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Resumen

La obtencién de energia a partir de una dieta basada en material vegetal posee como
desventaja la baja calidad de la misma (alta relacion C:N) y su baja digestibilidad
(relativamente pocas especies son capaces de degradar las distintas formas de celulosa que
forman las paredes celulares de las plantas). Varias especies de cangrejos terrestres son
consideradas herbivoras dado que la mayor parte de su dieta consiste de plantas terrestres y
sus detritos, sin embargo existen pocos estudios sobre la capacidad de estos organismos de
digerir y asimilar la materia vegetal que consumen. Neohelice granulata es un cangrejo
cavador semiterrestre que habita estuarios y marismas del Atlantico sudoccidental y es
considerado herbivoro y detritivoro, alimentandose alternativamente de las gramineas
halofitas del género Spartina que cubren estos ambientes, o de sedimento enriquecido en
materia organica, en las planicies de marea sin vegetacion. El objetivo general de esta tesis
fue conocer la ecofisiologia alimentaria de Neohelice granulata. Los resultados indican que
esta especie es capaz de degradar diversas formas de celulosa, pero ademas, este cangrejo
presenta una variedad de caracteristicas comportamentales y fisiologicas flexibles que
responden a una serie de restricciones ambientales sobre la alimentacion, y que conforman
en conjunto una estrategia digestiva eficiente que le permite adaptarse con éxito a dichas
restricciones. Estas caracteristicas podrian resumirse como una actividad alimentaria
plastica que incluye: la capacidad de variar la actividad enzimatica en relacion con el tipo
de alimento disponible, capacidad de seleccionar parcialmente del sedimento que consume
componentes ricos en proteina mejorando su calidad nutricional, y tiempos de retencion del
alimento variables, segiin la temperatura y el componente principal de la dieta. La
flexibilidad observada contribuye a entender la capacidad de los cangrejos intermareales de
lidiar con fuentes de alimentos discontinuos y variables con el fin de maximizar la
obtencion de energia para cumplir los diversos requisitos a lo largo de sus ciclos de vida.
Ademas, ayuda a explicar el exitoso establecimiento y mantenimiento de densas
poblaciones de esta especie en un tipo de habitat no apto para la mayor parte de las especies

intermareales, alcanzando una amplia distribucion geografica latitudinal.



Abstract

Obtaining energy from a diet based on plant material has the disadvantage of a poor quality
(high C:N) and low digestibility (relatively few species are able of degrade the different
cellulose types that form the cell walls of plants). A number of species of land crabs are
considered herbivorous since most part of their diet consist of terrestrial plants and its
debris, but few studies focuses on the ability of these organisms to digest and assimilate the
plant material they consume. Neohelice granulata is a semi-terrestrial burrowing crab that
lives in estuaries and marshes of the Southwestern Atlantic coasts and is considered
herbivore and detritivore, feeding alternately on the halophyte grasses of the genus Spartina
covering these environments, and on organic matter rich sediment, in the bare tidal flats.
The overall objective of this thesis was to study the feeding ecophysiology of Neohelice
granulata. The results show that this species is able to degrade diverse forms of cellulose
and, in addition, it possess a variety of flexible behavioral and physiological characteristics
associated to a number of environmental restrictions on food, which conform an efficient
feeding strategy that has allowed it to cope with such restrictions. These features may be
summarized as a plastic feeding activity that includes: a variable enzymatic activity related
to the available type of food, the ability of partially select from sediment protein rich items
improving its nutritious quality, and food retention times varying in accordance with
temperature and food type. The observed flexibility contributes to understand the ability of
intertidal crabs to cope with discontinuous and variable food sources, maximizing energy
obtaining to develop their entire life cycle. Furthermore, it contributes to explain the
successful settlement and development of dense populations of this species in a type of

habitat not suitable for most of intertidal species, reaching a wide latitudinal distribution.



Introduccion General

La ecologia alimentaria de una especie se enfoca principalmente en definir su nivel
trofico dentro de una comunidad y las consecuencias ecoldgicas de sus actividades de
alimentacion, asi como de las limitaciones impuestas por la dieta sobre el éxito
reproductivo. La fisiologia alimentaria por su parte, se ocupa de definir la capacidad de un
organismo de digerir determinadas dietas, la produccion y actividad de diferentes enzimas,
la capacidad de asimilaciéon de los nutrientes, los efectos fisiologicos de los diferentes
compuestos incorporados con la dieta y su capacidad de tolerarlos, procesarlos o
modificarlos.

El enfoque ecofisiologico en el estudio de los organismos no es nuevo. Segun Huey
(1991), el interés principal en los primeros estudios en ecologia en los inicios del siglo XX
se centraba en el concepto de los factores limitantes, en el cual factores fisicos (por
ejemplo, temperatura, pH, salinidad) limitaban la presencia de los organismos en habitats
particulares. Claramente la fisiologia era central para la ecologia en esos tiempos por lo que
no era sorprendente ver que las discusiones a menudo estaban enfocadas en las
interacciones entre la fisiologia y el ambiente fisico. Sin embargo, a partir del primer cuarto
de ese siglo y hasta la siguiente mitad del mismo, los estudios en ecologia comenzaron a
cambiar el foco de interés desde los andlisis que tenian en cuenta que la fisiologia mediaba
las interacciones entre los organismos y su ambiente hacia los andlisis de las interacciones
entre individuos o entre especies, estudios sobre poblaciones y comunidades. En esta nueva
etapa se consideraba que los animales tenian, usualmente, la capacidad de encontrar
habitats adecuados a sus caracteristicas fisioldgicas y por lo tanto, los ecdlogos no deberian
preocuparse tanto por los limites fisiologicos que los animales pueden soportar.

En afios recientes, sin embargo, muchos ecoélogos han visto la necesidad de
reincorporar la fisiologia dentro de la ecologia. De hecho, poderosos modelos mecanicistas
han clarificado como las fluctuaciones dindmicas en el ambiente fisico, a través de
complejas interacciones con la fisiologia y la morfologia, pueden dominar el
comportamiento, historia de vida, demografia y las interacciones competitivas entre los
organismos (ver citas en Huey, 1991).

Entender como los animales funcionan y responden a las condiciones ambientales

naturales en todos los estadios de su ciclo de vida (Willmer et al., 2000), como las



interacciones de los organismos y el ambiente determinan las caracteristicas que son
relevantes a su ecologia (p. ej. edad especifica de fecundidad y senescencia, patrones de
movimiento, forrajeo y otros), y como éstas caracteristicas individuales afectan la dindmica
interespecifica y poblacional (Kingsolver, 1989) son objetivos primordiales de este
moderno enfoque de la ecofisiologia.

Entre todos los procesos fisioldgicos llevados a cabo por los organismos, aquellos
que influencian el uso de recursos son los mas influyentes en el comportamiento animal, la
dindmica poblacional de la especie, su rol en las comunidades bioticas y su contribucién a
los flujos ecosistémicos (Karasov y Martinez del Rio, 2007). Los organismos toman
materiales y recursos energéticos del ambiente, los convierten a otras formas dentro de sus
cuerpos, los asignan a procesos que mejoran el fitness, la reproduccion y el crecimiento y
excretan formas alteradas de estos productos que vuelven al ambiente (Brown et al., 2004).
La eficiencia con la que los organismos asimilan y procesan sus alimentos define su rol en
una comunidad ecolédgica y determina el flujo (por ejemplo, cantidad por unidad de tiempo)
y la composicion de los materiales transferidos a otros niveles troficos en un ecosistema
(Karasov y Martinez del Rio, 2007). Los ecotonos, como por ejemplo las marismas, son
zonas de transicion entre sistemas ecoldgicamente adyacentes que pueden intensificar o
concentrar el flujo y procesamiento de materiales y organismos entre sistemas (Begon et
al., 2006). Las marismas que se encuentran a lo largo de la linea de costa, son zonas
relativamente estrechas que regulan los flujos de nutrientes, agua y organismos entre
ecosistemas y también juegan un rol importante en almacenar y exportar nutrientes (ver
citas en Traut, 2005). La comprension del funcionamiento de estas zonas de transicion entre
los componentes del paisaje, puede ayudar a entender su rol e incrementar asi un efectivo

manejo de estos ambientes para su conservacion (Traut, 2005).

Neohelice granulata

Neohelice granulata (Dana, 1851) (previamente conocido como Chasmagnathus
granulatus, ver Sakai et al., 2006) es un cangrejo cavador semi-terrestre que habita la zona
del intermareal medio y alto en las marismas de plantas halofitas del género Spartina
(conocidos como espartillares) en estuarios, lagunas y costas marinas del Atlantico

sudoccidental, entre Rio de Janeiro (Brasil) y el Golfo Nuevo (Argentina), a menudo



relacionado con condiciones de salinidad fluctuantes. Esta especie ha recibido especial
atencion en estudios ecologicos, fisiologicos y bioquimicos (Spivak, 2010). La actividad
cavadora y la subsecuente remocion del sedimento por parte de N. granulata impacta
enormemente sobre la quimica del sedimento; aumenta tanto el drenaje como la aireacion
del suelo (Fanjul et al., 2008); las cuevas atrapan materia organica pero también pesticidas
organo-clorados (Botto et al., 2006); incrementa la productividad de S. densiflora (Daleo y
Iribarne, 2009); afecta la comunidad bentonica (por ejemplo, la actividad de los cangrejos
Cyrtograpsus angulatus y Uca uruguayensis, la almeja navaja Tagelus plebeius y el
poliqueto Laeonereis acuta entre otras especies de invertebrados (Palomo et al., 2004;
Lomovasky et al., 2006; Martinetto et al., 2007); e influye en la distribucion y abundancia
de peces juveniles (Martinetto et al., 2005), el uso de habitat y migracién de aves costeras
(Iribarne et al., 2005) e incluso el forrajeo de roedores (Canepuccia et al., 2008).

Los andlisis provenientes de diversos estudios coinciden en considerar la
alimentacion de esta especie basicamente como herbivora y detritivora. Basados en sus
contenidos estomacales se han detectado diferencias en la dieta entre microhabitats, con
cangrejos de la marisma alimentandose de hojas de Spartina densiflora, cuando sus cuevas
se encuentran entre las raices de esta planta, y de sedimento, cuando sus cuevas estan en la
planicie de marea sin vegetacion (Iribarne et al., 1997). Segin D' Incao et al. (1990), el
sedimento y las hojas de Spartina sp (tanto frescas como sus detritos), contribuyen con mas
del 70% de los alimentos ingeridos por N. granulata, siguiendo a continuaciéon en
importancia relativa anélidos y conespecificos (aproximadamente 20%). Sin embargo, la
unica actividad alimentaria que ha sido reportada en condiciones naturales es un aumento
de la tasa de herbivoria cuando la marea cubre las plantas en el espartillar (Alberti et al.,
2007b).

El metabolismo es una compleja red de reacciones bioquimicas que son catalizadas
por enzimas y que permite la regulacion de las concentraciones de sustratos, productos y
tasas de reaccion. La tasa metabolica es la tasa bioldgica fundamental dado que es la tasa de
consumo, transformacion y asignacion de energia. Mucha de la variacion entre ecosistemas,
incluyendo sus estructuras biologicas, composiciones quimicas, flujos de energia y
materiales, procesos poblacionales y diversidad de especies, dependen de las caracteristicas

metabolicas de los organismos presentes (Brown et al., 2004).



Por ser un habitante tipico de la zona intermareal, N. granulata esta expuesto a un
gran numero de factores fisicos (por ejemplo: temperatura, humedad, salinidad y oxigeno
disuelto en agua) y bioldgicos (por ejemplo: tipo de alimento o predadores) que varian en
rangos muy estrechos de espacio y tiempo. Estas variaciones pueden afectar tanto la
alimentacion como el metabolismo en general (Oliveira et al., 2004). Los adultos de N.
granulata se mueven especialmente cuando son cubiertos por el agua durante las mareas
altas (Luppi et al., 2012), aunque también son activos durante la marea baja en el interior y
alrededor de sus cuevas, y pueden tolerar largos periodos de emersion (Santos y Nery,
1987; Fathala et al., 2010). Neohelice granulata posee una fina regulacion de la respuesta
metabolica a las variaciones ambientales y es capaz de movilizar distintas sustancias de
reserva como glicégeno y lipidos, desde diversos o6rganos en respuesta a periodos de ayuno
naturales. Tales respuestas varian segin la época del afio y la composicion de la dieta
(Kucharski y Da Silva, 1991a; 1991b). Por su parte, Vinagre y Da Silva (2002) encontraron
que esta especie es capaz de mantener la homeostasis metabdlica después de periodos de
ayuno tan largos como tres semanas, los cuales pueden ser naturales para éstos cangrejos.

Al mismo tiempo, en un estudio que relaciona el metabolismo de machos adultos de
N. granulata con el ambiente que habitan, Pinoni et al. (2011) hallaron diferencias a nivel
bioquimico en la actividad de amilasa, maltasa, sacarasa, lipasa, enzimas proteoliticas
totales y fosfatasa alcalina en hepatopancreas; asi como en la glucemia, concentracion de
glucogeno, glucosa libre, triglicéridos y proteinas en hepatopancreas, musculo de la quela 'y
branquias anteriores y posteriores en individuos procedentes de areas de marisma y planicie
de mareas adyacentes, las cuales fueron atribuidas diferentes a estrategias digestivas y

metabolicas desarrolladas para afrontar las variaciones del habitat en condiciones naturales.

Formulacion de los objetivos

Hasta el momento, no existe informacion sobre el momento, el periodo y las
condiciones (por ejemplo, fase de marea, luz) en las que N. granulata se alimenta, ni de las
variaciones estacionales y/o poblacionales en su actividad alimentaria o dieta. Del mismo
modo, se desconoce su capacidad de obtener y utilizar los alimentos que consume
(capacidad de manipulacion, produccion y actividad de enzimas digestivas, asimilacion de

los diferentes componentes). En suma, se desconoce la mayor parte de los detalles que en



conjunto determinan la ecofisiologia alimentaria de esta especie y por ende, su papel

preciso en el flujo de energia dentro del ecosistema del que forma parte.

Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es el de conocer la ecofisiologia alimentaria de

Neohelice granulata.

Objetivos especificos

. Evaluar posibles variaciones en la dicta de N. granulata entre sexos,
estaciones del afo y entre distintas poblaciones.

. Conocer las variables ambientales asociadas con la actividad de
alimentacion de N. granulata en diferentes sitios.

. Explorar la existencia de comportamientos de alimentacion que
tiendan a mejorar la calidad de la dieta.

. Estudiar la madurez gonadal en hembras de N. granulata en relacion
al tipo de alimento que consumen.

o Determinar la actividad de enzimas celuloliticas y proteoliticas en
hepatopancreas de N. granulata alimentado con diferentes dietas.

o Medir el tiempo de retencion y porcentaje de asimilacion de los

componentes principales de la dieta, asi como su valor nutricional.

Estructura de la tesis

En esta tesis doctoral se pretendio estudiar la alimentacion del cangrejo Neohelice
granulata desde un enfoque eco-fisiologico, abarcando tanto aspectos ecologicos
(contenido estomacal, actividad de alimentacion de los distintos sexos en relacion con
diferentes ambientes y estaciones del afio, maduracion gonadal en relacion con la
alimentacion) como fisioldgicos (como el analisis de la actividad de la bateria de enzimas
presentes en la glandula digestiva y el porcentaje de asimilacion de los nutrientes

ingeridos).



Para ello, se dividio la tesis en dos grandes secciones: una ecologica y otra
fisiologica, para luego integrarlas intentando llegar a conclusiones globales sobre el sistema

en estudio.



Materiales y métodos generales

Areas de estudio:

El andlisis de la variacidon estacional e interpoblacional de la alimentacién de N.
granulata se llevo a cabo en tres localidades, Mar Chiquita, Bahia Blanca y San Antonio
Oeste, las cuales se describen mas abajo. Los organismos colectados para los experimentos
de laboratorio provinieron siempre de Mar Chiquita, con excepcion del analisis del tiempo
de retencion (Capitulo 5), en el cual se utilizaron también individuos de San Antonio Oeste.

Mar Chiquita: (37°45'S, 57° 19' O) es el sitio mas septentrional. Esta laguna costera
(46 km?) esta conectada a través de un canal estrecho (alrededor de 5 km de largo) con el
mar, y tiene un régimen semidiurno micromareal (0,3-1 m de amplitud, SHN, Servicio de
Hidrografia Naval). La precipitacion media es de 800 mm afio”. La influencia de las
mareas depende de la direccion e intensidad del viento, la fase de marea y la salida de agua
dulce. El intermareal superior es una marisma conformada por una mezcla de Spartina
densiflora y Sarcocornia perennis (Isacch et al., 2006) y el intermareal medio y bajo son
planicies de marea. Los sedimentos son finos con alto contenido de materia organica (en
promedio 4%) y de penetrabilidad alta en comparacion con los otros sitios (Spivak et al.,
1994). En ambas areas, las cuevas son bien estructuradas y profundas alcanzando la capa
freatica (Fanjul et al., 2008). Los cangrejos se muestrearon en la planicie de mareas y la
marisma que ocupan la zona intermareal media y superior (Fig. 0. 1a).

Bahia Blanca (38°45' S, 62° 15' O) se ubica en una latitud intermedia entre las otras
dos poblaciones estudiadas, es un gran estuario (2300 km?, 1550 km” de planicies de marea
de baja energia). Las precipitaciones son de 650 mm afio”. El régimen de mareas es
semidiurno y mesomareal (maxima amplitud de 3,6 m, SHN). Los sedimentos son finos
con alto contenido de materia organica (en promedio 3,6%) y de penetrabilidad alta
(Albano, datos no publicados). La zona intermareal esta caracterizada por una marisma alta
de S. perennis (Isacch et al., 2006), una zona intermareal media dividida en una planicie de
marea superior y una banda estrecha de S. alterniflora por debajo, y, por tltimo, una
planicie de marea desnuda inferior. Los cangrejos estan presentes en las zonas
intermareales media y alta. Las cuevas de la planicie de mareas son bien estructuradas y

profundas (mas de 1 m de profundidad) (Escapa et al., 2007) mientras que las de la



marisma son poco profundas, usualmente saturadas con agua y se desmoronan facilmente
(Luppi et al., 2012). Las muestras fueron tomadas de la planicie de mareas y la marisma de
S. alterniflora, ambas del intermareal medio (Fig. 0. 1b).

San Antonio Oeste (40° 46' S, 64° 50' O), el sitio mas meridional de los tres
muestreados, es una bahia (80 km?), que se abre al golfo San Matias y se encuentra en una
zona muy seca (precipitacién media: 240 mm afio™) sin el aporte de cursos de agua dulce.
Tiene un régimen de mareas semidiurno macromareal (hasta 9 m de amplitud, SHN) con
amplias planicies intermareales de arena y piedras. La zona intermareal superior es una
marisma de Sarcocornia perennis y la zona intermedia se divide en una marisma alta de
Spartina alterniflora (Isacch et al., 2006), y una planicie de mareas que se contintia con el
intermareal bajo. El contenido de materia organica (en promedio 1,35%) y la penetrabilidad
del sedimento son muy bajos (Bas et al., 2005). Las cuevas son poco profundas y de
estructura muy sencilla (Sal Moyano y Gavio, 2012). Los cangrejos ocupan la zona
intermareal superior y media; las muestras se obtuvieron de la planicie de mareas y la

marisma del intermareal medio (Fig. 0. 1c¢).

Mantenimiento de animales en el laboratorio:

Todos los individuos capturados para realizar experimentos en el laboratorio fueron
organismos adultos, colectados a mano directamente de las cuevas que ocupaban en cada
ambiente (marisma y planicie de marea), trasladados inmediatamente al laboratorio y
colocados en acuarios de 50 1 con agua de mar mezclada con agua de la canilla hasta una

salinidad de 23 %o, a 20 ° C con un ciclo de iluminacion de 12:12 horas L:O.

