sexos (ROS, definida como la relacién entre
la cantidad de hembras fertilizables y la cantidad de machos sexualmente maduros en un
periodo de tiempo dado, Emlen y Oring 1977). Cuando las hembras se vuelven
receptivas asincronicamente, la ROS se desvia a favor de los machos, ocurre una fuerte
competencia entre ellos y aumenta el potencial de la seleccion sexual (Orensanz et al.
1995; Correa y Thiel 2003).

La duracion de la receptividad de las hembras depende de diversos factores,
tanto externos como internos, incluyendo entre los primeros a la temperatura y/o el ciclo
lunar (Flores y Negreiros-Fransozo 1998; Henmi y Murai 1999) y, entre los segundos,
al desarrollo de los ovarios y la muda (DeKleijn 1998). Ademas, se ha demostrado que
algunas hembras de crusticeos pueden controlar el periodo de su receptividad
(Brockerhoff y McLay 2005b; Cowan y Atema 1990; Thiel y Hinojosa 2003). El
periodo de receptividad se encuentra intrinsecamente relacionado con la forma de
cerramiento de la vulva. En las hembras de los Brachyura existen tres tipos de forma de
oclusion de la vulva: [1] un gonoporo cuyo cierre y apertura se efectua por simple
accion muscular, [2] un opérculo siempre movil que cubre el gonoporo, y [3] un
opérculo fijo que cubre el gonoporo, s6lo mévil durante determinados periodos, cuando
la hembra se encuentra receptiva (Hartnoll 1968, 2006; Thompson y McLay 2005). El
estudio del tipo de morfologia de la vulva es importante dado que es uno de los

caracteres que define el tipo de sistema de apareamiento que presentara la especie.
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En un trabajo de revision sobre los mecanismos de seleccion sexual, Harvey y
Bradbury (1991) indicaron que el apareamiento no es aleatorio dado que existe un
proceso de eleccion de la pareja por parte de alguno de los sexos y que existe
competencia por ese acceso. Para un mejor entendimiento de como ocurre el proceso de
seleccion sexual, se requiere conocer los mecanismos utilizados por los individuos de
ambos sexos en la eleccion de la pareja. En muchas especies, la seleccion sexual fue
tradicionalmente considerada como la competencia directa entre machos y la eleccion
de éstos por parte de las hembras (Darwin 1871; Bateman 1948; Trivers 1972). Sin
embargo, algunos estudios registraron el caso opuesto (Berglund et al. 1996; Reading y
Backwell 2007). En los cangrejos braquiuros, la eleccion de la pareja depende de
diversos factores como el tamafio del cuerpo o de la quela de los machos, o el estado
reproductivo de las hembras, o de la emision de sustancias quimicas como las
feromonas al agua, y/o la emision de sefales visuales, acusticas o tactiles, para atraer a
la pareja (Thiel y Duffy 2007). La eleccion de la pareja mediante el uso de diversas
sefiales por uno u otro sexo varia entre especies y depende del contexto social de cada
una de ellas (Borowsky 1985; Kamio et al. 2000, 2002; Raethke et al. 2004).

Como parte del contexto social, los cangrejos Brachyura exhiben estrategias en
el comportamiento de apareamiento complejas y difieren ampliamente en términos del
modo de competencia entre machos por el acceso a las hembras receptivas. En los
cangrejos grapsoidea los machos buscan y cuidan activamente a las hembras
promoviendo la competencia intra-sexual que se hace evidente fisicamente a través de
los encuentros agonisticos. Las interacciones agonisticas ocurren generalmente entre
machos, cuando los individuos pelean por recursos como la pareja, el alimento o los
refugios. Los individuos dominantes son quienes, generalmente, mantienen un control
prolongado sobre recursos ecoldgicos criticos, lo cual resulta en una mayor cantidad de
apareamientos y en un ¢éxito reproductivo mayor (Ellis 1995).

Ademas de la disputa fisica entre machos, €stos también compiten en términos
de competencia espermatica, cuando las hembras son copuladas por mas de un macho y
el esperma proveniente de distintos individuos compite en el receptaculo seminal de la
hembra por fertilizar a los ovocitos (Parker 1970). El receptaculo seminal es el sitio en
el cual una eventual competencia espermdtica deberia ocurrir, cuando se acumula

esperma proveniente de distintos machos (Orensanz et al. 1995; Sainte-Marie 2007).
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De acuerdo a la conexion que existe entre el ovario-oviducto y el receptaculo
seminal, Diesel (1991) caracterizé los receptaculos seminales de los Brachyura en dos
tipos morfologicos: dorsal y ventral. En el tipo dorsal, el oviducto se conecta
dorsalmente con el receptaculo seminal, en el lado opuesto al conducto vaginal, de este
modo, el primer macho en copular a la hembra es el que tiene mayor probabilidad de
fecundar a los ovocitos. En el tipo ventral, el oviducto se comunica ventralmente con el
receptaculo seminal, cerca de la conexion con el conducto vaginal, asi, el ultimo macho
en copular a la hembra es quien tendria la mayor ventaja de fecundar a los ovocitos. El
riesgo de competencia espermatica dentro del receptaculo seminal puede ser disminuido
mediante el desarrollo de comportamientos de cuidado de la hembra pre y post-
copulatorios por parte de los machos (Jivoft 1997b).

El cuidado de la pareja es un comportamiento ampliamente distribuido en
distintos taxa, sugiriendo una importante funcién en el éxito de apareamiento de los
machos (Ridley 1983; Smith 1984). Estos tipos de comportamientos se encuentran
influenciados por factores socio-sexuales y son altamente flexibles (Rondeau y Sainte-
Marie 2001; Sainte-Marie et al. 2008). En el caso de los comportamientos de cuidado
pre-copulatorios, éstos permiten que los machos cuiden a las hembras hasta que éstas
entren en receptividad (Parker 1974; Grafen y Ridley 1983; Jivoff 1997a). Por el otro
lado, los comportamientos post-copulatorios tienden a evitar que otros machos se
apareen con las hembras inseminadas, y a aumentar la probabilidad de que su esperma
fecunde los ovocitos de la hembra (Parker 1970). Las condiciones sociales variables,
incluyendo la relacion operacional de sexos, la tasa de encuentro de las potenciales
parejas, el nimero de competidores potenciales, la talla de los mismos y la relativa
habilidad competitiva en la obtencion de la pareja, afectarian la decision del macho
respecto del tiempo de cuidado de la hembra (Parker 1974; Grafen y Ridley 1983;
Yamamura 1987; Elwood y Neil 1992; Chapman y Kramer 1996).

Antecedentes de la especie

Neohelice granulata (Dana, 1851) es un cangrejo semiterrestre cavador y es
considerada una especie clave de las planicies desnudas y de marisma de América del
Sur, desde el norte de la Patagonia, Argentina (42°25°S; 64°36°0), hasta Rio de Janeiro,
Brasil (22°57°S; 42°50°0) (Spivak 2010). Se distribuye en grandes densidades en

habitats de variada salinidad, temperatura y patrones de marea, habitando tanto las
10
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planicies dominadas por el pasto marino Spartina como las planicies intermareales
desnudas (Spivak et al. 1994; Spivak 1997; Luppi et al. 2012). Las cuevas pueden
alcanzar altas densidades, hasta 60 cuevas por m? (Iribarne et al. 1997). Si bien N.
granulata es una de las especies mas estudiadas en el mundo (Spivak 2010), no se han
realizado estudios describiendo el tipo de sistema de apareamiento. Por otro lado,
algunos estudios han comparado el efecto de las condiciones ambientales diferenciales
sobre aspectos reproductivos de diferentes poblaciones. En este sentido, dos
poblaciones de N. granulata de la costa Argentina, que se encuentran alejadas entre si
800 km, y que habitan ambientes con caracteristicas fisicas diferentes, fueron
estudiadas: La Laguna de Mar Chiquita (LMC) y San Antonio Oeste (SAO) (Fig. 1.1a,
b, c, d, e).

En dichos estudios que compararon ambas poblaciones, se consideraron aspectos
reproductivos y se identificaron diferencias relacionadas al tipo de hébitat, como por
ejemplo, un retraso en la vitelogénesis secundaria en hembras de SAO debido a lo cual
la estacion reproductiva comienza mas tarde (noviembre) respecto de la poblacion de
Mar Chiquita (septiembre) (Ituarte el al. 2006); o una fecundidad mayor en LMC
mientras que el volumen de los huevos y de las larvas es mayor en SAO (Bas et al.
2007, 2008); caracteristicas que estarian asociadas a una oferta alimentaria diferencial
entre areas de estudio, dado que la cantidad de materia orgdnica encontrada en el
sedimento barroso de LMC es mucho mayor (Bas et al. 2005). Sin embargo, el modo en
el cual las condiciones del héabitat, como el tipo de sedimento, el tiempo de exposicion
durante marea baja, afectan el sistema de apareamiento y las estrategias reproductivas
desarrolladas por ambos sexos no han sido estudiadas con anterioridad al presente

estudio.
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Fig. 1.1a. Imagen satelital de Argentina mostrando la ubicacion geografica de ambas areas de estudio, alejadas entre si 800 km: b. Laguna de Mar

Chiquita (LMC) y,

d. San Antonio Oetse (SAO). ¢y e. Los puntos rojos indican los lugares de colecta de especimenes y experimentacion.
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Areas de estudio

La LMC se encuentra ubicada en la provincia de Buenos Aires (37°32’S;
57°19°0), y constituye un ambiente estuarial oligo-polihalino (Fig. 1.1b). Es un cuerpo
de agua dulce (46 km?), con un régimen de micro mareas semi-diurno (0.3 - 1 m de
amplitud), permanentemente conectada con el mar a través de un canal angosto de 5 km
de longitud (Reta et al. 2001). El promedio de lluvias es de 800 mm al afio (Luppi et al.
2012). La zona del intermareal alto presenta los pastos marinos Spartina densiflora y
Sarcocornia perennis (Isacch et al. 2006), mientras que el intermareal medio y bajo
presentan una planicie desnuda (Fig. 1.2a). Los cangrejos construyen sus cuevas en el
intermareal alto y medio. Las cuevas en la planicie desnuda presentan una menor
longitud respecto de las construidas en la planicie de espartillar (Iribarne et al. 1997). En
ambas areas, la profundidad de las cuevas alcanza el nivel de agua subterranea (Fanjul
et al. 2008). Los sedimentos son finos, con bajo (planicie con espartillar) o nulo
contenido de grava (planicie desnuda) y con alta penetrabilidad y contenido de materia
organica. Un esquema de la ubicacion, profundidad de las cuevas y caracteristicas del
sedimento se muestra en la Figura 3a (modificados de Luppi et al. 2012).

La Bahia de SAO (80 km?) se encuentra ubicada en el noroeste del Golfo San
Matias, en la provincia de Rio Negro (40°46’S, 64°50°0) y constituye un sistema eu-
hiperhalino (Fig. 1.1¢). Es una marisma seca, sin ingreso de agua dulce, a excepcion de
las escasas lluvias (en promedio, 240 mm/afio) (Luppi et al. 2012). Presenta un régimen
de macro mareas semi-diurno (hasta 9 m de amplitud) (Luppi et al. 2012). El
intermareal alto se encuentra dominado por S. perennis, mientras que el intermareal
medio presenta alternativamente planicies desnudas o dominadas por S. alterniflora
(Isacch et al. 2006) (Fig. 1.2b). Los cangrejos ocupan ambas zonas del intermareal,
alcanzando una densidad de 130 cangrejos m™ (Bas et al. 2005). En ambas areas, las
cuevas son poco profundas y no se encuentran conectadas con el nivel de agua
subterranea (Luppi et al. 2012). El contenido de materia organica en los sedimentos
(espartillar mayor que planicie desnuda) y la penetrabilidad (espartillar menor que
planicie desnuda) son bajos y el contenido de grava es alto (espartillar menor que
planicie desnuda). Un esquema de la ubicacién, profundidad de las cuevas y
caracteristicas del sedimento se muestra en la Figura 3b (modificados de Luppi et al.

2012).
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Fig. 1.2. Imagenes mostrando la planicie desnuda, el espartillar y el canal de marea (flecha) durante marea baja
en: a. Laguna Mar Chiquita. b. San Antonio Oeste. Ademas, en ambas imagenes se observan las cajas de
exclusion utilizadas en diversos experimentos (ver capitulo II).
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Fig. 1.3. Representacion esquematica de cada area de estudio. a. Laguna de Mar Chiquita. b. San Antonio
Oeste. MO: materia organica (en porcentaje), G: grava (en porcentaje), P: penetrabilidad (Kp cm™).
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Hipotesis

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, la hipotesis general de la presente tesis
establece que: las estrategias reproductivas y el sistema de apareamiento de Neohelice
granulata varian entre poblaciones que se encuentran en ambientes diferentes: LMC y
SAO. Como hipotesis derivadas se establece que:

[1] el sistema de apareamiento estd basado en la defensa de recursos (cuevas),

[2] las hembras presentan diversas estrategias relacionadas con la duracion de su
receptividad, la morfologia de la vulva y la anatomia del receptaculo seminal para
maximizar su éxito reproductivo,

[3] la eleccion de la pareja se lleva a cabo por parte de las hembras utilizando
distinto tipo de senales, y

[4] el comportamiento reproductivo de los machos varia de acuerdo a diversos
factores como la ROS, la talla del macho, la historia de apareamiento de la hembra (si
copul6 o no recientemente con otro macho), la duracion de la receptividad de las

hembras, y la presencia de cuevas.

Objetivos

En este contexto, el objetivo general de la presente tesis doctoral fue estudiar las
estrategias reproductivas y el sistema de apareamiento del cangrejo estuarial Neohelice
granulata en dos ambientes con caracteristicas fisico-biologicas diferentes: LMC y
SAO. Como objetivos particulares se planteo estudiar:

[1] si el sistema de apareamiento esta basado en la defensa del recurso “cuevas”,

[2] las diversas estrategias reproductivas desarrolladas por las hembras para
maximizar su éxito reproductivo,

[3] cudl es el sexo que selecciona a la pareja y qué tipo de sefales estan
involucradas en la eleccion de la pareja, y

[4] el comportamiento reproductivo de los machos en laboratorio considerando
diversos factores como la talla del macho, la ROS, la duracion de la receptividad de las
hembras, la presencia de cuevas y la historia de apareamiento de la hembra (si copul6 o

no recientemente con otro macho).
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Sistema de apareamiento de Neohelice granulata: efecto de la

arquitectura de la cueva

Introduccion

El sistema de apareamiento de una poblacién depende de las estrategias de
comportamiento utilizadas por los individuos en la obtenciéon de una pareja, en el
contexto de condiciones ecoldgicas limitadas, como la abundancia y distribucion de
recursos (Emlen y Oring 1977). Para una determinada especie, la naturaleza de la
asociacion sexual entre machos y hembras estd determinada por la competencia intra-
sexual y la eleccion de la pareja. Estas asociaciones varian considerablemente creando
una relevante diversidad de sistemas de apareamiento (Thornhill y Alcock 1983). De
acuerdo a las clasificaciones generales de los sistemas de apareamientos descriptas por
Emlen y Oring (1977) y, posteriormente por Christy (1987) para el caso especifico de
cangrejos braquiura, basadas en la forma de competencia entre machos por el acceso a
las hembras y la eleccion de éstos por parte de las hembras (ver detalle en el capitulo 1),
en el presente capitulo nos centraremos en el sistema de apareamiento “competencia
centrada en recursos”.

Respecto del tipo de sistema de apareamiento “competencia centrada en
recursos”, las cuevas constituyen importantes recursos que primariamente proveen
refugio contra la predacién en especies acuaticas, y en las semi-terrestres, contra las
condiciones fisicas extremas (Richardson 2007). Sumado a esto, en muchas especies de
cangrejos, la distribucion de recursos o el tipo de héabitat usado para la construccion de
una cueva, juegan una funciéon importante en el apareamiento como una adaptacion al
ambiente particular en el cual viven (Seiple y Salmon 1982; Salmon 1983; Wirtz y
Diesel 1983; Abele et al. 1986; Christy 1987; Lindberg y Stanton 1989). En estudios
detallados que describen la arquitectura de las cuevas, se ha demostrado que las mismas
varian de acuerdo a la diferente composicion del sedimento (Morrisey et al. 1999;
Katrak et al. 2008; Li et al. 2008; Needham et al. 2010). Por otro lado, muchos estudios
realizados en ocipddidos, muestran que la forma de las cuevas es diferente entre sexos,

teniendo la cueva de los machos una camara ensanchada terminal donde ocurre el
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apareamiento (Christy 2007). Ademas, comparaciones entre las caracteristicas de las
cuevas de los machos, indican que su forma tiene un efecto sobre la eleccion de éstos
por parte de las hembras (Backwell y Passmore 1996; deRivera 2005). En cangrejos
grapsoidea, algunos estudios han registrado que el apareamiento ocurre tanto en
superficie, como asi también, en el interior de las cuevas (Seiple y Salmon 1982;
Brockerhoff y MacLay 2005b). Sin embargo, la estructura detallada de las mismas no
fue caracterizada ni relacionada con el sexo del individuo que la construy6 ni con las
estrategias reproductivas.

Las asociaciones en el apareamiento son el resultado de un proceso complejo en
el cual tanto las estrategias reproductivas como el comportamiento de apareamiento
desarrollados por ambos componentes de la pareja juegan una funcidén importante
(Brockerhoff y McLay 2005a). Los cangrejos grapsoidea exhiben una considerable
diversidad de estrategias reproductivas en las cuales los machos activamente buscan y
cuidan hembras promoviendo la competencia intra-sexual, por ejemplo, a través de los
encuentros agonisticos. Las interacciones agonisticas ocurren cuando los individuos
pelean por recursos como la pareja, la comida o los refugios. Los individuos dominantes
pueden obtener y mantener un control prolongado sobre recursos ecoldgicos criticos, lo
cual resulta en una mayor cantidad de apareamientos y en un éxito reproductivo mayor
(Ellis 1995). Como consecuencia, las cuevas podrian ser importantes recursos utilizados
para el apareamiento, siendo defendidas por los machos y, de esta manera, promoviendo
la competencia intra-sexual.

Ademas de la competencia fisica tipica entre machos descripta en el parrafo
anterior, los mismos pueden competir en términos de competencia espermadtica, cuando
el esperma proveniente de distintos machos se mezcla en el receptaculo seminal de la
hembra y los espermatozoides compiten por fecundar a los ovocitos (Parker 1970). De
acuerdo a la conexion que existe entre el ovario y el receptaculo seminal, Diesel (1991)
caracterizo los receptaculos seminales de los Brachyura en dos tipos morfoldgicos:
dorsal y ventral (descriptos en detalle en el capitulo I). En el tipo dorsal, el primer
macho en copular a la hembra es el que tiene mayor probabilidad de fecundar a los
ovocitos, mientras que en el tipo ventral, el Gltimo macho en copular a la hembra es

quien tendria la ventaja.
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El riesgo de competencia espermatica dentro del receptaculo seminal puede ser
disminuido mediante el desarrollo de comportamientos de cuidado de la hembra post-
copulatorios por parte de los machos (Jivoff 1997b). Estos comportamientos de cuidado
post-copula han sido observados y descriptos en pocas especies de Grapsoidea como
por ejemplo, Hemigrapsus crenulatus y H. sexdentatus, aunque esto podria deberse a la
falta de estudios realizados en este grupo (Brockerhoff y McLay 2005b). El desarrollo
de un comportamiento de cuidado post-copula ha sido considerado como un
comportamiento adaptativo 6ptimo, el cual seria favorecido por la presencia de cuevas
en las cuales las hembras podrian ser cuidadas y defendidas por los machos.

En el presente capitulo, se estudiaron ambas poblaciones de Neohelice granulata
de la costa Argentina, la de la Laguna Mar Chiquita (LMC), y la de la Bahia de San
Antonio Oeste (SAO). Debe hacerse especial referencia a las condiciones diferenciales
del tipo y caracteristicas del sedimento de ambas areas de estudio, descriptas y
caracterizadas en detalle en el capitulo I (ver Fig. 1.3). El primer ambiente estd
compuesto por sedimentos finos (barro) con alta penetrabilidad, tipico de un ambiente
de baja energia; mientras que el segundo estd compuesto por sedimentos de textura
gruesa (grava) con baja penetrabilidad, tipico de un ambiente de alta energia. Las
cuevas alcanzan altas densidades y varian en tamafo, forma y condiciones fisico-
quimicas, dependiendo del habitat donde se construyan, planicie de Spartina o planicie
desnuda (Olivier et al. 1972; Iribarne et al. 1997; Escapa et al. 2007; Fanjul et al. 2008;
Silva et al. 2009). Si bien Iribarne et al. (1997) caracterizaron la forma de las cuevas en
LMC, en SAO, no se han realizado -caracterizaciones anteriormente, aunque
observaciones de campo muestran que las mismas son mas cortas y no conectadas con
el nivel de agua subterranea. La presencia de las cuevas amortigua las condiciones
fisicas extremas durante la marea baja, cuando tanto la planicie con espartillar como la
desnuda quedan descubiertas, disminuyendo los rangos de variacion de temperatura y/o
salinidad (Silva et al. 2009; Luppi et al. 2012).

Si bien se han realizado varios estudios en los cuales se compararon ambas
poblaciones considerando aspectos reproductivos y se identificaron caracteristicas
diferenciales relacionadas al tipo de habitat (descriptas en detalle en el capitulo I; Bas et
al. 2005, 2007, 2008; Ituarte et al. 2006); el modo en el cual las condiciones del habitat,

como el tipo de sedimento que afecta la arquitectura de las cuevas, influenciaria el
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sistema de apareamiento y las estrategias reproductivas desarrolladas por ambos sexos,

nunca han sido estudiadas con anterioridad al presente estudio.

Hipotesis

De acuerdo a la teoria de sistemas de apareamientos propuesta por Emlen y
Oring (1977) y las asociaciones reproductivas entre machos y hembras de los Brachyura
propuestas por Christy (1987), la hipdtesis general del presente capitulo establece que
N. granulata muestra un sistema de apareamiento basado en la defensa de recursos
(considerando a las cuevas como recursos importantes, refugios, controlados por los
machos), aunque el ambiente puede favorecer o desfavorecer estrategias de
apareamiento particulares mediante su efecto sobre la estructura de las cuevas. Como
hipotesis derivadas se establece que:

[1] machos y hembras construyen cuevas de distinta forma,

[2] la forma de las cuevas varia entre las areas de estudio de acuerdo a la
diferente granulometria y penetrabilidad del sedimento (caracteristicas descriptas en el
capitulo I), y entre hébitats (planicie desnuda y de espartillar),

[3] los machos desarrollan un comportamiento de cuidado post-copula que
consiste en defender a las hembras dentro de las cuevas y asi evitar la competencia
espermatica, y

[4] ocurren interacciones agonisticas entre machos en la defensa de sus cuevas y

de las hembras.

Objetivos

En este contexto, el objetivo general de este capitulo fue caracterizar la
arquitectura de las cuevas de N. granulata y evaluar su efecto sobre el sistema de
apareamiento de la especie. Como objetivos particulares se planteo:

[1] estudiar si la forma de la cueva es diferente entre machos y hembras

[2] estudiar si la forma de la cueva varia entre areas de estudio y entre habitats,

[3] estudiar si existe un comportamiento de cuidado post-copulatorio asociado a
la forma de la cueva, y

[4] estudiar si existen interacciones agonisticas entre machos por el acceso a las

hembras y cuevas.

20



Sal Moyano MP. Tesis doctoral | Capitulo II

Materiales y métodos

Muestreo

El muestreo se realizd durante las estaciones reproductivas de 2008/2009 y
2009/2010 en LMC, y 2009/2010 en SAO. Los individuos fueron medidos con calibre,
considerando al ancho de caparazén (AC) como la variable de referencia. Se
consideraron s6lo cangrejos funcionalmente maduros (>19 mm AC, Lopez Greco y
Rodriguez 1998). De acuerdo con estudios preliminares, se distinguieron distintas
categorias de individuos para ambas areas de estudio, LMC y SAO: [1] hembras
ovigeras (HO), 23.4-31.7 mm AC en LMC y 22.3-27.5 mm AC en SAO; [2] hembras
no ovigeras (HNO), 22.1-0.9 mm AC y 21-25.6 mm AC; [3] machos chicos (MC), 25.9-
27.3 mm AC y 21.4-27.5 mm AC y; [4] machos grandes (MG), 34.3-36.2 mm AC y

28.1-34 mm AC; respectivamente.

Caracterizacion de las cuevas

La caracterizacion de las cuevas se realizd mediante dos métodos distintos, en
ambos habitats (planicie desnuda y planicie con espartillar) y en ambas areas de estudio
(LMC y SAO): [1] un muestreo de cuevas encontradas en transectas localizadas al azar,
denominadas “cuevas al azar”, y [2] un experimento disefiado con el objetivo de asociar
la forma de la cueva con la categoria de cangrejo que la construyo, denominadas
“cuevas de exclusion”. El experimento consistioé en localizar un individuo de cada una
de las categorias (HO, HNO, MC y MG) en una caja de exclusion (30 cm de didmetro,
enterrada 15 cm) construida con malla plastica (10 mm de apertura), localizadas en
transectas en el area cubierta de cuevas, en pequeiias areas sin cuevas, permitiendo que
el cangrejo construya su cueva (Fig. 1.2, capitulo I). De acuerdo con los valores medios
de profundidad de las “cuevas al azar” muestreadas en [1], las “cuevas de exclusion”
fueron medidas diariamente hasta que alcanzaron medidas similares respecto de las
cuevas al azar. De esta manera, las cuevas de exclusion fueron mantenidas entre uno y
dos dias en SAQO, y entre seis y once dias en LMC. Luego, las cajas fueron retiradas y
las cuevas caracterizadas. Para la caracterizacion de ambos tipos de cuevas, al azar y de
exclusion, los cangrejos fueron sacados sin modificar la forma de la cueva, medidos y

sexados. Para obtener la forma de la cueva, se rellend la misma utilizando espuma de
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poliuretano expandido y luego de 30 min de secado, los moldes fueron excavados y
transportados al laboratorio.

En el laboratorio, se midieron y se registrd: los didmetros méximo y minimo, la
longitud de los moldes, y el nimero de entradas y ramificaciones de cada molde de
cueva. Para reconocer la presencia de un ensanchamiento a modo de cdmara en una
cueva y diferenciarlo de las cuevas rectas, sin ensanchamientos, se calculd la diferencia
entre el didmetro maximo y minimo. Esta medida se utiliz6 como la variable
dependiente, denominandosela “diferencia del ancho de la cueva”. Asi, valores altos de
dicha variable indicarian la presencia de una camara, mientras que valores pequefios
indicarian la presencia de cuevas rectas, independientemente de la talla de cangrejo. Se
obtuvieron de nueve a 15 réplicas para cada categoria de cangrejo, para las cuevas al
azar o de exclusion en ambos habitats y en ambas areas de estudio.

Se utilizaron modelos lineales generalizados (MLG) para testear
simultdneamente los efectos e interacciones de diferentes factores independientes:
habitat (planicie desnuda o planicie con espartillar), categoria del individuo (HO, HNO,
MC y MQG), disefio experimental (cuevas al azar o de exclusidon) y areas de estudio
(LMC y SAO); respecto de la variable dependiente “diferencia del ancho de la cueva”.
Respecto de la variable dependiente “longitud de las cuevas”, se utilizaron MLG para
testear los efectos e interacciones de esta variable respecto de los mismos factores
independientes descriptos.

Para calcular la relacion entre el nimero de dias que un cangrejo utilizo en la
construccion de una cueva y la longitud de la misma, como una medida del esfuerzo del
cangrejo invertido en la construccion de su cueva, se tomaron dos sub-muestras, una de
26 y otra de 23 moldes de cuevas de exclusion (correspondientes a las cuatro categorias
de individuos) obtenidos en LMC y SAO, respectivamente. Los valores de esfuerzo
invertido en la construccion de cuevas fueron comparados entre areas de estudio

mediante un Test-t.
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Experimentos de comportamiento de apareamiento: efecto de la forma de la
cueva

Para evaluar experimentalmente la relacion entre la forma de la cueva y el
apareamiento, incluyendo el comportamiento de cuidado post-copulatorio, se realizé un
experimento de exclusion en ambas dareas de estudio durante las estaciones
reproductivas de 2009/2010 y 2010/2011. Los experimentos incluyeron MC, MG,
cuevas con ensanchamientos y cuevas rectas, dispuestos en cuatro tratamientos (T):

[T1] un MC y una cueva recta,

[T2] un MG y una cueva con ensanchamiento,

[T3] un MC y una cueva con ensanchamiento y

[T4] un MG y una cueva recta.