Colecta y preparacion del alimento:

En todos los experimentos de alimentacion en los que se utilizé sedimento y/o hojas
de S. densiflora se realizé el mismo procedimiento de colecta. El sedimento se obtuvo de la
planicie de marea de Mar Chiquita, en las areas adyacentes a las cuevas de los cangrejos,
por el raspado de la capa superficial del suelo con una espatula, para obtener una ldmina de
espesor aproximado a 5 mm, la que contiene la mayor parte de las algas y los organismos
del meso y macrobentos, inmediatamente luego de una alta marea, periodo en el cual se

restablece ésta capa, y antes de que se produjera una excesiva desecacion y/o
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descomposicion del material. Las hojas verdes de S. densiflora se cortaron con tijeras, de
diferentes plantas de la marisma al azar. Toda la comida se almacend en bolsas y se
congelo (-20 ° C) para luego ser descongelada inmediatamente antes de los experimentos de

alimentacion.

Alimentacion en laboratorio:

En base a diversos ensayos previos para lograr la alimentacion de los cangrejos en
el laboratorio, en los que se probaron diversos tamafios de acuarios, cobertura de agua y
disposicion del alimento, se logré un procedimiento efectivo que fue repetido para todos los
experimentos en lo que fue necesario alimentar a los individuos.

Para alimentar a los cangrejos con sedimento los individuos se colocaron en grupos
no mayores de 5, en acuarios (70 x 40 cm) sin agua, y el sedimento humedo se ofreci6 en
platos de plastico de 22 cm de didmetro y 2 cm de profundidad en el interior del acuario.
Los cangrejos alimentados con hojas fueron puestos en grupos iguales en acuarios
similares, pero cubiertos con agua de 23 %o de salinidad, y las hojas de S. densiflora se
ofrecieron insertadas en un trozo de poliestireno unido a una piedra para anclarlo al fondo
de modo que los individuos pudieran trepar facilmente hasta las hojas para cortarlas.

Los cangrejos alimentados con pellets de alimento artificial (ver detalle en el
capitulo 3) fueron colocados en acuarios acondicionados igual que para las plantas y el
alimento fue colocado directamente en el agua donde se hidrataba y era comido con
facilidad. Finalmente cuando se requiri6 alimentar a los individuos con sedimento + hojas
de S. densiflora, las hojas se ofrecieron finamente cortadas, esparcidas sobre el plato de

sedimento humedo.
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Figuras:

Spartina densiflora
Sarcocornia perennis a

Mar Chiquita

Amplitud de marea: 1m

Canal de mareas

Marisma Planicie de mareas

Sarcocornia perennis o b

@ - ; i Bahia Blanca
-~ Spartina alterniflora f

@@.

Cuevas —

Canal de mareas

Amplitud de marea: 4m

Marisma i  Planicie de mareas Marisma

Sarcocornia perennis } . .
f i Spartina alterniflora

i N il '_.-" San Antonio Oeste
S 3
ae ) e
o
g L & @
B N A
- Cuevas
2
=
E
< Canal de mareas

Marisma Marisma  Planicie de

mareas
Intermareal Intermareal Intermareal
alto medio bajo

Fig. 0. 1. Representacion esquematica de los tres sitios de muestreo. a) Mar Chiquita, b)
Bahia Blanca, c) San Antonio Oeste, mostrando la posicion relativa de las planicies de marea y
marismas y la estructura de las cuevas. *: areas muestreadas de cada intermareal. Los dibujos no

estan a escala.
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Seccion A: Ecologia alimentaria de Neohelice granulata

Contenido:

La seccion ecologica estard comprendida por el analisis del contenido estomacal en
tres poblaciones diferentes de Neohelice granulata a lo largo de un ano de muestreo, la
observacion del comportamiento alimentario a través del analisis de videos, determinacion
de la capacidad de seleccion del sedimento por parte del cangrejo y el estudio de la

madurez gonadal de hembras en relacion al tipo de alimento ingerido.

Introduccién general:

Ha sido claramente establecido que una parte importante de la alimentacion de N.
granulata estd compuesta por plantas superiores (D' Incao et al., 1990; Iribarne et al.,
1997). Se pudo comprobar a través del analisis de la marca de isétopos que ese material
vegetal es la principal fuente de carbono incluso cuando esta especie se alimenta de
sedimento (Botto et al., 2005).

Numerosas especies de cangrejos terrestres pueden ser consideradas principalmente
herbivoras dado que la mayor parte de su dieta se compone de material vegetal y sus
detritos (Kennish, 1996; Nordhaus et al., 2006). Las plantas son la fuente mas abundante de
alimento en casi cualquier sitio en la tierra. Sin embargo, la obtencion de energia a partir de
una dieta basada en material vegetal tiene desventajas, como la mala calidad (alta relacion
C: N), baja digestibilidad (paredes celulares de celulosa y hemicelulosa, dificiles de
degradar, lo que ralentiza el proceso digestivo) y compuestos secundarios disuasivos de las
plantas (tales como los taninos y toxinas) (Neilson et al., 1986; Wolcott y O'Connor, 1992;
Linton y Greenaway, 2007). A pesar de esto, existen beneficios asociados a la herbivoria
que incluyen la gran masa y predecible disponibilidad de las plantas en comparaciéon con
una presa animal, y el reducido riesgo de predacion que los cangrejos pueden experimentar
mientras forrajean en habitats vegetados (Wolcott y O'Connor, 1992).

La celulosa es un polimero de unidades de azucar (generalmente glucosa) unidas
por enlaces B-1,4 formando microfibrillas altamente cristalizadas dentro de una matriz
amorfa (compuesta principalmente de hemicelulosa y lignina), conformando el compuesto
mas abundante en las paredes celulares de las plantas (Watanabe y Tokuda, 2010). Dada la

dificultad que presenta la celulosa de ser degradada, los herbivoros desarrollan diferentes
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caracteristicas anatomicas y/0 comportamentales para superarla (Karasov y Martinez del
Rio, 2007). Tres estrategias digestivas basicas pueden ser descritas en el uso de las plantas
como fuente de alimento en herbivoros en general y en decdpodos terrestres en particular.
La primera consiste en una baja ingesta de alimentos y un pasaje rapido a través del tracto
intestinal, asimilando s6lo los componentes de facil digestion como el almidon y azlcares;
eso ocurre en el gecarcinido Cardisoma hirtipes (Mattson, 1980; Greenaway y Raghaven,
1998). En segundo lugar, tiempos de retencion de alimentos en el tracto digestivo lo
suficientemente largos como para permitir la fermentacion microbiana que degrade la fibra
y aumente el contenido de N, como ocurre en el gecarcinido Gecarcoidea natalis
(Greenaway y Raghaven, 1998), en asociacion con modificaciones anatomicas de aparato
digestivo. Finalmente, la digestion parcial o total de la celulosa por la secrecion de enzimas
endégenas se ha demostrado en algunos crustaceos como el isopodo Porcellio scaber
(Kostanjsek et al., 2010), los cangrejos terrestres G. natalis y Discoplax hirtipes (Linton y
Greenaway, 2004) o la langosta de rio de quelas rojas (Cherax quadricarinatus) (Xue et al.,
1999).

Un comportamiento probablemente asociado a este tipo de alimentacion se ha visto
en algunos cangrejos terrestres, y consiste en el almacenaje de hojas dentro de las cuevas
antes de ser consumidas. Si bien se habia sugerido que eso permitiria una pre degradacion
por parte de los microorganismos del barro, esa hipotesis no fue corroborada; en cambio, se
propuso que esta actividad es una adaptacion a las restricciones temporales y espaciales de
comida (Nordhaus et al., 2006) o es s6lo una consecuencia de que la cantidad de hojas
caidas en descomposicion, excede la capacidad de la comunidad degradadora del suelo
(Skov y Hartnoll, 2002).

Otras adaptaciones a este tipo de ingesta incluyen la complementacion con el
consumo preferencial de partes de las plantas de mejor calidad, como frutos y semillas,
(Linton y Greenaway, 2007), carnivoria ocasional (predacién y canibalismo) para
incrementar el N disponible (Mattson, 1980).

En general, la dieta herbivora estd asociada con un conjunto de caracteristicas
morfoldgicas y fisiologicas como grandes tamafos corporales, bajas tasas de crecimiento (y

por lo tanto longevidad), y una baja tasa metabdlica para minimizar los requerimientos
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energéticos y de N. La existencia de este tipo de adaptaciones en cangrejos herbivoros ha

sido poco estudiada.
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Capitulo 1:

Influencia de la marea, fase de la luz, habitat y estacién en la

alimentacion del cangrejo intermareal Neohelice granulata

Introduccion

La actividad alimentaria de un organismo esta relacionada con las estructuras y
habilidades que le permitan obtener, manipular e ingerir alimentos, pero también con el uso
de habitat, su ecologia y su fisiologia. La alimentacién, como muchas otras actividades de
los crustaceos intermareales, varia con los ciclos de mareas, hora del dia y/o estacion del
afo (sobre todo en las zonas templadas); como consecuencia de una compleja combinacioén
de factores que varian ritmicamente. Sin embargo, la actividad alimentaria no esta tan
ampliamente estudiada en condiciones naturales como otros comportamientos que tienen
algun tipo de patron ciclico (como la locomocién o la reproduccion). De hecho, se ha
observado que la alimentacion puede no estar acorde con otros pulsos de actividad mas
conspicuos (Aguzzi et al., 2004). Ademas, los cangrejos intermareales estuariales que se
alimentan en diferentes partes de un estuario, podrian enfrentarse no solo a patrones de
mareas distintos, sino también a presiones de depredacion y recursos alimentarios también
diferentes y en consecuencia, serian esperables variaciones en la actividad alimentaria y la
dieta (Ryer, 1987; Hegele-Drywa y Normant, 2009).

La alimentacion de cangrejos intermareales activos durante la marea baja, como los
Ocypodidos (Wolfrath, 1992), o que se mueven en aguas costeras someras claras (Cannicci
et al., 1999) puede ser observada directamente en condiciones naturales. Por el contrario,
aquellas especies que se alimentan bajo el agua muy turbia de los estuarios son mas
dificiles de observar y su actividad alimentaria es cominmente evaluada por una captura
programada segun un esquema temporal-mareal con el posterior examen del contenido y
volumen de llenado estomacal (Ryer, 1987; McTigue y Feller, 1989; Cannicci et al., 1996;
Mascaro et al., 2007).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la actividad de alimentacién y la

composicion de la dieta de N. granulata en diferentes habitats (marisma y planicie de
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mareas), comparando las condiciones diarias de luz/oscuridad y las condiciones mareales
de emersion/inmersion, a lo largo del ano y en tres lugares geograficamente distantes,
expuestos a diferentes amplitudes de marea, distintas especies de Spartina y contenido de
materia organica de los sedimentos. La hipotesis de trabajo es que la actividad alimentaria y
los items consumidos, variaran dependiendo de las diferentes combinaciones de factores
fisicos, la disponibilidad de alimentos en cada sitio y la estacion, con el fin de maximizar la

obtencion de energia.

Materiales y métodos

Areas de estudio:

Se seleccionaron tres sitios, que forman un gradiente de aridez y amplitud de marea
creciente hacia el sur, también asociados a cambios en las comunidades de las marismas
(Isacch et al., 2006): Mar Chiquita (MC), Bahia Blanca (BB) y Bahia de San Antonio (SA)
(ver Materiales y Métodos Generales y Fig. 1. 1).

Recoleccién de los cangrejos:

Se muestrearon cangrejos maduros (= 20 mm AC) de ambos habitats (marisma y
planicie de marea) de cada sitio, estacionalmente, durante 48 h. Las muestras fueron
obtenidas cada seis horas aproximadamente, en el punto medio entre dos pleamares y
bajamares sucesivas, cuando las cuevas estaban accesibles. La comida presente en los
estdbmagos se considerd6 como obtenida en el periodo anterior a la toma de las muestras. De
esta manera, los cangrejos muestreados durante la bajamar, fueron considerados como
alimentados durante la pleamar anterior, y aquellos cangrejos muestreados durante la
pleamar, como alimentados durante la bajamar anterior. Cada muestra estuvo conformada
por siete machos, siete hembras no ovigeras y siete hembras ovigeras (en primavera y
verano, cuando estaban presentes) recogidos de las cuevas a mano, al azar en las zonas
muestreadas. Los cangrejos se mataron inmediatamente y los estbmagos se extrajeron con
unas pinzas de punta fina y se fijaron por separado en tubos etiquetados con formol al 4%.

Para cada muestra fueron registrados los siguientes datos: fecha, hora, habitat

(planicie de marea o marisma), fase de marea previa al muestreo (pleamar o bajamar),
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cobertura de agua en el area (emergida o sumergida, independientemente de la fase de
marea, ya que en muchos casos las mareas altas no cubren las dreas de muestreo), fase de la
luz (luz de dia u oscuridad, dependiendo de la condicidon prevaleciente a lo largo del

periodo de 6 horas de muestreo).

Composicion de la dieta:

Los estomagos se abrieron en el laboratorio con pequefias tijeras y el contenido se
vacié en una pequefia placa de Petri (30 mm de diametro) y se distribuy6 uniformemente
formando una capa delgada. Para evaluar el tipo de alimento ingerido, el contenido se
determind bajo microscopio y aquellos items que ocupaban mas del 20% del volumen (por
estimacion directa de la superficie total cubierta por dicho elemento) se les asign6 un valor
entre 1 y 5 (1 =20 % de volumen, 5 = 100% de volumen). Una distribucion de frecuencias
del % de volumen se construy6 para cada item. Aquellos items representando menos del
20% del contenido total se registraron s6lo como "presentes". Teniendo en cuenta que el
material vegetal y el sedimento representaron la mayor parte del alimento en la mayoria de
los estobmagos de todos los sitios y habitats, la variacion en la proporcion de sedimento se
utiliz6 para evaluar las diferencias en la composicion de la dieta entre sexos, habitats,
estaciones y localidades. Se realizd un analisis log-lineal (Norman y Streiner, 1996),
comparando la distribucion de frecuencias del % de volumen entre habitat, sitio y estacion.
La presencia de otros items que consistentemente aparecieron en cantidades medibles en los
estomagos de los cangrejos fue evaluada analizando las diferencias entre sexos, habitats y

sitios con una prueba de Chi-cuadrado.

Actividad alimentaria:

La presencia/ausencia de alimentos en el estdmago de machos, hembras ovigeras y
no ovigeras se utilizo para evaluar el efecto de las variables ambientales en la actividad de
alimentacion para cada sitio con un modelo lineal generalizado (MLG), realizando un
analisis de varianza factorial con una distribucion binomial y funcién de enlace logit (R
Development Core Team, 2008). Los factores fueron: fase de la luz, cobertura de agua,

habitat y estacion.
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Ecomorfologia del estbmago:

Para establecer la relacion entre el tamafio del estdémago y el porcentaje de
herbivoria, se calculé un tamafio de estomago estandar para los tres sitios como la relacion
entre el ancho de estomago (AE) y el ancho del caparazén (AC) (Griffen y Mosblack,
2011), a partir de un grupo de cangrejos que cubria el rango de tamafo adulto completo. El
ancho de caparazon méaximo de cada cangrejo se midid con un calibre (cercano al 0.1 mm)
y los estomagos fueron medidos bajo microscopio estereoscopico (cercano al 0.01mm)
tomando el tamafio més ancho de la cdmara cardiaca entre los extremos de ambos osiculos
laterocardiacos (Covelo de Zolessi y Spiritoso, 1985). Se utiliz6 una prueba de ANCOVA
para analizar la homogeneidad de las pendientes en la relacion entre el log AC y el log AE

entre sitios.

Resultados

Composicion de la dieta:

Los principales items alimenticios presentes en todos los estomagos de los tres sitios
fueron sedimento y restos de la planta halofila Spartina (S. alterniflora en SA y BB y S.
densiflora en MC). En MC, los cangrejos de la planicie de marea contenian principalmente
sedimento en sus estomagos (> al 80% del volumen), mientras que en los de la marisma,
principalmente restos de Spartina spp. Solamente el 10% de los individuos tenian
proporciones equilibradas de ambos tipos de comida (40 a 60% de cada uno). Los
estomagos de unos pocos cangrejos (5%) contenian comida tipica del otro habitat, por
ejemplo: sedimento en la marisma y viceversa. En BB, una mayor cantidad de individuos
ingirieron cantidades balanceadas de ambos tipos de comida (18%) y comida tipica del otro
habitat (21%). En SA, un tercer item, macroalgas rojas y pardas, fue comun en primavera,
verano y otofio representando hasta el 30% del contenido del estdbmago tanto en la planicie
de mareas como en la marisma. Fue consumido mas frecuentemente por los machos que
por las hembras (prueba Chi-cuadrado, y* = 6,05, P < 0,05; la diferencia no se muestra en la
Fig. 1. 2) y en la marisma que en la planicie de mareas (prueba Chi-cuadrado, y* = 9,3, P <

0,01) (Fig. 1. 2). En este sitio, el porcentaje de individuos con cantidades balanceadas de
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los diferentes items en los estdmagos alcanz6 el 28% y aquellos individuos con comida
tipica del otro habitat fueron del 21%, como en BB.

No hubo diferencias entre sexos en la proporcion de sedimento en los tres sitios
(prueba log-lineal, P > 0,05) y los datos de ambos sexos se combinaron para hacer
comparaciones posteriores. La proporcion de sedimento en los estobmagos dependio de la
interaccion entre habitat, sitio y estacion (prueba log-lineal, y* = 34,7, P < 0,001; x* = 37,8,
P < 0,001; x2 = 131,3, P < 0,001 para habitat:estacion, habitat:sitio y estacion:sitio,
respectivamente).

En MC, la proporcion promedio de sedimento en los estomagos fue mayor al 80%
para los cangrejos de la planicie de mareas y por debajo del 30% para los de la marisma en
todas las estaciones (Fig. 1. 2). En BB las proporciones fueron similares a las de MC en la
primavera y el verano, mientras que en otoflo e invierno, mas del 60% del contenido
estomacal promedio en los cangrejos de la planicie de mareas fueron restos de S. densiflora
(Fig. 1. 2). En SA, la proporcion de sedimento ingerido por cangrejos de la planicie de
mareas estuvo cercana a 100% en el invierno pero fue mdas baja en el resto de las
estaciones; al mismo tiempo, la proporcion de sedimento en los estdémagos de los cangrejos
de la marisma fue en promedio que en los otros sitios, alcanzando cerca del 70% en
invierno (Fig. 1. 2).

Se identificaron algunos items adicionales potencialmente ricos en proteina. Por
otro lado, fueron identificados restos de poliquetos (mandibulas y quetas), nematodes,
copépodos y briozoos en los estdbmagos, pero con muy baja frecuencia y volumen. Restos
de cangrejo (partes de exoesqueletos y/o pledpodos de hembras ovigeras con huevos), rara
vez estuvieron representados, pero cuando estuvieron presentes, ocupaban una parte
importante del volumen estomacal. Fueron mds frecuentes en machos que en hembras
(prueba Chi-cuadrado, y* = 17,9, P < 0,01), similares entre habitats (prueba Chi-cuadrado,
¥* = 1,03, P > 0,1) y mas frecuentes en SA que en los otros dos sitios (prueba Chi-

cuadrado, y* = 7,61, P < 0,05) (Fig. 1. 3).

Actividad de alimentacion:

Mar Chiquita: dado que las mareas baja y alta diarias pueden ser de amplitud muy

diferente en este sitio, la zona intermareal estuvo cubierta de forma muy irregular durante
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los periodos de muestreo (Fig. 1. 4). Las mareas altas llegaron a la planicie de marea en la
zona intermareal baja en 9 de las 16 pleamares, y la marisma supramareal se inundd una
sola vez, durante una marea alta extraordinaria de invierno. Parte del agua fue retenida en la
zona de la planicie de marea, al menos en los pequenos canales de marea, entre dos
inundaciones sucesivas. Dado que la planicie de marea y la marisma tuvieron diferentes
combinaciones de factores, fueron analizadas por separado (usando la fase diurna,
cobertura de agua y estacion como factores). Ademas, en la planicie de marea, la primavera
se analizd por separado debido a que no se pudo obtener la combinacion “inmersion y
oscuridad”. Esta estacion fue luego analizada para los efectos de la fase diurna y cobertura
de agua por separado.

En la planicie de marea, el Unico factor que influy6 significativamente sobre la
proporcion de cangrejos alimentados durante el verano, otofio e invierno fue la fase diurna
(GLM, %> =17.5, P <0,001): mas cangrejos tenian comida en sus estomagos después de un
periodo de oscuridad; ni la estacion ni la cobertura de agua tuvieron algin efecto y no
existieron interacciones entre ellos (GLM, P > 0,05) (Fig. 1. 4a, c, d). En la primavera, ni la
cobertura de agua ni la fase de la luz (analizadas por separado) tuvieron efecto sobre la
actividad de alimentacion (GLM, P > 0,05) (Fig. 1. 4b). Es interesante notar que una
condicioén climatica especial estuvo presente durante las primeras 24 h del periodo de
muestreo de primavera, cuando una llovizna mantuvo el suelo himedo durante la marea
baja.

En la marisma, donde el efecto de las mareas no pudo ser evaluado (ya que la marea
alcanzo esta zona solo una vez), la fase de la luz y la estaciéon tuvieron un efecto sobre la
actividad de alimentacion (Fig. 1. 4e-h; GLM y* = 5,81, P < 0,05 y x* = 29,47, P < 0,001,
respectivamente), pero su interaccion no fue significativa (GLM, P > 0,05). Mas cangrejos
presentaban comida en el estobmago después de las horas de oscuridad; la mayor actividad
se registro en invierno (Fig. 1. 4e) y la menor en otofio, con 92% de los estomagos vacios a
lo largo de las 48 hs. de muestreo (Fig. 1. 4h).

Bahia Blanca: las mareas cubrieron con menos regularidad la parte superior del
intermareal correspondiente a la planicie de marea (Fig. 1. 5). En consecuencia, la marisma
y la planicie de marea mostraron diferentes combinaciones de factores por lo que se

analizaron por separado. En la planicie de marea; no se pudo registrar la combinacion
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“cubierta de agua/luz del dia” en verano por lo que esta estacion no se considerd en la
comparacion estacional y el posterior andlisis de los efectos de la fase diurna y cobertura de
agua fueron hechos por separado. En invierno, primavera y otofo, los factores interactuaron
de a pares (GLM, cobertura de agua: fase de la luz, X2 = 5,64, P < 0,05; cobertura de agua:
estacion, X2 = 6,74, P < 0,05; estacion: fase de la luz x2 =942, P <0,01), dando una
compleja combinacion de efectos. La actividad alimentaria de los cangrejos de la planicie
de marea fue mas intensa en invierno, seguido de otoflo y primavera (Fig. 1. 5a-d). En
invierno una alta proporcion de cangrejos, llegando a veces al 100%, present6 comida en
sus estomagos (Fig. 1. 5a). En primavera, proporciones de cangrejos alimentados superiores
al 20% so6lo aparecieron cuando coincidieron las condiciones “inmersion/oscuridad” (Fig.
1. 5b). En verano la actividad de alimentacion en la planicie de marea fue muy baja y se
incrementd un poco cuando el agua lleg6 a la zona en la oscuridad (Fig. 1. 5¢). La
superficie del sedimento en el verano estuvo totalmente seca y compacta, después de
algunas horas de insolacion. En otofio, una situacion climatica particular afecto este sitio
durante todo el periodo de muestreo: un fuerte viento desde el sur, junto con lluvia, produjo
un periodo muy largo de inmersion de la zona intermareal debido a que el agua era
impedida de retroceder a causa del viento, y se mantuvo una continua saturaciéon de agua
del suelo, incluso durante la marea baja. En esas condiciones ningin efecto de cualquier
factor en particular fue evidente en relacion con la proporcion de cangrejos alimentados
(GLM, P > 0,05) (Fig. 1. 5d).

En la marisma, todas las combinaciones de fase de la luz, cobertura de agua y
estacion estuvieron presentes y los factores fueron analizados en conjunto. Los tres
interactuaron entre si ()(2 =24.59, P <0,001). En invierno, la actividad de alimentacion fue
elevada durante el periodo de muestreo, al igual que en la planicie de marea: alrededor del
50% de los cangrejos tuvieron siempre comida en sus estobmagos con un pico del 100%
(Fig. 1. 5e). En primavera y verano, los cangrejos se alimentaron principalmente de noche y
la proporcion de estomagos llenos aumentd después de los periodos nocturnos de
inmersion; los picos de verano fueron mas altos que los de primavera (Fig. 1. 5f, g).
Finalmente, en otofio, la proporciéon de cangrejos alimentados fue continuamente alta
probablemente acorde con los largos periodos de inmersion, al igual que en la planicie de

marea (Fig. 1. 5h).
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San Antonio: las mareas en este sitio son regulares y todas las pleamares cubrieron
tanto la planicie de marea como la marisma (Fig. 1. 6). El agua se infiltra con facilidad en
el sedimento grueso de la planicie de marea por lo cual ésta se seca rapidamente después de
que la marea se aleja, mientras que la marisma, con algo de sedimento fino acumulado, se
mantiene himeda durante periodos mas largos. Dado que todas las combinaciones de
factores pudieron ser registradas, todos los efectos pudieron ser analizados en conjunto. La
fase de la luz tuvo un efecto significativo sobre la actividad de alimentacién (GLM, y* =
19.09, P < 0,001) con una mayor proporcion de estdbmagos con comida después de los
periodos oscuros. Por otro lado, la estacion, la marea y el hébitat interactuaron entre si
(GLM, »* =13.08, P < 0,001). Los resultados de la interaccion indicaron que:

1) en el invierno, la actividad de alimentacion fue la mdas baja y casi la
misma en ambos ambientes, siendo mayor después de periodos de inmersion (Fig. 1.
6a, e);

2) en primavera y verano, se recolectaron mas cangrejos con comida en sus
estobmagos en la marisma después de un periodo de inmersion (Fig. 1. 6f, g);

3) durante las mismas estaciones, los cangrejos de la planicie de marea
presentaron comida en sus estomagos después de periodos de emersion también y
cuando éstos se combinaron con oscuridad (Fig. 1. 6b, c). De hecho, se pudieron
observar muchos cangrejos comiendo en el sedimento fuera de sus cuevas durante
los muestreos nocturnos en ambas estaciones;

4) en otofio, la actividad de alimentacién en la planicie de marea fue mas
intensa después de un periodo de inmersion (Fig. 1. 6d) y en cambio fue
uniformemente elevada en la marisma (Fig. 1. 6h).

Las hembras ovigeras estuvieron presentes en primavera y verano en los 3 sitios. La
mayoria de ellas tenian el estdbmago vacio, independientemente del sitio, habitat, las mareas
y la luz. El mayor porcentaje de hembras ovigeras con algo de comida en sus estdmagos

correspondid a SA, con un 21%, mientras que en los otros dos sitios alcanzo so6lo el 10%.

Ecomorfologia del estbmago:

La pendiente de la relacion log AC vs log AE no fue diferente entre los tres sitios (F

= 0,17, P > 0,05) y todos los datos se agruparon. El tamafio estdndar promedio del
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estomago estimado (AE/AC) fue = 0,442 + 0,025. El porcentaje de herbivoria para N.
granulata, calculado en base a la ecuacion %H = [(AE/AC) - 0,24] / 0,0024 (Griffen y
Mosblack, 2011) es de 84%.

Discusion

;Que come N. granulata?

El alimento consumido por una especie proporciona informacion basica acerca del
nivel trofico que ocupa y el papel que desempeia en el ecosistema. Los contenidos
estomacales encontrados en Neohelice granulata durante este estudio coinciden con
trabajos anteriores en relacion a que este cangrejo puede ser considerado herbivoro o
detritivoro y ocasionalmente, puede comportarse como carrofiero o depredador (D' Incao et
al., 1990). Sin embargo, aunque esta especie puede habitar areas con condiciones de
salinidad y composicion del suelo diversas a lo largo de su amplio rango de distribucion
(Spivak, 1997), ellos solo estan presentes en sitios poblados por la planta haléfita Spartina
sp. Iribarne et al (1997) reportaron que en MC N. granulata se comporta principalmente
como herbivoro (o parcialmente consumidor de restos vegetales) cuando vive en la
marisma, y como alimentador de depdsito cuando vive en la planicie de marea. Este estudio
demostrd que este patron es verdadero s6lo en MC, pero que difiere en otras poblaciones.
Diferencias locales en la productividad de las especies de Spartina y la distribucion del
material depositado, calidad del sedimento y disponibilidad de algas, pueden explicar las
variaciones en los patrones de alimentacion observados en BB y SA.

Un patron de ingesta similar al del MC ocurrié en BB durante la primavera y
verano, mientras que en otoflo e invierno, S. alterniflora fue claramente incorporada como
alimento en los cangrejos de la planicie de mareas. Un pico en la produccion de biomasa
verde por parte de las especies de Spartina tiene lugar en MC y BB durante el verano
mientras que los valores minimos estan presentes en otono-invierno (Gonzalez Trilla,
2010). Sin embargo, mientras que en MC el material depositado es consumido o exportado
a otras partes del ecosistema, en BB tipicamente se acumula en las partes mas altas de la
marisma: en este sitio, la marisma esta ubicada en el intermareal bajo y las corrientes de

baja energia transportan los restos del material vegetal hacia zonas mas altas (Gonzalez
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Trilla, 2010). Entonces, el consumo de S. alterniflora por parte de los cangrejos de la
planicie de marea en otoflo e invierno podria ser consecuencia del transporte de material
depositado en BB; ademas, este resultado sugiere que los cangrejos prefieren hojas de S.
alterniflora depositadas en el sedimento cuando ambos estan disponibles.

Los cangrejos de SA, por otro lado, tuvieron un alto contenido de sedimento en sus
estomagos (alcanzando 80% en invierno) a pesar de su bajo contenido de materia organica
(maximo 1,8% vs 4-5% reportado en BB y MC, Bas et al., 2005; Luppi et al., 2012). Ellos
incorporaron también una alta proporcion de algas a la dieta, incluso cuando S. alterniflora
estuvo siempre disponible. La ingesta de grandes cantidades de sedimento por parte de los
cangrejos de la marisma en invierno pudo tener sentido solo si otras opciones disponibles
(por ejemplo: S. alterniflora) fuesen peores. El ciclo anual de S. alterniflora no ha sido
estudiado en SA pero probablemente el invierno sea la estacion con menor productividad,
sin crecimiento de nuevos tallos, como ocurre en otras poblaciones estudiadas (Gonzalez
Trilla, 2010); en consecuencia, la calidad de las plantas de invierno deberia ser la mas
pobre del afio. Las algas, por otro lado, no estuvieron presentes en invierno, mientras que
en las otras estaciones fueron conspicuamente traidas por la marea y depositadas en la
superficie de la planicie de marea y la marisma. Por consiguiente, se incorporaron
activamente como alimento cuando estuvieron presentes. Algunos rasgos de la historia de
vida y reproductivos de N. granulata en SA sugieren que la reproduccion y el crecimiento
estan probablemente limitados por el bajo contenido energético de la comida (Bas et al.,
2005; Ttuarte et al., 2006). Ademads, la notoria presencia de restos de cangrejos en los
estbmagos de machos de la marisma de SA, siendo en muchos casos los Unicos items
registrados, sugiere que la incorporacion de nuevos items alimenticios y el incremento del
canibalismo es una respuesta a la limitacion (probablemente de proteina) de energia. La
diferencia entre sexos puede estar relacionada a la mayor movilidad de los machos (Luppi
et al., 2012) y al mayor tamafio de sus quelas.

El modo dual de alimentacion encontrado en N. granulata (herbivoros y
alimentadores de depdsito) no es comun en animales. Los cangrejos semiterrestres que
viven en las zonas intermareales de los manglares son principalmente alimentadores de
deposito omnivoros (y las plantas son incorporadas como detrito al sedimento), o se

alimentan de restos de plantas. Las especies que se alimentan de tallos vivos de plantas, por
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el contrario, son mas terrestres, es decir, viven lejos del intermareal (Dahdouh-Guebas et
al., 1999; Linton y Greenaway, 2007). El cangrejo estuarial Armases cinereum también
tiene un aparente modo dual de alimentacion: ingiere plantas vivas de Spartina cuando
estan disponibles pero se comporta también como alimentador de deposito, y parcialmente
como depredador, prefiriendo una dieta mixta sobre cualquier otra opcion (Seiple y
Salmon, 1982; Buck et al., 2003). Sin embargo, A. cinereum rara vez presenta particulas de
sedimento en sus estdmagos (como ocurre en N. granulata) debido a que recogen
selectivamente pequefios organismos y detritus del sustrato (Seiple y Salmon, 1982). Esta
diferencia interespecifica podria reflejar: 1) una mayor capacidad de A. cinereum para
seleccionar los alimentos debido al menor tamaiio de sus quelas y/o su forma, o 2) la forma
en que cada especie explota los recursos disponibles en el sedimento (por ejemplo, N.
granulata puede, hipotéticamente, obtener alimento a partir de materia organica particulada
y/o materia organica disuelta en lugar de particulas vegetales; Mann, 1988).

Griffen y Mosblack (2011) predijeron el porcentaje de herbivoria de algunas
especies de cangrejos en funcion del tamafo de su estomago. De forma simplificada, el
tamafio estandarizado del estomago (AE/AC) de cangrejos braquiuros se correlaciona con
el grado de herbivoria de las especies: los cangrejos herbivoros necesitan ingerir grandes
volimenes de materia vegetal con bajo contenido de N, mientras que el alimento de los
cangrejos carnivoros se caracteriza por un bajo volumen de una dieta rica en proteinas.
Acorde a este modelo, el porcentaje de herbivoria previsto para el tamafio del estomago
estandarizado de N. granulata deberia ser 84%. Sin embargo, una gran herbivoria aparecio
solo en los cangrejos que viven en la marisma, mientras que la mayoria de los individuos de
la planicie de marea, presentaron una baja proporcion de alimentos de origen vegetal y una
importante ingesta de sedimento. El sedimento es considerado un recurso alimenticio de
muy baja calidad ya que contiene grandes cantidades de material inerte (cerca del 95%,
(Lopez y Levinton, 1987). En consecuencia, volimenes estomacales mas grandes serian
evolutivamente seleccionados para cangrejos detritivoros, como sucede en los herbivoros, y

la morfologia del intestino medio para ambos modos de alimentacion seria similar.

;Donde v cuando come Neohelice granulata?
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Aunque se ha establecido que N. granulata es ¢l principal herbivoro que se alimenta
de las especies de Spartina en las marismas del Atlantico sudoccidental, y que los cangrejos
cambian a alimentadores de depoésitos en algunas situaciones (Bortolus y Iribarne, 1999;
Bortolus et al., 2004; Alberti et al., 2007a), éstos no fueron frecuentemente observados
alimentandose en condiciones naturales. Estos cangrejos son menos activos durante las
mareas bajas, cuando los estudios de campo son posibles, incluso una investigacion
detallada sobre los movimientos cortos alrededor de los refugios falld6 en detectar
alimentacion (Fathala et al.,, 2010); s6lo se pudieron obtener evidencias indirectas de
alimentacion, como marcas dejadas por las quelas y pequefias areas con la capa superficial
del sedimento removida alrededor de las cuevas (Bas, obs. pers.). En el laboratorio, los
individuos pueden ser alimentados con sedimento si se los coloca en acuarios sin agua y
con un fondo de barro saturado de agua (Lancia et al., 2012); sin embargo, no manipulan el
sedimento debajo del agua (Bas, obs. pers.). La actividad de alimentacion en el sedimento
en condiciones naturales esta probablemente limitada a periodos cortos después del
retroceso del agua, mientras el suelo permanece humedo, y los cangrejos deben moverse
dentro de las cuevas después de este periodo; de hecho, una gran proporcion de individuos
capturados en la planicie de marea tenian comida en sus estomagos después de dichos
periodos. Ademads, cuando la marea baja coincide con las horas de oscuridad, temperaturas
moderadas o clima lluvioso, el periodo de alimentacion de sedimento humedo se
incrementa, ya que el suelo retiene humedad durante mas tiempo.

En las marismas, los cangrejos son ain mas dificiles de observar debido al refugio y
la sombra ofrecida por las plantas; sin embargo, durante el periodo de inundacién, cuando
el agua alcanza ocasionalmente la marisma de MC, se ha observado que los cangrejos, en
su mayoria machos, se mueven con el agua subiendo a los tallos y comiendo directamente
las hojas de las plantas de S. densiflora (Lancia, obs. pers.). En el laboratorio, los machos y
hembras cortan las hojas Spartina spp. con sus quelas y las comen sosteniendo el fragmento
contra sus piezas bucales mientras mueven las mandibulas (Capitulo 2 de esta tesis).
Incluso, los cangrejos comen hojas si se las ofrece en pequefios fragmentos sobre la
superficie himeda del sedimento (Capitulo 2 de esta tesis).

La falta de asociacion entre la cobertura de agua y la alimentacion en muchos de los

periodos muestreados en las areas de la marisma de los diferentes sitios podria ser
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explicada por la presencia de dos modos alternativos de alimentarse de Spartina spp.: 1) la
ingesta de hojas vivas o brotes preferiblemente en los periodos de inundacion, cuando los
cangrejos pueden cortarlos directamente de la planta, utilizando el agua que estd subiendo
para trepar, o 2) la obtencion de material vegetal depositado en el suelo después del periodo
de inundacion. De esta manera, patrones diferentes de alimentacion pueden responder a la
combinacion de una cobertura de marea, y una disponibilidad de plantas (hojas frescas o
depositadas) variables en las diferentes marismas y estaciones.

En el comportamiento de alimentacion de N. granulata, tres tendencias fueron
evidentes:

1) la mayoria de los cangrejos de todos los sitios y habitats se alimentaron en la
oscuridad. La luz es uno de los principales factores fisicos que determinan los ciclos diarios
de alimentacion de los cangrejos intermareales y el patrén mas comun es la obtencion de
alimentos en gran medida en las horas de oscuridad (por ejemplo, Paul, 1981; Aagaard et
al., 1995), aunque puede variar entre sitios o habitats de acuerdo a la amplitud de la marea
en diferentes sitios (Ryer, 1987; Cannicci et al., 1999). Sin embargo, especies
depredadoras, como Thalamita crenata, se alimentan durante el dia (Cannicci et al., 1996).
La alimentacion en la oscuridad puede ser ventajosa debido a que se pueden evitar
depredadores visuales y a su vez, el estrés fisico causado por la temperatura elevada puede
ser disminuido. En MC y BB, por ejemplo, algunas aves que predan sobre N. granulata,
son depredadores visuales activos solo durante las horas del dia (Luppi et al., 2012).

2) los cangrejos prefirieron alimentarse durante (o inmediatamente después) de las
mareas altas en los sitios donde el sedimento y las cuevas se secan rapidamente durante las
mareas bajas (como en la planicie de marea de BB y SA), de lo contrario fueron
independientes de las mareas.

3) las hembras ovigeras se alimentaron en muy baja proporcion. Estas hembras casi
nunca presentaron comida en sus estobmagos, aun cuando fueron capturadas en las mismas
areas y al mismo tiempo que los machos y las hembras no ovigeras. De la misma manera,
este grupo rara vez fue encontrado en las trampas de movimiento donde fueron capturados
los otros grupos (Luppi et al., 2012), sugiriendo que no sélo la alimentacion, sino también
cualquier movimiento fuera de las cuevas estd restringido mientras las hembras estan

incubando.
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En resumen, la actividad alimentaria de los cangrejos adultos de N. granulata,
indirectamente aqui estudiada a través de la presencia/ausencia y la proporcion de items en
los estomagos es, en primer lugar, una actividad desarrollada principalmente dentro del
habitat de cada individuo y, al mismo tiempo, parece ser flexible, adaptdndose a diferentes
combinaciones de factores fisicos y biologicos. La cantidad y calidad del alimento ingerido
varia entre sitios con una tendencia a la omnivoria (incluyendo algas y conespecificos en la
dieta) cuando el contenido de energia de los principales recursos alimenticios es bajo y

otros items estan presentes.
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Fig. 1. 1. Sitio de estudio. Los puntos negros: localidades donde se obtuvieron las muestras.