Las cajas de exclusion (1 m?, 15 cm profundidad) construidas con malla pléstica
(10 mm de apertura) fueron localizadas en la planicie desnuda. Todos los cangrejos
encontrados en las cuevas encerradas dentro de las cajas de exclusion fueron removidos
y, de acuerdo al tratamiento, las cuevas requeridas fueron dejadas intactas mientras que
el resto fueron eliminadas rellendndolas con sedimento del ambiente. La presencia de
cuevas rectas o con ensanchamientos fue distinguida manualmente utilizando una varilla
de alambre. Para las cuevas con camaras, se utilizaron solo aquellas que las poseian en
su parte superior, dado que si la copula ocurria dentro de la cueva, en la cdmara, la
misma podia reconocerse visualmente desde la superficie. De acuerdo al tratamiento, un
MC o un MG, denominado como el “macho residente” fue colocado en la caja de
exclusion, y se registré la ocupacion de la cueva. Luego, se agregd una hembra
receptiva, la cual fue reconocida por la presencia del opérculo moévil de la vulva (ver
resultados capitulo III). El observador se encontraba localizado a 30 cm de la caja de
exclusion, suficiente distancia que permitié observar a los individuos evitando afectar
su comportamiento. Se registro el lugar donde ocurrié la cépula —dentro o fuera de las
cuevas— y, aquellos casos en los cuales no se observo copula, no fueron considerados.
Una copula fue considerada exitosa cuando se observd el pleon del macho y el de la
hembra abiertos y los gonopodos del macho insertos en la vulva de la hembra. El
numero de machos que copuld dentro versus fuera de las cuevas fue registrado y
comparado entre tratamientos y entre areas de estudio a través de un andlisis log-linear

(Norman y Streiner 1996; Zar 1999), considerando como hipodtesis nula la
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independencia entre el niumero de individuos copulando dentro de las cuevas y (1) el
area de estudio, (2) los tratamientos. Para analizar si el nimero de machos que copuld
dentro de las cuevas versus fuera de las mismas fue dependiente del tratamiento, se
realiz6 un Test de Chi-cuadrado de independencia.

Una vez finalizada la copula, la existencia de algiin comportamiento de cuidado
post-copula se registro en cada experimento durante 1 h. Un comportamiento de
cuidado post-copula fue considerado exitoso cuando el macho logré retener a la hembra
entre sus pereidpodos (copula dentro o fuera de las cuevas) o bloqueé la entrada de la
cueva previniendo que la hembra escapara hasta la finalizacion del experimento (copula
dentro de las cuevas). Se registré ademas, el lugar donde ocurrio el comportamiento de
cuidado post-copula —dentro o fuera de las cuevas— El nimero de machos que
desarrolld un comportamiento de cuidado post-copula exitoso fue comparado entre
tratamientos y entre areas de estudio a través de un andlisis log-lineal considerando la
hipétesis nula de independencia entre el nimero de individuos que desarrollaron un
comportamiento de cuidado post-copula y (1) el area de estudio, (2) los tratamientos. Se
realizéd un Test-G posterior para analizar si las diferencias en el desarrollo de un
comportamiento de cuidado post-copula dentro o fuera de las cuevas fue dependiente
del tratamiento.

Luego de que el primer macho hubiera copulado (y cuidado) exitosamente a la
hembra, se agregd un segundo macho de talla similar al macho residente, reconocido
como el “macho intruso”, y marcado con una mancha circular de esmalte de unas de
color localizada en el caparazon. El resultado a registrar de este experimento fue el
siguiente: el macho —residente o intruso— localizado dentro de la cueva, o cuidando a la
hembra, o ambas cosas luego de 1 h de observacion, fue considerado el “ganador” del
encuentro, mientras que el macho localizado fuera de la cueva o sin cuidar a la hembra
fue considerado el “perdedor” del encuentro. Independientemente del tratamiento, luego
de la adicion del macho intruso, el nimero de machos —residentes versus intrusos- que
ganaron los recursos “cuevas” o “hembras” fueron registrados y comparados mediante
areas de estudio utilizando un Test de Chi-cuadrado de independencia. En caso de
encontrarse diferencias entre areas de estudio, las frecuencias observadas y esperadas de
machos residentes versus intrusos ganando cada recurso fueron comparadas utilizando

un Test de Chi-cuadrado de adherencia. Independientemente del tipo de macho —
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residente o intruso—, el numero de machos total que gand ambos recursos fue
comparado entre areas de estudio utilizando un Test de Chi-cuadrado (dado que pocos
machos residentes en SAO ganaron ambos recursos, no se pudieron analizar
estadisticamente las diferencias entre ambos tipos de machos y entre areas de estudio).
El nimero y duracion de los encuentros agonisticos entre machos residentes
versus intrusos fue registrada y comparada entre areas de estudio utilizando un Test-t
luego de una transformacion logaritmica de los datos. El ntimero de encuentros
agonisticos se refiere a cada vez que el par de machos tuvo contacto fisico mediante la
utilizacion de sus quelas y se separaron, mientras que la duracion de los mismos, se
refiere al tiempo total que el par invirtidé en todos los encuentros en cada experimento.
La mayoria de las interacciones agonisticas ocurrieron fuera de las cuevas o dentro de
las cuevas pero cerca de la superficie y pudieron ser facilmente cuantificadas. Sin
embargo, en escasas ocasiones y durante pocos segundos ambos machos entraron
profundamente en las cuevas por lo cual durante estos cortos periodos las interacciones
no pudieron ser reconocidas. Se obtuvieron diez réplicas por tratamiento. Todos los
experimentos fueron realizados durante marea baja en dias soleados o nubosos y la

temperatura vari6 entre 23°C-28°C.

Resultados

Variacion en la forma de la cueva entre individuos y entre areas de estudio

Respecto de la variable dependiente “diferencia del ancho de la cueva”, los
MLG mostraron efectos significativos de los factores “categoria del cangrejo”, “disefio
experimental” y “drea de estudio”, mientras que no se encontrd un efecto del “habitat”
(Tabla 1). El efecto significativo de “categoria del cangrejo” indicd que la forma de las
cuevas vario entre individuos, en las cuevas al azar y de exclusion, en ambas areas de
estudio (Fig. 2.1). De esta forma, dos tipos de cuevas fueron identificadas en ambas
areas de estudio.

En LMC, las cuevas que presentaron un ensanchamiento a modo de “camara”,

ubicado en la parte superior o media de su longitud, fueron asociadas con los MG,
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mientras que las cuevas rectas con forma de tubo se asociaron a los MC, HO y HNO
(Fig. 2.2a).

En SAOQ, las cuevas presentaron una entrada ensanchada —a modo de cdmara— o
angosta continuando con la forma recta de tubo y fueron asociadas a MG o MC, HO y
HNO; respectivamente (Fig. 2.2b). Una diferencia de tamaiio entre el ancho maximo y
minimo de la cueva similar a 18 mm o mayor se considero indicador de la presencia de
un ensanchamiento o cdmara para ambas areas de estudio. Las diferencias de didmetro
maximas y minimas fueron 55 mm y 1.3 mm para LMC, y 29.7 mm y 0.1 mm para

SAO, respectivamente.

Tabla 1. Modelo lineal generalizado mostrando el efecto de los factores independientes “habitat”,
“categoria del cangrejo”, “disefio experimental: cuevas al azar o de exclusion” y “area de estudio” y sus
interacciones respecto de la variable dependiente “diferencia del ancho de la cueva”, definida como la
diferencia entre el ancho maximo y minimo de la cueva.

Efecto SS Grados de libertad MS F p
Intercepto 53415,87 1 53415,87 771,62 ***
(1) Habitat 11,15 1 11,15 0,16 ns
(2) Categoria del cangrejo 16502,09 3 5500,70 79,46 ***
(3) Disefio experimental 357,15 1 357,15 5,15
(4) Area de estudio 5457,42 1 545742 78,83 k¥
1x2 42,12 3 14,04 0,20 ns
1x3 0,11 1 0,11 0,00 ns
2x3 174,38 3 58,13 0,83 ns
1x4 346,24 1 346,24 5,00 **
2x4 373,62 3 124,54 1,79 ns
3x4 364,97 1 364,97 527 **
1x2x3 52,21 3 17,40 0,25 ns
1x2x4 294,04 3 98,01 1,41 ns
1x3x4 6,34 1 6,34 0,09 ns
2x3x4 228,40 3 76,13 1,09 ns
1x2x3x4 24,18 3 8,06 0,11 ns
Error 20905,94 302 69,22

Valores p significativos: ** p<0.01, ***p<0.001
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Fig. 2.1. Diferencia del ancho de la cueva (definida como la diferencia entre el ancho maximo y minimo de la
cueva) respecto de los factores independientes: “categoria del cangrejo” incluyendo hembras ovigeras, hembras
no ovigeras, machos chicos y machos grandes, “disefio experimental” incluyendo cuevas al azar o cuevas de
exclusion, y “area de estudio” incluyendo la Laguna de Mar Chiquita y San Antonio Oeste. (Los simbolos
representan la media y las lineas verticales el desvio estandar).
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Fig. 2.2. Moldes de las cuevas de Neohelice granulata. a. Moldes de cuevas construidos en la Laguna de Mar
Chiquita. Dos tipos de forma de cueva fueron encontrados: con un ensanchamiento a modo de camara en la parte
superior o media de la longitud de la cueva (ver flechas), o sin ensanchamientos, como tubos rectos. b. Moldes de
cuevas construidos en San Antonio Oeste. Dos tipos de forma de cueva fueron encontrados: con una entrada
ensanchada (ver flechas), y con una entrada recta.

El efecto significativo entre los factores “disefio experimental” y “areas de
estudio” mostré que los MG construyeron y ocuparon cuevas con camaras (LMC) o
entradas ensanchadas (SAQO), mientras que las HO y HNO construyeron y ocuparon
cuevas rectas en ambas areas de estudio. Por el contrario, respecto de los MC se
encontraron diferencias entre areas de estudio: en LMC, se encontraron ocupando
cuevas con camaras en los muestreos al azar, pero construyeron cuevas rectas en los
experimentos de exclusion; mientras que en SAO construyeron y ocuparon cuevas
rectas (Fig. 2.1). Aunque no se encontrd un efecto significativo del factor “habitat”, la
interaccion significativa entre “héabitat” y “area de estudio” mostrada en la Tabla 1,
indic6 que hubo una pequeia diferencia en la variable “diferencia del ancho de la
cueva” siendo mayor en el espartillar respecto de la planicie desnuda en LMC, mientras
que en SAO no se encontraron diferencias.

Respecto de la variable dependiente “longitud de las cuevas”, los MLG
mostraron un efecto significativo e interaccion de los factores “hébitat” y “area de
estudio”, mientras que no se encontrd6 para ‘“categoria del cangrejo” y ‘“disefio
experimental” (Tabla 2). Las diferencias entre habitats fueron encontradas para LMC:

las cuevas presentaron una mayor longitud en el espartillar respecto de la planicie
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desnuda, mientras que en SAO no se encontraron diferencias (Fig. 2.3). Las diferencias
entre areas de estudio mostraron que las cuevas presentaron una mayor longitud en
LMC respecto de SAO. El largo maximo y minimo fue 779 mm y 240 mm para LMC vy,
105 mm y 46 mm para SAO, respectivamente. Respecto del nimero de entradas y
ramificaciones de los moldes, algunas cuevas de LMC presentaron una o dos
ramificaciones, y en algunos casos dos entradas, mientras que las cuevas de SAO nunca
presentaron ramificaciones ni mas de una entrada.

Se encontraron diferencias respecto del esfuerzo de los cangrejos (calculado
como la relacion entre el numero de dias que el cangrejo tardod en construir una cueva y
la longitud de la misma) requerido para la construccion de sus cuevas entre areas de
estudio: los individuos de SAO presentaron un mayor esfuerzo respecto de los de LMC

(t=3.93, p<0.001, LMC=0.014+0.007, SAO=0.022+0.01).

Tabla 2. Modelo lineal generalizado mostrando el efecto de los factores independientes “habitat”,
“categoria del cangrejo”, “disefio experimental: cuevas al azar o de exclusion” y “area de estudio” y sus
interacciones respecto de la variable dependiente “longitud de las cuevas™.

Efecto SS Grados de libertad MS F p
Intercepto 25821670 1 25821670 3355,629 ***
(1) Habitat 432570 1 432570 56,214  *x*
(2) Categoria del cangrejo 18451 3 6150 0,799 ns
(3) Disefio experimental 2609 1 2609 0,339 ns
(4) Area de estudio 14343100 1 14343100 1863,943 ***
1x2 6394 3 2131 0,277 ns
1x3 2679 1 2679 0,348 ns
2x3 4066 3 1355 0,176 ns
1x4 479357 1 479357 62,294  FxE
2x4 11203 3 3734 0,485 ns
3x4 1652 1 1652 0,215 ns
1x2x3 7229 3 2410 0,313 ns
1x2x4 8203 3 2734 0,355 ns
1x3x4 3581 1 3581 0,465 ns
2x3x4 4881 3 1627 0,211 ns
1x2x3x4 12037 3 4012 0,521 ns
Error 2308509 300 7695

Valores p significativos: *** p<0.001
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Fig. 2.3. Largo de la cueva (mm) respecto de los factores independientes: “habitat”, incluyendo a la
planicie desnuda y al espartillar, y “area de estudio”, incluyendo a la Laguna de Mar Chiquita y a San
Antonio Oeste. (Los simbolos representan la media y las lineas verticales el desvio estandar).

Comportamientos de copula y cuidado post-copula y encuentros agonisticos: efecto
de la forma de la cueva

El nimero de machos que copularon dentro versus fuera de las cuevas fue
independiente del area de estudio (y*=0.55, p=0.45), pero dependiente del tratamiento
(x°=46.88, p<0.001). Independientemente de la talla del macho (MC o MG), cuando la
cueva presentd una camara cerrada o entrada ensanchada (T2 y T3), la copula ocurri6 en
las mismas; mientras que en presencia de cuevas rectas (T1 y T4), la copula ocurrid
fuera de las cuevas, en la superficie (LMC: y*=27.5, p<0.0001; SAO: y*=19.48,
p<0.001) (Fig. 2.4a, b, c, d; Tabla 3).

El nimero de machos que mostr6 un comportamiento de cuidado post-
copulatorio fue dependiente del 4rea de estudio (x*=16.36, p<0.001) y de los
tratamientos (x’=41.04, p<0.001). De acuerdo a esto, solo los machos de LMC

mostraron un comportamiento de cuidado post-copula exitoso respecto de los de SAO
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(x*=13.22, p<0.001). Consecuentemente, para los machos de LMC el desarrollo de un
comportamiento de cuidado post-copulatorio dependié del tratamiento (G=33.06,
p<0.001). En los T2 y T3, donde las cuevas presentaron una cdmara y la copula ocurrié
dentro de las mismas, se observd igualmente un cuidado de post-copula exitoso: los
machos ocuparon la entrada de la camara bloqueando la salida de las hembras (Fig.
2.4e, f; Tabla 3). En los T1 y T4, cuando la copula ocurrié en superficie (Fig. 2.4g), los
machos mantuvieron a las hembras entre sus pereidpodos o las transportaron

tomandolas con sus quelas, aunque raramente mantuvieron el control sobre las mismas

durante todo el tiempo experimental (Tabla 3).

Fig. 2.4. Cuevas de machos
de Neohelice granulata 'y
comportamiento de
apareamiento. a. Un macho
chico (flecha) en la entrada
de una cueva recta, sin
camara, en la Laguna Mar
Chiquita (LMC). b. Un
macho grande (MG) en una
cueva con camara en la parte
superior de la cueva en LMC.
c. Caja de exclusion utilizada
para los experimentos, el
observador se localice a 30
cm de la misma. d. Un MG
copulando con una hembra en
una camara de una cueva en
LMC. e. Un MG con una
hembra desarrollando un
comportamiento de cuidado
de la hembra post-copulatorio
en una camara de una cueva
en LMC. f. Un MG
desarrollando un
comportamiento post-
copulatorio de cuidado de la
hembra dentro de una cueva,
sosteniendo a la hembra con
su quela e impidiéndole
escapar en LMC. g. Un MG
copulando con una hembra en
la entrada ensanchada de una
cueva en San Antonio Oeste.
h. Pareja copulando fuera de
las cuevas.
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Tabla 3. Frecuencias observadas del nimero de individuos que copul6 dentro o fuera de las cuevas en la
Laguna de Mar Chiquita (LMC) y en San Antonio Oeste (SAO), y frecuencias observadas del nimero de
individuos que desarrollaron un comportamiento de cuidado de la hembra post-copulatorio exitoso dentro
o fuera de las cuevas o no lo desarrollaron, en LMC y SAO, en los tratamientos 1 (T1): un macho chico y
una cueva recta, 2 (T2): un macho grande y una cueva con camara, 3 (T3) un macho chico y una cueva
con camara y 4 (T4): un macho grande en una cueva recta.

Frecuencias observadas de individuos

T1 T2 T3 T4
MCL
Copula dentro de cuevas 0 9 7 0
Copula fuera de cuevas 10 1 3 10
SAO
Copula dentro de cuevas 0 7 6 0
Copula fuera de cuevas 10 3 4 10
MCL
Cuidado post-copulatorio dentro de cuevas 0 9 8 0
Cuidado post-copulatorio fuera de cuevas 3 0 1 8
Sin cuidado post-copulatorio 7 1 1
SAO
Cuidado post-copulatorio dentro de cuevas 0 4 3 0
Cuidado post-copulatorio fuera de cuevas 1 0 0 2
Sin cuidado post-copulatorio 9 6 7 8

Luego de la adicion del macho intruso, existieron diferencias en el nimero de
machos —residentes versus intrusos- que ganaron el recurso “cuevas” entre areas de
estudio (x*=6.19, p<0.05, Fig. 2.5a). En LMC no existieron diferencias entre el tipo de
macho que gané la cueva (x°=0.9, p=0.34), mientras que en SAO los machos residentes
fueron mds exitosos defendiendo y ganando las cuevas respecto de los intrusos (y°=8.1,
p<0.05). Ademas, existieron diferencias entre el nimero de machos que gano el recurso
“hembras™ entre 4reas de estudio (x*=8.38, p<0.05, Fig. 2.5b). En LMC, no existieron
diferencias entre el tipo de macho que gané la hembra (°=0.1, p=0.75), mientras que en
SAO los machos intrusos fueron mds exitosos en ganar las hembras respecto de los
residentes (y°=19.6, p<0.0001). El nimero de machos ganando ambos recursos, cuevas
y hembras, fue significativamente mayor en LMC respecto de SAO (3°=7.71, p<0.05,

Fig. 2.5¢). Consecuentemente, machos de LMC obtuvieron frecuentemente cuevas y
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hembras, mientras que los machos se SAO obtuvieron cuevas o hembras pero raramente
ambos recursos.
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Fig. 2.5. Machos de Neohelice granulata. a. Comparacion entre el nimero (N) de machos residentes
versus intrusos que ganaron el recurso cuevas en la Laguna de Mar Chiquita (LMC) y San Antonio Oeste
(SAO). b. Comparacion entre el numero de machos residentes versus intrusos que ganaron el recurso
hembras en LMC y SAO. ¢. Comparacion entre el nimero de machos que ganaron ambos recursos,
cuevas y hembras, en LMC y SAO. (* p<0.05).
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El numero y la duracion de las interacciones agonisticas ocurridas entre machos

residentes versus machos intrusos fueron significativamente mayores en los individuos de

SAO respecto de los de LMC (t=4.72, p<0.001, Fig. 2.6a; t=4.37, p<0.001, Fig. 2.6b;

respectivamente).
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Fig. 2.6. Interacciones agonisticas entre machos de Neohelice granulata. Valores medios y deviacion
estandar del: a. Nimero de interacciones agonisticas entre machos residentes versus intrusos de la Laguna
de Mar Chiquita (LMC) y San Antonio Oeste (SAO): numero de veces que cada para tuvo contacto con
sus quelas y se separ6. b. Tiempo total (seg) que duraron las interacciones agonisticas entre los machos
residentes versus intrusos en LMC y SAO: tiempo total que cada par invirti6 en el encuentro durante todo
el experimento. (** p<0.01).

Discusion

Las estrategias de apareamiento de las especies dependen del potencial
ecologico y comportamental para monopolizar parejas (Emlen y Oring 1977). Los
diferentes habitats y comportamientos requeridos para sobrevivir en los mismos
cumplen una funcion importante en el modelado de los diferentes sistemas de
apareamiento (Brockerhoff y McLay 2005b). En el presente capitulo, se estudiaron dos

poblaciones de Neohelice granulata que habitan ambientes contrastantes, encontrando
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diferencias relacionadas con: [1] la forma de las cuevas entre areas de estudio y entre
distintas categorias de cangrejos que las construyeron, [2] el desarrollo de un
comportamiento de cuidado post-copula exitoso, y [3] el comportamiento agonistico
entre los machos; indicando que una variedad de estrategias de apareamiento estarian
asociadas a distintos tipos de ambientes, por lo cual, pareceria que el ambiente puede
favorecer o desfavorecer estrategias de apareamiento particulares mediante su efecto
sobre la forma de la cueva.

Las diferencias en la forma de la cueva entre areas de estudio podrian estar
relacionadas con la diferente granulometria del sedimento: mientras que sedimentos
finos de LMC facilitarian la construccion de cuevas profundas, los sedimentos gruesos —
grava— de SAQ, por el contrario, la dificultarian. Ademas, en LMC las camaras pueden
ser construidas a lo largo de la longitud de las cuevas, mientras que en SAO solo son
construidas en la entrada de la cueva dada su corta longitud. Este patron de variacion en
la forma de la cueva asociado a las caracteristicas del habitat tales como la composicion
del sedimento fue descripto también para otros Grapsoidea como por ejemplo
Austrohelice crassa (Morrisey et al. 1999; Needham et al. 2010) y Helograpsus
haswellianus (Katrak et al. 2008). Por otra parte, en estudios realizados en camarones
thalassinideos se encontraron cuevas mas profundas en habitats de costas barrosas
respecto de las arenosas, indicando que las caracteristicas del tipo de sedimento
modifican la estructura de la cueva (Griffis y Chavez 1988; Li et al. 2008). La
diferencia en la longitud de las cuevas de N. granulata entre habitats (espartillar y
planicie desnuda) fue caracterizada primeramente por Iribarne et al. (1997), quién
ademas propuso que las diferencias entre hébitats asociadas a la inclinacion y tipo de
entrada de las cuevas se relacionan con distintos modos troficos. Posteriormente, Escapa
et al. (2007) demostraron que la longitud y el ancho maximo de las cuevas varian entre
las planicies con espartillar y los canales de marea, provocando la erosion de las
marismas. Si bien, en los estudios mencionados anteriormente se encontraron
diferencias en la forma de la cueva respecto de las caracteristicas del sedimento, en
ninguno de ellos se estudio si la forma de las cuevas esta asociada al sexo o talla de los
constructores y si afecta las estrategias reproductivas y el sistema de apareamiento como

se demuestra en el presente capitulo para N. granulata.
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Las diferencias encontradas en la forma de la cueva entre las distintas categorias
de individuos fueron asociadas con la copula. Asi, los MG construyeron cuevas con
camaras o entradas ensanchadas en las cuales ocurrié la cépula con las hembras,
mientras que los MC construyeron las mismas cuevas rectas que las hembras en las
cuales la copula no fue observada. Existen pocos estudios en cangrejos grapsoidea que
hayan informado que la copula ocurre dentro de las cuevas, como por ejemplo en A.
crassa (Brockerhoff y McLay 2005b) y probablemente en Sesarma reticulatum (ver
Seiple y Salmon 1982), aunque en ningln caso se relaciond la forma de la cueva con el
sistema de apareamiento. El caso para los cangrejos ocipddidos es diferente. Por
ejemplo, en Uca annulipes la arquitectura de la cueva varia entre sexos, siendo las
cuevas de los machos de mayor tamano respecto de las de las hembras, probablemente
debido a los mayores requerimientos de espacio de los machos dado su mayor tamafio
del cuerpo y de la quela (Lim y Diong 2003), y no asociadas al apareamiento. En
Ocypode ceratophthalma se encontraron diferencias en la forma de la cueva entre
juveniles y adultos, pero no entre sexos, las cuales fueron asociadas al comportamiento
respiratorio (ver Chan et al. 2006). Otro es el caso de Uca pugilator, en el cual los
machos construyen cuevas mas profundas con una camara terminal durante la estacion
reproductiva, posiblemente con fines para el apareamiento (Christy 1982).

Respecto de N. granulata, se encontraron diferencias entre sexos, pero ademas,
diferencias intra-sexuales, dado que tanto los machos chicos como los grandes
construyeron cuevas de distinta forma. En base a la hipdtesis acerca de que las cuevas
son recursos utilizados para el apareamiento, ambos tipos de machos desarrollarian
distintas estrategias reproductivas. Es esperable que los machos chicos no inviertan
energia en construir cuevas con camaras porque los machos grandes podrian pelear y
ganar esta cueva facilmente dada su mayor talla. De este modo, se puede proponer que
los machos grandes construyen y defienden cuevas con camaras utilizadas con fines
reproductivos, mientras que los machos chicos se aparean con hembras receptivas fuera
de las cuevas, que encuentran al azar en la superficie. Se ha establecido que el tipo de
habitat influye sobre las estrategias de los machos maximizando su éxito reproductivo
(Brockerhoff y McLay 2005b). En hébitats relativamente estables (donde la forma de la
cueva se mantiene por un periodo de tiempo determinado) los machos defienden sus

cuevas como sitios de apareamiento durante largos periodos (Seiple y Salmon 1982;
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Zimmerman y Felder 1991). La calidad de las cuevas puede ser considerada como un
importante criterio en la eleccion de la pareja por parte de la hembra, dado que la
estructura de la cueva influenciaria potencialmente el éxito reproductivo (Christy 1982;
Backwell y Passmore 1996). Aunque en el cangrejo violinista Uca annulipes no se
encontro relacion entre la talla del macho y la calidad de la cueva, se sugiere que las
hembras utilizarian al menos dos criterios independientes al elegir potenciales parejas:
basados en la talla del macho o en las caracteristicas de sus cuevas (Backwell y
Passmore 1996). En este estudio, se observo que la talla de los machos de N. granulata
(chicos o grandes) se relacion6 con la forma de la cueva. Posiblemente, las hembras
seleccionen la pareja en base a la combinacion de la calidad del recurso (cuevas) y la
talla del macho. Las cdmaras encontradas en las cuevas podrian constituir un indicador
legitimo de la calidad del macho para las hembras, indicando que el macho es capaz de
construir una cueva con camara en la cual puede ocurrir el apareamiento.

En relacion a ambas arecas de estudio, en LMC se encontraron diferencias
respecto de las cuevas al azar y las construidas en las exclusiones: en las cuevas
muestreadas al azar se pudieron encontrar machos chicos en cuevas con camaras
construidas por los machos grandes. Dados los resultados encontrados en el presente
capitulo acerca del esfuerzo diferencial invertido en la construccion de cuevas entre
areas de estudio, en LMC el menor esfuerzo registrado, podria explicar la variacion
observada entre la forma de la cueva y el cangrejo encontrado en su interior, debido a
que los machos podrian intercambiar mas facilmente sus cuevas. Por el contrario, en
SAO solo los machos grandes fueron encontrados en cuevas con entradas ensanchadas
tanto en cuevas al azar como en cuevas de exclusion. En este caso, esta distribucion mas
precisa en la cual machos chicos y grandes ocupan cuevas construidas por ellos mismos
podria ser explicada dado que la construccion de una cueva en este tipo de ambiente
insume un alto costo energético —de acuerdo con los resultados presentados acerca del
esfuerzo invertido en la construccion de cuevas entre areas de estudio— vy,
consecuentemente, los machos preferian defender sus cuevas una vez que las han
construido.

Ademas, los experimentos de comportamiento muestran que los machos
residentes de SAO ganaron cuevas mds frecuentemente que hembras. Esto indicaria que

los duefios de las cuevas (machos residentes) defenderian sus cuevas, siendo posible que
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copulen con una hembra que se acerque e ingrese a ellas, aunque en presencia de un
macho intruso, preferian defender su cueva mas que la hembra. Puede sugerirse que,
habiendo invertido gran cantidad de esfuerzo en la construcciéon de una cueva, los
residentes podrian ser “perdedores” si perdieran su cueva so6lo por el cuidado de una
hembra, por lo cual, una mejor estrategia a largo plazo consistiria en sobrevivir y
esperar futuras oportunidades de apareamiento, sustentando la hipdtesis acerca de los
altos costos energéticos asociados con la construccion de una cueva en esta area de
estudio. Adicionalmente, se puede sugerir que en SAO la funcidn primaria de las cuevas
esta relacionada con la proteccion contra la desecacidbn, mas que con fines
reproductivos, lo cual podria estar asociado con los mayores tiempos de exposicion
durante marea baja. Por el otro lado, en LMC machos residentes o intrusos ganan
alternativamente cuevas o hembras, indicando interacciones mas flexibles posiblemente
relacionadas con un habitat menos costoso energéticamente en términos de construccion
de una cueva.