Flechas: variacion latitudinal de la aridez y la amplitud de mareas.
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macroéfita (Spartina) y restos de macroalgas (algas).
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y oscuridad (negro).
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Capitulo 2:

Comportamiento de alimentacion y capacidad de seleccion de

particulas del sedimento

Introduccion

A partir de estudios previos sobre la especie y de los resultados obtenidos en el
capitulo anterior, se ha podido establecer que la alimentacion de Neohelice granulata puede
variar en funcién del ambiente que ocupan los cangrejos, comportandose principalmente
como “herbivoros” en la marisma y como “alimentadores de depdsito” en las planicies de
marea, donde rastrillan la superficie del sedimento y detritus inmediatamente después del
reflujo durante las mareas bajas.

Cuando N. granulata se comporta como herbivoro, su contenido estomacal esta
compuesto principalmente por restos de plantas; sin embargo, cuando se comporta como
alimentador de depositos, el contenido estomacal se compone mayoritariamente de material
inerte y de varios items entre los cuales se encuentra materia organica disuelta, restos de
crustaceos y de otros organismos que conforman la meiofauna y detritos vegetales (D'
Incao et al., 1990).

Muchos cangrejos herbivoros deben complementar su dieta con items alimenticios
ricos en nitrogeno en orden de alcanzar sus demandas minimas (Micheli, 1993), dado que el
valor nutritivo de las hojas es insuficiente para mantener el crecimiento y que las altas
relaciones C:N que generalmente presentan las plantas, estin muy por encima de la relacion
de 17:1 propuesta como limite nutricional animal por Russell-Hunter en 1970 (Thongtham
y Kristensen, 2005; Linton y Greenaway, 2000). Asi, los cangrejos parecen utilizar las
microalgas, bacterias y hongos asociados con la superficie del sedimento como fuente
accesoria de N (Thongtham et al., 2008).

Por otra parte el sedimento utilizado por los alimentadores de depodsito como
alimento, mas alla de su origen y composicion precisa, puede considerarse como una fuente
de nutrientes muy pobre, dado que aun el sedimento mas rico en materia orgénica posee
hasta un 95% de material inerte (Lopez y Levinton, 1987). Ademads, recientemente se ha

estimado para Neoepisesarma versicolor, un cangrejo sesarmido con un tipo de
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alimentacion similar a N. granulata, que los individuos deberian ingerir entre 7 y 23 cm’
diarios de sedimento para cubrir por completo su necesidad de N a través de la digestion de
los microorganismos asociados (Thongtham y Kristensen, 2005). Ese volumen representa
un orden de magnitud mas de sedimento que su propio peso por dia, y por lo tanto no
parecen ser los microorganismos del sedimento la fuente de alimento utilizada.

Dentro de los decapodos intermareales especializados en la alimentacion de
deposito, uno de los géneros mas estudiados es el de los cangrejos violinistas (Uca spp.)
(Robertson and Newell, 1982; Lim, 2004; Sayao-Aguiar et al., 2012). Las diversas especies
de éste grupo recogen el sedimento durante la bajamar, los machos con la quela menor, y lo
llevan a la boca donde el material es clasificado y seleccionado para ser ingerido. Con el
sedimento de mayor granulometria forman pequefias esferas desprovistas de particulas
alimenticias, llamados granulos de alimentacion, que quedan depositados sobre el sustrato
como resultado de su actividad. De esta manera, los cangrejos se alimentan de particulas
organicas (diatomeas, bacterias y detritos), restos de plantas de la marisma y de animales
(Wolfrath, 1992).

Por su parte, N. granulata ocupa ambientes con sedimentos arcillosos y limosos
muy finos que retienen agua (Spivak et al., 1994). Este sedimento del que se alimenta es
probablemente dificil de manipular y esta especie no forma los granulos de alimentacion
caracteristicos de Uca spp. De esta manera, no se sabe si N. granulata es capaz de extraer
eficientemente el alimento a partir del sedimento. Sin embargo, se determind que el
contenido de N y C en las heces de cangrejos alimentados con sedimento, es mayor al del
alimento antes de ser ingerido (Capitulo 5 de esta tesis), lo cual sugiere cierta seleccion del
material consumido junto con el sedimento, que permitiria una concentracion mayor de
nutrientes que dejaria en las heces una gran cantidad de C y N atin después de cierto grado
de asimilacion. A partir de estas observaciones, los objetivos propuestos para este capitulo
fueron explorar los comportamientos de alimentacion que llevan a la obtencion de los
distintos componentes de la dieta, y medir la capacidad de seleccion de las particulas que

contiene el sedimento por parte de N. granulata.

Materiales y métodos

Recoleccién de los cangrejos:
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El estudio se llevd a cabo con cangrejos de la laguna de Mar Chiquita. Los
cangrejos fueron capturados en invierno, cuando estdn en reposo post-reproductivo y todas
las hembras presentan la misma fase de desarrollo ovarico (Ituarte et al., 2006). Se
seleccionaron cangrejos en intermuda segin Drach y Tchernigovtzeff (1967) y solo se
utilizé un pequeiio rango de tamaio de los adultos. Veinte hembras (21-26 mm de ancho de
caparazon, AC) y 20 machos (26-32 mm AC) fueron colectados y mantenidos segin se
especificd en la metodologia general. Todos los animales se mantuvieron tres dias sin
comer para asegurarse que los estdmagos estuviesen vacios antes de comenzar los

experimentos.

Recoleccion v preparacion del alimento:

Se realiz6 segun lo especificado en la metodologia general

Alimentacion de los animales vy filmacién del comportamiento alimenticio:

Pasados los 3 dias de ayuno, los cangrejos fueron numerados para facilitar su
identificacion en los videos, se los separd en grupos de cinco individuos del mismo sexo
para cada tipo de alimento, y fueron alimentados con sedimento u hojas de S. densiflora
segin lo especificado en la metodologia general. La actividad de alimentacion de cada
grupo fue filmada utilizando una camara fija LG B&W CCD modelo LVC-S50HC
conectada a una computadora. De los videos obtenidos se observo la técnica de
manipulacion por parte de los cangrejos de cada sexo para cada tipo de alimento, y el

comportamiento respecto otros cangrejos.

Capacidad de seleccion de las particulas del sedimento:

Al igual que la experiencia anterior, se utilizaron cangrejos de Mar Chiquita,
capturados de la misma manera y el tratamiento y cuidado fue el mismo al mencionado
anteriormente. Se utilizaron 20 hembras y 20 machos que fueron alimentados en grupos de
cinco. El sedimento fue cuidadosamente homogeneizado una vez descongelado, mezclando
con una espatula durante cinco minutos el contenido de cada plato ofrecido, para asegurar
una distribucion uniforme del contenido de particulas de alimento. Antes de alimentar a los

cangrejos, se tomaron tres muestras de sedimento de un volumen similar al del estdbmago
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cardiaco de un cangrejo adulto, (0.02 cm®) a las que se les escurrié el sobrante de agua
utilizando trozos de malla de 120 pum de peso conocido sobre papel absorbente. Al
sedimento escurrido se le determind el peso himedo con una balanza analitica (0.01 mg) y
luego se lo paso6 a un tubo Eppendorf con formol 4% y colorante rosa de bengala por un dia
para fijar y ayudar a visualizar y separar los organismos o sus restos.

Los cangrejos, alimentados como minimo durante una hora con el mismo sedimento
del que provenian las muestras, fueron crioanestesiados y rapidamente se los matd
mediante la introduccion de una pinza de punta fina ventralmente en el cefalotorax. Para
extraer el estomago, se abri6 el caparazon dorsalmente, se extrajo el 6rgano con unas pinzas
y se vacio su contenido escurriéndolo de la misma manera que a las muestras de sedimento.
Los individuos que no habian llenado al menos la mitad de su estdémago fueron descartados.
El contenido estomacal escurrido fue pesado y almacenado igual que las muestras de
sedimento.

Las muestras de sedimento y los contenidos estomacales fueron examinados bajo
microscopio Optico con un aumento de 4x utilizando una camara de conteo Sedgewick
Rafter de volumen fijo de 1 ml. La totalidad de las muestras pesadas fueron resuspendidas
en agua y colocadas en alicuotas de 1 ml en la cdmara de conteo. Después de distribuir
homogéneamente la muestra en la cdmara se contaron los organismos o restos de
organismos mayores que 0.1 mm presentes en 40 celdas regularmente distribuidas,
totalizando 40 pl de muestra, estimando luego los valores correspondientes para cada ml de
muestra. La suma de lo estimado para todo el volumen correspondiente a cada una de las
muestras se expresd como numero de individuos de cada categoria por gramo de muestra de
acuerdo al peso de la misma y a partir de estos datos se calculd la composicion porcentual
para el sedimento antes y después de ser ingerido.

Un indice lineal de seleccion de alimento (Strauss, 1979) fue calculado como:
L=ri-pi

donde r; y pi son las abundancias relativas (expresadas como proporciones) del item
presa i en el estbmago y el habitat, respectivamente. L toma valores entre -1 y 1, siendo 0 el

valor esperado del indice para una alimentacion al azar (no seleccion), y alcanzando los
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valores extremos cercanos a 1 so6lo cuando la presa es muy rara pero consumida

exclusivamente y de -1 cuando la presa es muy abundante pero raramente consumida.

Analisis estadistico:

Las diferencias entre sexos de los indices de electividad calculados fueron

analizadas con un Test de t. En todos los casos, la significacion fue establecida como P <

0,05 (Sokal y Rohlf, 1979).

Resultados

Comportamiento de alimentacion:

Se filmaron de cangrejos machos y hembras alimentandose de sedimento y hojas de
Spartina densiflora. Se pudo observar que existen diferencias entre sexos en la
manipulacion del alimento sobre todo cuando se alimentan de hojas de S. densiflora. Las
hembras manipulan los tallos con sus quelas y separan las hebras que conforman la hoja
hasta cortar una hebra fina que comienzan a procesar con sus mandibulas desde un
extremo, ingiriendo los pequeiios trozos que van cortando. Los machos grandes en cambio,
utilizan la fuerza de sus quelas para doblar la hoja de Spartina entera y luego proceden a
cortarla por el doblez con sus mandibulas para finalmente tomar el trozo con ambas quelas
y comenzar a procesarlo con las mandibulas desde el extremo cortado e ingerirlo. Los
machos mas jovenes, de tamafios similares a los de las hembras, utilizan el mismo
procedimiento que éstas.

La forma de manipular el sedimento es la misma en ambos sexos. Cada individuo
recorre la zona y ocasionalmente introduce las quelas en el sedimento llevando un poco de
barro hacia la boca, utilizandolas como “cucharas”, en una actividad que parece de
evaluacion mientras sigue su desplazamiento. Durante este rastrillaje, puede pasar que los
cangrejos encuentren items mas grandes (restos de plantas principalmente), en cuyo caso
los ingieren, o que se detengan finalmente en una zona determinada y se dediquen a ingerir
el sedimento alli presente, utilizando una o ambas quelas alternadamente para llevarlo a la
boca. No se observa a simple vista una manipulacién mas fina del sedimento con las quelas

que pudiera interpretarse como un proceso de seleccion del contenido del mismo.
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Seleccion del alimento:

Se analizaron un total de 21 muestras de sedimento correspondientes a 7 fracciones
diferentes, con 3 réplicas de cada una. Esas 7 fracciones sirvieron para alimentar un total de
13 individuos, 8 machos y 5 hembras, cuyos contenidos estomacales fueron analizados.

Los organismos o restos de organismos encontrados se clasificaron en las siguientes
categorias: Diatomeas, Crustdceos (Ostracodos, Copépodos, restos de Decéapodos),
Foraminiferos, Nematodes, Poliquetos y Spartina.

Las densidades de organismos fueron variables entre distintas muestras de
sedimento pero los grupos presentes fueron los mismos y las proporciones relativas de cada
uno similares. Las diatomeas fueron los organismos mas abundantes, alcanzando valores
entre 1261 y 14690 individuos/g sedimento, con un promedio de 5877 individuos/g
sedimento, lo que represent6 entre 50 y 90% del total de individuos o restos contados de
cada fraccion de sedimento. Otros tres items, que siguieron en importancia a las diatomeas,
alcanzaron densidades promedio similares: los restos de S. densiflora (714 particulas/g
sedimento), nematodes (741 individuos/g sedimento) y crustdceos, principalmente
ostracodos y copépodos (824 individuos/g sedimento). A continuacion estuvieron
representados los foraminiferos con una densidad promedio de 333 individuos/g sedimento.
Finalmente, el Gltimo item reconocido, y que estuvo representado en 5 de las 7 fracciones
de sedimento analizadas, fueron los poliquetos, de los que sélo se registraron quetas o
mandibulas, con un numero promedio de 45 particulas/g sedimento.

La estimacién de los indices de electividad, evidencid una seleccion tanto positiva
como negativa de algunos de los diversos elementos presentes en el sedimento.

No hubieron diferencias significativas para los indices de electividad entre sexos (P
> 0,05 en todos los casos), por lo que los datos fueron agrupados. Los porcentajes de
Spartina, crustaceos y foraminiferos en los estomagos fueron mayores a los estimados para
el sedimento y los correspondientes a nematodes y diatomeas, fueron menores (Fig. 2. 1).
Los indices de electividad para cada item se muestran en la tabla 2. 1. El indice mas alto
corresponde a los crustaceos y luego le sigue el de foraminiferos; la electividad para los
restos de S. densiflora y nematodes fueron muy cercanos a cero, y el de las diatomeas fue

negativo (Tabla 2. 1).
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Discusion

La gran complejidad del aparato de alimentacion de los decapodos actuales, que
incluye, ademas de las mandibulas y maxilas comunes a otros grupos de crustaceos, la
adicion de tres pares de maxilipedios y frecuentemente las quelas, en la manipulacion del
alimento, sin duda ha tenido un papel fundamental en el éxito de este grupo, al permitir una
enorme diversificacion de los modos de alimentacion y los recursos utilizados (Garm y
Hoeg, 2001).

Si bien el objetivo de ésta parte del trabajo fue solo observar el comportamiento
general de alimentacion y dista mucho de posibilitar una descripcion morfoldgica detallada
del uso de las diversas partes del aparato de alimentacion, las grabaciones de video
permitieron observar diferencias entre sexos respecto a la manipulacion de las hojas de S.
densiflora como alimento y similitudes respecto al sedimento. Estas diferencias se deben
principalmente a la manera en que son utilizadas las quelas durante el proceso de
alimentacion. Cuando los cangrejos se alimentan de hojas, ambos sexos utilizan las quelas
de diferente manera pero cuando se alimentan de sedimento, el mecanismo de captura del
alimento es el mismo.

Las quelas o pinzas son consideradas un 6rgano “versatil” y “multifuncional” (Lee,
1995). Sus usos mas importantes son el manipuleo de alimentos, las interacciones
agonisticas, la competencia por (y el manipuleo de) la pareja (Lee y Seed, 1992; Negreiros-
Fransozo y Fransozo, 2003) y la excavacion. El dimorfismo sexual de la quela es una
consecuencia de su amplio uso por el macho en combate, exhibicion y cortejo. Las quelas
de las hembras crecen con pequenas tasas alométricas positivas; éstas las equipararan de
buenas herramientas que les serviran tanto en contactos intra como interespecificos, pero
que de todas maneras no alcanzaran las proporciones de los machos (Hartnoll, 1974). Una
quela mas grande estd generalmente equipada con fuertes musculos capaces de aplicar
grandes fuerzas de palanca (Lee, 1995), y es por esto que las diferencias en la manipulacion
de las hojas de S. densiflora entre machos y hembras pueden deberse principalmente a
caracteristicas mecanicas.

El modo similar en que ambos sexos utilizan la quela durante la alimentacion de
sedimento sugiere que las diferencias en el tamafio de la quela afectan unicamente la

cantidad de alimento que puede ser llevado a la boca.
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La funcionalidad mecanica de las diversas piezas bucales esta dada en gran medida
por el tipo y disposicion de setas presentes en cada una (Garm y Hoeg, 2001). Los
cangrejos del género Uca poseen en los segundos maxilipedios un conjunto de setas en
forma de cuchara que, por una parte, previenen la ingesta de particulas inorganicas gruesas
y por otra raspan los granos de sedimento, liberando la materia organica adherida a ellos
(Sayao-Aguiar et al., 2012); un mayor nimero de estas setas se traduce en una mejor
eficiencia en la remocidon de materia organica (puede llegar hasta un 88 %) (Lim, 2004;
Sayao-Aguiar et al., 2012). Es asi como estos cangrejos pueden alimentarse de elementos
organicos tan pequefios como bacterias y diatomeas (< 0,1 mm).

El porcentaje relativo de los items de menor tamafio, como las diatomeas y los
nematodes disminuy6 considerablemente en el contenido estomacal de N. granulata
respecto al porcentaje en el sedimento antes de ser ingerido; este hecho no solo reflejaria la
posible ausencia de setas del tipo cuchara en los maxilipedios de este cangrejo, sino
también un mecanismo de filtrado del sedimento diferente al de Uca spp. El porcentaje
relativo de los items de mayor tamafio (foraminiferos, crustaceos y trozos de Spartina; entre
0,4 y 4,7 mm), aumenta en el contenido estomacal. Entonces, durante el proceso de filtrado
del sedimento, éstas particulas quedarian retenidas por las piezas bucales mientras que las
particulas mas finas podrian perderse por “lavado” dado el gran contenido de agua del
sedimento.

Mas alla del mecanismo y la estructura fina de las partes bucales que permiten este
tipo de alimentacion, claramente N. granulata es capaz de extraer del sedimento del que se
alimenta algunos de los items de mayor contenido de energia, enriqueciendo el contenido
del estomago 5 veces en el numero de crusticeos, 3 en el de foraminiferos y duplicando el
numero de trozos de hojas de S. densiflora en una sola ingesta. Esta capacidad podria ser
suficiente para suplir las necesidades de N y energia para todas las funciones de los
organismos, incluso de aquellos que habitan la marisma y se alimentan mayoritariamente
de plantas, ya que el sedimento se halla también disponible y es consumido en cierta

proporcioén en esos ambientes.
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Figuras y tablas

Indice linear de electividad

Nematodes Diatomeas Spartina Crustiaceos  Foraminiferos
Promedio -0,055 -0,532 0,084 0,321 0,174
Desvio st 0,056 0,099 0,105 0,126 0,111

Tabla 2. 1. Indices de electividad para cada item presente en el sedimento. Valores
negativos indican evitacion o inaccesibilidad, valores cercanos a cero, alimentacion aleatoria y

valores positivos, preferencia.
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Fig. 2. 1. Composiciéon porcentual de organismos en el sedimento antes (sedimento) y

después (estdmagos) de ser ingerido.
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Capitulo 3:

Maduracion gonadal
Introduccion

El fitness de un organismo estd determinado por cuan eficientemente obtiene,
digiere y asimila nutrientes y como los utiliza para su mantenimiento, crecimiento, reserva
y finalmente, reproduccion (Begon et al., 2006).

Los costos reproductivos, al igual que los de crecimiento, pueden ser altos, por lo
cual los organismos, en especial aquellos que viven en zonas templadas, con cambios
estacionales marcados, deben sincronizar varias etapas de su ciclo de vida con periodos de
disponibilidad de recursos (Karasov y Martinez del Rio, 2007)

La actividad reproductiva en los cangrejos incluye patrones de conducta y procesos
fisiolégicos que tendrdn un impacto en el rendimiento general de los individuos
involucrados (Hartnoll, 2006). Uno de estos procesos concierne a la alimentacion y sus
efectos sobre la reproduccion. En las hembras de crustaceos por ejemplo, un fenémeno que
en general se presenta es una restriccion en la alimentacion durante la incubacion, dado que
las hembras incubando a menudo se esconden, y esto reduce las posibilidades de
alimentacion (Hartnoll, 2006).