El nimero y la mayor duracion de los encuentros agonisticos entre machos de
SAOQO con respecto a los de LMC también indican que la agresividad de las interacciones
estaria relacionada con las caracteristicas ambientales diferenciales de ambas areas de
estudio. Se ha establecido que la intensidad de los enfrentamientos podria variar entre
poblaciones de acuerdo a [1] las condiciones determinando el costo o beneficio de ganar
el encuentro (como por ejemplo la relaciéon operacional de sexos o la duracion del
periodo reproductivo), y [2] el costo fisico de involucrarse en un comportamiento
agresivo y las oportunidades de ganar el encuentro (dependiendo por ejemplo de las
estructuras sexuales secundarias) (Jormalainen et al. 2000). Mas atn, la inversion en el
comportamiento agresivo deberia co-evolucionar con otros caracteres que afectan el
resultado del enfrentamiento (Jormalainen et al. 2000). Consecuentemente, el
comportamiento agresivo diferencial entre ambas poblaciones de N. granulata podria
estar dependiendo de las diferentes caracteristicas de ambas areas de estudio. De esta
manera, la mayor exposicion durante la marea baja y el mayor esfuerzo invertido en la
construccion de las cuevas en SAO podria estar explicando la mayor agresividad de los
machos.

Los comportamientos de cuidado post-copulatorios de la hembra son altamente

flexibles y su duracion depende del contexto socio-sexual (Sainte-Marie et al. 2008). En
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N. granulata el comportamiento de cuidado de la hembra post-copula estuvo
relacionado con la forma de la cueva, y consecuentemente, con el area de estudio. En
LMC, la existencia de una camara cerrada en el interior de la cueva favoreceria que los
machos cuiden y sean exitosos en retener a las hembras en su interior, mientras que en
SAO, la existencia de una camara abierta, a modo de una entrada ensanchada, podria
estar relacionada con el desarrollo de un comportamiento de cuidado post-copula menos
exitoso. La alta proporcion de machos (residentes o intrusos) en LMC ganando ambos
recursos, cuevas y hembras, también indicaria que la presencia de una cdmara cerrada
favoreceria la defensa de la hembra, por lo tanto, el desarrollo de un comportamiento de
cuidado post-copulatorio exitoso. Brockerhoff y McLay (2005b) encontraron que en los
graposideos Hemigrapsus crenulatus y H. sexdentatus, el cuidado post-copulatorio
prolongado es una estrategia esperada que aumenta las probabilidades de fecundacién
de los machos. El desarrollo de un cuidado post-copulatorio de la pareja le permitiria al
macho asegurarse la paternidad de la progenie, dado que prevendria a machos rivales de
inseminar a la hembra, por lo tanto, reduciria el riesgo de competencia espermatica
dentro del receptaculo seminal (Parker 1970; Smith 1984). Lépez Greco et al. (1999)
describi6é que N. granulata presenta un receptaculo seminal del tipo “ventral” definido
por Diesel (1991). Consecuentemente, en N. granulata, las diferencias en el desarrollo
de un comportamiento de cuidado de la hembra post-copulatorio entre poblaciones
tendria importantes implicancias en el sistema de apareamiento: en LMC, los machos
serian mas exitosos en asegurase la paternidad de la descendencia con respecto a los
machos de SAO.

Diferentes poblaciones de la misma especie podrian presentar distintos sistemas
de apareamiento, siempre que los individuos de cada poblacion estén experimentando
condiciones ecoldgicas distintas. Sin embargo, el cambio de un sistema de apareamiento
a otro no so6lo dependeria de las condiciones del ambiente, sino también de cuan flexible
sean las especies en términos de comportamiento, fisiologia o atributos morfologicos
(Baeza y Thiel 2007). Como conclusion, se propone que en N. granulata las cuevas
construidas por los machos grandes constituyen sitios utilizados para el apareamiento,
que el desarrollo de un comportamiento de cuidado de la hembra post-copulatorio y
consecuentemente la paternidad de la progenie, dependen de la forma de la cueva

asociada con el area de estudio y la talla del macho. La intensidad de los encuentros
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agonisticos y la preferencia de los machos por ganar recursos como las cuevas, hembras
o ambos, también depende de las caracteristicas del ambiente. Por lo tanto, los machos
desarrollarian diferentes estrategias de apareamiento de acuerdo con el tipo de hébitat

para asegurar el éxito reproductivo.
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Receptividad de hembras de Neohelice granulata: diferentes

estrategias que maximizan su €xito reproductivo

Introduccion

Los sistemas de apareamiento dependen de determinadas condiciones ecoldgicas
tales como la abundancia y distribucion de los recursos y de hembras receptivas, en
espacio y tiempo, los cuales determinan el potencial para el desarrollo de la poligamia
(Emlen y Oring 1977; Shuster y Wade 2003). Emlen y Oring (1977) consideraron a la
distribucion espacial y temporal de hembras receptivas como un elemento importante
que modela los sistemas de apareamiento. Adicionalmente, los sistemas de
apareamiento son el resultado de estrategias reproductivas complejas empleadas por
hembras y machos. En el modelado de los sistemas de apareamiento de crustaceos, las
decisiones de las hembras deberian tener la misma importancia que las de los machos
(Brockerhoff y McLay 2005b). Se han realizado gran cantidad de estudios con el fin de
clarificar las estrategias de apareamiento desarrolladas por los machos para asegurar su
el éxito reproductivo (e. j. Goshima et al. 1996; Jivoff 1997a; Rondeau y Sainte-Marie
2001; Sato et al. 2006), aunque son pocos los que se han focalizado en las estrategias
empleadas por las hembras (e. j. Brockerhoff y McLay 2005a; Sainte-Marie et al. 2008;
Sato y Goshima 2007).

Existen dos mecanismos diferentes por medio de los cuales las hembras
optimizan su éxito reproductivo. Por un lado, el aumento de su fitness lo lograrian al
aparearse con gran cantidad de machos, incrementando la diversidad genética de su
descendencia (Andersson 1994; Jennions y Petrie 2000), mientras que por otro lado,
estudios mas recientes establecen que las hembras y su progenie se beneficiarian siendo
mondgamas, eligiendo un unico macho de “buenos genes” (Hunt et al. 2004; Jennions et
al. 2007). Ademas, especificamente la estrategia de las hembras braquiura deberia
consistir en maximizar la probabilidad de la fecundacion de los ovocitos mediante el
mantenimiento del esperma viable y del mantenimiento del receptaculo seminal lo mas
lleno posible (McLay y Lopez Greco 2011). En el caso de los machos, su éxito
reproductivo seria maximizado al aparearse con la mayor cantidad de hembras posibles
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(Trivers 1972; Clutton-Brock y Parker 1992). Ademas, especificamente el objetivo de
los machos braquiura consistiria en que su esperma ocupe la mayor parte del
receptaculo seminal de la hembra y que se ubique en una posicion en la cual se
favorezcan las chances de fecundacion de los ovocitos (McLay y Lopez Greco 2011).
Dependiendo de la estructura del receptaculo seminal, puede ser mejor ser el primero o
el ultimo en copular a la hembra (McLay y Lopez Greco 2011, ver detalle en capitulo I).
Ademas, el tiempo y la duracién de la receptividad de las hembras tendrian un impacto
sobre las estrategias reproductivas desarrolladas por los machos dado que estos deberian
elegir entre invertir tiempo cuidando una hembra receptiva o buscar otras hembras
receptivas con el objetivo de aumentar sus probabilidades de éxito reproductivo (Parker
1970).

La duracion de la receptividad de las hembras depende de factores externos
como la temperatura y/o el ciclo lunar (Zimmerman y Felder 1991; Caubet et al. 1998;
Flores y Negreiros-Fransozo 1998; Henmi y Murai 1999), o de factores internos como
el desarrollo de los ovarios y el periodo de muda (DeKleijn 1998). Ademas, existe
evidencia acerca de que algunas hembras de crustdceos pueden controlar su receptividad
(Brockerhoff y McLay 2005a; Cowan y Atema 1990; Thiel y Hinojosa 2003). Respecto
de los factores internos, se destaca el estado reproductivo de las hembras, incluyendo el
grado de desarrollo de los ovarios y las caracteristicas del receptaculo seminal. Cuando
el esperma proveniente de distintos machos es acumulado, el receptaculo seminal es el
sitio en el cual deberia ocurrir una eventual competencia espermatica (Orensanz et al.
1995; Sainte-Marie 2007). Atributos morfoldgicos del receptaculo seminal favorecen la
ruptura de los espermatoforos y el mantenimiento del esperma viable (Anilkumar et al.
1996, 1999), por lo cual, estarian involucrados en la competencia espermatica.

Adicionalmente, la forma de la vulva es otro factor interno que tiene importantes
implicancias en el tipo de apareamiento y en la duracion del periodo receptivo. En las
hembras de los Brachyura existen tres tipos de forma de cerramiento de la vulva: [1] por
simple acciéon muscular, [2] mediante un opérculo siempre moévil, y [3] mediante un
opérculo fijo, s6lo mévil durante determinados periodos, cuando la hembra se encuentra
receptiva (Hartnoll 1968, 2006; Thompson y McLay 2005). La capacidad del opérculo
de volverse movil es frecuentemente atribuida a un proceso de descalcificacion que
ocurre con anterioridad al apareamiento (Hartnoll 1969; Henmi y Murai 1999), aunque

esto no ha sido nunca demostrado experimentalmente.
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De esta forma, los factores que afectan el tiempo y duracion del periodo de
receptividad de las hembras, incluyendo la morfologia de la vulva y el estado
reproductivo, son elementos importantes que se utilizan para interpretar el
comportamiento de apareamiento y las estrategias que emplean las hembras para
maximizar su éxito reproductivo.

Existen dos tipos de apareamiento en los Brachyura relacionados con la forma
de la vulva, el tiempo y la duracion de la receptividad de las hembras, y el periodo de
muda: cuando el apareamiento ocurre [1] en post-muda (las hembras se encuentran
morfologicamente capaces de copular), o [2] en inter-muda (el opérculo de la vulva de
las hembras se vuelve temporalmente movil) (McLay y Lopez Greco 2011, descriptos
en detalle en el capitulo I). El tiempo y la duracién de la receptividad de las hembras
son importantes dado que determinan la relacion operacional de sexos (ROS, definida
en el capitulo I). En algunas especies de crustaceos, muchas hembras se vuelven
receptivas sincronicamente, reduciendo la oportunidad de los machos de copular con
multiples hembras (Sastry 1983). Por el contrario, hembras de otras especies se vuelven
receptivas asincronicamente resultando en una ROS desviada a favor de los macho,
promoviendo una fuerte competencia entre los machos por obtener una pareja y
aumentando el potencial de la seleccion sexual (Orensanz et al. 1995; Correa y Thiel
2003).

Estudios previos realizados en Neohelice granulata compararon la poblacion
ubicada en la bahia de San Antonio Oeste (SAO), y en el estuario de la Laguna de Mar
Chiquita (LMC), en los cuales las diferencias entre la estructura de la poblacion (Bas et
al. 2005), la biologia reproductiva (Ituarte el al. 2006), el namero, talla y composicion
de los huevos y el desarrollo embrionario (Bas et al. 2007, 2008) estuvieron
relacionadas con el tipo de habitat y las condiciones del ambiente. Estos estudios
demostraron que la estacion reproductiva es mas larga en LMC respecto de SAO,
extendida desde septiembre hasta febrero y desde noviembre hasta enero,
respectivamente, aunque las diferencias entre poblaciones respecto de los rasgos
reproductivos no estuvieron asociadas a un gradiente de temperatura latitudinal, sino a
la cantidad y calidad del alimento diferencial entre areas de estudio (Bas et al. 2007,
Ituarte et al. 2006). Durante la estacion reproductiva, los individuos de N. granulata
pueden desovar varias veces (Ituarte et al. 2004, 2006), aunque la duracion del periodo

receptivo no fue estudiada con anterioridad al presente capitulo. Es esperable que las
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hembras de ambas poblaciones desarrollen diferentes estrategias reproductivas respecto

del periodo receptivo asociado al tipo de habitat.

Hipotesis

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, se plantea como hipdtesis general del
presente capitulo que las hembras receptivas de N. granulata presentan un opérculo
movil el cual se descalcificara durante un periodo de tiempo determinado. Como
hipotesis derivadas se establece que:

[1] la forma de la vulva varia entre hembras receptivas y no receptivas,

[2] los niveles de calcio de la vulva en hembras receptivas son mdas bajos
respecto de las hembras no receptivas,

[3] la anatomia del receptaculo seminal varia entre hembras receptivas y no
receptivas,

[4] la duracioén del periodo receptivo varia entre poblaciones, y

[5] el mecanismo de ruptura de los espermatoforos estd asociado con la

condicion receptiva de las hembras.

Objetivos

En este contexto, el objetivo general del presente capitulo fue estudiar la
receptividad de hembras N. granulata y las estrategias asociadas a dicho proceso. Como
objetivos especificos se planted:

[1] caracterizar la morfologia de la vulva de hembras receptivas y no receptivas
mediante el uso de microscopia electronica de barrido (MEB),

[2] determinar si existen diferencias en los niveles de calcio u otros elementos de
la vulva entre hembras receptivas y no receptivas mediante el uso de la técnica EDAX-
MEB,

[3] estudiar la anatomia del receptaculo seminal de hembras receptivos y no
receptivas mediante el uso de técnicas histologicas,

[4] determinar la duracion de la receptividad de las hembras y evaluar diversos
factores que puedan influenciarla como la talla de las hembras, la presencia de machos o
el peso del contenido del receptaculo seminal; en las dos poblaciones, LMC y SAO, y;

[5] evaluar diferentes mecanismos involucrados en la ruptura de los

espermat6foros.
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Materiales y métodos

Obtencion y mantenimiento de individuos

Los muestreos se realizaron durante las estaciones reproductivas de 2008/2009,
2009/2010 y 2010/2011 en LMC y 2009/2010 y 2010/2011 en SAO. Los cangrejos
fueron medidos con calibre y se considerd al ancho del caparazén (AC) como la
variable de referencia. Los cangrejos maduros (>19 mm AC, Lopez Greco y Rodriguez
1998) fueron transportados al laboratorio y colocados en acuarios individuales con agua
de mar (0.3x0.35x0.25 m, 3 cm de agua), aireados permanentemente, mantenidos bajo
condiciones naturales de fotoperiodo y la temperatura fue controlada, variando de 23°C
a 27°C (media 24.5°C). Los individuos fueron alimentados diariamente con alimento
balanceado y el agua fue cambiada semanalmente. El periodo receptivo de las hembras
fue monitoreado en laboratorio mediante el chequeo de la movilidad del opérculo: el
pleon fue separado del térax y ambos opérculos fueron diariamente controlados
utilizando agujas, bajo lupa estereoscopica. Cuando el opérculo se encontrdé movil, este
pudo ser desplazado y las hembras se consideraron receptivas (Brockerhoff y McLay
2005c¢). La duracién de la receptividad de las hembras fue considerada desde el primer
dia que se encontr6 el opérculo movil hasta que este se volvid inmovil nuevamente
(durante el periodo de movilidad del opérculo, las hembras pudieron copular con los

machos y desovar, o ocurrié copula y el opérculo se volvid a inmovilizar sin desove).

Morfologia de la vulva

Para la descripcion de la vulva, se utilizaron 14 hembras receptivas (22.9-29.7
mm AC) y nueve hembras no receptivas (20.3-31.2 mm AC) las cuales fueron
sacrificadas en freezer a —15°C por aproximadamente 30 min y diseccionadas,
obteniéndose el area rodeando a la vulva. Las muestras fueron fijadas en 2.5%
glutaraldehido y acondicionadas en buffer 0.1 M de cacodilato de sodio a pH 7.2-7.4.
Posteriormente fueron deshidratadas en una serie graduada de alcoholes y secadas con
hexametildisilizano remplazando en punto critico, metalizadas en oro-paladio y

observadas en microscopio JEOL 6460.
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Niveles de calcio en la vulva

Para determinar si existen diferencias en los niveles de calcio u otros elementos
entre la vulva de hembras receptivas y no receptivas, se utilizaron 12 hembras no
receptivas (18.5-26.8 mm AC) y 11 hembras receptivas (19.6-27.2 mm AC). Ambos
tipos de hembras fueron sacrificadas en freezer a —15°C por aproximadamente 30 min y
diseccionadas, obteniéndose el area rodeando la vulva. Las muestras fueron secadas a
temperatura ambiente (23°C-25°C), metalizadas en oro-paladio y observadas en
microscopio JEOL 6460. Se diferenciaron tres areas en la vulva: el opérculo, la
membrana (ver resultados) y el exoesqueleto adyacente; las cuales fueron examinadas
utilizando la técnica EDAX-MEB. El objetivo de esta técnica consiste en determinar la
composicion quimica de las estructuras observadas y analizadas al MEB. Se realiz6 un
ANOVA para detectar diferencias en el peso atomico del calcio entre las tres areas
estudiadas (opérculo, membrana y exoesqueleto adyacente) para hembras receptivas y
no receptivas. En caso de detectarse diferencias se realizd un test de Tukey posterior

para reconocer las areas que diferian entre si.

Morfologia del receptaculo seminal

Para los estudios histoldgicos, de las hembras que se colectaron del campo y se
acondicionaron en laboratorio, se distinguieron dos grupos: 26 hembras receptivas que
desovaron (23.4-28.3 mm AC) y 20 hembras no receptivas, inmaduras o hembras que
recientemente se habian vuelto no receptivas sin desovar (16.7-29.4 mm AC). Ambos
grupos de hembras fueron sacrificadas en freezer a —15°C por aproximadamente 30 min.
Se diseccionaron los receptaculos seminales derecho e izquierdo. El estado de madurez
del ovario se clasific6 de acuerdo a su morfologia y color. Se consideraron ovarios
maduros aquellos que se encontraron cubriendo todo el hepatopancreas y presentaron
una consistencia granular y color violeta (estadio 5, Ituarte et al. 2004). Las muestras de
tejido se fijaron en solucion de Bouin durante 24 hs, se deshidrataron en una serie
graduada de alcoholes, se colocaron en xileno y se embebieron en parafina. Las
muestras fueron cortadas en secciones seriadas (5-7 pum) con microtomo Minot,
montadas en porta objetos y tefiidas con hematoxilina-eosina y Tricromico de Masson

para su observacion bajo microscopio de luz.
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Duracion de la receptividad: factores involucrados

Se determino la receptividad de las hembras de LMC (20.2-30.6 mm AC) y SAO
(21.4-28.2 mm AC) en condiciones de laboratorio. Los cangrejos se colectaron del
campo un mes antes del comienzo de la estacion reproductiva en cada area de estudio,
se transportaron al laboratorio y se acondicionaron en dos tratamientos:

[1] cuatro hembras,

[2] tres hembras y un macho.

Cuando una hembra se encontrd receptiva fue marcada con una marca circular
en el caparazon realizada con esmalte de color, y examinada diariamente hasta que la
misma se volvid no receptiva. Se registrd si la hembra desové o no. Se realizaron dos
tipos de estudios, uno de corto y otro de largo plazo. En los estudios de corto plazo, la
duraciéon de la receptividad fue relacionada con cuatro variables: [1] si las hembras
desovaron o no (Npmc=123, Nsao=78), [2] la talla de las hembras (Npmc=101,
Nsao=65), [3] la presencia de machos (Npmc=118, Nsa0=68), y [4] el contenido del
receptaculo seminal: inmediatamente que la hembra se volvio no receptiva en su primer
periodo receptivo de la estacion reproductiva, las hembras fueron sacrificadas en freezer
a —15°C por aproximadamente 30 min. Los receptaculos seminales derecho e izquierdo
fueron diseccionados y pesados, y se calculdo un promedio de ambos pesos (Npyc=63,
Nsao=47). En los estudios a largo plazo, se colectaron 16 hembras de LMC y 17
hembras de SAO un mes antes del comienzo de la estacion reproductiva (agosto en
LMC y octubre en SAO), las cuales fueron mantenidas en condiciones de laboratorio
durante toda la estaciébn reproductiva, septiembre-febrero y noviembre-enero,
respectivamente, en los dos tratamientos descriptos anteriormente. Se registro el nimero
de veces que cada hembra estuvo receptiva.

La normalidad y homogeneidad de varianzas se evalud antes de realizar tests
paramétricos. Cuando los datos no cumplieron con los supuestos de normalidad u
homogeneidad de varianzas, se aplicd a los datos transformaciones logaritmicas o se
realizaron tests no paramétricos. En los estudios a corto plazo, se realizo un ANOVA de
dos vias para testear diferencias en la duracion de la receptividad en relacion con el
status reproductivo de las hembras (hembras que desovaron y hembras que no
desovaron) y las dos areas de estudio. Para testear si la duracion de la receptividad

estuvo relacionada con el tipo de hembra (de receptividad corta o extendida, ver
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Resultados), el area de estudio, y la talla de las hembras o el peso del receptaculo
seminal, se realizaron dos ANCOVAs de dos vias, respectivamente. Para testear si la
duracion de la receptividad estuvo relacionada con la presencia de machos, el tipo de
hembra y el area de estudio, se realizé un ANOVA de tres vias. Para testear diferencias
en el peso del receptaculo seminal en relacion con el tipo de hembra y el area de
estudio, se realiz6 un ANOVA de dos vias. Se compararon las diferencias entre las
proporciones de hembras que desovaron o no entre areas de estudio utilizando un test de
Chi-cuadrado: cuando se encontraron diferencias en cada area, las frecuencias
observadas y esperadas fueron comparadas. Para las hembras de LMC, se tested si
existieron diferencias en la duracion de la receptividad entre los meses de septiembre a
febrero de las estaciones reproductivas 2008/2009, 2009/2010 y 2010/2011, utilizando
un test de Kruskal-Wallis. Para identificar los meses que difirieron entre si, se realizd un
test de Student-Newman-Keuls. En los estudios a largo plazo, dado que un pequefio
nimero de hembras pudieron ser mantenidas durante la estacion reproductiva completa,
el nimero de veces que las hembras estuvieron receptivas en ambos tratamientos fueron
considerados juntos y comparados entre areas utilizando un test-t. Debe ser explicitado
que algunas hembras se encontraron en el mismo acuario durante todo el experimento,
por lo cual, estos datos no fueron independientes y podrian afectar el comportamiento
(Cowan y Atema 1990). Los resultados fueron reportados como la media+desvio

estandar.

Experimentos de ruptura de espermatoforos

Un mes antes del comienzo de la estacion reproductiva se colectaron de la LMC
ejemplares de machos y hembras, los cuales fueron acondicionados en laboratorio. Se
sacrificaron diez hembras receptivas (23.3-30.5 mm AC), 10 hembras no receptivas
(24.9-32.3 mm AC) y 20 machos (25.4-33.1 mm AC) en freezer a —15°C por
aproximadamente 30 min. El receptaculo seminal (RS) y el ovario de las hembras, y los
vasos deferentes de los machos, fueron diseccionados y pesados. Se utilizd un peso
medio arbitrario de las muestras de tejido de 0.04+0.0056 g. Los ovarios y vasos
deferentes fueron cortados en secciones con el objetivo de obtener ovocitos y
espermatoforos (EPF) libres, mientras que un squash del RS fue obtenido. Las hembras
de N. granulata acumulan esperma y/o EPF en su RS, aunque la presencia de

espermatoforos es observada solo hasta 24 hs posteriores a la copula. Luego, los EPF
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son rotos y s6lo se observan espermatozoides libres. En el RS de las hembras utilizadas
para el presente experimento es improbable que se encuentren EPF dado que las mismas
fueron colectadas del campo con anterioridad al comienzo de la estacion reproductiva y
mantenidas aisladas de machos. Los EPF de N. granulata fueron reconocidos como
paquetes discretos, de forma elipsoidal, limitados por una delgada membrana y
conteniendo los espermatozoides. Los experimentos para determinar los posibles
mecanismos involucrados en la ruptura de los EPF se disefiaron considerando 5
tratamientos:

[1] EPF solos a modo de control,

[2] incubacion de EPF + el RS de una hembra receptiva,

[3] incubacion de EPF + el RS de una hembra no receptiva,

[4] incubacion de EPF + ovocitos de una hembra receptiva, y

[5] incubacion de EPF + ovocitos de una hembra no receptiva.

Todos los tratamientos se realizaron en un vaso de precipitado de vidrio de 5 ml
conteniendo 80% de agua de mar filtrada, y se mezclaron durante 10 min. Se obtuvo
una muestra de 0.2 ml con una pipeta, la cual fue montada en un portaobjetos, tefiida
con azul de metileno y observada bajo microscopio de luz. Los portaobjetos fueron
divididos previamente en cuadrantes de tamano similar con el fin de facilitar el conteo
de EPF. Se cont6 y se sumoé el nimero de EPF por cuadrante para cada tratamiento.
Estos valores fueron comparados entre tratamientos utilizando un test de Kruskal-Wallis
dado que los datos no presentaron normalidad ni homogeneidad de varianzas. Luego de
un test de Kruskal-Wallis significativo, se realizd un test de Student-Newman-Keuls
con el fin de identificar los tratamientos que difirieron entre si. Se obtuvieron 10
réplicas por tratamiento. La metodologia fue disefiada de acuerdo con Sarker et al.

(2009).

Resultados

Morfologia de la vulva
La vulva de las hembras, tanto de las receptivas como las de las no receptivas
consiste en dos porciones: un opérculo y una membrana (Fig. 3.1a). El opérculo se

observa como una protuberancia, que presenta una forma céncava hacia el lado de la
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membrana de modo de permitir la insercion del gonopodo durante la copula (Fig. 3.1a,
d). Sobre el opérculo, se observa la presencia de escasas setas aisladas de forma cénica
e insercion infracuticular (Fig. 3.1b). Estas setas pueden estar cubiertas y rodeadas por
secrecion (Fig. 3.1c). Se encontraron diferencias entre la membrana de hembras
receptivas y no receptivas. En las no receptivas, la membrana se presentd como una
superficie lisa (Fig. 3.1a). En hembras receptivas, la membrana se presentd como una
superficie arrugada, la cual permitié la movilidad y el desplazamiento del opérculo

hacia atras durante la insercion del gonopodo en la copula (Fig. 3.1d).

Fig. 3.1. Vulva de las hembras de Neohelice granulata. a. Hembras no receptivas caracterizadas por la
presencia de un opérculo (o) inmdvil y una membrana cuya superficie se observa lisa (m). Se encontraron
setas en la punta del opérculo (flechas). b. Vista detallada de setas simples conicas con insercion
infracuticular. La punta de la seta en la figura ha sido rota. ¢. Vista detallada de dos setas simples conicas
cubiertas y rodeadas por secreciones. d. Hembra receptiva con opérculo movil. Se encontrd el opérculo
(o) y una membrana cuya superficie se observa arrugada (m) permitiendo la movilidad del opérculo, dado
que el mismo puede ser desplazado hacia atrds por el gonopodo del macho durante la copula
(representado por la flecha).
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Niveles de calcio en la vulva

Entre hembras receptivas y no receptivas, se encontraron diferencias s6lo en los
niveles de calcio y no de otros elementos medidos tales como fésforo, silicio, aluminio,
sodio, magnesio, hierro, potasio y cloro. En hembras no receptivas (ANOVA, F=17.66,
p<0.0001), el peso atomico del calcio fue alto en la membrana (8.44+3.9) y el
exoesqueleto adyacente (11.32+2.93), pero bajo en el opérculo (4.82+0.65) (Fig. 3.2a, b,
c). El Test de Tukey posterior mostr6 diferencias entre el peso atomico del calcio entre
el opérculo y la membrana (p<0.01), el opérculo y el exoesqueleto adyacente (p<0.01),
mientras que no se encontraron diferencias entre la membrana y el exoesqueleto
adyacente. En hembras receptivas (ANOVA, F=120.34, p<0.0001), el peso atomico del
calcio fue bajo en el opérculo (2.75+1.03), y en la membrana (0.76+0.49), y alto en el
exoesqueleto adyacente (10.61+2.50) (Fig. 3.2d, e, f). El Test de Tukey posterior mostrd
diferencias entre el peso atdmico del calcio entre el opérculo y la membrana (p<0.05), el
opérculo y el exoesqueleto adyacente (p<0.01), y entre la membrana y el exoesqueleto

adyacente (p<0.01).
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Fig. 3.2. Niveles de calcio y otros elementos en vulva de hembras de Neohelice granulata. Hembra no receptiva: a, b, ¢. Hembra receptiva: d, e,
f. En cada panel se muestran: la foto de la vulva y el lugar en el cual se realiz6 la medicién de los niveles de calcio y otros elementos (cuadrados
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términos de peso atdmico (Wt%) y porcentaje atomico (At%); y el perfil de los niveles de calcio y otros elementos encontrados.
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Morfologia del receptaculo seminal

Macroscopicamente, el receptaculo seminal tiene una forma redondeada y es del
tipo ventral dado que el oviducto, a modo de tubo corto, se conecta con la parte ventral
del receptaculo seminal, cerca de la vagina. En las secciones histologicas, el receptaculo
seminal muestra la presencia de dos camaras, dorsal y ventral, rodeadas de capas de
tejido conectivo y muscular (Fig. 3.3a). Se observa la transicion entre dos tipos de tejido
diferentes, aunque una constriccion a modo de “velo” separando ambas camaras no se
reconoce (Fig. 3.3a). La camara dorsal presenta un epitelio multiestratificado de células
secretoras, cuyo grosor se modifica de acuerdo al estado de receptividad de las hembras.
En hembras receptivas, el epitelio presenta una o dos capas de células secretoras (Fig.
3.3b), mientras que en las no receptivas es multiestratificado mostrando una gran
actividad de las células secretoras dado que las mismas se encuentran formando
vesiculas de secrecion (Fig. 3.3c). La camara ventral presenta un epitelio simple de
células columnares, el cual se encuentra plegado en hembras virgenes (Fig. 3.3d),
mientras que se observa estirado en las no virgenes, lo cual indicaria la capacidad de
estiramiento de esta camara. Dicho epitelio de la cdmara ventral se encuentra recubierto
internamente por cuticula (Fig. 3.3e). En hembras inmaduras o en aquellas maduras que
se habian vuelto no receptivas recientemente sin desovar, se observa la presencia de un
tejido particular, caracterizado por poseer una gran cantidad de células densamente
empaquetas, en la unién del oviducto con la camara ventral del receptaculo seminal
(Fig. 3.3f, g, h). En hembras receptivas que desovaron, este tejido particular esta ausente
y el oviducto se conecta directamente con la cdmara ventral del receptaculo seminal. El
oviducto esté caracterizado por la presencia de un epitelio simple de células planas (Fig.
3.3h). Todas las hembras receptivas diseccionadas presentaron ovarios en su ultimo
estadio de madurez, caracterizados por su consistencia granular y color violeta, mientras
que todas las hembras receptivas que desovaron presentaron ovarios post-evacuados

caracterizados por su color transparente.
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Fig. 3.3. Receptaculo seminal de
hembras de Neohelice granulata. a.
Vista general de la camara dorsal (cd)
con un epitelio secretor y la camara
ventral (cv) con un epitelio simple. b.
Hembra receptiva, el epitelio
multiestratificado (ep) de la camara
dorsal presenta una o dos capas de
células secretoras las cuales se
encuentran produciendo secreciones
(s), rodeadas por una capa de tejido
conectivo (tc). ¢. Hembras no
receptivas, el epitelio (ep) presenta
multiples capas de células secretoras
cuyas secreciones se encuentran
formando vesiculas (v), rodeadas por
una capa de tejido conectivo (tc). Se
encontraron espermatozoides (epz)
rodeados de secreciones. d. Camara
ventral del receptaculo seminal de una
hembra inmadura. Vista detallada del
epitelio ventral plegado de células
columnares (ep) rodeado por capas de
tejido conectivo (tc) y muscular (mu)
rodeando las secreciones del

~ receptaculo seminal (s). e. Vista

~ detallada del epitelio simple plegado
- de la camara ventral internamente
rodeado de cuticula (flecha). f. Camara
ventral del receptaculo seminal de una
hembra inmadura. El ovario (ov)

conecta con el oviducto (0d) el cual
termina en una masa de células
densamente empaquetadas formando
un tejido particular (tp). La camara
ventral presenta un epitelio de células
columnares (ep) y esta lleno de
secreciones del receptaculo seminal
(s). g. Hembra madura que se ha
vuelto no receptiva recientemente sin
desovar. Células densamente
empaquetadas formando un tejido
particular (tp) son observadas en la
union del oviducto (od) y la camara
ventral (cv). h. Vista detallada de las
células densamente empaquetadas del
tejido particular (tp) en la union del
oviducto (od) y la camara ventral.
Notar el epitelio columnar (ep) de la
camara ventral y el epitelio del
oviducto de células planas (flechas).
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Duracion de la receptividad: factores involucrados

Los estudios de corto plazo mostraron que la duracion de la receptividad se
extendid entre dos y 16 dias en hembras de LMC, y entre uno y 12 dias en hembras de
SAO. Se encontraron diferencias en la duracion de la receptividad entre los factores
“estado reproductivo de la hembra” (hembras que desovaron y hembras que no
desovaron) (F=53.34, p<0.0001), y el area de estudio (F=447.68, p<0.0001): las
hembras que desovaron presentaron una receptividad mas corta respecto de las que no
desovaron y, las hembras de SAO presentaron una receptividad mas corta respecto de
las de LMC (Fig. 3.4, NLMC hembras que desovaron=08, NLMC hembras que no desovaron=29, Nsao
hembras que desovaron=02, N SAO hembras que no desovaron=16). Consecuentemente, se distinguieron
para ambas areas de estudio, dos tipos de hembras: [1] hembras que siempre desovaron
y presentaron una receptividad “corta” la cual se extendid entre dos y seis dias
(3.81£1.3) en LMC y entre uno y cuatro dias (2.17+0.97) en SAO; y [2] hembras que no
desovaron las cuales presentaron una receptividad “extendida” la cual se extendié entre
siete y 16 dias (9.65+3.08) en LMC, y entre cinco y 12 dias en SAO (6.55+1.81). En las

hembras receptivas, ambos opérculos, derecho e izquierdo, se volvieron moviles

simultaneamente.
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Fig. 3.4. Duracion de la receptividad en dias (d) entre los factores: “condicion de receptividad y desove”
incluyendo hembras de receptividad corta (RC) que desovaron y hembras de receptividad extendida (RE)
que no desovaron; y “areas de estudio” incluyendo Laguna Mar Chiquita (LMC) y San Antonio Oeste
(SAO). (Los simbolos representan la media y las lineas verticales el desvio estandar).
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El ANCOVA de dos vias mostré que la duraciéon de la receptividad de las
hembras dependid del tipo de hembra —con receptividad corta y desove versus con
receptividad extendida y sin desove— (F=192.64, p<0.0001), y del area de estudio
(F=36.96, p<0.0001), aunque no estuvo relacionada con la talla de las hembras (F=0.31,
p=0.58). E1 ANOVA de tres vias mostrd que la duracion de la receptividad no estuvo
relacionada con la presencia de machos (F=0.56, p=0.46), aunque fue dependiente del
tipo de hembra (F=279.95, p<0.0001) y del area de estudio (F=72.28, p<0.0001). El
ANCOVA de dos vias mostrd que la duracion de la receptividad estuvo relacionada con
el tipo de hembra (F=117.18, p<0.0001), el area de estudio (F=38.48, p<0.0001) y el
peso de los receptaculos seminales (F=24.61, p<0.01). Un ANOVA de dos vias
posterior mostr6 diferencias en el peso de los receptiaculos seminales respecto del tipo
de hembra (F=56.02, p<0.0001), el area de estudio (F=5.19, p<0.05), y entre la
interaccion de ambos factores (F=4.86, p<0.05): hembras con receptividades cortas de
ambas areas de estudio tuvieron peso similar del receptaculo seminal, mientras que las
hembras con receptividad extendida tuvieron receptidculos seminales de menor peso
respecto de las de receptividad corta y, diferente entre si, dado que las hembras con
receptividades extendidas de SAO tuvieron mayor peso del receptaculo seminal
respecto de las hembras de receptividad extendida de LMC (Fig. 3.5). Todas las
hembras diseccionadas presentaron ovarios en su ultimo estadio de desarrollo
caracterizados por su consistencia granular y color violeta, independientemente de la

duracion de la receptividad.
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representan la media
y las lineas verticales
el desvio estandar).

Se encontraron diferencias en la proporcion de los dos tipos de hembras, con

receptividad corta que desovaron y con receptividad extendida que no desovaron, entre

areas de estudio (x*=13.33, p<0.001, Ny mc=123, Nsa0=78): en SAO se encontré una

mayor proporcion de hembras que desovo respecto de las que no desovaron (x*=33.64,

p<0.001), mientras que proporciones similares de ambos tipos de hembras fueron

encontradas en LMC (3°=0.92, p=0.34) (Fig. 3.6).
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Fig. 3.6. Proporcion (%) de hembras de Neohelice granulata que desovaron o no en la
Laguna de Mar Chiquita (LMC) y San Antonio Oeste (SAO). (*** p<0.001).
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Se encontraron diferencias en la duracion de la receptividad de las hembras entre
los diferentes meses de la estacion reproductiva en LMC (Kruskal-Wallis, H=43.31,
p<0.001, Ni=118). Los resultados del test de Student-Newman-Keuls posterior
mostraron que la duracion de la receptividad se acortd a lo largo de la estacion
reproductiva: durante los meses de septiembre-octubre-noviembre las hembras
presentaron receptividades extendidas de siete a 12 dias (8.1643.2), durante noviembre-
diciembre las hembras tuvieron periodos receptivos de duracion intermedia de seis a
ocho dias (6.6+2.6), y durante diciembre-enero-febrero las hembras presentaron

periodos receptivos cortos de tres a cinco dias (4.9+£2.1) (Fig. 3.7).
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Fig. 3.7. Duracion de la receptividad de hembras de Neohelice granulata durante los meses de
la estacion reproductiva en la Laguna Mar Chiquita. Letras diferentes indican diferencias
significativas luego de un test de Student-Newman-Keuls (p<0.001).

Los estudios a largo plazo mostraron que hembras individuales pudieron adquirir

la condicion de receptivas y desovar durante un mismo periodo reproductivo hasta
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cuatro veces (3.56+0.67) las de LMC, y dos (1.62+0.48) las de SAO. Estas diferencias
entre areas de estudio fueron significativas (t=7.49, p<0.0001; LMC: N¢on machos=2, Nsin
machos:1 1; SAO Ncon machos:7a Nsin machoszlo)-

Experimentos de ruptura de espermatoforos

Se encontraron diferencias en la cantidad de EPF intactos entre tratamientos
(Kruskal-Wallis, H=30.24, p<0.001). El test de Student-Newman-Keuls posterior
mostro diferencias en los tratamientos 2 y 3 (en los cuales se incubaron EPF con el
receptaculo seminal de hembras receptivas y no receptivas, respectivamente) con
respecto a los tratamientos 1, 4 y 5 (donde los EPF se incubaron solos, o con ovocitos
de hembras receptivas y no receptivas, respectivamente) (Fig. 3.8). En los primeros, se
encontraron pocos EPF y muchos espermatozoides libres, mientras que en los tltimos se
encontrd gran cantidad de EPF intactos. Por lo tanto, las secreciones del receptaculo
seminal tanto de hembras receptivas y como de las no receptivas podrian estar
involucradas en los mecanismos de ruptura de la pared de los EPF, mientras que los

ovocitos de ambos tipos de hembras parecerian no intervenir en esta funcion.
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Fig. 3.8. Numero de espermatoforos (ESP) cuantificados en los tratamientos, 1, un
control de ESP solos, 2, ESP + receptaculo seminal de una hembra receptiva, 3,
ESP + el receptaculo seminal de una hembra no receptiva, 4, ESP + ovocitos de
una hembra receptiva y, 5, ESP + ovocitos de una hembra no receptiva. Letras
diferentes indican diferencias significativas luego de un test de Student-Newman-
Keuls (p<0.001).
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Discusion

Estos resultados sugieren que las hembras de Neohelice granulata tendrian la
capacidad de regular la duracion del periodo de receptividad y el momento del desove.
Por lo tanto, las hembras podrian controlar el momento de la fecundacion de acuerdo
con diferentes mecanismos internos relacionados con la morfologia de la vulva, el peso
del contenido del receptaculo seminal y atributos anatémicos de éste.

Para la mayoria de los cangrejos grapsoideos, la duracion de la receptividad se
desconoce, aunque se pueden distinguir dos grandes grupos: hembras que se encuentran
siempre morfologicamente capaces de copular y hembras cuya receptividad se
encuentra restringida morfoldégicamente a determinados momentos, cuando el opérculo
de la vulva se vuelve movil (ver Brockerhoff y McLay 2005¢). Las hembras de N.
granulata estuvieron receptivas y desovaron varias veces durante una misma estacion
reproductiva, aunque solo durante un periodo restringido cada vez, por lo cual
pertenecen al segundo grupo descripto anteriormente. La presencia de un opérculo
movil en hembras de N. granulata indicando el periodo de receptividad es similar a lo
descripto para otros Grapsiodea (Brockerhoff y McLay 2005a, b, c; Hartnoll 1965,
1968; Seiple y Salmon 1982). Hasta el momento, se habia sugerido que la capacidad de
la vulva de volverse movil ocurre debido a un proceso de descalcificacion (Hartnoll
1969; Henmi y Murai 1999). Sin embargo, este proceso se demuestra en el presente
capitulo dado los diferentes niveles de calcio encontrados en la membrana de la vulva
entre hembras receptivas y no receptivas. Respecto de la presencia de setas en el
opérculo de la vulva de las hembras de N. granulata, su morfologia es similar a las setas
en forma de “cuspide” descriptas por Beninger et al. (1991) para el primer gonopodo de
los machos de Chionoecetes opilio, por Garm (2004) para la maxila de Cherax
quadricarinatus, y por Scelzo et al. (2010) para el gonoporo de las hembras de Pagurus
exilis. Una funcion probable del tipo mecano-receptora fue sugerida para este tipo de
setas dada su insercion infracuticular, permitiendo los movimientos del gonopodo
durante la eyaculacion (Beninger et al. 1991). Una funcion similar puede ser también
sugerida para las setas del opérculo de la vulva de hembras de N. granulata, las cuales
podrian facilitar el posicionamiento del gonopodo durante la copula.

El receptaculo seminal de N. granulata fue inicialmente descripto por Lopez

Greco et al. (1999) quien indicé que perteneceria al tipo “ventral” descripto por Diesel
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(1991). En el presente capitulo se provee informacion mas detallada respecto del tipo
celular encontrado en la camara dorsal secretora y en la ventral, lo cual se corresponde
con la anatomia descripta para otros Brachyura (Ryan 1967; Johnson 1980; Beninger et
al. 1988; Diesel 1989;Sainte-Marie y Sainte-Marie 1998). Sin embargo, se encontraron
diferencias entre hembras receptivas y no receptivas de N. granulata respecto de la
funcion secretora del epitelio de la camara dorsal y la presencia de un tejido particular
en la union del oviducto y el receptaculo seminal. Respecto de las secreciones
producidas por las células glandulares de la cdmara dorsal, se han propuesto diferentes
funciones para las mismas, como por ejemplo, mantenimiento del esperma viable
(Subramoniam 1993; Anilkumar et al. 1996), ruptura de la pared de los espermatoforos
(Ryan 1967; Diesel 1989; Anilkumar et al. 1999), o facilitar la remocion del esperma
degradado (Sal Moyano et al. 2010). En el presente capitulo, las secreciones en hembras
no receptivas fueron mas abundantes y formaron vesiculas, lo cual indicaria que las
secreciones estarian involucradas en el mantenimiento del esperma viable durante el
estadio no receptivo, dado que las hembras de N. granulata pueden desovar varias veces
sin copular previamente cada vez en una misma estacion reproductiva (Lopez Greco et
al. 1999). De acuerdo con los resultados obtenidos en el experimento de ruptura de la
pared de los espermatoforos, las secreciones del epitelio dorsal podrian también estar
involucradas en la ruptura de los espermatoforos, aunque no se encontraron diferencias
entre las secreciones de hembras receptivas y no receptivas.

Respecto de la presencia del tejido particular en la union del oviducto y el
receptaculo seminal, este fue inicialmente descripto para el grapsoideo Eriocheir
sinensis y denominado como un tejido “valvular” (Lee y Yamazaki 1990). Durante el
desove, este tejido impediria que el esperma ingrese en el oviducto y favoreceria que los
ovocitos ingresen en el receptaculo seminal, como fue sugerido para algunos ocipodidos
(Lautenschlager et al. 2010). Més recientemente, este tipo de tejido fue también
encontrado en cangrejos pinotéridos y denominado como un tejido de “transferencia
holocrina” a través del cual los ovocitos deben pasar mediante las secreciones
holocrinas durante la ovulacion (Becker et al. 2011). Podria ser propuesto que este
tejido funcionaria como un mecanismo adicional de las hembras el cual les permitiria
elegir el momento de fecundar los ovocitos, dado que éste se encontrd presente en
hembras que no desovaron y ausente en las que si lo hicieron. De esta manera, puede

sugerirse que si las hembras lograran controlar y retrasar la fecundacion, mientras
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continllan apareandose, se acumularia mas esperma proveniente de distintos machos en
el receptaculo seminal, y de esta forma, se favoreceria la competencia espermatica.

Los factores que afectan la duracion del periodo de receptividad de hembras han
sido poco estudiados. En diferentes especies de cangrejos grapsoideos tales como
Hemigrapsus sexdentatus fue demostrado que en ausencia de machos, las hembras
pueden extender su receptividad (Brockerhoff y McLay 2005a, b); mientras que en
Cyclograpsus lavauxi y Helice crassa la duracion de la receptividad fue independiente
de la talla de las hembras y la presencia de machos en estudios a corto y largo plazo
(Brockerhoff y McLay 2005¢). En N. granulata fue demostrado que la duracion de la
receptividad fue independiente de la talla de las hembras y la presencia de machos,
aunque fue dependiente del contenido del recepticulo seminal: hembras con
receptaculos seminales con escaso contenido de esperma presentaron una receptividad
extendida, mientras que hembras con receptidculos seminales con gran contenido de
esperma presentaron una receptividad corta. Es posible que las hembras de muchas
especies de Decapodos puedan registrar la cantidad de esperma acumulado (Sainte-
Marie 2007), como parece ser el caso de algunos insectos (e. j. Sakurai 1998; Wedell
2005). Fue sugerido que en la langosta americana, Homarus americanus, las hembras
podrian monitorear el contenido de esperma acumulado, y de esta forma, regular la
cantidad de apareamientos de acuerdo a la cantidad de esperma requerido, durante el
periodo de intermuda (Atema y Steinbach 2007). En este estudio, se sugiere que las
hembras con receptaculos seminales con escaso contenido de esperma exhibirian un
periodo de receptividad extendido para copular con nuevos machos y (re)llenar sus
receptaculos seminales, en los cuales el esperma seria mezclado y, consecuentemente,
se favoreceria la competencia espermatica. La acumulaciéon de esperma en el
receptaculo seminal les otorga a las hembras la oportunidad de acumular esperma
proveniente de distintos machos (e. j. Diesel 1991; Jensen et al. 1996; Gosselin et al.
2005; Sainte-Marie 2007), resultando en una progenie genéticamente diversa (Eberhard
y Cordero 1995). En el caso de N. granulata, las hembras con receptividad corta se
beneficiarian por tener un periodo receptivo corto para evitar el riesgo de predacion
mientras son cuidadas o copuladas por los machos y para evitar el riesgo de ser
lastimadas durante los enfrentamientos entre machos. La acumulacion de esperma
reduciria la frecuencia de apareamiento de las hembras, y por lo tanto, disminuiria el

riesgo de stress fisico y de predacion mientras buscan pareja (Morgan et al. 1983; Koga
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et al. 1998), el riesgo de ser lastimadas por machos o de infeccion por microbios (Elner
y Beninger 1995).

Las diferencias entre hembras de N. granulata que desovaron o no podrian estar
relacionadas con la duracion de la receptividad, la carga del receptaculo seminal y la
competencia espermatica: en hembras con periodos receptivos cortos y receptaculos
seminales llenos, la mezcla del esperma habria ocurrido y no necesitarian volver a
copular para llenar sus receptaculos, por lo cual, podrian fecundar a todos los ovocitos;
mientras que en hembras con periodos receptivos extendidos, los receptaculos seminales
se encuentran vacios o con poco esperma, por lo cual, no ocurriria el desove dado que
existiria una baja probabilidad de fecundar a todos los ovocitos. Es probable que estas
hembras, durante su periodo extendido de receptividad, puedan copular con muchos
machos para llenar sus receptdculos seminales, y de esta forma, favorecer la
competencia espermdtica. Dado que todas las hembras receptivas, independientemente
de su receptividad corta o extendida, tienen ovarios en su ultimo estadio de desarrollo,
indica que la maduracién del ovario no esta solo ligada al desove. Aunque en el presente
capitulo, las hembras con receptividades extendidas no desovaron, bajo otras
condiciones experimentales como colocando una hembra con mas de un macho, es
esperable que la hembra copule con varios machos, llene su receptiaculo seminal vy,
consecuentemente, desove o tenga la capacidad de acortar el periodo de receptividad.
Esta cuestion podra ser dilucidad en un futuro mediante experimentos especificos.

Para hembras de N. granulata de LMC, los cambios en la duracion del periodo
receptivo durante la estacion reproductiva podrian explicarse de la siguiente forma:
durante los primeros meses, es mas probable que las hembras tengan poco esperma
remante en sus receptdculos seminales proveniente de coOpulas previas, realizadas
durante la estacion reproductiva anterior, por lo cual, estas hembras necesitarian copular
para llenar sus receptaculos seminales. En este sentido, Lopez Greco et al. (1999)
demostraron que el receptaculo seminal de N. granulata muestra variacion estacional,
con el menor tamafio observado en otonio, antes del comienzo de la estacion
reproductiva. Por el contrario, al final de la estacion reproductiva, las hembras se
habrian vuelto receptivas y desovado gran cantidad de veces (hasta cuatro veces, este
estudio; y hasta seis veces, Ituarte et al. 2004), por lo cual, habrian copulado con
muchos machos cada vez, llenando sus receptaculos seminales, y por lo tanto,

exhibiendo periodos receptivos cortos. Una estrategia similar fue descripta en cangrejos
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violinistas del género Uca, en los cuales fue demostrado que al comenzar el periodo de
apareamiento, luego de elegir una pareja, las hembras tardan més en ovular en
comparacion con las hembras que se aparean durante el pico del periodo reproductivo
(Jormalainen 1998).

Las diferencias encontradas respecto del numero de veces que las hembras se
volvieron receptivas entre areas de estudio, podria ser debida a las condiciones
ambientales diferenciales. Ituarte et al. (2006) demostraron que el comienzo y la
duracion de la estacion reproductiva variaron entre LMC y SAO, comenzando maés tarde
y siendo mas corta en SAO, dado que los ovarios de las hembras no maduraron
completamente durante el invierno, probablemente debido a una deficiente alimentacion
relacionada con el tipo de ambiente. Ademads, otros estudios demostraron que la
duracion del periodo de desarrollo del embrion fue similar en ambas areas de estudio
(Bas et al. 2008). Consecuentemente, las hembras de SAO se podrian haber vuelto
receptivas menor cantidad de veces (la mitad) en una misma estacion reproductiva, dado
que la duracion de la misma es mas corta respecto de LMC.

Los resultados mostrando que las hembras de SAO con receptividades
extendidas presentaron receptidculos seminales mas pesados que las hembras con
receptividades extendidas de LMC podria deberse a que la fecundidad de las hembras
de SAO es = 35 a 50% menor que las hembras de LMC (Bas et al. 2007). Por lo tanto,
las hembras de SAO utilizarian menos esperma acumulado en sus receptaculos
seminales para fecundar a todos los ovocitos extruidos. Por el otro lado, el peso similar
de los receptaculos seminales de hembras de receptividades cortas de ambas areas de
estudio, indica que las hembras pueden llenar sus receptaculos seminales hasta una
misma capacidad: aunque las hembras de LMC presentan una fecundidad mayor
respecto de las de SAO, también presentan un periodo de receptividad mas extendido, y
ademads, pueden volverse receptivas una mayor cantidad de veces durante una misma
estacion reproductiva, por lo cual, podrian copular con muchos machos cada vez,
explicando, de esta manera, los pesos similares encontrados.

En conclusiéon, en el presente capitulo se propone que las hembras de M.
granulata exhibirian flexibilidad en la duracion del periodo receptivo y en el momento
del desove de acuerdo al contenido de esperma acumulado en sus receptaculos
seminales. Hembras con receptaculos seminales vacios o con poco esperma podrian

extender su receptividad para copular con mayor cantidad de machos, y de esta manera,
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favorecer la competencia espermatica. En hembras con receptaculos seminales llenos, la
mezcla de esperma proveniente de distintos machos habria ocurrido, su periodo

receptivo es mas corto, y las hembras podrian no copular aunque si desovan.
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Senales involucradas en la eleccion de la pareja en Neohelice

granulata

Introduccion

En un gran nimero de especies, los apareamientos no ocurren al azar dado que
existe un proceso de eleccion de pareja por parte de alguno de los dos sexos (Harvey y
Bradbury 1991). Los mecanismos utilizados en la eleccion de la pareja son el resultado
del proceso de seleccion sexual. En este contexto, la seleccion sexual ha sido
tradicionalmente considerada como el resultado de la competencia directa entre machos,
y la eleccion de éstos por parte de las hembras (Darwin 1871; Bateman 1948; Trivers
1972), aunque en muchos casos se ha registrado el caso opuesto (Berglund et al. 1996;
Reading y Backwell 2007). En poblaciones en las cuales existe una relacion operacional
de sexos (ROS) desviada en favor de los machos, o cuando existe competencia intra-
especifica y los machos defienden recursos utilizados para el apareamiento, como las
cuevas, se puede predecir que existira eleccion de éstos por parte de las hembras
(Backwell y Passmore 1996; Reading y Backwell 2007). En el caso de los machos, la
eleccion es predicha en especies donde la calidad de las hembras es variable, la
inversion de los machos en el apareamiento es alta y existe una alta probabilidad de
atraer a hembras receptivas (Kokko y Johnstone 2002; Reading y Backwell 2007).

En relacion a los criterios utilizados en la eleccion de la pareja, muchos estudios
se basaron en el reconocimiento de un tnico criterio de eleccidon, como por ejemplo el
desarrollo desproporcionado de un caracter sexual secundario (e. j. la cola de mayor
longitud en las aves). Sin embargo, también se ha propuesto que existen multiples
criterios de eleccion utilizados en la evaluacion y eleccion de la pareja (Burley 1981;
Thornhill 1983; Balmford et al. 1992; Pomiankowski y Iwasa 1993). Mas
especificamente, en estudios en los que se han considerado multiples criterios, se
establecid que las hembras podrian seleccionar a sus parejas de acuerdo al fenotipo del
macho, como asi también de acuerdo a la capacidad de los mismos en defender sus

recursos (e. j. Thornhill 1983; Thompson 1986; Balmford et al. 1992).
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En muchas especies de crustaceos, los machos constituyen el sexo involucrado
en la busqueda de la pareja, mientras que las hembras emiten las sefiales para atraerlos
(Krang y Baden 2004). Sin embargo, la busqueda y eleccion por parte de las hembras
puede ser también comun en aquellas especies en las cuales los machos defienden
importantes recursos, como por ejemplo, las cuevas construidas por ellos (Popper et al.
2001). Adicionalmente, las hembras de muchas especies tienen la capacidad de
aparearse repetidamente con diferentes machos a lo largo de su ciclo reproductivo
(Hartnoll 2000). Esta caracteristica podria explicar el motivo por el cual las hembras
serian mads selectivas respecto de los machos, dado que mediante la copula con diversos
machos, promueven la competencia espermética dentro de su receptaculo seminal (Thiel
y Duffy 2007). Ademas, la preferencia por parte de las hembras en la eleccion de la
pareja contribuiria a aumentar la varianza del éxito reproductivo de los machos y
favoreceria la seleccion sexual de determinados caracteres de los mismos. En este
contexto, la eleccion por parte de las hembras deberia desarrollarse cuando las mismas
obtienen beneficios directos como resultado de la eleccion de la pareja (Wellborn y
Cothran 2007).

La seleccion de la pareja requiere del intercambio de sefiales entre ambos sexos.
Una definicion actual de sefial indica que: “una sefial es una caracteristica del fenotipo
de un individuo que se desarrolla cuando la misma estimula una respuesta en otro u
otros organismos y, de esta forma, aumenta el fitness del individuo emisor” (Christy y
Rittschof 2011). Otros autores, sugieren ademas, que mediante dicho mecanismo, se
aumenta también el fitness del individuo receptor (Maynard Smith y Harper 2003;
Scott-Phillips 2008). Mas especificamente, la eleccion de la pareja podria depender de
senales que incluyen factores intrinsecos y extrinsecos (Thiel y Duffy 2007). Entre los
primeros, se incluyen caracteres morfoldgicos o fisioldgicos de los individuos
involucrados, como por ejemplo, el tamafio del cuerpo o de la quela de los machos, o el
estado reproductivo de las hembras, basado en el estadio de desarrollo de los ovarios o
de los embriones. Entre los segundos, se incluyen los diversos tipos de senales, tales
como la liberacion de sustancias quimicas como feromonas al agua, o la emision de
sefiales visuales, acusticas o tactiles, para atraer a la pareja.

Dado que se ha asumido que el mecanismo clasico de seleccion sexual es la
eleccion de la pareja por parte de las hembras (Jormalainen 2007), respecto de los
factores intrinsecos, las hembras obtendrian tanto beneficios directos, como por
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ejemplo, un mejor recurso defendido por los machos o mayores probabilidades de
fecundacion de sus ovocitos, debidos a la mejor calidad del macho, como también
beneficios indirectos, basados principalmente en la obtencion de “buenos genes” en su
descendencia (Andersson 1994). De esta manera, las hembras deberian elegir entre
distintos machos que diferirian entre si de acuerdo a su capacidad de proveer tanto
beneficios directos como indirectos (Jormalainen 2007). En este sentido, los sistemas de
apareamiento en los cuales los machos de mayor talla son los dominantes y los que
obtienen el mayor éxito reproductivo, son comunmente descriptos para diversas
especies de crustaceos decapodos (hipotesis de la “ventaja de la talla”: Warner1975,
Charnov 1979). Por otro lado, la frecuencia de apareamiento de los machos también
constituye un factor influyente a la hora de la eleccion de la pareja por parte de las
hembras, debido a que la cantidad de esperma transferido disminuye con la frecuencia
de copula, estableciéndose limitacion espermatica en machos apareados (Sato y
Goshima 20006).