Las actividades reproductivas de un cangrejo hembra comienzan antes que la
estacion de reproduccion, en relacion con el crecimiento y desarrollo inicial de los ovocitos
mediante la produccion e incorporacion de vitelo a los mismos (vitelogénesis). La vitelina
es la principal proteina identificada en la mayoria de los ovocitos y la vitelogenina es su
molécula precursora (Krol et al., 1992); en algunas especies de crustaceos, el material
necesario para la vitelogénesis puede ser endogeno (sintetizado por los ovocitos) mientras
que en otras especies, el crecimiento de los ovocitos involucra la contribuciéon de material
aloctono (sintetizado en otro drgano e incorporado por los ovocitos) (Krol et al., 1992). En
malacostracos, la primera etapa de desarrollo del ovocito o vitelogénesis primaria, parece
involucrar s6lo moléculas sintetizadas en los ovocitos. La fase final o vitelogénesis
secundaria, al menos en carideos y peracaridos, depende de la incorporacion de material

aloctono transportado por la hemolinfa (Nelson, 1991). Luego, los ovocitos son fecundados
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y extruidos, los huevos se adhieren a las setas de los pledpodos y el desarrollo embrionario
tiene lugar en una especie de camara de incubacion (Nelson, 1991).

Las respuestas reproductivas de los animales a cambios en los recursos nutricionales
dependen parcialmente al tipo de ambiente en el cual se desarrollan (Karasov y Martinez
del Rio, 2007). En el caso de la poblacion de N. granulata en Mar Chiquita, un ambiente
donde las condiciones favorables de reproduccidon no son continuas pero ocurren de una
manera predecible, la época reproductiva comienza en el mes de septiembre junto con el
comienzo de la primavera, continia durante el verano y finaliza a principios de otofio
(Spivak et al., 1994; Ituarte et al., 2004). Durante el otofio se produce una disminucién de la
actividad, presumiblemente asociada a la muda, mientras que durante el invierno la
actividad es alta aunque no hay gastos asociados con la reproduccion (Ituarte et al., 2004;
Luppi et al., 2012).

Durante su ciclo reproductivo, las hembras de N. granulata de Mar Chiquita, mudan
a principios del otoilo, después de las ultimas eclosiones larvales. Sin embargo, una nueva
cohorte de ovocitos, que estaban en vitelogénesis primaria antes de la muda, completa la
vitelogénesis secundaria después de mudar. Consecuentemente, los ovarios estan
completamente desarrollados durante todo el invierno (Ituarte et al., 2004).

Dada la gran cantidad de aporte de material (principalmente lipidos y proteinas)
necesario para el desarrollo de los ovocitos durante la maduracion gonadal, es esperable
que esta etapa se vea influenciada por la cantidad y calidad de alimento que ingiere la
hembra. Al mismo tiempo, considerando el bajo contenido de N presente en las hojas de
Spartina spp., asi como la baja calidad nutricional del sedimento (Capitulo 5 de esta tesis)
seria esperable un efecto limitante del alimento sobre la reproduccion de N. granulata. Por
este motivo, el objetivo para este capitulo fue estudiar la madurez gonadal en hembras de

N. granulata en relacion con el tipo de alimento que consumen.

Materiales y métodos

Este estudio fue hecho entre septiembre y noviembre de 2009 con cangrejos

colectados en Mar Chiquita. Se colectaron hembras ovigeras y se determind in situ, con una
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lupa, el estadio de desarrollo de los embriones segun la escala definida para la especie por
(Bas y Spivak, 2000):

1: 100% del volumen ocupado por vitelo, sin estructuras discernibles.

2: dos comisuras blancas aparecen en un extremo, primera evidencia de embrion.

3: las comisuras se unen y forman una medialuna blanca, 90 a 95% del volumen
ocupado por el vitelo.

4: empiezan a reconocerse primordios de apéndices, 80 a 60% de volumen ocupado
por el vitelo.

5: aparecen los ojos como lineas rojizas, 50% del volumen ocupado por el vitelo.

6: la masa de vitelo es central, con forma de mariposa. Aparecen cromatoforos, los
ojos empiezan a redondearse. Latido del corazén claro, 40% del volumen ocupado por el
vitelo.

7: el vitelo del huevo forma dos masas centrales que ocupan 30% del volumen.

8: los movimientos de las larvas y los latidos son visibles. Ojos y cromat6foros
completamente formados. Menos del 20% del volumen ocupado por el vitelo.

9: vitelo reducido a unas gotas, embriones listos para eclosionar.

Se seleccionaron setenta y cinco hembras con huevos en estado inicial (1-3), que
fueron colectadas y mantenidas segun lo especificado en la metodologia general, se las
mantuvo tres dias sin alimento antes de iniciar los experimentos y se las dividié en cinco
grupos de 15 individuos. Los grupos, segun el tipo de alimento ofrecido, fueron los
siguientes:

grupo control sin alimento (ayunados = A)

hembras alimentadas con:

e sedimento (S),

e sedimento + hojas de S. densiflora (S+H)
e con pellets ricos en proteinas (P) y

e con hojas de S. densiflora (H).

Las hojas y el sedimento fueron colectados seglin la metodologia general, los pellets
fueron preparados segun (Fernandez-Gimenez et al., 2009) con harina de pescado como

fuente de proteina para lograr un contenido de 6.8 mg/ml de proteina.
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Cada tipo de alimento fue suministrado diariamente desde el comienzo del
experimento, aun cuando los datos respecto de la actividad de alimentacion en condiciones
naturales sugieren que las hembras ovigeras tienen una muy baja tasa de alimentacion. El
avance del desarrollo de los embriones fue seguido para cada grupo. Aquellas hembras que
presentaban huevos proximos a eclosionar fueron separadas del grupo y puestas dentro de
recipientes plasticos de 10 cm de didmetro x 9 cm de alto con la tapa superior reemplazada
por una malla pléstica de 1 mm de tamafio de poro, totalmente sumergidos en un acuario,
con agua de la misma salinidad y temperatura. Ello permitia la salida de las larvas luego de
la eclosion evitando su consumo por parte de las hembras. Ocurrida la eclosion, las
hembras fueron devueltas a sus correspondientes acuarios, a los que se les agregaron dos
machos para asegurar la fertilizacion de una nueva puesta de huevos. Se registro la fecha de
eclosion de las larvas y de extrusion de la nueva puesta de huevos cuando existi6. El
experimento se siguidé por un periodo de tres meses. Aquellas hembras que no extruyeron
una nueva camada de embriones para el final del experimento, fueron sacrificadas y se
tomaron los siguientes datos: estadio del ovario, peso seco del hepatopancreas, de los
ovarios y de la hembra. Los estadios de desarrollo de los ovarios fueron clasificados segiin
(Ttuarte et al., 2004) en las siguientes cinco categorias:

1: ovario filiforme y translucido; gris claro,

2: ambos filamentos del ovario tubulares y angostos; naranjas, rojos 0 marrones,

3: ambos filamentos del ovario tubulares, mas anchos pero sin diferencias entre la
parte anterior y posterior; algunas veces granulares; de marrén a violeta,

4: la parte anterior expandida, aunque no cubre el estdbmago ni el hepatopancreas; la
parte posterior con ambos filamentos visibles; siempre granulares; de naranja a violeta
oscuro,

5: todo el organo expandido, cubriendo el estobmago y el hepatopancreas; siempre
granular; de bordo a violeta oscuro.

Los indices gonodomaticos y hepatosomaticos (IGS y IHS respectivamente) fueron
calculados como la relacion entre el peso seco del érgano y el peso seco de todo el animal,

incluyendo el 6rgano, y expresado como porcentaje.

Analisis estadistico:
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Las diferencias de los tiempos de desarrollo promedio de los embriones y de los
indices gonodosomaticos y hepatosomaticos entre los diferentes grupos fueron evaluadas
con ANOVAs de una via. El efecto del tipo de alimento sobre el desarrollo de los ovarios
en hembras que no extruyeron sus huevos fue evaluado con Chi’. Para esto se agruparon los
estadios 1 y 2 en “iniciales” y los estadios 3 a 5 en “finales”. Se comprobd normalidad y
homocedasticidad y se transformaron los datos cuando fue necesario. Se realizaron
comparaciones pos-hoc con la prueba de Tukey cuando existi6 un efecto significativo del
factor. En todos los casos, el nivel de significacion se establecid como P < 0,05 (Sokal y

Rohlf, 1979).

Resultados

Si bien la tasa de alimentacion no fue medida, se observo que las hembras se
alimentaron tanto cuando estaban ovigeras como después de haber eclosionado sus larvas.
Se encontraron diferencias en los tiempos de maduracién gonadal, tiempos de eclosion,
remaduracion de ovarios, indices gonodosomaticos y hepatosomaticos en respuesta a la
calidad del alimento. De todos los grupos, solo los alimentados con proteina y con la
mezcla de hojas + sedimento completaron la remaduracion post-eclosion de los ovarios y
extruyeron una nueva camada de embriones; los porcentajes de extrusion fueron de 44,4%
y 12,5% para ambos grupos respectivamente. El tiempo promedio de desarrollo
embrionario del grupo control no difirié del alimentado con sedimento y ambos fueron mas
largos que el de los otros tres grupos, a su vez iguales entre si (Fig. 3. 1).

El test a posteriori del IGS no permiti6 separar claramente los grupos entre si. El
grupo de las hembras alimentadas con proteina tuvo un valor promedio cercano a 5
mientras que en el resto de los grupos los indices fueron menores (valores por debajo de 2)
y similares entre si (Fig. 3. 2a).

El mayor IHS fue el del grupo alimentado con proteina, siendo significativamente
mayor al grupo control y al alimentado con sedimento (P < 0,05) (Fig. 3. 2b).

Si bien el resultado del analisis de los estadios de desarrollo de los ovarios de las
hembras que no finalizaron la remaduracion no mostr6 diferencias significativas entre los

grupos (Chi’, P = 0,107), ninguna hembra del grupo control super6 la etapa inicial del
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desarrollo, mientras que el 20% de las alimentadas con hojas, alrededor del 40% de las
alimentadas con sedimento y con sedimento + hojas, y el 60% de las alimentadas con
pellets ricos en proteina, tenian sus ovarios en la fase final de desarrollo (estadios 3 6 4) al

terminar el experimento (Fig. 3. 3).

Discusion

Es evidente que una poblacion estable de una especie, que se reproduce cada afio
exitosamente, cubre con su dieta natural sus requerimientos nutricionales. Cuando se
estudia en el laboratorio el efecto de diferentes dietas, aun cuando éstas sean a primera vista
similares a las naturales, dificilmente se estaran recreando todas las condiciones de la
alimentacion natural. En primer lugar, durante la primera parte del experimento, mientras
las hembras estuvieron ovigeras, consumieron el alimento que les fue proporcionado, ain
cuando en condiciones naturales se encontrd que las hembras ovigeras practicamente no se
alimentaban (Capitulo 1). Si este comportamiento se relaciona con la evitacion de
condiciones de stress (por ejemplo predacion y/o desecacion), es posible que las
condiciones estables del cautiverio sin estimulos externos y alimentacion regular,
favorecieran el cambio de comportamiento hacia un mayor consumo.

Por otra parte, la maduracion gonadal en hembras de N. granulata fue afectada por
la composicion de las diferentes dietas ofrecidas en laboratorio. Cuando se comparan los
valores de IGS e IHS de los distintos grupos con los reportados para la especie en
condiciones naturales, se observa que la mayor parte de los IHS alcanzaron entre 1,2 y 2%
en laboratorio, y son mas bajos que los reportados tanto por Ituarte et al. (2004) como por
Spivak et al. (2012) (entre 2 y 4 %), siendo el unico valor comparable el correspondiente a
las hembras alimentadas con alta proteina (alrededor de 3% de THS). Por otra parte, los IGS
son similares a los reportados por Ituarte (2004) y a los reportados por Spivak et al. (2012)
para hembras con huevos en estadios I a III ( IGS alrededor de 1%), excepto el de las
hembras alimentadas con alta proteina, el cual alcanzé un valor de 5%, similar al
correspondiente a las hembras en reposo con ovarios en estadio 5 (Spivak et al., 2012). Es
probable que la alimentacion en laboratorio, donde se proveia el alimento una vez al dia

durante un periodo de una a dos horas, resultara restrictiva para las hembras produciendo
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indices hepatosomaticos por debajo de los normales. En su medio natural, el alimento esta
accesible en cantidades ilimitadas al menos por periodos de algunas horas cada dia
(Capitulo 1). Sin embargo, la dieta rica en proteina si cubri6 los requerimientos aun cuando
fue ofrecida durante el mismo periodo que los otros alimentos. Esto sugiere que la mala
calidad de la dieta natural podria ser equilibrada al menos en parte con una mayor ingesta.

Los requerimientos nutricionales para la maduracion gonadal varian entre especies
(Stephens et al., 2007). Algunas diferencias en el nivel de lipidos y proteinas a lo largo de
la maduracién del ovario indican que algunas especies de cangrejos exhiben un proceso de
maduracion principalmente basado en lipidos, mientras que otras especies podrian tener
requerimientos de proteina mas elevados para una vitelogénesis exitosa (Hasek y Felder,
2005).

El bajo contenido de N que poseen las plantas demuestra ser un nutriente limitante
para los organismos herbivoros ya que la energia (en la forma de C) estd mas disponible en
las plantas (Mattson, 1980). Dada esta situacion, un herbivoro deberia, por lo tanto,
maximizar la cantidad de nitrégeno en su dieta si es para crecer y reproducirse de manera
Optima mediante la seleccion de alimentos ricos en nitrégeno (Kennish, 1996). El hecho de
que el valor del IGS de las hembras alimentadas con proteina, cuyos ovarios ain no habian
terminado de madurar (los mas avanzados s6lo habian alcanzado el estadio 3 6 4), resultara
similar a los maximos valores hallados en condiciones naturales, cuando todas las hembras
presentan sus ovarios en estadio 5, sugiere que la proteina es limitante en condiciones
naturales, y que las hembras podrian incorporar aun mas N si €ste estuviera disponible.

Mientras el IHS de las hembras alimentadas con altos niveles de proteina resulté un
55% mas alto que el maximo valor alcanzado por los otros grupos en laboratorio, el IGS
fue 150% mas alto que el mayor de los otros grupos, lo que indica que, o bien la proteina se
transfiere rapidamente del hepatopancreas a los ovarios o bien es incorporada directamente
por éstos a una tasa diferente.

Por su parte, dentro de los grupos que fueron alimentados con los elementos que
usualmente ingiere N. granulata en su dieta natural, solo aquellas hembras alimentadas con
la dieta mixta (sedimento + hojas) pudieron llegar, aunque en una proporcién mucho menor
que las alimentadas con exceso de proteina, a una remaduracion exitosa de sus ovarios y

extruyeron una nueva camada de huevos. Este efecto de una dieta mixta sobre el fitness
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también fue observado en Grapsus albolineatus, un cangrejo herbivoro, cuando el grupo
alimentado con una dieta mixta (algas/carne), fue el Unico en alcanzar la maduracion
gonadal ademads de crecer y almacenar reservas, en comparacion con cangrejos alimentados
con una dieta pura de algas, comunmente consumida por la especie (Kennish, 1996).

Es interesante notar que las hembras control y las alimentadas solo con hojas de S.
densiflora también mostraron diferencias con los otros grupos en el tiempo de desarrollo de
los embriones. Fernandez et al. (2000) estudiaron el costo del cuidado parental activo en las
hembras de algunos braquiuros y encontraron que existe una inversion sustancial de la
hembra en el comportamiento de provision de oxigeno a los embriones en desarrollo a
través del batido abdominal y movimiento de las quelas. Es posible que el desarrollo mas
lento de los embriones incubados por las hembras con peor condicion nutricional (IHS mas
bajos) se relacione con una disminuciéon en la capacidad de cuidado general de los
embriones.

Estos resultados junto con la capacidad de seleccion de items ricos en energia
provenientes del sedimento descripta en el capitulo anterior, refuerzan la suposicion que,
independientemente de la zona de la marisma que ocupe, N. granulata alcanza a cubrir los

requerimientos nutricionales basicos cuando combina los dos tipos de alimento.
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Fig. 3. 1. Duracién promedio, en dias, del desarrollo completo (desde estadio inicial hasta la
eclosion) de los embriones de Neohelice granulata provenientes de hembras alimentadas con
diferentes tipos de alimento. A: ayunadas, S: sedimento, S + H: sedimento + hojas de S. densiflora,
P: alimento rico en proteinas y H: hojas de S. densiflora. Entre paréntesis, nimero de réplicas de

cada grupo. Las diferencias significativas estan indicadas por letras diferentes (y*, P < 0,05).
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Fig. 3. 2. Indices a) gonodosomatico y b) hepatosomatico en hembras de Neohelice
granulata alimentadas con diferentes tipos de alimento. A: ayunados, S: sedimento, S + H:
sedimento + hojas de S. densiflora, P: alimento rico en proteinas y H: hojas de S. densiflora. Entre
paréntesis, numero de réplicas de cada grupo. Las diferencias significativas estan indicadas por

letras diferentes (Tukey, P < 0,05).
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Fig. 3. 3. Estadio de desarrollo de los ovarios de hembras de Neohelice granulata que no
extruyeron huevos al fin del periodo de experimentacion, alimentadas con diferentes tipos de
alimento. A: ayunados, S: sedimento, S + H: sedimento + hojas de S. densiflora, P: alimento rico en
proteinas y H: hojas de S. densiflora. Entre paréntesis, nimero de réplicas de cada grupo. Las
diferencias significativas estan indicadas por letras diferentes (Tukey, P < 0,05). Ninguna hembra

alcanzo el estadio 5.
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Seccion B: Fisiologia alimentaria de Neohelice granulata

La seccion fisiologica estara comprendida por la evaluacion de la presencia, y
caracterizacion, de enzimas digestivas proteoliticas y celuloliticas en relacidon con el sexo y
el microhdbitat que ocupan los individuos, el célculo del porcentaje de asimilacion del
alimento ingerido, la comparacion de la composicion proximal relativa de C y N del
alimento y de las heces producidas y la estimacion del tiempo de residencia de los
principales items alimenticios en el aparato digestivo de N. granulata en funcion de la

temperatura ambiente.

Introduccion

FEl sistema digestivo:

Los diferentes modos de alimentacion se corresponden con modificaciones de la
cabeza y apéndices asociados a la alimentacion, los cuales hacen posible la evolucion de
una gran diversidad de sistemas digestivos animales (Karasov y Martinez del Rio, 2007).
Los crustaceos decapodos exhiben un amplio rango de habitos alimentarios: predadores,
herbivoros, detritivoros, carrofieros y filtradores (Barnes y Harrison, 1992). En una
descripcion sintética del aparato digestivo, la boca se abre via un corto esd6fago a una gran
camara, el estdbmago cardiaco, el cual contiene un grupo de dientes que conforman el
“molinillo gastrico”. La cdmara cardiaca actiia como sitio de corte, molienda y es el lugar
donde se produce la digestion inicial por las enzimas secretadas en el hepatopancreas. Los
productos de la degradacién mecénica y enzimatica pasan al pequefio estomago pilorico
posterior, donde un complejo sistema de setas filtradoras permiten sélo el paso de particulas
muy finas hacia el hepatopancreas. La digestion es completada y la absorcion tiene lugar
dentro del hepatopancreas. Los desperdicios sin digerir son eliminados a través del intestino
posterior, o intestino (Barnes y Harrison, 1992). El sistema digestivo de los decapodos es
una estructura compleja la cual presenta una gran variacion interespecifica (Icely y Nott,

1992).