En relacion a los factores extrinsecos, la eleccion de la pareja depende de los
comportamientos de cortejo, los cuales involucran diversos tipos de sefiales utilizadas
para atraer a la pareja y evaluar su calidad, como por ejemplo, las sefales quimicas,
visuales, acusticas o tactiles. Sin embargo, se conoce poco acerca de la manera en la
cual los individuos adquieren informacién en relacion a la calidad de las parejas
potenciales y de qué manera esa informacion es utilizada en el apareamiento. Algunos
estudios realizados en crustaceos indicaron la importancia de las sefiales quimicas
durante las interacciones de comportamiento reproductivo (Dunham 1988; Bushmann y
Atema 2000). Como senales quimicas, se reconocen principalmente a las feromonas, las
cuales son emitidas y recibidas por individuos de la misma especie, con el objetivo de
provocar una reaccion especifica (Wyatt 2010). La eleccion de la pareja mediante el uso
de sefales quimicas por uno u otro sexo, o por ambos, pareceria variar entre especies y
dependeria del contexto social de cada una de ellas (Borowsky 1985; Kamio et al. 2000,
2002; Raethke et al. 2004). En las especies de crustaceos acuaticas, el cortejo involucra
la liberacion de feromonas por parte de las hembras receptivas las cuales provocan la
atraccion de los machos (e. j. Gleeson et al. 1984; Dunham 1988; Christy y Rittschof
2011). Estos iniciarian distintos tipos de comportamientos reproductivos tales como el

cortejo, pre-copula o copula (e. j. Eales 1974; Kamio et al. 2002).
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Se han realizado estudios que sefialan que la liberacion de las sefiales quimicas
provienen de fuentes diversas, como la orina (e. j. Ryan 1966; Salmon 1983; Gleeson et
al. 1984; Bushmann 1999; Bushmann y Atema 2000) o los ovarios maduros (Hinsch
1968; McCleese et al. 1977). Se ha sugerido que en aquellas especies en las cuales el
proceso de muda se encuentra asociado al apareamiento, el tipo de feromona
involucrada se corresponderia con los ecdiesteroides, dado que se ha demostrado que la
concentracion de los mismos varia durante el desarrollo embrionario y durante el
desarrollo de los ovarios (Okazaki y Chang 1991; Young et al. 1991). Ademas, se ha
considerado que los ecdiesteroides son importantes reguladores de la reproduccion en
las hembras (Subramoniam 2000; Chang y Kaufman 2005). Sin embargo, la funcion
que cumplirian los ecdiesteroides en la reproduccion de los machos es menos conocida
(Chang y Sagi 2008), aunque también se ha sugerido que éstos liberan feromonas en la
orina, las cuales estarian relacionadas con los comportamientos agonisticos entre
machos (Breithaupt y Atema 2000; Breithaupt y Eger 2002), y con la atraccion de las
hembras (Sato y Goshima 2007).

Alternativamente a la liberacion de sustancias quimicas al medio, existen
mecanismos adicionales de reconocimiento de la pareja tales como: [1] las sefales
visuales (Salmon 1983; Christy y Salmon 1991; Christy y Dan Rittschof 2011), [2] las
sefales quimicas detectadas mediante el contacto entre individuos dado que existe
evidencia de la liberacion de hormonas sexuales de “contacto” las cuales constituyen
exudados cuticulares que inducirian la cépula (Kamio et al. 2002; Caskey y Bauer 2005;
Ekerholm y Hallberg 2005; Herborg et al. 2006; Bauer 2011), y [3] las sefiales acusticas
(Salmon y Horch 1972; Popper et al. 2001). Los tipos de senal [1] y [3] fueron
comunmente registrados para especies semi-terrestres de decapodos, principalmente
ocipddidos, mientras que el tipo [2] fue registrado para especies tanto acudticas como
semi-terrestres.

En la Laguna Costera de Mar Chiquita, debido al régimen semi-diurno de
mareas, Neohelice granulata se encuentra cubierto por agua durante la pleamar y
expuestos durante marea baja. De acuerdo a observaciones preliminares de campo,
como parte de este estudio, se registro6 que los individuos pueden copular tanto fuera
como dentro de las cuevas y tanto durante la marea baja como alta. Esto indicaria que
los individuos estarian utilizando distintos tipos de senales, visuales y quimicas,
involucradas en la atraccion y eleccion de la pareja. Ademas, otros factores relacionados
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con la talla de los machos podrian estar involucrados en la eleccion de la pareja, dado
que en el capitulo II se demostré que las cuevas construidas y defendidas por los
machos son recursos utilizados para el apareamiento y que la forma de las mismas
depende de la talla del macho. Asimismo, factores relacionados con el estado
reproductivo de machos y hembras, como la presencia de machos apareados versus no
apareados o hembras receptivas versus no receptivas, respectivamente, podrian

influenciar el proceso de eleccion de la pareja.

Hipotesis

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, se plantea como hipdtesis general del
presente capitulo que la seleccion de la pareja en Neohelice granulata esta basada en la
eleccion de machos por parte de las hembras. Como hipotesis derivadas se establece que
las hembras receptivas eligen:

[1] a los machos grandes,

[2] a los machos no apareados,

[3] mediante el uso de sefiales quimicas y visuales.

Objetivos

En este contexto, el objetivo general del presente capitulo fue determinar si en
Neohelice granulata la seleccion de pareja estd basada en la eleccion por parte de
hembras o de machos. Como objetivos especificos se planted estudiar si el proceso de
seleccion depende de/del:

[1] la categoria de los individuos: hembras receptivas y no receptivas, machos
grandes y chicos, y machos apareados o no apareados, y

[2] tipo de senales posiblemente involucradas, visuales y quimicas.

Materiales y métodos

Los individuos de Neohelice granulata maduros (>19 mm AC, Lopez Greco y
Rodriguez 1998) fueron colectados en la Laguna Mar Chiquita, entre septiembre y
febrero de las estaciones reproductivas 2010-2011 y 2011-2012, y transportados al
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laboratorio. En el laboratorio, los individuos de distinto sexo se separaron y se
mantuvieron en acuarios aireados con agua de mar (0.3x0.35x0.25 m, 3 cm de altura de
agua de mar); bajo condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura (22°C-28°C). Se
alimentaron dia por medio con alimento balanceado y el agua fue cambiada dos veces
por semana.

Se realizaron experimentos con el fin de testear los tipos de sefiales que estarian
involucradas en la eleccion de la pareja. Para ello se utilizaron individuos de distintas
categorias: [1] hembras receptivas y no receptivas (reconocidas por la movilidad del
opérculo de la vulva, ver resultados capitulo III) de talla 23.3-29.5 mm AC y 24.2-30.1
mm AC, respectivamente; [2] machos grandes de 30-34 mm AC y machos chicos de 25-
28 mm AC; [3] machos apareados de 26.4-32.1 mm AC y machos no apareados de
26.9-31.8 mm AC. En todos los experimentos, con el objetivo de evitar un posible
efecto de la diferencia de talla entre sexos sobre la eleccion de la pareja, y de acuerdo a
observaciones de las diferencias de tallas entre individuos que copularon entre si, la
diferencia de talla entre machos y hembras nunca excedid los 4 mm. Los machos
apareados se obtuvieron una vez que fueron colocados con una hembra receptiva y se
observo la copula (reconocida porque ambos individuos presentaron su pleon abierto y
el gonopodo del macho se observo inserto en la vulva de la hembra), e inmediatamente
al finalizar la copula, el macho fue separado y utilizado en los experimentos.

Con el objetivo de reconocer el tipo de sefial involucrada en la eleccion de la
pareja, se realizaron cuatro experimentos incluyendo los individuos pertenecientes a las
distintas categorias descriptas en el parrafo anterior. Los experimentos fueron disefados
de acuerdo con Sato y Goshima (2007). Se estudiaron dos tipos de senales, visual (V) y
quimica. En el caso de la sefial quimica, se consideraron dos criterios diferentes: [1] la
liberacion de una sefial quimica a través de los poros de la cuticula mediante la cual la
comunicacion requiere del contacto entre los individuos (CC), y [2] la liberacion de una
sefial quimica al agua mediante la cual ocurre la comunicacion sin contacto entre

individuos (SC).

Diseifio experimental 1

Para testear el tipo de sefal involucrada, visual y quimica —con y sin contacto—
en el reconocimiento de la pareja, se procedidé de la siguiente manera: se utilizaron
cilindros de acrilico (12 cm didmetro, 20 cm alto) en tres tratamientos:
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[1] transparentes sin perforaciones (testeo de la sefal visual),

[2] opacos con perforaciones de 1 cm?, de modo que el cangrejo dentro del
mismo pudiera sacar sus quelas o patas (testeo de la sefial quimica con contacto), y

[3] opacos con perforaciones de 2 mm? las cuales impiden que el cangrejo
dentro del mismo pueda sacar partes de su cuerpo (testeo de la sefial quimica sin
contacto).

De acuerdo al tratamiento, se colocaron dos cilindros iguales en un acuario
pléastico comun (1x0.4x0.15 m), al cual se le agregd agua de mar a diferentes niveles

segun el tratamiento: [1] 3 cm, [2] 1 cm, y [3] 3 cm. Rodeando la base de cada cilindro,

a una distancia de 6 cm, se dibujo sobre el acuario de plastico comun un circulo (Fig.

4.1a,b, ¢, d, e).

Fig. 4.1. Dispositivo del disefio de experimentacion 1 mostrando a. el contenedor plastico comiin (color
bordd), con los cilindros colocados en su interior a cada lado. Rodeando a cada uno de ellos, a una
distancia de 6 cm, se observa el circulo dibujado sobre el contenedor, y en el centro, a igual distancia de
cada cilindro, el cilindro en el cual se aclimato el individuo al cual se le midio la respuesta. b. Durante el
experimento, en un tratamiento donde se midid la respuesta de un macho (sobre el circulo derecho) frente
a una hembra receptiva y una no receptiva (colocadas en cada cilindro). Cilindros de experimentacion
correspondientes a los distintos tratamientos: ¢. transparente sin perforaciones. d. opaco con perforaciones
de 1 cm’. e. opaco con perforaciones de 2 mm”.
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De acuerdo a las distintas categorias de individuos seleccionados se realizaron
cuatro experimentos:

[1] una macho chico y un macho grande colocados cada uno dentro de un
cilindro + una hembra receptiva a la cual se le testeo la respuesta,

[2] una hembra receptiva y una hembra no receptiva de talla similar colocadas en
cada cilindro + un macho al cual se le tested la respuesta,

[3] un macho apareado y un macho no apareado de talla similar colocados cada
uno en un cilindro + una hembra receptiva a la cual se le teste6 la respuesta, y

[4] una hembra receptiva y una hembra no receptiva de talla similar colocadas
cada una en un cilindro + un macho apareado al cual se le tested la respuesta.

En los experimentos [1] y [2] los tres tipos de sedales (V, CC, SC) fueron
testeadas, mientras que, de acuerdo a los resultados obtenidos, en los experimentos [3] y
[4] solo se testearon las sefales quimicas (CC, SC). Cada experimento tuvo una
duracién de 30 min. En el caso de ambas sefiales quimicas, los individuos fueron
dejados en los cilindros un minimo de 2 hs, permitiendo la liberacion y acumulacion de
las posibles sustancias quimicas involucradas en la comunicacion (Jones y Hartnoll
1997). Los cangrejos a los cuales se le tested la respuesta fueron colocados en un
cilindro transparente ubicado en el centro del acuario plastico comun, a una misma
distancia respecto de cada cilindro, y fueron aclimatados durante 15 min previos al
comienzo del experimento. Una vez que comenzo el experimento, el cilindro
conteniendo al cangrejo al cual se le tested la respuesta fue removido, de modo tal que
el mismo pudiera moverse libremente dentro del acuario plastico comun. Cada vez que
el cangrejo ingreso, considerando cualquier parte del cuerpo que atraveso la linea de los
circulos dibujados rodeando los cilindros, se contd el tiempo que el mismo estuvo en
cada circulo durante los 30 min que duré el experimento. El tiempo total que el cangrejo
pasé en cada circulo fue considerado como la variable dependiente.

Para cada experimento se realizaron test de t apareados con el objetivo de
comparar el tiempo total pasado por el cangrejo en cada uno de los circulos.
Posteriormente, con el objetivo de evaluar si existieron diferencias en la intensidad de la
sefial quimica con o sin contacto, en los experimentos [1] y [3], se realizaron test de t
para comparar la respuesta a la sefial quimica con y sin contacto de las hembras
receptivas hacia los machos grandes y hacia los machos no apareados, respectivamente
(ver seccion Resultados). Se obtuvieron 10 réplicas para cada tratamiento.
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Disefio experimental 2

Se realizo6 un segundo disefio experimental que consistid en colocar a una
distancia de 1 m por encima de los cilindros, un contenedor plastico (0.15x0.10x0.15 m)
adicional conectado al cilindro por medio de una manguera (4 mm didmetro) con
regulacion propia. En cada contenedor pléstico se colocod un nivel de 5 cm de agua (Fig.

4.2).

Fig. 4.2. Dispositivo utilizado en el disefio de experimentacion 2: contenedor plastico
comun (color bordé) conteniendo los cilindros opacos con perforaciones de 2 mm’ y los
contenedores adicionales (color amarillo), colocados 1 m por encima de los cilindros,
con mangueras con regulacion propia conectadas a sus respectivos cilindros. Rodeando
a cada cilindro se observa el circulo dibujado.

Se realizaron dos tratamientos:

[1] se colocaron dos machos apareados de talla similar en cada uno de los
cilindros + un macho apareado de talla similar en uno de los contenedores plésticos
adicionales y un macho no apareado de talla similar en el otro contenedor plastico

adicional + una hembra receptiva a la cual se le teste6 la respuesta, y
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[2] se colocaron dos machos no apareados de talla similar en cada uno de los
cilindros + un macho no apareado de talla similar en uno de los contenedores plasticos
adicionales y un macho apareado de talla similar en el otro contenedor plastico
adicional + una hembra receptiva a la cual se le testeod la respuesta.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el disefio experimental 1 (ver seccion
Resultados), en ambos tratamientos solo se utilizaron cilindros opacos con
perforaciones de 2 mm? y un nivel de agua de 3 cm (sefial quimica SC). Los cangrejos
en los cilindros y contenedores plasticos adicionales fueron mantenidos durante un
minimo de 2 hs previas al inicio del experimento (Jones y Hartnoll 1997). La hembra a
la cual se le tested la respuesta fue aclimatada durante 15 min previos al inicio del
experimento. En el comienzo del experimento, el cilindro conteniendo a la hembra fue
removido de modo que la hembra pudiera desplazarse por el contenedor plastico comun,
y las mangueras de regulacion fueron abiertas de forma que existid un goteo constante
del agua de los contenedores plasticos adicionales hacia los cilindros. El experimento
tuvo una duracion de 30 min. El tiempo total que la hembra paséd en cada circulo fue
considerado como la variable dependiente. Para cada tratamiento, se realizaron test de t
apareados con el objetivo de comparar el tiempo total pasado por la hembra en cada uno
de los circulos. Posteriormente, con el objetivo de evaluar si existieron diferencias en la
intensidad de la sefal quimica sin contacto entre los dos tratamientos, se realiz6 un test
de t en el cual se compard la respuesta a la sefial quimica sin contacto de las hembras
receptivas hacia los machos no apareados (un macho no apareado en el tratamiento [1] y
tres machos no apareados en el tratamiento [2]). Se obtuvieron 10 réplicas para cada

tratamiento.

Resultados

Diseifio experimental 1
Experimento 1: macho grande versus macho chico + hembra receptiva

Respecto de la sefial visual, no se encontraron diferencias en el tiempo que las
hembras permanecieron en cada uno de los circulos (ty=1.49; p=0.171; Fig. 4.3a). Por el

contrario, se encontraron diferencias respecto de ambas sefiales quimicas, con y sin
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contacto: las hembras receptivas pasaron mas tiempo en los circulos de los machos

grandes (tcc=3.61; p<0.01; tsc=4.63; p<0.01; Fig. 4.3b, c; respectivamente).

800 7
700 7
600 7
500 7
400 -
300 7
200 A
100 7

Tiempo (segundos)

1800
1600
1400 -
1200 -
1000 T
800
600 7
400 A
200 A

Tiempo (segundos)

k3k

1400
1200 7
1000 7
800 7
600 7
400 A
200 7

Tiempo (segundos)

kek

Macho grande

Macho chico

Fig. 4.3. Diseflo experimental 1. Se tested la respuesta de hembras receptivas de
Neohelice granulata eligiendo (tiempo en segundos) machos grandes o chicos
mediante la sefal: a. visual, b. quimica con contacto, y ¢. quimica sin contacto, (**

p<0.01).
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Experimento 2: hembra receptiva versus hembra no receptiva + macho no apareado
Respecto de ambos tipos de senales, visual y quimica (con y sin contacto), no se

encontraron diferencias en el tiempo que los machos permanecieron en cada uno de los

circulos entre hembras receptivas y no receptivas (ty=0.21, p=0.837; tcc=1.07, p=0.312;

tsc=0.08, p=0.937; respectivamente).

Experimento 3: macho apareado versus macho no apareado + hembra receptiva

Se encontraron diferencias en el tiempo que las hembras receptivas
permanecieron en los circulos entre machos apareados y no apareados, respecto de
ambas sefiales quimicas, con y sin contacto (tcc=3.52, p<0.01; t=5¢2.99, p<0.05; Fig.

4.4a, b; respectivamente): las hembras receptivas prefirieron los machos no apareados.

1600 a
1400 A
1200 A
1000 A
800
600

400 A T
200 7

Tiempo (segundos)

kk

1600 b
1400 -
1200 -
1000 -
800
600 [
400 -

200

Tiempo (segundos)

Macho apareado Macho no apareado

Fig. 4.4. Diseflo experimental 1. Se teste6 la respuesta de hembras receptivas de
Neohelice granulata eligiendo (tiempo en segundos) machos apareados o no
apareados mediante la sefial: a. quimica con contacto y b. quimica sin contacto, (*
p<0.05; ** p<0.01).
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Experimento 4: hembra receptiva versus hembra no receptiva + macho apareado
Respecto de los dos tipos de sefiales quimicas, con y sin contacto, no se

encontraron diferencias en el tiempo que el macho apareado permanecio6 en los circulos

entre hembras receptivas y no receptivas (tcc=0.05, p=0.959; tsc=1.18, p=0.27;

respectivamente).

Respuesta a la sefial quimica con y sin contacto de las hembras receptivas

En los experimentos [1] y [3] no se encontraron diferencias significativas
respecto de la respuesta de las hembras receptivas a la sefial quimica con y sin contacto
de los machos grande, ni de los machos no apareados, respectivamente (t=1.44, p=0.16;

t=0.11, p=0.91; respectivamente).

Disefio experimental 2
Tratamiento 1: dos machos apareados versus un macho no apareado, un macho
apareado + hembra receptiva

Se encontraron diferencias respecto del tiempo que las hembras receptivas
pasaron en los circulos que recibieron potenciales sefiales quimicas de dos machos
apareados versus uno no apareado y otro apareado: las hembras permanecieron mas

tiempo junto a los segundos (tsc=3.49, p<0.01) (Fig. 4.5a).

Tratamiento 2: dos machos no apareados versus un macho apareado, un macho no
apareado + hembra receptiva

No se encontraron diferencias respecto del tiempo que las hembras receptivas
pasaron en los circulos que recibieron potenciales sefiales quimicas de dos machos no

apareados versus uno apareado y otro no apareado (tsc=0.23, p=0.82) (Fig. 4.5b).
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Fig. 4.5. Disefio experimental 2. Se tested la respuesta de hembras receptivas de
Neohelice granulata eligiendo (tiempo en segundos) machos apareados o no
apareados mediante la sefial quimica sin contacto (SC). a. Se utilizaron dos machos no
apareados en cada contenedor adicional, + un macho no apareado + un macho
apareado en cada cilindro. b. Se utilizaron dos machos apareados en cada contenedor
adicional, + un macho apareado + un macho no apareado en cada cilindro. (**
p<0.01).

Respuesta de la senial quimica de las hembras receptivas hacia los machos no
apareados entre ambos tratamientos

No se encontraron diferencias respecto de la respuesta de las hembras receptivas
hacia la sefial quimica sin contacto emitida por los machos no apareados entre ambos
tratamientos: con un macho no apareado (tratamiento 1) o con tres machos no apareados

(tratamiento 2) (t=0.29, p=0.78).
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Discusion

Los resultados obtenidos en el presente capitulo demuestran que en Neohelice
granulata la eleccion de la pareja es realizada por parte de las hembras, utilizando
seflales quimicas, mediadas por contacto entre individuos, como asi también sin
contacto, mediante sefales emitidas al agua; mientras que los machos no demostraron
ninguna capacidad de eleccion de hembras receptivas en los distintos experimentos,
utilizando tanto sefiales visuales como quimicas. Se encontrdé ademas, que las hembras
prefirieron los machos de talla grande y no apareados. Consecuentemente, se observo
que los machos no apareados estarian emitiendo sefiales quimicas para atraer a las
hembras, mientras que por el contrario, los apareados no emitirian ninguna, o bien, el
tipo de sefial liberada no atraeria a las hembras.

En relacién al sexo que lleva a cabo la eleccion de la pareja, la eleccion por parte
de las hembras en crustaceos fue registrada en varios trabajos, como por ejemplo, en
Backwell y Passmore (1996), Sato y Goshima (2007), Iyengar y Starks (2008).
Especificamente, en la langosta Homarus americanus, se ha sugerido que las hembras
en pre o inter-muda tienen la capacidad de encontrar las cuevas de los machos de
acuerdo a las sefiales quimicas producidas por estos (Cowan y Atema 1990). En el caso
del portinido Callinectes sapidus una feromona liberada por los machos al agua
provoca el inicio del comportamiento reproductivo de busqueda en las hembras
(Teytaud 1971; Bushmann 1999). Mientras que en el caso de la langosta Jasus
edwardsii se sugirid que las hembras elegirian a los machos de mayores tallas utilizando
una combinacién de sefiales visuales, tactiles y quimicas (Raethke et al. 2004). Un caso
particular lo constituye el camardn Rhynchocinetes typus, en el cual se demostrod que las
hembras receptivas seleccionaron a los machos del morfotipo dominante (“robustos™)
mediante la utilizacion de sefiales quimicas, mientras que €stos seleccionaron a las
hembras receptivas mediante el uso de sefiales visuales, es decir, que el tipo de sefial
involucrada en el reconocimiento de la pareja para el apareamiento fue distinta entre
sexos (Diaz y Thiel 2004).

En ambos sexos, las decisiones en el apareamiento estarian basadas en la
disponibilidad de las oportunidades para aparearse, la calidad de la pareja y las
condiciones del medio ambiente (Thiel y Duffy 2007). Ademads, se establece que la

forma de comunicacion quimica mediada por feromonas sexuales requerida para llevar
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a cabo dichas decisiones, variard de acuerdo con el sistema de apareamiento particular
de cada especie (Bauer 2011). En N. granulata, la seleccion de machos por parte de las
hembras receptivas mediante sefiales quimicas podria explicarse de acuerdo al sistema
de apareamiento descripto en el capitulo II, el cual se encuentra basado en la defensa de
recursos (cuevas) por parte de los machos de mayor talla. De acuerdo a los resultados
obtenidos en el presente capitulo, dado que los machos parecieron no elegir a las
hembras utilizando las sefiales testeadas en los distintos experimentos, se propone que
los machos grandes invertirian su energia en la construccion de cuevas aptas para el
apareamiento y la copula, las cuales serian buscadas y seleccionadas por las hembras
receptivas. De esta forma, la hembra seria el sexo “de busqueda” de pareja, por lo cual,
el que detectaria las sefiales quimicas, mientras que los machos las emitirian. Esta fuerte
conexion entre la comunicacion sexual entre ambos sexos y el tipo de sistema de
apareamiento fue también descripta para R. typus (Diaz y Thiel 2004). Ademas, de
acuerdo a los resultados mostrando que los machos no tuvieron la capacidad de
reconocer a las hembras receptivas, indicaria que las mismas no emiten sefales
quimicas que revelen su condicidn, posiblemente con el objetivo de evitar ser
reconocidas e interceptadas por machos de menor calidad durante el proceso de
busqueda de machos con cuevas aptas para el apareamiento. Esta capacidad de las
hembras de “ocultar” su condicion reproductiva a los machos fue también registrada en
el camardn Palaemonetes pugio (Bauer y Abdalla 2001).

Diversos trabajos registraron que la eleccion por parte de las hembras esta
asociada a diversos criterios independientes tales como: [1] la talla del macho y [2] el
tipo de cueva, dado que las hembras prefirieron los machos de mayor talla y las cuevas
de mejor calidad en Uca annulipes (Backwell y Passmore 1996), y [3] la condicion “no
apareado” de los machos respecto de los apareados evitando el riesgo de limitacion
espermatica como en Hapalogaster dentata (Sato y Goshima 2007). En el mismo
sentido, en este estudio, se encontrd que las hembras de N. granulata prefirieron los
machos de mayores tallas y no apareados. En relacion a la talla de los machos de N.
granulata, dado que las hembras prefirieron los de mayores tallas y debido a que éstos
son los que construyen las cuevas con camaras en las cuales ocurre la copula (resultados
obtenidos en el capitulo II), respecto de los machos de menores tallas que construyen
cuevas sin camaras, no aptas para el apareamiento, se establece que las hembras eligen
al macho de acuerdo a su fenotipo (mayor talla), obteniendo beneficios directos (una
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cueva con camara en la cual el apareamiento es mas seguro respecto del apareamiento
en superficie donde existe un mayor riesgo de predacion o una mayor probabilidad de
sufrir heridas durante las interacciones agonisticas entre machos). Esta eleccion de los
machos dominantes por parte de las hembras receptivas es comun en crustaceos (e. j.
Karplus et al. 2000; Diaz y Thiel 2004; Atema y Steinbach 2007). Dado que en este
estudio las hembras prefirieron a los machos no apareados, se propone que las hembras
de N. granulata, seleccionarian al macho utilizando distintos criterios. En este ultimo
caso, el criterio se encontraria basado en la capacidad que tienen los machos no
apareados de transferir mayor cantidad de reservas espermaticas, evitando la limitacion
espermadtica en las hembras, y consecuentemente, favoreciendo la tasa de fecundacion y
el tamafio de la puesta.

Respecto de las sefiales utilizadas en el reconocimiento y eleccion de la pareja,
se han realizado numerosos estudios en crustaceos e insectos que indican la importancia
de las senales quimicas involucradas en las interacciones de comportamiento
reproductivo (e. j. McCleese et al. 1977; Dunham 1988; Diaz y Thiel 2004). En varias
especies de cangrejos, el reconocimiento entre ambos sexos ocurre mediante la
liberacion de sustancias quimicas denominadas feromonas, las cuales se han reconocido
indirectamente mediante la observacion de un aumento en el movimiento de las
anténulas o maxilipedios, o de la locomocion (Bouchard et al. 1996; Jones y Hartnoll
1997). Para las hembras de varias especies, las sefiales quimicas son las de mayor
jerarquia dado que son las utilizadas en el reconocimiento y localizacion de las parejas
potenciales y para determinar la calidad del macho (e. j. Bushmann y Atema 2000; Diaz
y Thiel 2004). Ademas, algunos estudios han sefialado la existencia del “sefialamiento
multimodal” en los crustaceos, cuando la eleccion del sexo opuesto se realiza mediante
la utilizacion conjunta de senales visuales y quimicas, como son los casos del camaron
Alpheus heterochaelis (Hughes 1996) y de la langosta Procambarus clarkii (Aquiloni y
Gherardi 2008). En el caso de N. granulata, se observo que las sefales involucradas en
la eleccion del macho por parte de las hembras fueron las quimicas, mientras que las
visuales no parecieron influenciar la eleccidon, a pesar de ser ésta una especie semi-
terrestre. Sin embargo, las senales visuales en conexién con comportamientos de cortejo
elaborados, si han sido registradas para otras especies terrestres (Salmon 1983;
Burggren y McMahon 1988; Backwell et al. 1998; Pope 2000). Especificamente, en los
ocipddidos han sido frecuentemente descriptas, dado que los machos se ubican cercanos
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a su cueva pero en superficie, mostrando movimientos de cortejo de su quela para atraer
visualmente a las hembras, los cuales serian indicadores de la calidad de la pareja
(Christy 2007; Christy y Rittschof 2011 y sus referencias). Por el contrario, en N.
granulata, los machos se encuentran principalmente dentro de sus cuevas, siendo no
visibles, por lo cual, es esperable el resultado encontrado acerca de que las senales
visuales no son importantes en el reconocimiento de la pareja.

Respecto de las sefiales quimicas, en el presente capitulo, se determind que
estuvieron involucradas tanto las emitidas al agua como las mediadas por contacto, y
que ambas generaron una intensidad similar en la respuesta de las hembras receptivas
(tanto en la eleccion de los machos de mayores tallas como de los machos no
apareados). Se ha sugerido que en el cangrejo Telmessus cheiragonus, al menos dos
tipos distintos de feromonas estarian involucradas en el comportamiento de
apareamiento: [1] una “hormona distante” que induciria el comportamiento de pre-
copula, y [2] otra “hormona de contacto” que induciria la copula (Kamio et al. 2002).
Estas ultimas, constituirian sustancias insolubles, secretadas a través de poros
distribuidos en la cuticula de las hembras, los cuales serian percibidos por los machos
durante la palpacién de la hembra a través de quimiorreceptores (Borowsky 1991;
Caskey y Bauer 2005; Herborg et al. 2006). De forma semejante, se sugiere que en N.
granulata actuarian estos dos tipos de sefales quimicas, feromonas liberadas al agua y
feromonas liberadas a través de la cuticula. Sin embargo, de acuerdo al disefio
experimental utilizado en el presente capitulo, no se pudo determinar si estos dos tipos
de sefiales cumplen funciones diferentes en el comportamiento reproductivo de N.
granulata (e. j. en la pre-copula o cdpula), como si ha sido demostrado para T.
cheiragonus (Kamio et al. 2002).

De acuerdo a la concentracion o a la cantidad de la sefial quimica liberada, se
sugirid6 que la misma variaria de acuerdo a la talla del macho, lo cual serviria como
indicador para la hembra (Sato y Goshima 2007). Estudios en peces demostraron que
durante las interacciones agonisticas entre machos, la cantidad de feromonas liberadas
en la orina esta relacionada con la dominancia: machos dominantes acumulan y liberan
mayor cantidad de feromonas respecto de los machos no dominantes (Barata et al.
2007). En el caso de N. granulata, la eleccion de machos de mayor talla por parte de las
hembras podria indicar que la concentracion de sefial quimica liberada por ellos es
mayor respecto de los machos de menor talla, o bien, que machos grandes y chicos
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estarian liberando distinto tipos de sefiales para atraer a las hembras. Adicionalmente,
respecto de la preferencia de las hembras de N. granulata por los machos no apareados,
los resultados aqui obtenidos, demuestran que estos machos son los que emiten las
seflales quimicas, mientras que los apareados no emitirian sefial alguna, o bien,
emitirian una sefial la cual no seria atractiva para las hembras. De este modo, se podria
sugerir que existen dos mecanismos mediantes los cuales las hembras eligen a los
machos de mayores tallas y no apareados: [1] la sefial emitida por €stos se concentra y
ejerce un efecto mayor respecto de la de los machos de menores tallas o apareados, o [2]
los machos de tallas mayores y menores, y los machos no apareados y apareados,
emitirian sefiales quimicas distintas. Sin embargo, los resultados obtenidos en el
tratamiento 2 del disefio experimental 2 (donde se observo que las hembras no
mostraron una preferencia hacia el cilindro que recibié potenciales sefiales quimicas de
dos machos no apareados, respecto del cilindro que recibi6 potenciales sefiales quimicas
de un tnico macho no apareado y otro apareado) muestran que la cantidad de sefial
quimica liberada por los machos no apareados no seria acumulativa dado que no hubo
un efecto mayor debido a la presencia de dos machos no apareados versus uno solo,
sino que, solo la presencia de la sefal indicaria atraccion hacia la hembra receptiva. De
esta manera, se puede sugerir que las hembras solo detectarian la presencia de la
potencial sefal emitida por los machos no apareados pero no tendrian la capacidad de
distinguir una concentracion o cantidad de la sefial. Por lo cual, se sugiere que mas
probablemente, los machos se encuentren emitiendo distinto tipo de sefial de acuerdo a
su categoria. Se necesitara realizar experimentos en el futuro que permitan dilucidar esta
cuestion.

Finalmente, respecto de la fuente de liberacion de la sefial o el proceso
fisioldgico involucrado en su produccidon, Sato y Goshima (2007) sugirieron que la
misma seria liberada en la orina y que su produccién estaria asociada a la cantidad de
reservas espermaticas, las cuales disminuirian al aumentar la frecuencia del
apareamiento. De manera similar, si bien en este estudio no se realizaron experimentos
para determinar la fuente de la sefial, se podria sugerir que en N. granulata la fuente de
liberacion de la sefal es la orina mientras que el tipo de sefial quimica liberada se
encontraria asociada a la cantidad de las reservas espermaticas. Se sugiere, ademas, que

la cantidad de sefial quimica liberada podria estar relacionada con algin mecanismo
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asociado al grado de desarrollo de los espermatozoides en los testiculos, o a la cantidad

de espermatoforos acumulados en los vasos deferentes.
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Comportamiento y estrategias reproductivas de Neohelice
granulata: factores que afectan la copula y el cuidado de pre y

post-copula

Introduccion

Las estrategias en el comportamiento de apareamiento de los cangrejos
Brachyura son complejas y difieren ampliamente en términos del modo de competencia
entre machos por el acceso a las hembras receptivas. La competencia intra-sexual por la
adquisicion de la pareja es una caracteristica fundamental de la reproduccion sexual y el
comportamiento reproductivo (Trivers 1972). En el caso de los machos, el objetivo es
fecundar la mayor cantidad de ovocitos posibles, mientras que para las hembras, es
maximizar el suministro, la diversidad y la calidad genética del esperma (van der Brink
y McLay 2010). A los efectos de establecer comparaciones entre las caracteristicas de
las diversas estrategias reproductivas desarrolladas por los Brachyura, se deben
considerar principalmente tres factores: [1] el tipo de crecimiento de la especie,
determinado o indeterminado, [2] si el apareamiento estd o no asociado al proceso de
muda, y [3] la estructura del receptaculo seminal (van der Brink y McLay 2010).

En especies de cangrejos con crecimiento indeterminado como portinidos y
cancridos, el apareamiento esta asociado a la muda, los machos defienden a las hembras
en el momento previo ésta (Hartnoll 1969), y la copula es posible solamente durante un
tiempo limitado cuando las hembras se encuentran receptivas, en la condicion “blandas”
(Salmon 1983). En otras especies como los varunidos y majoideos, la actividad
reproductiva no esta ligada a la muda y el apareamiento ocurre en inter-muda, durante la
condiciéon “hembra dura” (Hartnoll 1969; Diesel 1991). En este ultimo caso, de acuerdo
a las diferentes especies, las hembras pueden estar receptivas durante todo el ciclo
reproductivo, o bien, el periodo de receptividad puede estar limitado a un tiempo
determinado, como por ejemplo en las hembras que descalcifican el opérculo de la
vulva. Dependiendo de cudl de los dos tipos de apareamiento presente la especie, los

comportamientos reproductivos seran diferentes.
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El comportamiento reproductivo de los machos ademds depende de la
competencia espermatica (definida en el capitulo I). En relacion a esto, la forma de
conexion entre la vagina y el ovario al receptaculo seminal tiene importantes
implicancias en la paternidad de la progenie. Diesel (1991) dividid el receptaculo
seminal de las hembras Brachyura en dos tipos morfologicos: dorsal y ventral
(descriptos en detalle en el capitulo I). En el primero, el primer macho en copular a la
hembra es quien se asegura la fecundacion de la mayor parte de los ovocitos, mientras
que en el segundo, es el ultimo macho en copular. Consecuentemente, los machos de
diversas especies desarrollan una variedad de comportamientos reproductivos para
favorecer la paternidad de la progenie y evitar que otros machos copulen a las hembras
receptivas hasta que ocurra la fecundacion de los ovocitos.

Respecto del sistema de apareamiento y las distintas estrategias utilizadas en el
desarrollo de los comportamientos reproductivos exitosos, un debate actual promueve
indagar acerca de la medida en la cual el conflicto de intereses entre sexos afecta el
comportamiento durante los distintos tipos de interacciones entre machos y hembras (e.
j. comportamiento de busqueda de la pareja, cortejo, copula, transferencia de esperma,
re-apareamiento, los cuidados pre y post-copulatorios, etc). Entre estas interacciones, el
cuidado de la pareja es un comportamiento ampliamente distribuido en los distintos
taxa, sugiriendo una importante funcién en el éxito de apareamiento de los machos
(Ridley 1983; Smith 1984). Estos comportamientos son realizados por los machos para
competir por el acceso a las hembras asi como para evitar la competencia espermatica
(Grafen y Ridley 1983; Smith1984). El beneficio obvio del cuidado de la hembra es la
monopolizacion de la pareja cuando la probabilidad de encontrar una hembra receptiva
es baja (Parker 1970). A su vez, la probabilidad de encontrar una hembra receptiva
depende de la relacion operacional de sexos (ROS, definida en el capitulo I) (Parker
1974).

Los comportamientos de cuidado pre y post-copulatorios son flexibles y se
encuentran influenciados por el contexto socio-sexual (Rondeau y Sainte-Marie 2001;
Sainte-Marie et al. 2008). Estos comportamientos son comunes en los crusticeos y
permiten que los machos cuiden hembras en el momento previo y durante el periodo de
receptividad de las mismas (Parker 1974; Grafen y Ridley 1983). El comportamiento

pre-copulatorio ocurre frecuentemente en especies en las cuales las hembras
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permanecen receptivas durante un periodo de tiempo limitado. Algunos autores han
indicado que este comportamiento de pre-copula se ha desarrollado para monopolizar a
la hembra en el periodo previo a que se vuelva receptiva, y consecuentemente, permitir
que el macho tenga acceso y asegure la copula con la misma (Parker 1974; Grafen y
Ridley 1983; Jivoff 1997a). La sincronia en el periodo de receptividad de las hembras
en una poblacion, también modifica el tiempo de cuidado Optimo (Yamamura y
Jormalainen 1996).

En el caso de los comportamientos post-copulatorios, los mismos previenen a los
machos rivales de aparearse con las hembras inseminadas, por lo cual, aseguran que su
esperma fecunde los ovocitos de la hembra (Parker 1970). Los machos deberian variar
el patron de cuidado de la pareja en relacion con la competencia y la maximizacion del
numero de ovocitos fecundados durante la estacion reproductiva, evaluando costos y
beneficios respecto del tiempo invertido en el cuidado de la pareja versus el tiempo
invertido en la busqueda de nuevas parejas (Parker 1974; Christy 1987). Ademas, otros
factores como la disponibilidad de recursos y el riesgo de depredacion podrian afectar el
comportamiento de cuidado de las hembras (Dill 1978; Sih 1993; Koga et al. 1998). Las
condiciones sociales variables incluyendo la proporcion sexual, la tasa de encuentro de
las parejas potenciales, el nimero de competidores potenciales, la talla de los mismos y
la relativa habilidad en competir por la pareja, afectarian la decision del macho respecto
del momento del comienzo del cuidado de la hembra (Parker 1974; Grafen y Ridley
1983; Yamamura 1987; Elwood y Neil 1992; Chapman y Kramer 1996).

Las estrategias reproductivas de los cangrejos Grapsoidea probablemente se
encuentren ademas, influenciadas por el tiempo y duracion de la receptividad de las
hembras, la competencia intra-sexual entre machos relacionada con la talla de los
mismos y el habitat ocupado (Brockerhoff y McLay 2005¢). Respecto de los dos
primeros factores, el tiempo y la duracion de la receptividad de las hembras determinan
la ROS y pueden influenciar la intensidad de la competencia intra-sexual entre machos.

Respecto del factor “tiempo y duracion de la receptividad de las hembras”, en
muchas especies las hembras cuidan a la progenie y son sélo receptivas durante
periodos de corta duracién y de baja frecuencia, por lo cual presentan una tasa de
reproduccidon potencial menor que la de los machos (Rondeau y Sainte-Marie 2001).

Esto causa que la ROS se encuentre frecuentemente desviada en favor de los machos,
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tendencia que es exacerbada cuando las hembras se vuelven receptivas en forma
asincronica. Especificamente, en especies en las cuales las hembras presentan en su
vulva un opérculo calcificado que solo se vuelve movil mediante su descalcificacion
durante determinados periodos limitados (Hartnoll 1969; Henmi y Murai 1999), la ROS
sesgada hacia los machos es alta durante todo el periodo reproductivo, por lo cual, debe
considerarse como un importante factor determinado el comportamiento y las
estrategias reproductivas (Jennings et al. 2000). Como resultado, la competencia sexual
es mas intensa entre machos que entre hembras, por lo cual, los machos exhiben
comportamientos reproductivos flexibles para maximizar las estrategias de cuidado de
la hembra y del suministro de esperma en el receptaculo seminal aumentando su éxito
reproductivo (Trivers 1972; Ridley 1983; Clutton-Brock y Parker 1992).

Estudios basados en la competencia intra-sexual entre machos han demostrado
que la talla de los mismos es frecuentemente el factor principal que determina el éxito
reproductivo (e. j. Abele et al. 1986; Donalson y Adams 1989; Moriyasu y Comeau
1996; Jivoff 1997a, Sainte-Marie et al. 1999; Kamio et al. 2003). Generalmente, los
machos de tallas mayores dominan a los de tallas menores durante las interacciones
agonisticas por el acceso a las hembras (Stein 1976; Ridley y Thompson 1979; Ward
1983; Berrill y Arsenault 1984), dado que obtienen mas facilmente el control fisico de
las mismas (Berrill y Arsenault 1982; Carvacho 1989; Snedden 1990; Lee y Seed 1992).
Como resultado, los machos de mayores tallas presentan, generalmente, mayores tasas
de fecundacion, dado que, ademas, pueden tener acceso y asegurar a las hembras de
mayores tallas las cuales presentan mayor fecundidad (Stein 1976; Ridley y Thompson
1985; Forbes et al. 1992; Stevens et al. 1993).

Respecto del factor “habitat ocupado y sus caracteristicas”, en estudios
realizados en ocipodidos se ha demostrado que las cuevas de los machos presentan una
camara ensanchada terminal donde ocurre el apareamiento (Christy 2007 y sus
referencias). Ademads, la forma de la cueva tendria un efecto sobre la eleccion de
machos por parte de las hembras (Backwell y Passmore 1996; deRivera 2005). Por el
contrario, en cangrejos grapsoideos pocos estudios han registrado que el apareamiento
ocurre tanto en superficie como en el interior de las cuevas (Seiple y Salmon 1982;
Brockerhoff y MacLay 2005¢). Sin embargo, en el capitulo II de la presente tesis se

demostrd que el sistema de apareamiento de Neohelice granulata se encuentra basado
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en la defensa de recursos, cuevas, las cuales presentan una camara en la cual ocurre el
apareamiento y son construidas por los machos de mayores tallas. Ademas, se encontrd
que la forma de la cueva vari6 entre las areas de estudio. Consecuentemente, los
comportamientos reproductivos deberian estar influenciados por la presencia y forma de
las cuevas en relacion al tipo de habitat ocupado.

El comportamiento reproductivo de los Varunidae ha sido caracterizado en
pocos estudios. Hartnoll (1969) realiz6 una breve revision en la cual se establecio que si
bien el cortejo no existe o es breve, las hembras receptivas son muy activas y
rapidamente inician la copula (ver Hartnoll 1969 y sus referencias). En especies del
género Hemigrapsus, se ha descripto que no existe un comportamiento de cuidado de
pre-copula, que el cortejo es corto y que la copula es iniciada por los machos
(Brockerhoff y McLay 2005c¢). El desarrollo de un comportamiento post-copulatorio
exitoso solo fue descripto para Hemigrapsus crenulatus y H. sexdentatus, aunque
algunos autores consideran que esto se deberia a la escasez de estudios realizados en
especies de la familia, y no a la ausencia de dicho comportamiento, dado que este
deberia constituir una estrategia comun que aseguraria la paternidad de la progenie
debido al tipo de receptaculo seminal ventral descripto para la familia (Brockerhoff y

McLay 2005c).

Hipatesis

De acuerdo a lo expuesto, se establece como hipotesis general que el
comportamiento reproductivo de Neohelice granulata es similar a lo descripto para
otras especies de Grapsoidea aunque existen variaciones entre areas de estudio. Como
hipotesis derivadas se establece que en N. granulata

[1] no existe un comportamiento de cuidado de la hembra pre-copulatorio,

[2] el tiempo de copula varia de acuerdo a diversos factores como la presencia
de cuevas, la talla del macho, una ROS sesgada a favor de los machos o la presencia de
hembras que copulan por segunda vez, y

[3] existe un cuidado de la hembra post-copulatorio el cual varia de acuerdo a
diversos factores como la presencia de cuevas, una ROS sesgada en favor de los

machos, la talla del macho o la duracion de la receptividad de la hembra.
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Objetivos

En este contexto, el objetivo general del presente capitulo fue estudiar el
comportamiento reproductivo de N. granulata. Como objetivos especificos se planted:

[1] estudiar la posible existencia de un comportamiento de cuidado pre-
copulatorio,

[2] describir el comportamiento de copula y estudiar diversos factores que
puedan influenciar el tiempo de copula como la presencia de cuevas, la talla del macho,
una ROS sesgada a favor de los machos, y la presencia de hembras que copulan por
segunda vez, y

[3] estudiar la existencia de un comportamiento de cuidado post-copulatorio y
los posibles factores que lo podrian influenciar como la presencia de cuevas, una ROS
sesgada en favor de los machos, la talla del macho o la duracion de la receptividad de la

hembra.

Materiales y métodos

Experimentos de comportamiento de cuidado pre-copulatorio en individuos de
LMC en campo

En la Laguna de Mar Chiquita, durante la estacion reproductiva 2010/2011 se
colocaron canastas plasticas (19 x 28 x 15 cm) de 1 cm’ de tamafio de malla en el area
intermareal, las cuales fueron enterradas en el sedimento a una profundidad de 18 cm
sobre la linea divisoria entre la planicie desnuda y la planicie con espartillar, de modo
que durante la marea alta se cubrieran con agua. Las canastas se taparon con la misma
malla pléstica. Sobre las tapas se colocaron macollos de Spartina con el objetivo de
evitar las temperaturas elevadas (Fig. 5.1a). Las canastas fueron rellenadas con

sedimento del ambiente, a un nivel de 15 cm (Fig. 5.1b).
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Fig. 5.1. Canastas de exclusion colocadas en la Laguna Mar Chiquita para evaluar la existencia del
comportamiento y tiempo de pre-copula de Neohelice granulata. a. canasta cubierta con Spartina para
evitar las altas temperaturas. b. canasta destapada mostrando las cuevas construidas por los individuos
(flechas).

Se realizaron dos tratamientos (T) los cuales consistieron en colocar:

[T1] una hembra no receptiva (ancho de caparazéon (AC)>24.5 mm) no ovigera y
un macho grande (AC>27.5 mm), y

[T2] dos hembras no receptivas no ovigeras.

Las hembras seleccionadas se caracterizaron por presentar una membrana
opercular en su vulva de color trasparente dado que esta condicion indicaria que las
mismas se encontrarian mas cercanas al periodo de descalcificacion y receptividad (obs.
pers.). En cada tratamiento, los dos individuos fueron marcados con esmalte de
diferente color formando una mancha circular sobre el caparazon.

Cada canasta de exclusion se controld diariamente y la marca se reforzé cada
dos dias. El registro consistio en determinar si los individuos construian cuevas, la
posicion de las cuevas y si éstas eran mantenidas por sus mismos duefios durante todo el
periodo de duracién del experimento. Se registré ademads, el momento en que la hembra
se volviera receptiva mediante la inspeccion de la movilidad de la vulva. La duracion
del experimento se extendié desde el momento en que los individuos fueron colocados
en la canasta de exclusion, hasta la deteccion de una hembra receptiva. Al reconocer la
hembra receptiva, se registrd la posicion en que se encontraba: en superficie, en su
cueva, en la cueva del macho [T1], o en la cueva de la otra hembra [T2]. En el caso de
encontrarse una hembra no receptiva dentro de la cueva del macho y que posteriormente

la misma se volviera receptiva, se lo consideré como un comportamiento de cuidado de
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pre-copula exitoso y se registro el tiempo desde que se la encontrd no receptiva en la
cueva del macho hasta que estuvo receptiva.

Se realizo un test de G de independencia considerando como hipotesis nula la
independencia entre el nimero de hembras receptivas encontradas en superficie, en su
cueva o en la otra cueva y el tratamiento. En caso de encontrarse diferencias entre
tratamientos, se realizaron tests Z de comparacion de proporciones para testear
diferencias para cada lugar en el cual se encontr6 a la hembra receptiva entre ambos

tratamientos. Se realizaron 15 réplicas por tratamiento.

Experimentos de comportamiento de copula y cuidado post-copulatorio en
laboratorio

Se trabajé durante las estaciones reproductivas de 2009/2010, 2010/2011 y
2011/2012 con individuos de la Laguna de Mar Chiquita (LMC) y de San Antonio
Oeste (SAO). Los individuos maduros (>19 mm AC) se colectaron del campo y se
transportaron vivos al laboratorio. Alli, se acondicionaron en acuarios aireados con agua
de mar (0.3x0.35x0.25 m, 3 cm de altura de agua de mar), y se mantuvieron bajo
condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura (23°C-27°C). Para la realizacién de
los experimentos, se utilizaron acuarios plasticos aireados (0.4x0.5x0.2 m) en los cuales
se colocaron 20 y 10 cm de sedimento obtenido de LMC y SAO, respectivamente, el
cual fue colocado en uno de los extremos del acuario (suficiente cantidad que permitid
la construccion de cuevas), mientras que en el otro extremo se colocd una roca (de
aproximadamente 10x20x6 cm) de modo de actuar como refugio alternativo (Fig. 5.2).
Para la construccion de las cuevas se utilizaron machos grandes, los cuales se colocaron
1-3 dias antes para que construyeran la cueva. Todas las cuevas construidas en
laboratorio presentaron un ensanchamiento a modo de camara en la parte superior de la
cueva, dado que la menor cantidad de sedimento respecto del area natural no permitio la
construccion de cuevas profundas con camaras en su parte media (ver resultados
capitulo II). En los experimentos en los cuales no se requirieron cuevas, se utilizd un
nivel de 2 cm de sedimento correspondiente a ambas areas de estudio, mas el refugio

alternativo. Se utiliz6 un nivel de agua de mar de 3 cm.
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Fig. 5.2. Acuarios plasticos de experimentacion utilizados en los experimentos de copula y
post-copula de Neohelice granulata. Se observa sedimento para permitir la construccion de
cuevas; y una roca en el extremo opuesto como refugio alternativo. En este caso particular se
observan dos machos dentro de sus cuevas (flechas blancas) y a la hembra receptiva en la
roca (flecha negra).

Para testear el comportamiento de copula se disefié un experimento en el cual se
consideraron cuatro tratamientos colocando en cada uno:

[T1] un macho chico (MC) (LMC: 20.7-26.3 mm AC, SAO: 21.4-26 mm AC) +
una hembra receptiva versus un macho grande (MG) (LMC: 27.8-33.6 mm AC, SAO:
27-31.6 mm AC) + una hembra receptiva (tratamiento considerado como control)
(LMC: N=20, SAO: N=15),

[T2] un macho en una cueva + una hembra receptiva versus un macho sin cueva
+ una hembra receptiva (tratamiento que tested el tiempo de copula en presencia de
cuevas) (LMC y SAO: N=10),

[T3] 4 machos de igual talla + una hembra receptiva (tratamiento que teste6 el
tiempo de copula cuando la ROS estuvo sesgada a favor de los machos) (LMC: N=13,
SAO: N=12),y

[T4] un macho + una hembra receptiva la cual habia copulado recientemente con
otro macho (tratamiento que testeo el tiempo de copula de hembras copuladas por otro

macho por segunda vez) (LMC y SAO: N=10).
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Se registrd6 el tiempo de coépula en cada tratamiento y se describio el
comportamiento de copula. En los T1 y T2 se realizaron dos ANOVAs de dos vias para
testear el efecto de los factores independientes “area de estudio”, “talla del macho”
(T1); y “area de estudio” y “presencia de cuevas” (T2); sobre la variable dependiente
“tiempo de copula”. Adicionalmente, en los T3 y T4, se realizaron dos ANOVAs de dos
vias para evaluar el efecto de los factores independientes “drea de estudio” y “ROS
sesgada” (T3); y “area de estudio” y “hembras que copularon por segunda vez” (T4);
respecto de la variable dependiente “tiempo de copula”. En estos dos ultimos
tratamientos, se consider6 al tiempo de copula de los machos del T1 (MG+MC, ver
resultados del presente capitulo) como el control, es decir, en el T3 como el tiempo de
copula cuando la ROS fue 1:1, y en el T4 como el tiempo de copula de hembras que

copularon por primera vez.

Experimentos de comportamiento de cuidado post-copulatorio en individuos de
LMC en laboratorio

En el caso de LMC, de acuerdo a los resultados obtenidos en los experimentos
de campo descriptos en el capitulo II, se concluyd que el sistema de apareamiento de
Neohelice granulata estd basado en la defensa de las cuevas (recursos) con camaras
construidas por los MG, en las que ocurriria la copula y se favoreceria el desarrollo de
un comportamiento de cuidado de la hembra post-copulatorio exitoso. Sin embargo,
tanto MG como MC se encontraron en cuevas con camaras (resultados capitulo II). De
acuerdo a esto, se utilizaron MG para que construyeran las cuevas de experimentacion,
los cuales se colocaron 1-3 dias antes del comienzo del experimento (aunque, de
acuerdo al experimento, si se requirié un MC en una cueva construida por un MG, este
ultimo fue extraido luego de la construccion de su cueva, y se afiadio un MC). Todas las
cuevas construidas en laboratorio presentaron un ensanchamiento a modo de camara en
la parte superior de la cueva, dado que la menor cantidad de sedimento respecto del area
natural no permiti6 la construccion de cuevas profundas con cdmaras en su parte media.
En los experimentos, se considerd a la “presencia o ausencia de cuevas” como el factor
principal, mientras que los factores alternativos fueron: “ROS desviada a favor de los

machos”, “duracion de la receptividad de la hembra” y “talla del macho”.
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Para testear el efecto del factor “presencia versus la ausencia de cuevas” en
laboratorio se disefid un experimento con dos tratamientos:

[T1] un MG en una cueva + una hembra receptiva, y

[T2] un MG sin cueva + una hembra receptiva.

Se realizaron 15 réplicas por tratamiento. Se realizd un test de Chi-cuadrado para
testear diferencias en la frecuencia de cuidado post-copulatorio entre tratamientos.

Para testear el efecto del factor “ROS sesgada en favor de los machos” se colocd
a los individuos en cuatro condiciones: [1] una pareja en post-copula dentro de una
cueva + tres machos adicionales de igual talla respecto del macho en post-copula
(N=15), [2] una pareja en post-cOpula sin cueva + tres machos adicionales de igual talla
respecto del macho sin cueva (N=12), [3] una pareja en post-copula dentro de una cueva
(N=15), y [4] una pareja en post-copula sin cueva (N=12). Las condiciones [1] y [2]
fueron consideradas como el tratamiento 1 [T1] (ROS sesgada en favor de los machos
en presencia o ausencia de cuevas), mientras que las condiciones [3] y [4] fueron
consideradas como el tratamiento 2 [T2] (ROS 1:1 en presencia o ausencia de cuevas).
Los machos adicionales fueron marcados con una mancha circular en el caparazon
dorsal realizada con esmalte de color y agregados inmediatamente con posterioridad a la
finalizacion de la copula. El experimento se prolongd desde la finalizacion de la copula
hasta el desove de la hembra, en los casos en los que permaneci6 con el macho que la
habia copulado inicialmente; o hasta que la hembra se encontr6 sola o con alguno de los
machos alternativos, en copula o siendo cuidada por este (agarrada por sus quelas o
colocada debajo del macho, encerrada entre sus patas). Un cuidado de post-copula fue
considerado exitoso cuando la hembra permaneci6é con el primer macho que la copul6
en su cueva o fuera de esta pero sostenida por ¢l, hasta el desove. Los acuarios se
registraron diariamente.

Para testear el efecto del factor “duracion de la receptividad de la hembra (corta
o extendida)”, se coloco a los individuos en cuatro condiciones: [1] un macho en una
cueva + una hembra receptiva cuya receptividad fue considerada corta (3-5 dias), [2] un
macho sin cueva + una hembra receptiva cuya receptividad fue considerada corta (3-5
dias), [3] un macho en una cueva + una hembra receptiva cuya receptividad fue
considerada extendida (7-9 dias), y [4] un macho sin cueva + una hembra receptiva cuya

receptividad fue considerada extendida (7-9 dias). Las condiciones [1] y [2] fueron
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consideradas como el tratamiento 1 [T1] (hembras de receptividad corta en presencia o
ausencia de cuevas), mientras que las condiciones [3] y [4] fueron consideradas como el
tratamiento 2 [T2] (hembras de receptividad extendida en presencia o ausencia de
cuevas). Las hembras receptivas se utilizaron en el experimento el primer dia que se
inici6 el periodo receptivo (cuando ocurrid la copula), y luego, de acuerdo a su duracion
hasta el desove, se las consider6 de receptividad corta u extendida (ver resultados
capitulo III). Se obtuvieron 10 réplicas por tratamiento.

Para testear el efecto del factor “talla del macho”: MG (AC>28 mm) o MC
(AC<27 mm), se colocd a los individuos en cuatro condiciones: [1] un MG en una
cueva + una hembra receptiva, [2] un MG sin cueva + una hembra receptiva, [3] un MC
en una cueva + una hembra receptiva, y [4] un MC sin cueva + una hembra receptiva.
Las condiciones [1] y [2] fueron consideradas como el tratamiento 1 [T1] (MG en
presencia o ausencia de cuevas), mientras que las condiciones [3] y [4] fueron
consideradas como el tratamiento 2 [T2] (MC en presencia o ausencia de cuevas). Se
obtuvieron 12 réplicas por tratamiento.