A continuacidn se hace una descripcion detallada del origen, estructura y funcion de

las tres regiones basicas del aparato digestivo de decapodos:
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Region anterior: es de origen ectodérmico y esta cubierto por cuticula. En ¢l tienen
lugar las primeras fases del ciclo digestivo, las cuales involucran: (1) degradacion fisica del
material ingerido por masticacion, (2) degradacion quimica del material ingerido por
enzimas digestivas, (3) separacion de las particulas finas y fluidos del material grueso por
filtros, y (4) transporte de las particulas finas y fluidos para futuro tratamiento en el
hepatopancreas y transporte del material grueso via intestino para una eventual defecacion
por el intestino posterior (Icely y Nott, 1992). Generalmente ocupa la mitad anterior del
cefalotorax y esta dividido en es6fago, estdmago cardiaco y estomago pilorico. La comida
pasa desde las piezas bucales al es6fago, un tubo simple extendido dorsalmente desde la
boca hasta el estdbmago. Por debajo del epitelio del es6fago, hay glandulas tegumentarias
embebidas en el tejido conectivo. Estas glandulas probablemente sintetizan y producen
mucus para lubricar el pasaje del material ingerido a través del “estdbmago”, el cual es un
saco quitinoso de forma muy variable entre los decdpodos. La region anterior del estomago,
la cdmara cardiaca es un saco espacioso en la mayoria de los decdpodos con una variedad
de estructuras internas que aparentemente facilitan la clasificacion y masticacion de la
comida ingerida. La camara pilorica esta dividida en una porcion superior que lleva
directamente al intestino medio y una region ventral que lleva a una ampolla o glandula
filtro la cual permite solo a las particulas mas finas entrar a la glandula digestiva o
hepatopancreas. Ambas cdmaras estan compuestas por placas quitinosas u osiculos, los
cuales sobresalen al lumen a lo largo del eje anteroposterior como un par de dientes
laterales opuestos que, en conjunto forman el molinillo gastrico. Los dientes exhiben una

considerable diversidad morfologica (Felgenhauer, 1992; Icely y Nott, 1992).

Region media: es de origen endodérmico y tiene un epitelio glandular simple sin
cuticula. El intestino es una region muy corta, de no mas de un centimetro de largo en un
cangrejo adulto grande (20 cm de ancho de caparazon).Ventralmente, a ambos lados del
mismo, salen los ductos que comunican con el hepatopancreas, la parte mas importante de
la region media, tanto en volumen como en complejidad. Ademas del intestino y este
organo, forman parte de esta regién los ciegos anteriores y posteriores, pares. En esta

region se lleva a cabo la ultima etapa del ciclo digestivo: (1) completar la degradacion de
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los productos enzimaticos recibidos desde el estobmago; (2) producir y administrar enzimas
al estdbmago; (3) absorber y procesar los productos enzimaticos tanto por transporte a la
hemolinfa como por almacenaje en el intestino medio; y (4) remover material residual en la
forma de heces.

Esta region esta ademas involucrada en otros procesos tales como el mantenimiento
de sales y el balance idnico, vitelogénesis, y cumpliendo roles inmunologicos en la
remocion de cuerpos extraios del sistema circulatorio, y detoxificacion de metales y
sustancias organicas extrafias. Otras funciones asociadas a la digestion como la regulacion
del pH, y la activacién enzimatica han sido propuestas como funciones de los ciegos
intestinales (Dall y Moriarty, 1983).

El hepatopancreas o glandula digestiva es morfoldégicamente similar en la mayoria
de los decapodos aunque el nimero de lobulos puede variar entre las diferentes especies.
Sus funciones son: (1) absorcion de los productos dietarios digeridos; (2) producciéon de
reservas minerales y sustancias organicas; (3) sintesis y secrecion de enzimas digestivas;
(4) metabolismo de lipidos y carbohidratos; (5) distribucion de las reservas guardadas para
el ciclo de intermuda y (6) catabolismo de compuestos orgéanicos (Felgenhauer, 1992;
Garcia-Carreio y Hernandez-Cortés, 1996).

Los tubulos que conforman al hepatopancreas estan formados por cuatro tipos
celulares basicos: E, F, R, y B (Felgenhauer, 1992; Icely y Nott, 1992; Garcia-Carrefio y
Hernandez-Cortés, 1996).

Las células E (en inglés embryonic cell o células embrionarias) son pequefias
células que se encuentran en el extremo ciego de los tibulos y presumiblemente originan
los otros tres tipos células de la glandula. Estan caracterizadas por tener un gran nicleo con
un prominente nucléolo y usualmente carecen de un borde en cepillo.

Las células F (en inglés fibrillar cell o células fibrilares) tienen un nucleo basal y un
reticulo endoplasmatico rugoso bien desarrollado dandole la apariencia fibrilar. Las
mitocondrias y el aparato de Golgi también son abundantes y se ven como pequefias
vesiculas por todo el citoplasma. Poseen un borde en cepillo prominente. Una amplia
variedad de funciones han sido atribuidas a este tipo de células, tales como sintesis de

proteinas y almacenamiento de minerales.
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Las células R (en inglés resorptive cell) son del tipo mas numeroso. Estas células
altas y columnares estan caracterizadas por un prominente borde en cepillo, un nucleo
central y un gran nimero de vesiculas de reserva en su citoplasma. Estan involucradas en la
absorcion de la comida. Adicionalmente, cominmente secuestran depositos de minerales
tales como calcio, magnesio, fosforo, azufre y otros.

Las células B (en inglés blisterlike cell o células en forma de ampolla) son células
grandes, principalmente secretoras que estan definidas por la presencia de una enorme
vesicula rodeada por un denso citoplasma relleno con RER. El borde en cepillo puede estar
reducido. Estas células son principalmente productoras de enzimas digestivas en el
hepatopancreas.

La secrecion de una membrana peritréfica por parte del epitelio anterior del
intestino medio es una funciéon definida en muchos decidpodos. En éste grupo, una
membrana peritrofica cilindrica es secretada por un anillo de células detras del punto donde
se abre el ducto de la glandula digestiva, y contiene las heces en un pellet de largo
caracteristico. La membrana es de un delicado material de baja densidad electronica y
permeable a grandes moléculas y también posiblemente a particulas submicroscopicas. La
digestion y absorcion del intestino medio puede por lo tanto continuar, particularmente
cuando el intestino medio es largo. Se piensa que la membrana peritrofica protege al
estomago del material abrasivo en las heces, pero la necesidad de esta funcién nunca pudo
ser demostrada, y la membrana podria ser solamente una ayuda para una defecacion
eficiente. Usualmente la membrana se desintegra muy temprano después de su egestion

(Dall y Moriarty, 1983).

Region posterior: al igual que la region anterior, es de origen ectodérmico y esta
cubierta por cuticula. Transporta el material de desecho hacia el exterior. Es un tubo
cuticular simple, el lumen al final posterior del intestino termina en un ano que se abre en la
superficie del exoesqueleto por debajo del telson. La caracteristica mas sobresaliente del
intestino posterior es la presencia de escamas cuticulares o grupos de espinas. Estas
modificaciones cuticulares siempre dirigen sus espinas en direccion al ano y
presumiblemente ayudan en el movimiento de la masa fecal a través del mismo

(Felgenhauer, 1992). El intestino posterior esta morfolégicamente adaptado para resistir
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grandes cambios de volumen y las contracciones de la defecacion, la cual es asistida por
movimientos peristalticos que bombean agua dentro del intestino posterior. La accion de
bombeo junto con la toma de fluidos es importante para lubricar el pasaje de la comida
dentro del intestino y mantener la turgencia de todo el tubo. Hay musculos que pueden
contraer pero no expandir el volumen del lumen del tubo. Existe evidencia que el epitelio
del intestino posterior estd involucrado en el transporte de iones (Icely y Nott, 1992).
Covelo de Zolessi y Spiritoso (1985) describieron en detalle la morfologia del
aparato digestivo de N. granulata, incluyendo todos los dientes que conforman el molinillo

gastrico.

Enzimas digestivas:

1. Proteasas (o proteinasas)

La digestion bioquimica es realizada por las enzimas digestivas que son secretadas
en el hepatopancreas (Garcia-Carreno y Hernandez-Cortés, 1996). Este produce un amplio
rango de enzimas: endopeptidasas tales como la tripsina y quimotripsina y exopeptidasas
tales como las carboxipeptidasas y aminopeptidasas. Dado su origen comun, las mismas
proteinasas estan presentes en el jugo géstrico como asi también en el hepatopancreas y
generalmente las actividades son mads altas en el fluido gastrico que en el tejido del
hepatopancreas (Navarrete del Toro et al., 2006). Los crustaceos no son capaces de
sintetizar 10 de los 20 aminodcidos necesarios para construir sus propias proteinas. Estos
aminodcidos se denominan esenciales y deben ser adquiridos con la dieta (Garcia-Carrefio y
Hernandez-Cortés, 1996).

Las proteasas estdn involucradas en el metabolismo general a través de la
modificacion de proteinas, tal como ocurre en la digestion de las proteinas de los alimentos,
la movilizacion de proteinas tisulares, neuropéptidos, hormonas y el procesamiento de
proenzimas. Dentro de las proteasas, tenemos a aquellas enzimas denominadas peptidasas o
exoproteasas que cortan la union peptidica en el grupo amino terminal (aminopeptidasas) o

en el carboxilo terminal (carboxipeptidasas). Las enzimas que hidrolizan uniones peptidicas
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en el centro del péptido se denominan proteinasas o endoproteasas (Garcia-Carrefio y
Navarrete del Toro, 1997).

La mayoria de las proteinasas y peptidasas pertenecen al grupo de las serin-
proteinasas, tal es el caso de la tripsina y la quimotripsina. La tripsina hidroliza uniones
peptidicas donde el residuo acido carboxilico es un aminoacido cationico tal como la
Arginina o Lisina. La quimotripsina hidroliza uniones peptidicas en el 4cido carboxilico de
los aminoécidos aromaticos tales como Fenilalanina, Tirosina y Triptofano (Garcia-Carrefio
y Herndndez-Cortés, 1996).

Las tripsinas son los efectores principales en la red de funciones enzimaticas, ya que
su activacion es el primer paso en una serie de reacciones consecutivas, en la que la funcién
de multiples proteinasas de diferentes clases es parte de un proceso fisioldgico coordinado.
Presentan caracteristicas especificas para cada especie ya que existen grandes diferencias
en los habitos alimenticios, composicion de la comida ingerida y diferencias en los
procesos de digestion de proteinas acordes a los requerimientos de cada una. Estas
diferencias son respuestas adaptativas a diferentes estilos de vida, ambientes y en mayor
medida, diferentes habilidades de supervivencia entre especies. Sin embargo, las tripsinas
comparten algunas caracteristicas generales principalmente relacionadas con sus rasgos
cataliticos (masa molecular, pH Optimo, sensibilidad a inhibidores) (Muhlia-Almazan et al.,
2008).

A diferencia de las demas enzimas, las proteinasas carecen de especificidad hacia un
sustrato. Ellas reconocen el lado carboxilico de un aminoédcido formando una unién
peptidica sin importar a que proteina pertenezca. Es por esto que su actividad puede ser
evaluada usando sustratos sintéticos. La identidad de una proteinasa se descubre utilizando
moléculas especificas. Estas moléculas son: (1) sustratos sintéticos, (2) inhibidores y (3)
quelantes. Utilizando una combinacién de estas moléculas especificas es posible clasificar
una proteasa (Garcia-Carrefio y Navarrete del Toro, 1997).

Usualmente los sustratos sintéticos estan formados por (1) un aminoacido, para el
cual la enzima es especifica (por ejemplo, BAPNA y SAPNA), (2) un grupo bloqueador del
lado amino del aminoacido y (3) un grupo reportero formando una union peptidica virtual

para hidrolizar.
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Los inhibidores son sustancias que alteran la actividad de una enzima combinandose
con ésta de manera tal que influyen en su enlace con el sustrato (Carrillo y Gonzélez,
2000). Estas sustancias reaccionan con el centro activo de la enzima reduciendo su
capacidad de unirse e hidrolizar el sustrato. Hay dos clases de inhibidores: (a) los de sitio
activo especifico, inhibidores de peso molecular bajo los cuales irreversiblemente
modifican el residuo aminoécido del centro activo de la enzima y (b) inhibidores naturales,
los cuales son pseudo sustratos. (Garcia-Carrefio y Navarrete del Toro, 1997). El PMSF es
un inhibidor reconocido de las serinproteasas tales como la tripsina y la quimotripsina, las
cuales son las principales enzimas digestivas de proteinas en invertebrados pertenecientes
al Phylum Arthropoda (Garcia-Carrefio, 1992).

Dado que la sintesis y almacenaje de proteinasas activas impone un riesgo de dafio
tisular por autohidrolisis proteica, los organismos deben poseer un mecanismo de control de
la activacion antes de ser utilizadas. Esto se logra a través de un complejo sistema que
involucra control de la sintesis, transcripcion y translacion, almacenaje, secrecion y
activacion de zimogenos (Muhlia-Almazéan et al., 2008). Los polipéptidos con actividad
inhibidora de proteasas forman parte de los complejos mecanismos de control y regulacion
en los seres vivos, al impedir la protedlisis no deseada. Su presencia en animales, vegetales
y microorganismos sugiere un papel importante relacionado con procesos vitales como la
defensa del organismo, reproduccion y otros (Carrillo y Gonzalez, 2000). Otro método
natural de control de la actividad proteinasa es mediante la sintesis de una forma inactiva de
la enzima, el zimogeno. En este mecanismo de control, una proenzima es sintetizada con
anterioridad, esperando por la activacion después del ingreso de comida al sistema
digestivo. Los zimogenos son usualmente activados por la accion de otras proteinasas en el
sistema digestivo y también durante los procesos fisiologicos regulatorios (Garcia-Carrefio
y Hernandez-Cortés, 1996; Carrillo y Gonzalez, 2000; Muhlia-Almazan et al., 2008).

Las formas multiples de una enzima son llamadas isoenzimas y catalizan la misma
reaccion. Estas pueden encontrarse en la misma especie, el mismo tejido o en la misma
célula. Las diferentes formas generalmente difieren en propiedades regulatorias o cinéticas
en la distribucion subcelular y tienen por lo general, secuencias aminoacidicas similares

pero no idénticas (Carrillo y Gonzalez, 2000).
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Aunque funcionalmente son similares a las serinproteasas de los vertebrados,
existen profundas diferencias que han sido reportadas para las serinproteasas de insectos y
crustaceos. Estas diferencias radican en la especificidad por el sustrato y los efectos de los
inhibidores sintéticos de serin-proteinasas de vertebrados conocidos. En general, las
tripsinas de los crustdceos decapodos poseen puntos isoeléctricos menores que los de las
enzimas bovinas respectivas y son resistentes a la autodigestion (Dall y Moriarty, 1983;
vonElert et al., 2004). Los estudios realizados muestran un alto grado de similitud en la
estructura tridimensional y en la actividad entre las tripsinas de invertebrados y vertebrados
sugiriendo que las tripsinas aparecieron antes que los invertebrados y los vertebrados
divergieran (Muhlia-Almazan et al., 2008).

Se ha reportado que el fluido estomacal en la mayoria de los crustaceos es un poco
acido, usualmente en el rango de pH 5-7. Muchas enzimas digestivas muestran una
actividad optima dentro o cerca de este rango, pero algunas, como las de tipo tripsina,
tienen pH oOptimos mas alcalinos. El pH 6ptimo de una enzima es influenciado por la
naturaleza del centro activo, la naturaleza del sustrato, y la composicion idnica del medio

(Dall y Moriarty, 1983).

2. Celulasas

La celulosa y la hemicelulosa forman parte de las paredes de las células vegetales y
son los carbohidratos estructurales principales de las plantas. La celulosa es hidrolizada a
glucosa por enzimas denominadas celulasas y la hemicelulosa es a su vez hidrolizada por
un complejo grupo de hemicelulasas incluyendo laminarinasas, liquenasas y xilanasas. La
digestion de la celulosa y hemicelulosa involucra en primera instancia una fragmentacion
mecanica por parte del cangrejo antes de la ingestion, para aumentar asi la superficie de
accion en la hidrolisis enzimatica. En dicha fragmentacion intervienen tanto las quelas
como las piezas bucales y el molinillo géstrico.

Las celulasas pueden tener dos funciones en la digestion: (1) convertir celulosa en
glucosa como fuente de energia; (2) permitir a otras enzimas digestivas penetrar en la pared
celular de las plantas (Dall y Moriarty, 1983). Generalmente se reconocen tres clases de

enzimas celuloliticas: endoglucanasas [Comision de Enzimas (CE) 3.2.1.4], exoglucanasas
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(CE 3.2.1.74 y 3.2.1.91), y B-glucosidasas (CE 3.2.1.21). El primer grupo, hidroliza al azar
enlaces B-1,4-glucosidicos a lo largo de la cadena de celulosa; las exoglucanasas, hidrolizan
el extremo no reductor de las cadenas de celulosa liberando unidades de celobiosa y
finalmente las B-glucosidasas, hidrolizan celobiosa a glucosa desde los extremos no
reductores (Martin, 1991; Watanabe y Tokuda, 2001; 2010).

Muchos microorganismos pueden vivir en materiales de celulosa. En contraste, se
creia que la mayoria de los animales no la pueden utilizar como fuente de energia. Sin
embargo, una reciente y creciente evidencia indica que las enzimas celuloliticas se
distribuyen en una amplia gama de animales eucariotas (mas de 300 especies de animales
repartidos en 11 clases y 5 phyla (Arthropoda, Mollusca, Annelida, Echinodermata y
Chordata) (Watanabe y Tokuda, 2001; Lo et al., 2003; Davison y Blaxter, 2005). En
consecuencia, podria haber sido un rasgo evolutivo presente en el momento de pre-
colonizacién de la tierra por los cangrejos, dando la beneficiosa habilidad de digerir
celulosa en las etapas tempranas de la invasion de los habitats terrestres (Linton y
Greenaway, 2007).

Los primeros estudios en enzimas celuloliticas animales fueron hechos en caracoles
de tierra y a partir de entonces, la digestion de celulosa en insectos, principalmente
termitas, ha sido estudiada extensivamente (Watanabe y Tokuda, 2010). La herbivoria en
crustaceos, y principalmente en cangrejos marinos y terrestres, es un fenomeno conocido
que ha tomado gran interés en las ultimas décadas (Warner, 1977). Algunos cangrejos
obtienen claramente la mayoria de sus componentes nutricionales a partir del consumo de
plantas aunque la herbivoria se da también en especies consideradas como carnivoras
(Wolcott y O'Connor, 1992).

Hasta el presente, los mecanismos de digestion de la celulosa por cangrejos
terrestres y semiterrestres no estan claros. Mientras la produccion endogena de endo 1,4-
glucanasa ha sido demostrada en algunas especies, la posible produccion de las otras
celulasas 1,4-glucosidasa y celobiohydrolasa necesita ser investigada (Linton y Greenaway,
2007). Por otra parte, si bien se conoce que algunas especies son capaces de utilizar y
degradar metabolitos secundarios de las plantas, conocidos como taninos, y que pueden ser
disuasivos de la digestion, los mecanismos por los cuales esto se logra permanecen sin ser

dilucidados (Linton y Greenaway, 2007).
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3. Amilasas
Otra enzima carbohidrasa importante y ampliamente extendida entre los crustaceos,

la o-amilasa, es responsable de la degradacion parcial de almidén y su actividad se ha

demostrado en todos los organismos investigados (Dall y Moriarty, 1983).
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Capitulo 4:

Diferencias adaptativas en la actividad enzimatica digestiva en el

cangrejo Neohelice granulata en relacion al sexo y al habitat

Introduccion

El patron de alimentacion de los cangrejos en el medio natural incluye herbivoros,
carnivoros, sedimentivoros, carrofieros y en algunas ocasiones, filtradores, aunque la
mayoria de ellos tienen la capacidad para afrontar una gran variedad de dietas y se los
podria considerar como "omnivoros oportunistas" (Warner, 1977). Diferentes tipos de
comida (por ejemplo, animales enteros con diferentes partes esqueléticas, carrofia,
macroalgas, microalgas siliceas, plantas vasculares, etc.) requieren diferentes estrategias de
procesamiento digestivo (diferentes tratamientos mecéanicos, enzimas, tiempo de digestion,
etc.) y la comprension del proceso digestivo constituye un puente mecanistico entre los
procesos fisiologicos que se producen en el tracto digestivo, la alimentacion y la ecologia
nutricional (Karasov y Martinez del Rio, 2007).