Para el analisis del efecto de los factores “ROS sesgada”, “duracion de la
receptividad de la hembra” y “talla del macho”, se realizaron tests de Chi-cuadrado para
testear diferencias entre tratamientos, y posteriormente, se realizd un test Z de
comparacion de proporciones para testear diferencias dentro de cada tratamiento, entre
ambas condiciones descriptas. En los dos ultimos experimentos (efecto de la duracién
de la receptividad de hembras y de la talla del macho), el experimentd se prolongd
desde la finalizacion de la copula hasta el desove de la hembra o hasta que la hembra se
encontro fuera de la cueva del macho y sin contacto con este. Un cuidado de post-
copula fue considerado exitoso cuando la hembra permanecié con el macho que la
copulo, en su cueva o fuera de esta, pero sostenida por ¢l, hasta el desove. Los acuarios

se registraron diariamente.

Experimentos de cuidado post-copulatorio en individuos de SAO en laboratorio

En SAOQO, de acuerdo a los resultados obtenidos en el capitulo II, se encontrd que
el comportamiento de cuidado post-copula en campo no fue exitoso, en presencia o
ausencia de cuevas con entradas (camaras) ensanchadas. Consecuentemente, en los

experimentos disefiados a continuacion, a diferencia de los disefiados para los
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individuos de LMC, no se consider6 a la presencia o ausencia de cuevas como el factor
principal, sino como uno adicional. Se disefaron cuatro experimentos, con dos
tratamientos cada uno:

[E1] un acuario plastico con sedimento (10 cm) al cual se le agregé6 un MG que
se dejo entre 1-2 dias para que construyera una cueva + una hembra receptiva versus un
acuario con 1 cm de sedimento + un MG + una hembra receptiva,

[E2] una pareja en post-copula versus una pareja en post-copula + tres machos
adicionales de igual talla que el macho en post-copula,

[E3] un macho + una hembra de receptividad corta (1-3 dias) versus un macho +
una hembra de receptividad extendida (5-6 dias), y

[E4] un MG (AC>27.4 mm) + una hembra receptiva versus un MC (AC<25.9
mm) + una hembra receptiva.

Los machos adicionales se marcaron con una mancha circular sobre el caparazén
dorsal realizada con esmalte de color. Las hembras receptivas se utilizaron en el
experimento el primer dia que se inicid el periodo receptivo (cuando ocurri6 la copula),
y luego, de acuerdo a su duracion hasta el desove, se las consider6 de receptividad corta
u extendida (ver resultados capitulo III). En los cuatro experimentos se registrd si
existié un cuidado post-copulatorio exitoso (la hembra se mantuvo dentro de la cueva o
en contacto con el macho que la copuld, cada vez que el experimento se registrd
diariamente, hasta el desove). Todos los experimentos comenzaron inmediatamente al
finalizar la cépula y finalizaron al encontrar la hembra desovada o sin contacto con el
macho que la copuld o en contacto con alglin macho adicional [E2]. En los cuatro
experimentos se realizd un test de Chi-cuadrado para testear diferencias entre ambos

tratamientos.

Experimentos de actividad de hembras de LMC en laboratorio

De acuerdo a los resultados obtenidos en el experimento donde se tested el
efecto de la duracion de la receptividad de las hembras sobre el desarrollo de un
comportamiento exitoso de cuidado post-copulatorio de la hembra, se disefid un
segundo experimento en el cual se midio la actividad de las hembras de receptividad
corta versus las de receptividad larga versus las ovigeras. En los acuarios plasticos con

sedimento en un extremo (20 cm) y refugio alternativo en el otro, se colocaron dos MG
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de modo que construyeran sus cuevas. Posteriormente, se agregd una hembra de cada
categoria por vez segun el tratamiento:

[T1] hembra de receptividad corta,

[T2] hembra de receptividad extendida, y

[T3] hembra ovigera.

Se cuantifico el tiempo de actividad ambulatoria en segundos de las hembras, es
decir, el tiempo en el cual se las observd desplazandose por el acuario (se considero
como desplazamiento un traslado minimo de 1 cm). Se describi6 el comportamiento
observado. La duracién del experimento fue de 30 minutos, comenzando con la
introduccion de la hembra en el acuario luego de 5 minutos de aclimatacion. Se
realizaron 10 réplicas por tratamiento. Se realizd6 un ANOVA para evaluar diferencias
en el tiempo de actividad entre los tres tratamientos. En caso de encontrarse diferencias
se realizo posteriormente un test de Tukey para identificar los tratamientos que

difirieron entre si.

Resultados

Experimentos de comportamiento de cuidado pre-copulatorio en individuos de
LMC en campo

En ambos tratamientos, ambos cangrejos construyeron cuevas independientes.
Las cuevas de los machos presentaron una cdmara en la parte superior. Cada vez que se
controlo6 la posicion de los individuos, cada uno se encontré en su cueva. Rara vez se
encontré al macho o a las hembras no receptivas fuera de sus cuevas. En el T1, las
hembras no receptivas fueron encontradas entre 20 y 26 hs (20.8+3.4) antes de volverse
receptivas, en la cueva de los machos, mientras que en el T2 las hembras no receptivas
se encontraron en sus cuevas en el periodo previo a volverse receptivas
(aproximadamente un dia antes). Cuando las hembras se observaron receptivas, la
posicion en la cual se encontraron dependié del tratamiento (G=13.61, p<0.01) (Fig.
5.3). Existieron diferencias entre tratamientos respecto de la cantidad de hembras
receptivas encontradas en superficie (20% versus 73.3% para T1 y T2 respectivamente,

7=2.56, p<0.05), y en la otra cueva (66.7% versus 6.7% para T1 y T2 respectivamente,
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7=3.03, p<0.01), mientras que no se encontraron diferencias respecto de las hembras
encontradas en su cueva (13.3% versus 20% para T1 y T2 respectivamente, Z=0.002,

p=0.99).
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Fig. 5.3. Nuimero de hembras receptivas de Neohelice granulata encontradas en superficie, en
su propia cueva y en la otra cueva, cuando convivia con otra hembra (tratamiento 1, T1) y
con otro macho (tratamiento 2, T2). (** p<0.01).

Experimentos de comportamiento de céopula en individuos de LMC y SAO en
laboratorio

Los MG y MC presentaron un mismo comportamiento de copula, el cual fue
similar entre areas de estudio. El mismo consistio en que el macho tom¢ a la hembra por
sus quelas o patas, y sosteniéndola con sus quelas la colocd en la posicion esterno con
esterno (Fig. 5.4a, b). Posteriormente el macho abri6é su pleon y el de la hembra e
insert6 sus gonopodos en la vulva. Durante, aproximadamente, los primeros 15 min de
copula, el macho sostuvo a la hembra en la posicion descripta agarrdndola con sus
quelas por los pedunculos oculares (Fig. 5.4b). Luego, durante aproximadamente los

siguientes 15 min, el macho abrié una de sus quelas, y permaneci6 sosteniendo a la
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hembra s6lo con una quela, tomédndola por su pedunculo ocular (Fig. 5.4c). Finalmente,
durante aproximadamente los siguientes 15 min, el macho solté ambas quelas (Fig.
5.4d) hasta la finalizacion de la copula, donde ambos individuos se separaron
bruscamente e, inmediatamente, el macho tomd a la hembra por sus quelas o patas o

bien la coloco debajo de él, entre sus patas (Fig. 5.4e, f).

Fig. 5.4. Comportamiento de copula de Neohelice granulata. a. macho sosteniendo a la hembra
por sus patas con sus quelas en el momento previo a la copula. b. macho durante la copula, en la
posicion esterno con esterno, sosteniendo a la hembra con sus quelas por sus pedinculos oculares.
¢. macho durante la copula, donde se observa que sostiene a la hembra sélo con una de sus quelas
por uno de los pediinculos oculares. d. macho que liberd sus dos quelas y solo sostiene a la hembra
en la posicion esterno-esterno a través de la insercion de sus gonopodos. e. macho en post-copula
tomando a la hembra con sus quelas. f. macho en post-copula colocado sobre la hembra.
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En el T1, el tiempo de copula fue independiente de la talla del macho, grande o
chico (F=0.06, p=0.81). Sin embargo, el tiempo de copula vari6 entre areas de estudio
(F=0.38, p<0.05), siendo mayor en LMC respecto de SAO (LMC: 47.9+15.9, SAO:
40.9£11.7) (Fig. 5.5). No se encontr6 una interaccion entre la talla del macho y el area

de estudio (F=0.38, p=0.54).
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Fig. 5.5. Tiempo de copula en minutos de los individuos de Neohelice granulata:
machos de talla grande versus de talla chica que copularon en ambas areas de estudio,
Laguna Mar Chiquita (LMC) y San Antonio Oeste (SAO). (* p<0.05; ns, diferencias no
significativas).

De forma similar, en el T2, el tiempo de coépula fue independiente de la
presencia o ausencia cuevas (F=0.54, p=0.47). Sin embargo, el tiempo de copula varid
entre areas de estudio (F=4.97, p<0.05), siendo mayor en LMC respecto de SAO (LMC:
48.0+13.2, SAO: 41.2+6.9) (Fig. 5.6). No se encontr6 una interaccion entre la presencia

de cuevas y el area de estudio (F=0.08 p=0.77).
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Fig. 5.6. Tiempo de copula en minutos de los individuos de Neohelice granulata que
copularon dentro versus fuera de las cuevas en ambas areas de estudio, Laguna Mar
Chiquita (LMC) y San Antonio Oeste (SAO). (* p<0.05; ns, diferencias no
significativas).

En el T3, existieron diferencias en el tiempo de copula entre las hembras que
copularon con un macho en ausencia de otros machos versus el de las hembras que
copularon con un macho cuando la ROS estuvo sesgada en favor de ellos en ambas
areas de estudio (F=74.1, p<0.001): el tiempo de cépula con una ROS 1:1 (47.9+£15.9)
fue mayor respecto del tiempo de copula con una ROS 1:3 (LMC: 19.6£3.11; SAO:
20.1£3.85) (Fig. 5.7). Cuando la OSR estuvo sesgada hacia los machos se observaron
interacciones entre el macho que estaba copulando a la hembra y los adicionales que
intentaron robar a la misma, aunque generalmente no lo lograron. Sin embargo, el

tiempo de copula no difiri6 entre ambas areas de estudio (F=2.41, p=0.13).
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Fig. 5.7. Tiempo de copula
en minutos de individuos
de Neohelice granulata
que copularon en ausencia
de otros machos (ROSJ'1)
versus en presencia de
varios machos (ROSJ'3)
en Laguna Mar Chiquita
(LMC), y San Antonio
Oeste (SAO). (¥**
p<0.001; ns, diferencias no
significativas).

En el T4, existieron diferencias en el tiempo de copula entre las hembras que

copularon con un macho por Unica vez versus el de las hembras que fueron copuladas

por un macho por segunda vez en ambas areas de estudio (F=52.1, p<0.001): el tiempo

de copula de las hembras que copularon por unica vez (47.9+15.9) fue mayor respecto

de las que copularon por segunda vez (LMC: 19.18+6; SAO: 21.6+£5.43) (Fig. 5.8). Sin

embargo, el tiempo de copula en el T4 no difiri6 entre ambas areas de estudio (t=1.28,

p=0.26).

— N W B L N X
S O O O O O O

oS O

Tiempo de copula (minutos)

ns

1 ek ok 1

*koskok

1°cépula 2°codpula 1°cépula 2°codpula

LMC

SAO

Fig. 5.8. Tiempo de
copula de machos de
Neohelice granulata que
copularon con una
hembra que no habia
copulado (1° copula)
versus machos que
copularon con una
hembra ya copulada (2°
copula) en Laguna Mar
Chiquita (LMC), y San
Antonio Oeste (SAO).
(*** p<0.001; ns,
diferencias no
significativas).
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Experimentos de comportamiento de cuidado post-copulatorio en individuos de
LMC en laboratorio

El desarrollo de un comportamiento de post-copula exitoso dependid de la
presencia de cuevas (x*=9.6, p<0.01, Fig. 5.9a). Respecto de la ROS, no se encontraron
diferencias entre ambos tratamientos (x*=0.007, p=0.12, Fig. 5.9b). Sin embargo, en
cada tratamiento, existieron diferencias en el desarrollo de un comportamiento de
cuidado de post-copula exitoso entre ambas condiciones: tanto cuando la ROS estuvo
sesgada en favor de los machos (T1) asi como cuando la ROS fue 1:1 (T2), los machos
cuidaron a las hembras en post-copula en presencia de cuevas (condiciones 1 y 3),
mientras que no lo hicieron en ausencia de cuevas (condiciones 2 y 4) (Z=2.6, p<0.01;
7=2.45, p<0.05; respectivamente). De esta manera, se observo que el cuidado de post-
copula exitoso dependiod de la presencia de cuevas y fue independiente de la ROS.

Respecto de la duracion de la receptividad de las hembras, se encontraron
diferencias entre ambos tratamientos, de receptividad corta versus extendida (}*=22.5,
p<0.001, Fig. 5.9¢). En el T1 (hembras de receptividad corta) se encontraron diferencias
en el desarrollo de un comportamiento de post-copula exitoso respecto de la presencia
de cuevas: los machos cuidaron hembras cuando existieron cuevas (condicién 1)
mientras que no lo hicieron en ausencia de las mismas (condicién 2) (Z=3.28, p<0.01).
Sin embargo, en el T2 (hembras de receptividad extendida) no existieron diferencias
respecto de la presencia o ausencia de cuevas: los machos no cuidaron a las hembras,
independientemente de la presencia (condicién 3) o ausencia (condicion 4) de cuevas
(Z=1.12, p=0.26). De esta manera, se observo que el comportamiento de cuidado post-
copulatorio exitoso dependi6 de la presencia de cuevas y de la receptividad de las

hembras.
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Fig. 5.9. Comportamiento de cuidado post-copulatorio exitoso en hembras de Neohelice granulata de la
Laguna Mar Chiquita dependiente de los factores: a. Presencia versus ausencia de cuevas. b. Relacion
operacional de sexos (ROS) sesgada en favor de los machos (3:1) versus ROS no sesgada (1:1), en
presencia y ausencia de cuevas. ¢. Tipo de duracion de la receptividad, corta versus extendida, en
presencia y ausencia de cuevas. (* p <0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001).
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Respecto de la talla de los machos, no se encontraron diferencias en el desarrollo
de un cuidado de la hembra post-copulatorio exitoso entre tratamientos (y°=7.6,
p>0.05). Sin embargo, en ambos tratamientos, existieron diferencias en el desarrollo de
una post-copula exitosa entre ambas condiciones: tanto machos grandes (T1) como
machos chicos (T2), cuidaron hembras en presencia de cuevas (condiciones 1 y 3),
mientras que no lo hicieron en su ausencia (condiciones 2 y 4) (Z=1.65, p<0.05;
7=2.05, p<0.05; respectivamente). De esta manera se observo que el cuidado de post-
copula exitoso fue dependiente de la presencia de cuevas pero independiente de la talla

del macho.

Experimentos de comportamiento de cuidado post-copulatorio en individuos de
SAO en laboratorio

El desarrollo de un comportamiento de cuidado post-copulatorio de la hembra
exitoso fue independiente de la presencia de cuevas (x*=0.95, p>0.05), pero dependiente
de la ROS (3°=10.7, p<0.01) y de la duracion de la receptividad (y*=7.5, p<0.01 (Fig.
5.10a, b): cuando la ROS fue 1:1 y las hembras presentaron una receptividad del tipo
corta, respectivamente, el cuidado post-copulatorio de la hembra por parte de los
machos fue exitoso. Respecto de la talla del macho, no se encontraron diferencias en el

desarrollo de un comportamiento de post-copula exitoso (y*=1.33, p=0.39).
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Fig. 5.10. Comportamiento de cuidado post-copulatorio exitoso en hembras de Neohelice granulata de
San Antonio Oeste dependiente de los factores: a. relacion operacional de sexos (ROS) sesgada en favor
de los machos (3:1) versus ROS no sesgada (1:1); y b. tipo de duracion de la receptividad, corta versus
extendida. (** p <0.01).

Experimento de actividad de hembras de LMC en laboratorio

Se encontraron diferencias entre las hembras de receptividad corta, las de
receptividad extendida y las ovigeras (ANOVA F=3.48, p<0.05). El test de Tukey
posterior mostré que la actividad ambulatoria de las hembras difirié entre el T1 y el T2

(hembras de receptividad corta y extendida, respectivamente) (p<0.05), mientras que no
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se encontraron diferencias entre el T1 y el T3 (T3: hembras ovigeras), ni entre el T2 y el

T3 (Fig. 5.11).
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Fig. 5.11. Actividad ambulatoria de hembras de Neohelice granulata de la Laguna Mar Chiquita en
segundos (s) en tres tratamientos: hembras de receptividad corta, hembras de receptividad extendida y

hembras ovigeras. Las lineas horizontales indican las comparaciones entre tratamientos mediante Test de
Tukey (*** p<0.001; ns, diferencias no significativas).

Se observaron distintos tipos de comportamientos de las hembras en los tres
tratamientos. Las hembras de receptividad corta mostraron escasa actividad ambulatoria
(334.2+£337.7), generalmente permanecieron debajo de la roca que actué como refugio
alternativo o se enterraron en el sedimento. Por el contrario, las hembras de receptividad
extendida mostraron gran actividad (727.44+417.5), se desplazaron por todo el acuario y
realizaron un comportamiento de “busqueda” y “prueba” de los machos en sus cuevas.
Dicho comportamiento consistio en que la hembra se acerco alternativamente a la
entrada de una u otra cueva de los machos, donde se observo contacto entre ambos
individuos. El contacto involucré a las tres ultimas patas de ambos individuos y

consistid en movimientos cortos alternados de contacto y separacion a modo de
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“palparse” uno a otro. Este comportamiento fue repetido varias veces, de 3 a 5 veces en
cada cueva: la hembra se acercaba a la entrada de la cueva de uno de los machos,
ocurria el contacto descripto, y luego salia de la entrada de la cueva y se dirigia a la del
otro macho donde repetia estos movimientos. El comportamiento de contacto finalizé
cuando la hembra ingres6 completamente a alguna de las dos cuevas, o cuando alguno
de los dos machos sali6 de su cueva, tomo a la hembra con sus quelas, y la colocé en la
posicion esterno con esterno, seguida de la copula. En el caso de las hembras ovigeras
se observd que las mismas pudieron presentar, alternativamente, poca o mucha
actividad (582.5+£357.6), enterrandose o escondiéndose en el refugio alternativo, o
desplazdndose por el acuario e ingresando a la cueva del macho, pero sin ser

interceptadas ni copuladas por estos.

Discusion

En el presente capitulo se describid el comportamiento de pre-copula, copula y
post-copula de Neohelice granulata y, mediante distintos experimentos, se demostrd
que existen factores, como la ROS, la duracion de la receptividad de la hembra, la talla
del macho o la presencia de cuevas (asociada al tipo de habitat ocupado), que los
estarian influenciando. Ademas, estos comportamientos variaron entre individuos

provenientes de las dos éareas de estudio, LMC y SAO.

Comportamiento de cuidado pre-copulatorio

Se predice que el comportamiento de cuidado de pre-copula se desarrollara en
especies que presenten una ROS desviada (Emlen y Oring 1977) y en aquellas en las
cuales el apareamiento estd restringido a un periodo corto determinado (Grafen y Ridley
1983), ambas caracteristicas reconocidas para Neohelice granulata. En el presente
capitulo se demostr6 que en N. granulata existe un cuidado de pre-copula de las
hembras por parte de los machos durante un periodo corto (aproximadamente 1 dia)
previo a que las misma se vuelvan receptivas. En este caso, las hembras salen de sus
cuevas en la condiciébn no receptiva y buscan cuevas de MG, donde se vuelven

receptivas y, posteriormente, ocurre el apareamiento. Estos resultados se condicen con
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lo encontrado en el capitulo IV, en el cual se demostrd que la eleccion de la pareja en
esta especie es llevada a cabo por parte de las hembras. De esta forma, las hembras
constituirian el sexo de busqueda de la pareja y tendrian la capacidad de reconocer que
se encuentran cercanas al periodo de receptividad, momento en el cual abandonarian sus
cuevas para buscar y elegir una cueva de un macho apta para el apareamiento. Esta
capacidad de las hembras de reconocer que se encuentran cercanas al periodo de
receptividad fue descripta para varias especies de carideos (ver Bauer 2011). Por el
contrario, en el caso de otros Varunidae, como por ejemplo del género Hemigrapsus, se
ha descripto que no existe comportamiento de pre-copula, aunque esto se deberia a la
escasez de estudios realizados en la familia (Brockerhoff y McLay 2005c).

Si bien en el capitulo IV se demostré que los machos no seleccionan hembras
receptivas respecto de las no receptivas, los resultados obtenidos en el presente capitulo,
sugieren que los machos dentro de las cuevas tendrian la capacidad de detectar que la
hembra se encuentra cercana a su periodo de receptividad, y consecuentemente, la
aceptan en su cueva. En el isopodo Asellus aquaticus, se demostrd que los machos sélo
reconocieron a las hembras receptivas cuando éstas se encontraban a una distancia no
menor a 5 cm (Bertin y Cezilly 2005). Es importante destacar ademas en este punto, que
si bien la hembra de N. granulata no se encuentra receptiva morfoldégicamente (su
opérculo es inmovil), si se encontraria receptiva fisioldgicamente en el periodo previo a
que su opérculo se vuelva movil, y esta condicion seria detectada por los machos. Dado
que el tiempo de cuidado es critico para el fitness de los machos, es esperable que los
mismos desarrollen capacidad sensorial para reconocer el tiempo restante hasta que la
hembra se vuelva receptiva (Jormalainen 1998, 2007). Especificamente, en el cangrejo
violinista Uca paradussumieri, se demostré que los machos pueden detectar
quimicamente cuando la hembra se encuentra cercana al periodo de ovulacion (Murai et
al. 2002). Este sistema de apareamiento en el cual las hembras son moviles y eligen a
los machos y a sus cuevas en las cuales copulan es también descripto para la mayoria de
los ocipddidos (ver Jormalainen 2007; Christy 2007 y sus referencias).

Los resultados obtenidos en el experimento de actividad de las hembras indican
que las hembras de receptividad extendida son las que presentan mayor movilidad,
buscando y eligiendo cuevas y machos, a través del comportamiento de cortejo

descripto. A partir de lo encontrado en el capitulo III, donde se observo que las hembras
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de receptividad extendida presentaron receptdculos seminales vacios o con poco
esperma, mientras que las de receptividad corta presentaron recepticulos llenos, se
concluye que las hembras de receptividad extendida presentan mayor movilidad,
buscando y eligiendo cuevas de machos en las cuales aparearse y llenar sus receptaculos
seminales. En el caso de las de receptividad corta, estas hembras, dado que presentan
sus receptaculos seminales llenos, preferian mantener sus cuevas y no copular, evitando
los riesgos de predacion o enfermedad asociados al apareamiento, como se ha
encontrado que estos riesgos ocurren en otras especies (Elwood y Neil 1992; Benhalima
y Moriyasu 2001).

Se ha demostrado que el desarrollo de un cuidado pre-copulatorio exitoso
depende de la talla del macho, aunque en estos casos los machos son los que compiten
entre ellos por la eleccion y posterior cuidado de la hembra (Wada et al. 1999). En el
caso de N. granulata, el cuidado de pre-copula dependeria indirectamente de la talla del
macho, dado que las cuevas con camaras en las cuales se desarrolla son construidas por
los machos grandes. Sin embargo, en futuros experimentos se utilizaran mas de un
macho para testear si existe interaccion directa entre el macho duefio de la cueva y
otro/s macho/s adicionales, afectando el comportamiento de pre-copula.

En el caso de SAO, si bien no se realizaron experimentos para estudiar la
existencia de un comportamiento de cuidado pre-copulatorio como parte de la presente
tesis, se sugiere que, dada la morfologia de la cueva de los machos grandes con camaras
abiertas, el cuidado de pre-copula no seria exitoso debido a la mayor probabilidad de
que ocurran interacciones con otros machos, al igual que se demostr6 para el desarrollo
de un cuidado post-copulatorio exitoso en este area de estudio (resultados capitulo II).

Sin embargo, futuros experimentos permitiran esclarecer esta cuestion.

Comportamiento de copula

Respecto del tiempo de copula, el resultado que muestra que no existieron
diferencias entre MC o MG, podria indicar que ambos tipos de machos estarian
transfiriendo una misma cantidad de esperma. A partir de lo encontrado en el capitulo
I, dado que el apareamiento de los MC seria mas aleatorio porque no construyen
cuevas con camaras sino que copularian con las hembras que encuentran al azar en

superficie (o en una cueva de un MG cuando logran monopolizarla), indicaria que
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cuando tienen la oportunidad de copular con una hembra receptiva, transfieren la mayor
cantidad de esperma posible, copulando igual tiempo que un MG, para aumentar las
probabilidad de fecundacion. Contrariamente, diversos trabajos en distintos taxa han
demostrado que los machos de mayores tallas acumulan mayor cantidad de reservas
espermaticas (Kwei 1978; Wilber 1987; Pitnick 1996), transfieren eyaculados mayores
incluso habiendo copulado recientemente (Markow et al. 1978), y evitan ser
desplazados por otros machos durante el apareamiento (Borgia 1981; Howard y Kluge
1985; Elwood et al. 1987). Ademas, el resultado demostrando que el tiempo de cépula
es independiente de la presencia de cuevas, y considerando que en su mayoria los MC
son los que copulan en superficie mientras que los MG lo hacen dentro de las cuevas,
refuerza la idea acerca de que los primeros, a pesar de no poseer una cueva apta para el
apareamiento, cuando encuentran una hembra receptiva al azar, transferirian la mayor
cantidad de esperma posible para aumentar las probabilidades de fecundacion de los
ovocitos. Sin embargo, un estudio realizado en el ocipédido Macrophthalmus hirtipes,
demostré que el tiempo de copula fuera de las cuevas fue menor respecto del tiempo de
copula dentro de las cuevas, aunque no se encontrd un efecto de la talla del macho sobre
la duracion de la copula (Jennings 2000).

Por otro lado, en N. granulata se observd que el tiempo de copula fue
dependiente del area de estudio, de una ROS sesgada en favor de los machos, y de si la
hembra habia copulado recientemente con otro macho. Respecto del area de estudio, de
acuerdo a lo descripto en el capitulo II, donde se encontr6 que en SAO las cuevas
construidas por los MG presentan una camara ensanchada en la cual el cuidado de post-
copula no es exitoso, existe una mayor interaccion agresiva entre los machos durante las
actividades de apareamiento. Se puede sugerir que la estrategia de acortar el tiempo de
copula favoreceria disminuir el tiempo de exposicion a la interaccion con otros machos,
evitando sufrir dafios fisicos o que la hembra sea robada. En futuros experimentos sera
interesante testear si la cantidad de esperma transferido es la misma entre individuos de
ambas areas de estudio aunque el tiempo de copula sea distinto.

La variaciéon en el comportamiento de apareamiento dependiente de las
condiciones del medio ambiente también fue descripta en trabajos anteriores
(Yamamura 1986; Yamamura y Tsuji 1989). Si bien existen pocos estudios comparando

el efecto de las caracteristicas ambientales sobre las condiciones reproductivas o el
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sistema de apareamiento, especificamente en esta especie, se ha demostrado que existe
una importante influencia del ambiente sobre estas caracteristicas (Ituarte 2006; Bas et
al. 2007, 2008; resultados obtenidos los capitulos II y III de la presente tesis). A pesar
de los tiempos diferenciales de copula entre ambas poblaciones, N. granulata se
caracterizd por presentar una copula promedio de aproximadamente 45 min, tiempo
intermedio respecto de lo registrado para otros grapsoideos, como Austrohelice crassa 'y
Hemigrapsus sexdentatus (10-15 min, Brockerhoff y McLay 2005b), y Cyclograpsus
lavauxi (2 h, Brockerhoff y McLay 2005¢).

En relacion a la presencia de machos adicionales, el menor tiempo de copula se
deberia a las interacciones observadas entre el macho del par apareado y los machos
extras intentando robar hembras, las cuales interrumpirian la copula. Sin embargo, en
Chionoecetes opilio se demostrd que el tiempo de copula no es diferente en presencia de
un macho rival (Rondeau y Sainte-Marie 2001). Evitar ser desplazado por un macho
rival favoreceria que el tiempo de copula y los cuidados copulatorios sean mayores, por
lo cual se transferirian mayores eyaculados, aumentando las probabilidades de
fecundacion de la progenie (McLain 1980; Svard y Wiklund 1988).

Respecto de que la hembra haya copulado recientemente, si bien las hembras de
N. granulata presentan un receptaculo seminal del tipo ventral donde el ultimo macho
en copular es el que tiene mayor probabilidad de fecundar a los ovocitos, de acuerdo a
los resultados encontrados el capitulo III, se observd que el esperma proveniente de
distintos machos es mezclado en el recepticulo seminal, sin diferenciarse paquetes
espermaticos. Consecuentemente, es probable que los machos tengan la capacidad de
detectar el grado de llenado del receptaculo, y de esta manera, inviertan menos tiempo y
energia en la copula y transferencia de sus espermatoforos, dado que el esperma sufrird
competencia espermatica, siendo mas favorable buscar una hembra que se haya vuelto
receptiva recientemente sin copular. Otra alternativa seria que la hembra sea la que
muestre resistencia a una copula extendida dado que presenta sus receptaculos
seminales llenos. Sin embargo, es esperable que el receptaculo sea lo suficientemente
flexible como para permitir acumular eyaculados provenientes de distintos machos. Por
el contrario, se ha demostrado que el tiempo de copula en hembras multiparas de C.
opilio fue mayor respecto de las hembras primiparas (Rondeau y Sainte-Marie 2001).

En este caso, el mayor tiempo de copula y la mayor transferencia de espermatoforos
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estarian asociados con la competencia espermdtica: en hembras multiparas, es mas
probable que la competencia espermatica sea mayor, por lo cual, la transferencia de

mayor cantidad de esperma aumentaria las chances de fecundacion.

Comportamiento de cuidado post-copulatorio

En relacion al cuidado post-copulatorio, se encontrd6 que en LMC este fue
dependiente de la presencia de cuevas y de la receptividad de las hembras, pero
independiente de la ROS y de la talla del macho; mientras que en SAO fue
independiente de la presencia de cuevas y de la talla del macho, pero dependiente de la
receptividad de las hembras y de la ROS. Se ha establecido tedricamente que el
comportamiento de cuidado de la pareja dependeria de las condiciones del ambiente en
el cual los individuos se aparean (Yamamura y Tsuji 1989), tales como si favorecen una
sincronizacion del periodo de receptividad o una ROS sesgada (Yamamura 1986).
Especificamente en esta especie, diferencias en los pardmetros reproductivos,
estrategias reproductivas y sistema de apareamiento se registraron previamente entre
LMC y SAO (Ituarte et al. 2006; Bas et al. 2007, 2008; capitulos II y III de la presente
tesis).

Respecto de la receptividad, en el ocipédido Macrophthalmus hirtipes se
encontré que en ausencia de cuevas no existié cuidado de la hembra (Jennings 2000).
De forma similar, en el presente capitulo, se observo que en N. granulata, el cuidado de
post-copula dependio de las presencia de cuevas, pero, ademas, de que las hembras
presentaran una receptividad del tipo corta. Se podria sugerir que los machos de N.
granulata tendrian la capacidad de distinguir entre ambos tipo de hembras (de
receptividad corta y extendida) mediante sefiales quimicas, de la misma forma que se
propuso en el presente capitulo que los machos tendrian la capacidad de reconocer a las
hembras en el periodo previo a que su opérculo se vuelva movil. En el ocipddido Uca
lactea, se encontr6 que los machos presentaron esta capacidad para reconocer
quimicamente hembras inmediatas a desovar (Murai et al. 2002). Similarmente, se ha
encontrado que en Halicarcinus cookii los machos prefieren copular con hembras en el
ultimo estadio de desarrollo de los huevos o con hembras no ovigeras, con las cuéles el
tiempo de copula y post-copula registrado fue el mas extendido, siendo capaces de

discriminar entre hembras que tendrian la capacidad de re-aparearse antes de desovar, y
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hembras que copularian por ultima vez antes de desovar, de forma de asegurarse la
paternidad de la progenie (Van den Brink y McLay 2010). Sin embargo, es interesante
destacar que en N. granulata la eleccion de ambos tipos de hembras (con receptividad
corta y extendida) también podria depender de la existencia de una sefial mecanica dado
que existe una copula de por medio en la cual el macho podria, por ejemplo, evaluar la
cantidad de esperma acumulado en el receptaculo seminal y asi determinar el tipo de
hembra. Por otro lado, se ha estudiado que hembras de ocipdédidos tardan mas en
producir la ovulacion y desovar al comienzo de la estacion reproductiva, que en el pico
de la misma, por lo cual, un macho que copule con una de las primeras hembras, la
cuidara més tiempo, se alimentard menos y perdera otras oportunidades de
apareamiento, creando un conflicto sexual, siendo probablemente mas beneficioso
elegir una hembra receptiva en el pico del ciclo (Jormalainen 1998, 2007). En N.
granulata, los machos prefieren cuidar hembras de receptividad corta, dado que el
tiempo de cuidado es menor respecto de una de receptividad extendida, aumentando las
probabilidades de apareamiento con otra hembra.

Las hembras de N. granulata presentan receptaculo seminal del tipo ventral, por
lo tanto, es probable que los machos elijan cuidar hembras de receptividad corta aunque
estas posean esperma proveniente de otros machos (como se demostré en el capitulo I1I)
dado que si son los ultimos en copular se asegurarian, en un alto grado, la fecundacion
de los ovocitos. Ademas, a pesar de que el esperma de N. granulata proveniente de
distintos machos es mezclado en el receptaculo seminal de las hembras (capitulo III), si
la copula es inmediatamente previa al desove, hay grandes probabilidades de
fecundacion de los ovocitos. Por lo cual, los machos preferirian copular y cuidar a este
tipo de hembras, dado que invertirian menos tiempo en el cuidado respecto de invertir
energia en copular con una hembra de receptividad extendida, a la cual deberian
cuidarla durante una gran cantidad de dias (aun asi cuando el macho posea una cueva
apta). Por otro lado, se ha demostrado que las hembras de receptividad extendida en su
mayoria no desovan, sino que copulan con distintos machos para acumular la mayor
cantidad de reservas espermaticas posibles (resultados capitulo III), lo cual reforzaria la
hipdtesis. Estos resultados respaldan el modelo propuesto por Yamamura (1987) el cual
considera el cuidado post-copulatorio y sus costos para los machos, respecto de la

variacion en la duracidén de la receptividad de las hembras. En el caso de SAO, la
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dependencia entre el cuidado de post-copula de los machos y la receptividad de las
hembras seria mas acentuada dado que el periodo de receptividad “corto” es ain menor
que en LMC.

Ademas, se ha demostrado que el tiempo de cuidado post-copulatorio varia a lo
largo de la estacion reproductiva de acuerdo a la presencia diferencial de hembras
ovigeras versus no ovigeras (Christy 1982; Murai et al. 1987; Goshima y Murai 1988;
Goshima et al. 1996). Este patron podria también caracterizar a las hembras de M.
granulata, en este caso, dependiendo de la presencia de hembras de receptividad
extendida versus corta a lo largo de la estacion reproductiva (capitulo III): al comienzo
de la misma los cuidados post-copulatorios serian mas extensos dada la presencia
mayoritaria de hembras de receptividad extendida, mientras que hacia el final los
tiempos de cuidado serian menores dada la presencia mayoritaria de hembras de
receptividad corta. Cabe destacar que la duracion del cuidado post-copulatorio en
hembras de H. cookii fue significativamente menor cuando la ROS estuvo sesgada en
favor de las hembras, sugiriendo que en esta especie los machos exhiben un
comportamiento reproductivo flexible de acuerdo a las fluctuaciones de la poblacion
(Van den Brink y McLay 2010). Si bien en N. granulata una ROS sesgada en favor de
las hembras no es esperable, si se sugiere que el comportamiento de apareamiento de los
machos es lo suficientemente plastico para desarrollar diferentes estrategias
reproductivas, como se ha observado que ocurre dadas las diferencias encontradas entre
las poblaciones de LMC y SAO.

Respecto de la ROS, la teoria predice que los machos responderian a un aumento
de la ROS mediante el cuidado mas prolongado de la pareja (Grafen y Ridley 1983;
Yamamura y Jormalainen 1996). En C. opilio se ha descripto que en presencia de
machos rivales, el tiempo de cuidado de post-copula aumenta, y los machos dominantes
aumentan el tiempo de cuidado y la cantidad de esperma transferido (Rondeau y Sainte-
Marie 2001). En SAO, los machos de N. granulata mostraron este mismo resultado,
mientras que en LMC el cuidado de post-copula no dependié de la ROS pero si de la
presencia de cuevas. Estos resultados se condicen con lo descripto en el capitulo II
donde se encontr6 que el comportamiento de post-copula no es exitoso en SAO dada la
morfologia de la cueva. Consecuentemente, es esperable que dicho comportamiento

dependa de diversos factores adicionales como una ROS sesgada. En el caso de LMC,
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la post-copula exitosa se observo dependiente de la presencia de cuevas con camaras, de
forma similar a lo registrado en el cangrejo violinista Uca tetragonon, donde se describe
un comportamiento de cuidado de la hembra dentro de las cuevas hasta el desove
(Goshima et al. 1996).

En relacion con la talla de los machos, diferentes modelos propuestos en
Crustaceos han predicho que los machos de mayores tallas modificarian el tiempo de
cuidado de la hembra de acuerdo a diversos factores, respecto de los machos de
menores tallas (Grafen y Ridley 1983; Elwood y Dick 1990). Se predice que cuando
existen altas probabilidades de competencia entre machos por el acceso a las hembras,
el tiempo de cuidado de la hembra variard de acuerdo a su relativa habilidad competitiva
respecto de los otros machos (Grafen y Ridley 1983). En el caso de N. granulata, en
LMC, el cuidado de post-copula no dependio de la talla del macho directamente, aunque
si de la presencia de cuevas. Dado que las cuevas aptas para el apareamiento son
construidas por los machos de mayores de tallas, se sugiere que existe un efecto
indirecto de la talla del macho sobre el cuidado exitoso. Se ha establecido que los
machos de tallas mayores serian los que cuidan las hembras durante una mayor
cantidad de tiempo, reflejando la importancia de la ventaja de la talla para defender
hembras y desplazar a los machos mas chicos (Sainte-Marie et al. 1997). Este resultado
ha sido observado en Helice crassa, en el cual los machos grandes copularon mas
hembras respecto de los chicos (Brockerhoff y McLay 2005c). Por otro lado, se
encontr6 que los machos de tallas menores, serian incapaces de mantener a las hembras
durante largos periodos dado su menor tamafno de quela, aun cuando las hembras no
muestren resistencia hacia ellos (Minouchi y Goshima 1998; Kamio et al. 2003; Sal
Moyano y Gavio 2012), o bien, no cuidarian hembras en post-copula, aparentemente
debido a la alta probabilidad de encuentro con los machos de mayores tallas (Wada et
al. 1999). En el caso de N. granulata, dado que los MC pueden encontrarse en cuevas
aptas para el apareamiento construidas por los MG, en las cuales el cuidado de post-
copula es exitoso, se establece que el mismo no depende de la talla del macho, sino de
la presencia de cuevas. Respecto de los individuos de SAQO, si bien se encontrd que el
cuidado de post-copula es independiente de la talla y de la presencia de cuevas, se
sugiere que este resultado podria ser debido a la baja cantidad de réplicas (N=10, LMC:

8 machos en post-copula versus 2; SAO: 4 machos en post-copula versus 6), dado que

121



Sal Moyano MP. Tesis doctoral| Capitulo V

como en SAO no existe la post-copula exitosa dentro de las cuevas, la post-copula fuera
de ellas podria depender de factores adicionales como la talla de los machos. Futuros
experimentos aumentando la cantidad de réplicas permitiran esclarecer esta hipotesis.

Finalmente, en otras especies, se ha demostrado que el comportamiento de post-
copula depende conjuntamente de la ROS y de la talla del macho. Los machos de
mayores tallas cuidan hembras por un tiempo mas prolongado en presencia de machos
rivales (Kendall y Wolkott 1999). De esta forma, se sugiere que los machos serian
capaces de reconocer cambios en la ROS y en su habilidad competitiva respecto de su
talla y la de los otros machos, y consecuentemente, flexibilizar sus comportamientos
reproductivos (Wada et al. 1999). Esta misma conclusion acerca de la flexibilidad de los
comportamientos reproductivos también se establece aqui para los machos de M.
granulata dadas las diferencias entre los comportamientos de post-copula observadas en
ambas poblaciones de LMC y SAO. Se ha sugerido que los conflictos sexuales generan
diversificacién del comportamiento de apareamiento. Por ejemplo, en el isopodo Idotea
baltica, se demostrd como los conflictos sexuales divergen en dos poblaciones distintas
influenciados por las caracteristicas del ambiente (Jormalainen et al. 2000).

Se establece que cuando las hembras receptivas fecundan multiples camadas y
acumulan esperma proveniente de distintos machos, es esperable que exista
competencia entre machos por el acceso a las hembras receptivas y eleccion de la pareja
por parte de las hembras, como ha sido demostrado para Callinectes sapidus (Kendall y
Wolkott 1999). Ademas, los modelos teoricos generales predicen que la duracion
optima del cuidado por parte del macho es esperable que varie con diversos factores
como la proporcion sexual, la probabilidad de encuentro entre individuos de ambos
sexos, la frecuencia de interacciones entre machos, la sincronizacion de la receptividad
de hembras y su duracion, los costos de busqueda y la talla de los individuos del par
apareado (Yamamura y Jormalainen 1996; Jormalainen 2007). En N. granulata, el
comportamiento reproductivo de las hembras determiné el éxito del apareamiento de los
machos, dado que las hembras son las que eligen machos y sus cuevas iniciando la pre-
copula y posterior copula. Luego, las caracteristicas del ambiente y distintos factores
como la ROS, la duracion de la receptividad de la hembra o la talla del macho,
determinarian el éxito del cuidado post-copulatorio, y consecuentemente, el éxito en el

reaseguro de la paternidad de la progenie.
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Discusion general

En la presente tesis doctoral se estudid el sistema de apareamiento de Neohelice
granulata, describiéndose las diversas estrategias reproductivas desarrolladas por
machos y hembras, y se encontrd que existen diferencias entre poblaciones que habitan
sitios con caracteristicas fisico-biologicas diferentes. Los resultados generales se
discuten en el contexto de los diversos modelos de sistemas de apareamiento y las
estrategias reproductivas establecidos por Emlen y Oring (1977), Christy (1987) y
Shuster y Wade (2003).

El sistema de apareamiento refleja el patron de monopolizacion de la pareja en
espacio y tiempo (Shuster y Wade 2003). Consiste en el desarrollo de estrategias sexo-
especificas involucradas en aumentar el fitness de la descendencia, las cuales se adaptan
y dependen del tipo de ambiente (Jormalainen 2007). En esta tesis, se demostré que el
sistema de apareamiento de Neohelice granulata esta basado en la defensa de recursos
(cuevas); siendo los machos grandes los que construyen una cueva con cémara
destinada a la copula que, aunque especifico, no es el tnico lugar donde ocurre. En el
caso de otros cangrejos grapsoidea, algunos estudios basados en observaciones de
campo, mencionaron que el apareamiento ocurre en superficie pero también en el
interior de las cuevas, aunque este tipo de sistema de apareamiento basado en la
competencia entre machos por la defensa de las cuevas se ha descripto para pocos de
ellos, como Pachygrapsus transversus y Sesarma reticulatum (ver Brockerhoff y
McLay 2005a y sus referencias). Por el contrario, en los ocipodidos, gran cantidad de
estudios han observado y descripto en detalle que el sistema de apareamiento se
encuentra basado en la defensa de cuevas construidas por los machos, las cuales tienen
una cdmara terminal de apareamiento donde ocurre la copula (e. j. Backwell y Passmore
1996; deRivera 2005; Christy 2007). Sin embargo, a diferencia de lo encontrado para N.
granulata, en los trabajos mencionados no se encontraron diferencias intra-sexuales en
los machos de distinta talla respecto de la forma de la cueva.

La teoria de seleccion sexual predice que cuando la seleccidn intra-sexual es
intensa se favorece el desarrollo de estrategias reproductivas alternativas en los machos
subordinados o de menores tallas (Andersson 1994). En N. granulata, se encontré que
los machos de menores tallas no construyen cuevas con camaras, y consecuentemente,
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desarrollan distintas estrategias de apareamiento respecto de los machos de mayores
tallas. Estas estrategias incluyen [1] interceptar y copular con hembras receptivas que se
encuentren en superficie buscando un macho grande en su cueva (estrategia propuesta
para ambas poblaciones en el capitulo II) y, [2] ubicarse en una cueva con cdmara
construida por un macho grande que est¢ vacia y esperar el ingreso de una hembra
receptiva (encontrado para la poblacion de LMC, resultados capitulo II). Estos
comportamientos plasticos y alternativos de los machos de menores tallas han sido
propuestos para diversos crustdceos como el camaron Rhynchocinetes typus (Thiel y
Hinojosa 2003), el isopodo Idotea baltica (Jormalainen et al. 2000), la langosta
Homarus americanus (Atema y Steinbach 2007 y sus referencias), y los cangrejos
Libinia emarginata (Laufer y Ahl 1995), Chionoecetes opilio (Sainte-Marie et al. 2007),
Palthyxanthus crenulatus (Farias 2011) y Libinia spinosa (Sal Moyano y Gavio 2012),
entre otros.

Una caracteristica fundamental que determina el tipo de sistema de apareamiento
de una especie es la abundancia y distribucion de hembras receptivas en tiempo y
espacio (Emlen y Oring 1977; Shuster y Wade 2003). A su vez, el tipo de receptividad
determina la relacion operacional de sexos (ROS). Como consecuencia, la morfologia
de la vulva y la duracion del periodo de receptividad tienen importantes implicancias
determinando las estrategias reproductivas desarrolladas por las hembras. La morfologia
de la vulva de N. granulata, caracterizada por la presencia de un opérculo moévil durante
un periodo limitado de receptividad, fue similar a lo encontrado en otros grapsoideos
(ver Brockerhoff y McLay 2005a, b, ¢). Sin embargo, la existencia en N. granulata de
dos tipos de hembras, con receptividades cortas y desove, y con receptividades
extendidas y sin desove, sumado a otros atributos morfoldgicos descriptos, como la
presencia de una vulva con opérculo movil, de secreciones del receptaculo seminal que
mantendrian el esperma viable, y de un tejido amorfo en la conexion entre el oviducto y
el receptaculo seminal; indican que las hembras tienen la capacidad de desarrollar
estrategias reproductivas alternativas que les permiten controlar el momento de la
ovulacion, fecundacion y desove. Esta capacidad de regulacion fue descripta para pocas
especies de decdpodos, en las cuales se encontré6 que en ausencia de machos, las
hembras pueden extender su receptividad (Brockerhoff y McLay 2005b, c), o bien, que

las hembras podrian monitorear el contenido de esperma acumulado, y de esta forma,
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regular la cantidad de apareamientos de acuerdo a la cantidad de esperma requerido
(Atema y Steinbach 2007).

Adicionalmente a las estrategias reproductivas diferenciales desarrolladas por
machos y hembras, se ha descripto que, generalmente, uno de los dos sexos es el activo
en la busqueda de la pareja. Es esperable que la seleccion sexual favorezca el desarrollo
de habilidades sensoriales que permitan el encuentro y reconocimiento del estado
reproductivo del sexo opuesto, como por ejemplo, la deteccion de una potencial pareja a
la distancia mediada por sefiales hormonales (Jormalainen 1998 y sus referencias;
Jormalainen 2007). En el caso de N. granulata, la seleccion de la pareja para el
apareamiento la lleva a cabo la hembra, utilizando sefiales quimicas, mediadas con o sin
contacto entre individuos; y eligiendo éstas machos de tallas grandes y no apareados
(resultados capitulo IV). Este tipo de seleccion de la pareja, en el cual la hembra es el
sexo que elige, estd ampliamente documentada en crustaceos (e. j. Backwell y Passmore
1996; Sato y Goshima 2007; Iyengar y Starks 2008). Se ha registrado ademads, la
utilizacion de sefiales quimicas durante la eleccion (e. j. Cowan y Atema 1990;
Bushmann 1999; Raethke et al. 2004; Diaz y Thiel 2004). Mas especificamente, la
eleccion de machos grandes y/o no apareados fue demostrada para algunos cangrejos
(Backwell y Passmore 1996; Sato y Goshima 2007). En N. granulata, dado que los
machos grandes construyen cuevas con cdmaras aptas para el apareamiento y se ubican
dentro de ellas, es esperable el resultado que muestra que las hembras son las que tienen
la capacidad de buscar y seleccionar a los machos en sus cuevas con las mejores
caracteristicas para el apareamiento. Como se mencioné en el capitulo II, las hembras
seleccionarian a la pareja en base a la combinacion de dos criterios: la talla del macho y
la calidad del recurso (cuevas). Sin embargo, debe destacarse que los machos de tallas
chicas pudieron encontrarse en las cuevas de los machos grandes en los muestreos al
azar realizados en LMC (resultados capitulo II), por lo cual, en estos casos, la cueva
podria representar una sefial deshonesta para las hembras. Futuros experimentos en los
cuales se ponga a prueba la importancia de ambos factores (talla del macho y calidad de
la cueva) en forma independiente permitiran esclarecer esta cuestion.

Por otro lado, es esperable el resultado obtenido acerca de que las sefales
visuales no tendrian importancia en la seleccion de la pareja, dado que los machos se

ubican y esperan a las hembras dentro de sus cuevas, desde donde no son visibles.
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Diferente es el caso de los ocipddidos, donde las sefiales visuales son importantes dado
que los machos desarrollan un comportamiento de cortejo en superficie, al lado de su
cueva, el cual es visible para las hembras y determina si éste serd seleccionado por la
hembra (Christy y Rittschof 2011). Ademas, en N. granulata, el comportamiento
reproductivo descripto en el capitulo V, en el cual las hembras receptivas que buscan
machos en sus cuevas los contactan y palpan primeramente con sus patas, refuerza la
hipotesis de que la seleccion y el reconocimiento de la pareja se realizan por medio de
sefales quimicas mas que visuales.

Las hembras mostraron estrategias reproductivas poco comunes en cangrejos,
dado que iniciaron comportamientos de pre-copula poco tiempo antes de que se
manifestara externamente el periodo de receptividad, abandonando su cueva y buscando
y seleccionando la cueva de un macho apta para copular, mediante el uso de senales
quimicas, aproximadamente un dia antes de que su opérculo se vuelva movil. Si bien se
predice que el comportamiento de cuidado de pre-copula se desarrolla frecuentemente
en especies con ROS desviadas (Emlen y Oring 1977; Grafen y Ridley 1983), su
ocurrencia en los Varunidae ha sido rara vez mencionada. Los machos, tienen la
capacidad de detectar la condicion de la hembra y, consecuentemente, aparearse o no,
desarrollar un comportamiento de post-copula o no, de acuerdo a diversos factores.

Tanto los comportamientos de cuidado pre como post-copulatorios son
altamente flexibles y se encuentran influenciados por factores socio-sexuales (Rondeau
y Sainte-Marie 2001; Sainte-Marie et al. 2008), permitiendo que los machos cuiden
hembras en el momento previo y durante el periodo de su receptividad y que, de esta
forma, aseguren la paternidad de la progenie (Parker 1974; Grafen y Ridley 1983). En
N. granulata, la ocurrencia de cuidados post-copulatorios exitosos depende de la forma
de la cueva (con cdmara de apareamiento en el interior de la cueva), del tipo de
receptividad (corta) de las hembras y de la ROS (aunque existen variaciones entre
poblaciones, ver capitulos I y V). Es esperable que el desarrollo de comportamientos de
cuidado post-copulatorios sea una estrategia comuUn en los grapsoideos dado que
presentan un receptaculo seminal del tipo ventral y, consecuentemente, una probabilidad
mayor de que el ultimo macho en copular fecunde a los ovocitos. Sin embargo, pocos
trabajos han verificado esta prediccion, aunque se cree que esto se deberia a la escasez

de estudios realizados en esta tematica en dicho grupo (Brockerhoff y McLay 2005a).
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Los resultados obtenidos en los capitulos II, III y V demuestran que existen
diferencias poblacionales en relacion a las estrategias reproductivas desarrolladas en
ambas areas de estudio. La arquitectura de las cuevas fue distinta en LMC y SAO,
atribuido a las diferentes caracteristicas del sedimento, y como consecuencia, se
encontraron diferencias respecto de los comportamientos de cuidado de post-copula
exitosos entre ambas poblaciones, es decir, diferencias en las estrategias
comportamentales (resultados capitulo II). Por otro lado, la duracién y frecuencia del
periodo de receptividad de las hembras también varid entre ambas poblaciones: [1] la
duracion de la receptividad es mas corta en SAO, estrategia asociada a que al acortar el
tiempo de receptividad se disminuye el riesgo de exposicion a las interacciones
agonisticas entre machos durante la copula y post-copula, y la vulnerabilidad a otros
factores fisicos y biologicos; [2] la frecuencia de receptividad fue menor en SAO dado
que el periodo reproductivo es aqui mas corto (3-4 versus 5-6 meses) mientras que la
duracion del desarrollo embrionario es la misma en ambas areas de estudio (resultados
capitulo III). De forma similar, el tiempo de cdpula vari6 entre ambos sitios de estudio,
siendo mayor en LMC respecto de SAO; asi como se encontré que existieron factores
diferentes que influenciaron la duracion de los comportamientos de cuidado post-
copulatorios en ambas poblaciones: en LMC el cuidado post-copulatorio exitoso
dependio de la presencia de cuevas y de la duracion de la receptividad de las hembras,
mientras que en SAO dependidé también de la duracion de la receptividad de las
hembras, pero, ademas, de la ROS (resultados capitulo V). Estos resultados, proveen
evidencia acerca de que el ambiente y sus caracteristicas fisicas, y el contexto social,
tienen la capacidad de modular las estrategias y el comportamiento sexual de
poblaciones distintas, de modo de maximizar el fitness de la especie en cada ambiente
particular, como ha sido descripto para otras especies (Chapman et al. 2003; Cordero y
Eberhard 2005; Kokko 2005; Thiel y Duffy 2007). Diferentes poblaciones podrian
desarrollar distintos sistemas de apareamiento, siempre que los individuos de cada
poblacién o las especies estén experimentando condiciones ecologicas distintas. El
cambio de un sistema de apareamiento a otro no sélo dependeria de las condiciones del
ambiente, sino también de cuan flexible sean las especies en términos de
comportamiento, fisiologia o atributos morfologicos (Baeza y Thiel 2007). En este

contexto, se ha observado que N. granulata constituye una especie plastica en términos
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comportamentales, fisiologicos y morfoldgicos, los cuales les permiten modular sus
estrategias reproductivas de modo de que cada sexo aumente su fitness reproductivo en
cada ambiente particular.

Como conclusion, se establece que el sistema de apareamiento de N. granulata
esta basado en la defensa del recurso “cuevas” construidas por los machos de mayores
tallas. Es importante destacar que, los resultados aqui presentados, demuestran que
existe una importante influencia de las condiciones fisico-bioldgicas dependientes del
tipo de sitio de estudio, LMC y SAQO, las cuales modulan en gran medida el sistema de
apareamiento y las estrategias reproductivas desarrolladas por ambos sexos de N.
granulata.

A modo de resumen de la informacion obtenida en todos los capitulos de la
presente tesis, se muestra a continuacion un diagrama conceptual en el cual se indican
los principales factores, tanto biologicos y fisicos, y como éstos influencian el sistema
de apareamiento y las estrategias reproductivas en ambas areas de estudio.

A La forma de la cueva con camara construida por los machos grandes depende del
tipo de sedimento del area de estudio, presentado una camara cerrada en LMC y
una abierta en SAQ.

A Los machos chicos construyen cuevas sin camaras en las cuales no ocurre la
copula, por lo cual, presentan estrategias reproductivas alternativas: interceptar
hembras en superficie u ocupar cuevas con camaras construidas por los machos
grandes que se encuentren vacias.

A Los machos en las cuevas con camaras son elegidos por las hembras receptivas,
mediante la utilizacion de sefiales quimicas, para iniciar el comportamiento de
pre-copula.

A La copula ocurre en cuevas con ambos tipos de camaras —abierta y cerrada—,
aunque el tiempo de la misma varia entre areas de estudio, depende de la ROS y
de si la hembra ha copulado recientemente (lineas rojas), y es independiente de
la presencia de cuevas (lineas azules).

A El cuidado post-copulatorio es generalmente exitoso en las cuevas con camaras
cerradas de LMC, donde ademas, depende de la duracion de la receptividad de
las hembras (lineas rojas) y es independiente de la ROS y de la talla del macho

(lineas azules).
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A En las cuevas con cdmaras abiertas de SAO, el cuidado post-copulatorio es
mayoritariamente no exitoso, pero depende de la ROS y de la duracion de la
receptividad de las hembras (lineas rojas), aunque es independiente de la talla
del macho (lineas azules). Si la hembra presenta receptividad corta, luego del
cuidado de post-copula, ocurre el desove y comienza el desarrollo embrionario.
Si la hembra presenta receptividad extendida, el cuidado de post-copula es
generalmente no exitoso, la hembra no desova y vuelve a iniciar el
comportamiento de pre-copula para copular nuevamente con otro macho. La
duracion de la receptividad de las hembras depende del grado de llenado del
receptaculo seminal (linea roja). La capacidad de las mismas de regular el
momento del desove depende de diversos atributos morfoldgicos y fisioldgicos
(linea roja): una vulva con opérculo temporalmente movil, secreciones del
receptaculo seminal que mantendrian el esperma acumulado viable, y un tejido

amorfo en la conexidn entre el oviducto y el receptaculo seminal.
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