Ha sido ampliamente confirmado que las enzimas digestivas en los crustdceos se
sintetizan en la glandula digestiva (hepatopancreas) y posteriormente se liberan al estomago
formando el jugo gastrico (Icely y Nott, 1992). Ademas, el perfil de las enzimas digestivas
de los crustaceos decapodos varia en funcion de sus estrategias particulares de alimentacion
(Figueiredo y Anderson, 2009). Por ejemplo, las especies carnivoras, cuyas dietas estan
predominantemente compuestas de proteinas, pueden producir altos niveles de enzimas
proteoliticas tales como la tripsina y la quimotripsina. Las especies omnivoras expresan
actividades proteinasas y carbohidrasas, mientras que los herbivoros muestran altas
actividades de enzimas celulasas y hemicelulasas, ya que ingieren grandes cantidades de
hidratos de carbono de las paredes celulares de las plantas (Johnston y Freeman, 2005;
Linton et al., 2009).

Muchos cangrejos terrestres y semiterrestres son principalmente herbivoros y
detritivoros, a pesar de que pueden actuar como depredadores no especializados o comer

carrofia siempre que les sea posible (Wolcott y O'Connor, 1992). La alimentacion
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oportunista de estos cangrejos los hace modelos adecuados para examinar la hipdtesis de
modulacién adaptativa. Sobre la base de la suposicion de que la seleccion natural actlia para
maximizar la ganancia neta de energia, esta hipotesis predice que las caracteristicas de la
fisiologia digestiva estan flexiblemente adaptadas a la dieta predominante, por lo que se
podria esperar una relacion positiva entre los niveles (incluyendo la cantidad y la
estructura) de hidratos de carbono, proteinas y lipidos de la dieta natural y la presencia o
cantidad de las enzimas intestinales necesarias para la digestion (Karasov y Diamond,
1988; Karasov y Martinez del Rio, 2007). Como consecuencia de ello, podrian aparecer
diferencias intraespecificas en las enzimas digestivas como resultado de la variable
disponibilidad de nutrientes (por ejemplo, diferencias de microhdbitat). Ademas, dado que
los cangrejos se diferencian en las necesidades energéticas entre sexos (por ejemplo, las
hembras pueden alimentarse mas que los machos, debido a mayores requerimientos de
energia en la ovogénesis (Cannicci et al.,, 1996); también pueden aparecer diferencias
intraespecificas en las enzimas digestivas como resultado de las diversas necesidades
individuales.

Los objetivos de este estudio son dos: detectar diferencias relacionadas al sexo en
las enzimas digestivas presentes en la glandula digestiva de N. granulata y refinar los
resultados previos concernientes a diferencias entre microhabitats (cangrejos de la marisma
vs planicie de marea) de éstas enzimas. Para alcanzar el primer objetivo, se compard la
actividad especifica de enzimas proteoliticas, celuloliticas y amiloliticas entre machos y
hembras colectados en invierno, cuando los machos se encuentran en un periodo de
descanso post-reproductivo, mientras que las hembras, que no se alimentan cuando son
ovigeras durante el periodo estival, estan desarrollando sus ovarios y se preparan para la
préoxima temporada reproductiva (Ituarte et al., 2006). Para lograr el segundo objetivo, se
midié la actividad especifica de las mismas enzimas en cangrejos recolectados en la
marisma y en la planicie de marea, ayunados por 5 dias y luego alimentados con S.
densiflora y sedimento del habitat natural, respectivamente, con el fin de estar seguros de la

calidad del alimento ingerido.
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Materiales y métodos

Recoleccidon de los cangrejos v preparacion de la comida

El presente estudio se llevé a cabo con cangrejos de la laguna Mar Chiquita. Con el
fin de maximizar la homogeneidad entre las muestras utilizadas en los experimentos, los
cangrejos fueron capturados en invierno, cuando estdn en reposo post-reproductivo y todas
las hembras presentan la misma fase de desarrollo ovérico (Ituarte et al., 2006). Se
seleccionaron cangrejos en intermuda segin Drach y Tchernigovtzeff (1967) y sélo se
utilizé un pequeiio rango de tamafio de adultos. Veinte hembras (23,5 + 2,8 mm de ancho
de caparazén, AC) y 20 machos (26,5 = 2,8 mm AC) fueron colectados de cada habitat
(marisma y planicie de marea) y mantenidos segin lo especificado en la metodologia
general. Todos los animales se mantuvieron cinco dias sin comer para asegurarse que los
estdmagos estuviesen vacios antes de comenzar los experimentos. El alimento ofrecido fue

obtenido y conservado segun lo especificado en la metodologia general.

Alimentacion de los animales vy extraccidon del hepatopancreas

La glandula del intestino medio se utilizo para evaluar la actividad enzimatica, en
vez de los jugos gastricos en el estdmago, lo que nos ofrece la simplicidad de la extraccion
y la posibilidad de obtener mayores volimenes.

Después de cinco dias de ayuno, 10 machos y 10 hembras recogidos de la marisma
se alimentaron durante una hora (entre 12 AM y 1 PM) con las hojas y otros 10 machos y
10 hembras continuaron sin alimentarse como grupo de control. De manera similar, 10
machos y 10 hembras recogidos de la planicie de marea fueron alimentados con sedimento
durante una hora (paralelamente con el grupo anterior), y un grupo similar se mantuvo sin
alimentarse como control. Este periodo de alimentacion es suficiente para garantizar el
llenado del estdémago del cangrejo (Lancia, observacion personal). Ambos tipos de comida
se ofrecieron segun lo especificado en la metodologia general, obteniéndose cuatro grupos;
machos y hembras alimentados de sedimento (MS y HS respectivamente) y machos y
hembras alimentados con hojas de S. densiflora (MH y HH respectivamente).

Todos los individuos (alimentados y los controles ayunados) fueron

crioanestesiados y rdpidamente se los maté mediante la introduccion de pinzas en el vientre
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del cefalotorax. Para extraer el hepatopancreas, se abrid caparazén dorsalmente y se
quitaron los organos con unas pinzas, luego se lo colocé en microtubos en hielo y se
almacenaron a -20 ° C. Los estomagos de los individuos alimentados fueron controlados en
su contenido estomacal y solo se utilizaron aquellos que tuvieran al menos la mitad de su

volumen lleno.

Ensayos bioquimicos

Inicialmente, se evalud la actividad enzimatica individual en diez hepatopancreas de
cangrejos de cada tratamiento con el fin de determinar la variabilidad entre ellos. Teniendo
en cuenta que no se encontraron diferencias estadisticas significativas en la actividad
enzimatica entre individuos del mismo tratamiento (test de t, todos los valores P > 0,05) y
el pequefio tamafio de los mismos (y en consecuencia el poco volumen de hepatopancreas
obtenido), todos los hepatopancreas del mismo grupo experimental se agruparon para
asegurar suficiente material para todos los analisis, se homogeneizaron con agua destilada
fria (1:3 p/v) y se centrifugaron durante 30 min (10 000 g a 4 ° C) de acuerdo con
Fernandez-Gimenez et al. (2002). Las mediciones de todos los ensayos se hicieron por
triplicado. La proteina soluble, usada como referencia para expresar la actividad enzimatica
especifica, se evalu6 en el sobrenadante (Bradford, 1976); se utilizd seroalbimina bovina
como estandar (1 mg ml™).

Antes de realizar cada ensayo de actividad, el pH y la concentracion de sustrato
optimos fueron determinados para la actividad especifica celulasa, B-1,4-glucosidasa, endo-

B-1,4-glucanasa, amilasa y proteinasa.

pH optimo:

El pH 6ptimo de las celulasas fue medido en un rango de pH de 4-9. Para valores de
pH de 4 y 5,5, se utilizo buffer acetato y buffer Tris para los valores de pH 7-9 (Linton y
Greenaway, 2004). Las concentraciones Optimas de sustrato fueron determinadas antes de
realizar cada ensayo de actividad. El pH optimo de la actividad proteasa se evalud
utilizando azocaseina al 1% como sustrato en buffers universales de pH 4-10 (Stauffer,

1989).
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Actividad celulasa:

La actividad celulasa especifica y las actividades de B-1,4-glucosidasa (celobiasa;
EC 3.2.1.21) y endo-B-1,4-glucanasa (EC 3.2.1.4) fueron evaluadas de acuerdo a Linton y
Greenaway (2004). Las reacciones e incubaciones se llevaron a cabo a 40 °C en microtubos
de 1,5 ml en un bafo termal con agitacion para permitir la comparacion con las actividades
celulasas de otros invertebrados. Los azucares reductores se determinaron con el método
del acido dinitrosalicilico (DNS) modificado de Miller (1959). Se obtuvo una curva
estandar usando diferentes concentraciones (0 a 20 mg ml™") de glucosa al 1%.

La actividad celulasa especifica se midio como la tasa de produccion de glucosa a
partir de celulosa microcristalina (Sigmacell 20, Cat. N° S3504, Sigma Chemical Corp., St.
Louis, MO, EE.UU). Los homogenatos (50 pl) se mezclaron con 100 pl de celulosa
microcristalina al 2% (p/v) en solucion buffer acetato 100 mM, pH 5.5. La suspension de
celulosa se realizé por agitacion de la celulosa stock inmediatamente después de pipetear.
Un blanco (50 pl de homogenato + 100 pul de buffer) se prepard para cada muestra
analizada para permitir la correccion debido a la absorbancia del homogenato a la longitud
de onda medida. El buffer utilizado fue acetato 100 mM, pH 5,5. La mezcla se incubd y se
agitd durante 60 min a 40 °C en un bafio térmico, la reaccion se detuvo mediante la adicion
de 25 pl de acido tri-cloro acético (TCA) 0,3 M. El exceso de acido se neutralizd con 5 pl
de K,CO;3 2,5 M y la mezcla de incubacion se centrifugd durante 10 minutos a 10000 g. La
concentracion de azlcares reductores se determind en una alicuota de 100 ul del
sobrenadante mezclado con agua destilada y el reactivo DNS [DNS 2 mM en NaOH 0.2 N,
Tartrato sodio potasio tetrahidratado 2,12 M; Vega-Villasante et al. (1993)] hasta completar
1 ml de solucioén, la mezcla fue agitada y colocada en un bafio de agua hirviendo durante 15
minutos y luego enfriada con agua corriente hasta temperatura ambiente. Se agregd agua
destilada (5 ml) y se leyd la absorbancia a 540 nm. Los valores de absorbancia se
tradujeron luego a concentracion de glucosa utilizando el grafico estandar obtenido
anteriormente.

La actividad B-1,4-glucosidasa especifica se midié como la tasa de produccion de
glucosa a partir de celobiosa (Cat. N°. C-7252, Sigma Chemical Corp., St. Louis, MO,
EE.UU). El homogenato (25 pl) se mezcld con 25 ul de buffer acetato 100 mM (pH 5,5) y

50 pl de celobiosa 14,61 mM en el mismo buffer y la mezcla se incubd a 40 °C durante 30
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min. La reaccion fue detenida mediante la adicion de 25 pl de TCA 0,3 M y el exceso de
acido se neutralizé con 5 ul de K,COs5 2,5 M. La proteina precipitada se sedimentd por
centrifugacion durante 10 min a 10000 g. Los blancos contenian 25 pl de homogenato + 75
ul de buffer. La concentracion de azucares reductores se determin6 en una alicuota de 100
ul del sobrenadante por el método de DNS como se describié para la actividad celulasa
especifica.

La actividad endo-B-1,4-glucanasa especifica se midié como la tasa de produccion
de azucares reductores a partir de carboximetil celulosa como sustrato (Cat. Sigma. N°. C-
5678, Sigma Chemical Corp., St. Louis, MO, EE.UU). El homogenato (20 pul) se mezcld
con 80 pl de buffer y 100 pl de carboximetilcelulosa 2% (p/v) en el mismo buffer. Los
blancos contenian 20 pl de homogenato y 180 pul de buffer. El buffer fue de acetato 100
mM, pH 5,5. Las muestras y los blancos se incubaron a 40 °C durante 10 min y la reaccion
se detuvo mediante la adicion de 25 pl de HCI 0,3 M. El exceso de acido se neutralizé con
la adicién de 5 pl de K,CO5; 2,5 M y la mezcla de incubacion se centrifugd durante 10
minutos a 10000 g. Los azlcares reductores producidos se midieron por el método de DNS
como se describio antes.

La actividad amilasa specifica se midi6 siguiendo a Bernfeld (1951) modificado por
Vega-Villasante et al. (1993) como la tasa de produccion de glucosa a partir de almidon
como sustrato. El homogenato (10 pl) se mezclé con 490 pl de buffer acetato 50 mM (pH
5,5) y 500 pl de almidén al 1% (disuelto en buffer). La mezcla se incub6 a 30 °C durante
20 min. Los blancos contenian 10 pl de homogenato y 990 ul de buffer. La mezcla de
incubacion se centrifugd durante 10 minutos a 10000 g, y la glucosa producida durante la
incubacion se midid por el método de DNS como se describio antes. Las actividades

. y . - -1 -1 ’
enzimaticas fueron expresadas como pg de glucosa min™ mg™ proteina.

Actividad proteinasa:

La actividad proteolitica especifica se analiz6 utilizando azocaseina al 1% en buffer
Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. Triplicados de 5 pl de los extractos enzimaticos se mezclaron con
0,5 ml de solucion buffer y 0,5 ml de sustrato y se incubaron durante 10 min a 25 ° C. La

proteolisis fue detenida con la adicion de 0,5 ml de TCA al 20%, la mezcla se centrifug6 a
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14 000 g durante 5 min y la absorbancia del sobrenadante se registr6 a 366 nm (Garcia-
Carrefio, 1992).

Las actividades especificas de tripsina y quimotripsina de los cangrejos controles no
pudieron ser evaluadas y s6lo aquellas de los cangrejos alimentados se evaluaron midiendo
la tasa de hidrdlisis de los sustratos sintéticos. La actividad especifica de tripsina se midid
utilizando N-benzoil-DL-Arg-p-nitroanilida (BAPNA) como sustrato especifico. Se
disolvio BAPNA (1 mM) en 1 ml de dimetilsulfoxido y se ajusté a 100 ml con buffer Tris-
HCIl, pH 7,5 conteniendo CaCl, 20 mM. Se agregaron triplicados de muestras de
hepatopancreas (Sul) a 0,75 ml de solucion de sustrato a 37 ° C y los cambios en la
absorbancia a 410 nm se registraron a intervalos de 30 segs. durante 10 minutos (Erlanger
et al., 1961). La actividad especifica de quimotripsina se evalud utilizando succinil-Ala-
Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida (SAPNA) 0,1 mM en buffer Tris-HCI 0,1 M, pH 7.5, que
contenia CaCl, 10 mM. Triplicados de muestras de hepatopancreas (5ul) fueron agregados
a 0,75 ml de solucion de sustrato a 37 © C y los cambios en la absorbancia a 410 nm se
registraron a intervalos de 20 segs. durante 5 minutos (del Mar et al., 1979). Fueron
utilizados agua y enzimas comerciales (1 mg ml"') como blancos y controles internos
respectivamente. Las actividades enzimaticas especificas fueron expresadas como el
cambio de absorbancia min” mg™ de proteina de la enzima utilizada en los ensayos (A Abs

.1 -1 ,
min~ mg  proteina).

Caracterizacion de las proteinas:

La separacion de las proteinas a partir de preparaciones enzimaticas fue realizada
con extractos de especimenes alimentados con hojas y con sedimento por electroforesis en
gel de dodecil sulfato sédico de poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE) segun Laemmli
(1970). Un volumen de la preparacion enzimatica conteniendo 20 pug de proteina se mezcld
con un volumen de buffer de la muestra, se cargo6 en cada calle y la electroforesis se llevo a
cabo a 4 ° C en una cuba vertical a 20 mA. Después de la corrida, los geles se sumergieron
en una solucion conteniendo 40% de metanol, 7% de acido acético y 0,05% de azul
brillante de Coomassie R-250 durante 24 hs. Después de este periodo de tincidn, los geles

se destifieron con la misma solucion sin el colorante.
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La actividad proteinasa en PAGE se estudio después de la separacion de las
proteinas por el sustrato-SDS-PAGE (Garcia-Carrefio y Haard, 1993) cargando 10 mU de
actividad azocaseinolitica en cada calle. Después de corrido, el gel se sumergidé en una
solucion de caseina al 3% en buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, luego se fijaron y se tifieron
como se menciono antes. Las bandas claras sobre un fondo azul oscuro fueron consideradas
proteinas con actividad proteolitica.

Para caracterizar los tipos de proteinasas, se incubaron extractos enzimdticos con
inhibidores de proteinasas. N-a-p-tosilo-L-lisina clorometil cetona (TLCK) fue utilizado
como un inhibidor especifico de la tripsina y la N-tosilo-L-fenilalanina clorometil cetona
(TPCK) se wutilizO6 como inhibidor especifico de la quimotripsina. Fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) y el inhibidor de tripsina de soja (SBTI) fueron utilizados como
inhibidores de proteasas de la clase serina. Las soluciones de inhibidores se afiadieron por
separado a los extractos enzimaticos (10 mU) en una proporciéon 1:2 (inhibidor/extracto) y
se incubaron a 25 ° C durante 60 min. Los inhibidores fueron reemplazados por agua
destilada en los controles. Después de la incubacion, las muestras se mezclaron con buffer y
se cargaron en los geles. Después de la electroforesis, los carriles del control e inhibicion se
tifieron para detectar actividad como se describié anteriormente. Las bandas de enzimas con
inhibidores de proteasa fueron comparados con los controles para identificar el tipo de

enzima en la banda (Fernandez-Gimenez et al., 2001; 2002; Diaz-Tenorio et al., 2006).

Analisis estadistico:

El efecto del pH sobre la actividad celulolitica y proteolitica especificas se analizo
con un ANOVA de una via. Las diferencias en proteina soluble, actividades especificas de
celulasa, B-1,4-glucosidasa, endo-$-1,4-glucanasa, o amilasa y proteinasa fueron analizadas
con ANOVA de 3 vias, con tipo de comida (hojas, sedimento), condicién alimentaria
(alimentados, no alimentados) y sexo como factores. Las diferencias entre actividades
especificas de tripsina y quimotripsina fueron evaluadas con ANOVA de 2 vias con tipo de
alimento y sexo como factores. Se comprobd normalidad y homocedasticidad y se
transformaron los datos cuando los supuestos no se cumplieron. Se realizaron
comparaciones pos-hoc con la prueba de Tukey. En todos los casos, el nivel de

significacion se establecié como P < 0,05 (Sokal y Rohlf, 1979).
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Resultados

La actividad celulasa especifica fue afectada por el pH del buffer de incubacion
(Fig. 4. 1); la actividad 6ptima se encontr6 a pH 5,5 (F =21,67, P <0,001).

Dado que la actividad celulasa especifica es el resultado de la actividad combinada
de endo-B-1,4-glucanasa y B-1,4-glucosidasa (Linton y Greenaway, 2004) y que también
sus valores de pH 6ptimos han sido demostrados no ser muy diferentes del pH 6ptimo de
celulasa total, este valor de pH se utiliz6 para todos los ensayos enzimaticos de celulasas.

La actividad proteinasa especifica fue la misma para todos los pH testeados (P =
0,254) sin embargo, como un valor de pH maximo se pudo obtener a partir de la curva
ajustada (pH 7,5; Fig. 4. 2), éste se utilizd posteriormente para todos los analisis de
actividad enzimatica de proteinasas.

El contenido de proteina soluble del hepatopancreas vario entre los diferentes
grupos experimentales, pero en todos los casos fue mayor en el control que en los animales
alimentados (Tabla 4. 1). Se detectd la presencia de interacciones significativas entre los
pares de factores (P < 0,001 en todos los casos). En comparaciéon con el control, los
cangrejos de la marisma, alimentados con hojas, mostraron una disminucién mas notable
del contenido de proteina que los de la planicie de mareas alimentados con sedimentos.

Una actividad celulolitica especifica pudo ser detectada en los homogenatos de
hepatopancreas de todos los grupos, ya sea con celulosa microcristalina, celobiosa o
carboximetil celulosa como sustratos. En general, las actividades celulasa, [-1,4-
glucosidasa y endo-B-1,4-glucanasa especificas, fueron mayores en los cangrejos de la
marisma, alimentados con hojas de S. densiflora, que la de los controles no alimentados y
los cangrejos alimentados con sedimento (Fig. 4. 3, .4 y .5, respectivamente). Los machos
presentaron mayor actividad celulasa y -1,4-glucosidasa especificas que las hembras en el
grupo alimentado con hojas (Fig. 4. 3b y 4b) y mayor actividad endo-B-1,4-glucanasa
especifica en los alimentados con sedimento (Fig. 4. 5b), mientras que las hembras control
de la marisma mostraron mayor actividad que los machos para la actividad de ésta Gltima
enzima (Fig. 4. 5a). La condicion alimentaria fue el factor mas influyente en las actividades
celulasa y endo-B-1,4-glucanasa especificas (F = 97.86 y F = 55.77, respectivamente), pero
el factor que mas influy6 sobre la actividad B-1,4-glucosidasa especifica, fue el tipo de

alimento (F = 67,38).
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La actividad amilasa especifica fue mayor en los cangrejos control de la marisma en
comparacion a los grupos restantes (Fig. 4. 6). No hubo diferencias entre los cangrejos
control de la planicie de mareas y los alimentados con sedimento. La actividad amilasa de
los cangrejos alimentados con hojas fue la mas baja observada (Fig. 4. 6b). La condicion
alimentaria fue el factor mas influyente en la actividad especifica de la o amilasa (F =
73.39).

La actividad proteinasa especifica fue muy variable entre los grupos (Fig. 4. 7a, 7b),
y existid una interaccion entre el tipo de comida y sexo (P < 0,001). La actividad fue
relativamente alta en machos y hembras de la marisma. Sin embargo, cuando los cangrejos
de ambos sexos fueron alimentados, la actividad especifica se mantuvo sin cambios en los
machos pero decay6 notoriamente en las hembras (Fig. 4. 7a, 7b). Los cangrejos control de
la planicie de mareas mostraron una menor actividad especifica y diferencia entre sexos.
Ademas, en este caso, mientras que los machos alimentados mostraron una menor actividad
especifica, las hembras alimentadas no presentaron ninguna diferencia en la actividad
proteolitica especifica respecto a los controles. La condicion alimentaria fue el factor mas
influyente (F = 111,2).

Las actividades especificas de tripsina y quimotripsina de los cangrejos de la
marisma alimentados de hojas, fueron mayores que las de los cangrejos de la planicie de
mareas alimentados con sedimento (Fig. 4. 8 y .9). Las hembras alimentadas con sedimento
mostraron una mayor actividad especifica de tripsina que los machos (Fig. 4. 8) mientras
que no hubo diferencias entre sexos en la actividad especifica de quimotripsina (Fig. 4. 9).
El tipo de alimento fue el factor mas influyente en la actividad especifica de ambas enzimas
(F=526,8 y F =152, respectivamente).

La composicion proteica evaluada por SDS-PAGE mostr6 ocho diferentes
fracciones proteicas con masas moleculares de 14 a 76 kDa (F1 a F8, respectivamente, en la
Fig. 4. 10). El patron de bandas fue similar para todos los sitios, condicion alimentaria o
sexos (Fig. 4. 10).

La Fig. 4. 11 muestra el zimograma de los homogenatos de hepatopancreas de N.
granulata. En general, los cangrejos presentaron el mismo patron caracterizado por tres
bandas con actividad proteinasa (13,9; 15,0 y 35,8 kDa). Las dos bandas mas pequenas
fueron inhibidas por TLCK y SBTI y se las clasific6 como tripsinas. La mas grande
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(posiblemente quimotripsina), fue inhibida por SBTI y PMSF pero ninguna inhibicién se

registré con TPCK.

Discusion

La actividad especifica de las enzimas digestivas de N. granulata mostré diferencias
entre los grupos en la mayoria de los sustratos testeados. Esto sugiere diferentes
condiciones fisiologicas de los individuos y soporta la idea de que esta especie posee la
capacidad potencial de modular su actividad enzimatica en funcion del sexo, el habitat y la
disponibilidad de alimentos. Esta plasticidad puede ser considerada como ecologicamente
adaptativa, ya que esta especie habita en ambientes donde la alimentacién no es continua
(dependiendo, entre otras variables, de ciclos de mareas irregulares) y al mismo tiempo, la
disponibilidad de uno u otro tipo de alimento esta influenciada por la combinacion de una
serie de factores fisicos y biologicos (Capitulo 1 de esta tesis). A pesar de que estos
cangrejos pueden moverse entre microhdabitats contiguos, permitiéndole a un individuo
cambiar la fuente de alimento entre sedimento y hojas de plantas halofitas (Luppi et al.,
2012), parece que prefieren alimentarse de la comida disponible cerca de sus cuevas
(Iribarne et al., 1997) y una segregacion compleja de individuos se ha observado entre
microhabitats en funcion del sexo y edad de los cangrejos (Spivak et al., 1994). Por otra
parte, en invierno (cuando los experimentos se llevaron a cabo), la especie ha finalizado el
periodo reproductivo y las hembras estan re-madurando sus ovarios, aun cuando la
reproduccion se reinicia recién al final de la primavera (Ituarte et al., 2004); los machos en
cambio, se encuentran presumiblemente en un periodo de reposo. Esto podria explicar en
cierta medida las diferencias observadas entre ambos sexos.

Muchas investigaciones se han hecho en diversos aspectos de la fisiologia digestiva
de crustaceos decapodos, pero la mayor parte de los estudios disponibles estan hechos con
especies de interés econdomico que tienen una actividad de alimentacidon constante y una
alta tasa de crecimiento, ambas correlacionadas con una dieta rica en proteinas (carnivoros).
Estos estudios se centraron principalmente en las enzimas proteoliticas (Navarrete del Toro
et al., 2006; Muhlia-Almazan et al., 2008) y, en menor medida, en carbohidrasas. Basados

en esos estudios, el papel de las enzimas celuloliticas (y el papel de las plantas vasculares
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como los alimento) se consideraron de menor importancia (Cuzon et al., 2000). Sin
embargo, recientemente se llevaron a cabo una serie de estudios en parastacidos y
palaemonidos de agua dulce cultivados, cangrejos del mangle, y braquiuros terrestres
(Pavasovic et al., 2004; Crawford, 2006; Linton y Greenaway, 2007; Pavasovic, 2008).
Todas estas especies se alimentan, en mayor o menor proporcion, de plantas terrestres o de
sus detritos para sostener su crecimiento y desarrollo, y presentan una serie de adaptaciones
metabolicas y de historia de vida a dietas altas en fibra y bajo contenido de nitrogeno
(Linton y Greenaway, 2007). Estos estudios claramente han establecido la capacidad de
algunos decapodos para utilizar la celulosa como fuente de energia. Hasta no hace mucho,
era aceptado que la mayor parte de la actividad celulolitica detectada en los artropodos
correspondian a las habilidades digestivas de los protozoos y bacterias que habitan en el
tracto intestinal de sus hospedadores, como ocurre en las bien estudiadas termitas e
isopodos terrestres (Martin, 1991). Dentro de los crustiaceos acuaticos, algunos isopodos
parecen depender de endosimbiontes bacterianos para digerir celulosa (Zimmer y
Bartholmé, 2003). Sin embargo, la mayoria de los crusticeos, incluyendo los herbivoros,
tienen tractos digestivos muy simples y periodos de tiempo de paso de los alimentos por el
intestino cortos (por ejemplo: 12 horas en cangrejos omnivoros costeros y herbivoros
terrestres; (Hopkin y Nott, 1980; Greenaway y Linton, 1995) y por lo tanto, no tienen
tiempo suficiente para una fermentacion bacteriana que pueda contribuir sustancialmente a
la digestion de carbohidratos como la celulosa (Dall y Moriarty, 1983; Linton y
Greenaway, 2007). Al mismo tiempo, se ha proporcionado recientemente, evidencia
molecular directa de endoglucanasas endogenas en una serie de decapodos (Crawford,
2006; Linton et al., 2006; Allardyce y Linton, 2008) y en un is6podo terrestre (Kostanjsek
et al., 2010). Por otra parte, sobre la base de datos similares de diferentes artropodos y
nematodos, Watanabe y Tokuda (2001) sugieren que las enzimas celuloliticas endogenas
pueden ser un rasgo comun en los invertebrados.

Los extractos de hepatopancreas de N. granulata degradaron celulosa en sus
diferentes formas, dado que se pudo detectar actividad especifica a partir de celulosa
microcristalina, carboximetil celulosa y celobiosa como sustratos. Sin embargo, no puede

descartarse a partir de este estudio la posible contribuciéon de enzimas exdgenas
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(proveniente de endosimbiontes y/o microorganismos de vida libre ingeridos con los
alimentos) en la actividad enzimatica, y debe ser objeto de futuras investigaciones.

La actividad amilasa especifica fue considerablemente mas alta que la actividad
celulolitica especifica. Esto parece ser un rasgo distintivo de los crustidceos ya que el
almidon es considerado como el hidrato de carbono mas eficientemente degradado (Coccia
etal., 2011).

De una manera similar a la actividad amilasa, la actividad proteolitica, de tripsina y
quimotripsina especificas estuvieron siempre presentes, lo que parece ser también un rasgo
comun entre muchos invertebrados, incluidos los crustdceos decapodos (Muhlia-Almazan
et al., 2008). Sin embargo, se observaron patrones de actividad muy diferentes entre grupos
al comparar las actividades proteinasa total con el grupo de las tripsinas. A pesar de que el
grupo de las tripsinas esta presente en muchos organismos, otros grupos de proteasas, como
el aspartico, han demostrado ser muy importantes en muchos crusticeos decapodos
(Navarrete del Toro et al., 2006), teniendo actividades complementarias, con un pH 6ptimo
diferente al de las serin-proteasas (Le Boulay et al., 1996), o incluso a veces, son el
principal grupo de proteasas presentes (Teschke y Saborowski, 2005). Aunque no se
midieron actividades de otros grupos de proteinasas, se puede hipotetizar que las
diferencias observadas entre las actividades especificas de proteinasa, tripsina y
quimotripsina en los distintos grupos experimentales de N. granulata, podrian ser
consecuencia de la actividad diferencial de otros grupos proteoliticos, como por ejemplo,
las proteasas asparticas (Le Boulay et al., 1996).

Cuando todas las actividades enzimaticas analizadas son consideradas en conjunto,
aparecen dos tipos de respuesta. En una de ellas, observada en celulasas, la actividad en el
hepatopancreas de los cangrejos alimentados con hojas fue mayor que en individuos control
sin alimentarse (en los alimentados con sedimento no hubo respuesta alguna). En la otra,
encontrada en las actividades especificas de amilasa y proteasa, la respuesta consistido en
una menor actividad en los cangrejos alimentados comparados con los controles no
alimentados. Esto debe estar relacionado con la forma en que la actividad de las enzimas
correspondientes es regulada. Durante el ciclo digestivo, las enzimas de los crustaceos, que
se sintetizan en el hepatopéancreas, son liberadas en la camara cardiaca de estobmago, donde

comienza la degradacion de los alimentos (Icely y Nott, 1992). Entonces, una caida de la
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actividad enzimatica en el hepatopancreas de cangrejos alimentados durante una hora,
como ocurrid con la amilasa y proteasas, sugieren que estas enzimas estaban listas para ser
utilizadas, y fueron liberados al principio del ciclo digestivo. En contraste, una elevada
actividad enzimatica en el hepatopancreas de los cangrejos después de una hora de
alimentacion (en comparacion con los individuos ayunados), como se observa en la
actividad especifica de las celulasas, parece indicar que la presencia de algin tipo de
alimento (hojas) en el estdbmago estimula algiin paso en la sintesis o la activacion de las
enzimas, las cuales no estaban dispuestas para actuar inmediatamente después de la
ingestion de alimentos. Para poner a prueba ambas hipotesis se debera estudiar el ciclo
digestivo completo y la actividad enzimatica en el estdbmago y hepatopéancreas.

En general, las actividades enzimaticas de los cangrejos de la marisma alimentados
con hojas de S. densiflora fueron mas altas que las de los cangrejos de la planicie de mareas
alimentados con sedimento. Esto podria estar relacionado con la necesidad de degradar una
fuente de alimento de baja calidad (pobre contenido de proteina: de 0,7 a 5% en peso seco,
(Mattson, 1980) y baja digestibilidad (alto contenido de fibra: hasta el 40% del peso seco
constituido solo por celulosa) (Karasov y Martinez del Rio, 2007). Un patron similar, con
alta actividad proteinasa, se observd en camarones alimentados con alimentos de bajo
contenido proteico y en cangrejos herbivoros (Johnston y Freeman, 2005). Algunos
animales que se alimentan de plantas responden de una manera compensatoria produciendo
mas enzimas (Karasov y Martinez del Rio, 2007), proporcionando un ejemplo ecologico de
flexibilidad enzimatica digestiva.

Se supone que los sedimentos son un recurso alimenticio capaz de proporcionar una
cantidad suplementaria de proteina teniendo en cuenta que, ademés de restos vegetales
(Botto et al., 2005), estan presentes algunos elementos ricos en N como los nematodos,
poliquetos y pequeios crustaceos (D' Incao et al., 1990). Sin embargo, en algunos casos no
se observaron diferencias, por ejemplo cuando se compararon cangrejos alimentados con
sedimento con individuos sin alimentar. Las condiciones de alimentacion de los cangrejos
alimentados con sedimento en el laboratorio podrian no parecerse mucho a las naturales, ya
que la manipulacion del sedimento probablemente caus6 una mezcla de la capa superficial
del barro ofrecido y la consecuente disminucion de la materia vegetal y de pequeiios

organismos disponibles para los cangrejos.
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Ha sido sugerido por Pinoni et al. (2011) que las diferencias observadas en la
actividad proteolitica total y otras caracteristicas bioquimicas entre machos adultos de N.
granulata de la planicie de mareas y la marisma de la laguna costera de Mar Chiquita, son
estrategias de adaptacion metabolica para afrontar las variaciones del habitat. Los
resultados de este estudio mostraron que las diferencias en las actividades especificas
celuloliticas, amilolitica y proteolitica existen no solo entre los tipos de alimento, sino
también entre sexos. La plasticidad observada es un prometedor punto de partida para
entender la capacidad de los cangrejos intermareales de lidiar con fuentes de alimentos
discontinuos y variables con el fin de maximizar la obtencion de energia a partir de los
alimentos disponibles y cumplir los diversos requisitos a lo largo de sus ciclos de vida.
Ademds, ayuda a entender el exitoso establecimiento y mantenimiento de densas
poblaciones de esta especie en diferentes habitats a lo largo de su amplia distribucion

geografica latitudinal.
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Figuras y tablas

Contenido de proteina (mg ml™)

Ayunados Alimentados
Machos Hembras Machos Hembras
Marisma  18.22+0.19* 18.25+0.15° 6.42+0.71°¢ 8.58 + 0.20°
Planicie ) g0 0 2sb 1870 + 0.42° 1473 +0.36%  13.47 +0.20°
de mareas

Tabla 4. 1. Contenido de proteina soluble en homogenatos de hepatopancreas de Neohelice
granulata bajo diferentes condiciones. Media de tres replicas = desviacion estandar. Las diferencias

significativas se indican con letras diferentes (prueba de Tukey, P < 0,05)
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Fig. 4. 1. Efecto del pH sobre la actividad celulolitica en hepatopancreas de Neohelice
granulata. Los puntos de datos representan la media + desviacion estandar, N = 3. Letras diferentes

indican diferencias significativas entre los valores de pH ensayados (prueba de Tukey, P < 0,05).
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Fig. 4. 2. Efecto del pH sobre la actividad proteolitica en hepatopancreas de Neohelice
granulata. Los puntos de datos representan la media + desviacion estandar, N = 3. Letras diferentes

indican diferencias significativas entre los valores de pH ensayados (prueba de Tukey, P < 0,05).
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Fig. 4. 3. Actividad celulolitica especifica en homogenatos de hepatopancreas de Neohelice
granulata. a) Machos (M) y hembras (F) control, (sin alimentacion), de la marisma (saltmarsh) y la
planicie de mareas (mudflat), b) Machos y hembras de la marisma y planicie de mareas alimentados
con hojas de S. densiflora (leaves) y sedimento (sediment), respectivamente. La actividad se
expres6 como ug min" mg" proteina de aziicares reductores liberados. Media de tres replicas +
desviacion estandar. Las diferencias significativas se indican con letras diferentes (prueba de Tukey,

P <0,05).
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Fig. 4. 4. Actividad especifica de p-1,4-glucosidasa en homogenatos de hepatopancreas de
Neohelice granulata. a) Machos (M) y hembras (F) control, (sin alimentacioén), de la marisma
(saltmarsh) y la planicie de mareas (mudflat), b) Machos y hembras de la marisma y planicie de
mareas alimentados con hojas de S. densiflora (leaves) y sedimento (sediment), respectivamente. La
actividad se expresd como pug min" mg” proteina de aziicares reductores liberados. Media de tres
replicas + desviacion estandar. Las diferencias significativas se indican con letras diferentes (prueba

de Tukey, P < 0,05).
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Fig. 4. 5. Actividad especifica de B-1,4-glucanasa en homogenatos de hepatopancreas de
Neohelice granulata. a) Machos (M) y hembras (F) control, (sin alimentacion), de la marisma
(saltmarsh) y la planicie de mareas (mudflat), b) Machos y hembras de la marisma y planicie de
mareas alimentados con hojas de S. densiflora (leaves) y sedimento (sediment), respectivamente. La
actividad se expres6 como pg min"' mg™ proteina de azicares reductores liberados. Media de tres
replicas + desviacion estandar. Las diferencias significativas se indican con letras diferentes (prueba

de Tukey, P <0,05).
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Fig. 4. 6. Actividad especifica de o-amilasa en homogenatos de hepatopancreas de
Neohelice granulata. a) Machos (M) y hembras (F) control, (sin alimentacién), de la marisma
(saltmarsh) y la planicie de mareas (mudflat), b) Machos y hembras de la marisma y planicie de
mareas alimentados con hojas de S. densiflora (leaves) y sedimento (sediment), respectivamente. La
actividad se expres6 como pug min" mg” proteina de aziicares reductores liberados. Media de tres
replicas + desviacion estandar. Las diferencias significativas se indican con letras diferentes (prueba

de Tukey, P < 0,05).
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Fig. 4. 7. Actividad proteinasa especifica en homogenatos de hepatopancreas de Neohelice
granulata. a) Machos (M) y hembras (F) control, (sin alimentacion), de la marisma (saltmarsh) y la
planicie de mareas (mudflat), b) Machos y hembras de la marisma y planicie de mareas alimentados
con hojas de S. densiflora (leaves) y sedimento (sediment), respectivamente. La actividad se
expres6 como el cambio en la absorbancia min” mg" de proteina (A Abs min" mg™ de proteina).
Media de tres replicas + desviacion estandar. Las diferencias significativas se indican con letras

diferentes (prueba de Tukey, P < 0,05).
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Fig. 4. 8. Actividad especifica de tripsina (BAPNA como sustrato) en Neohelice granulata
de cangrejos machos (M) y hembras (F) alimentados [con hojas de S. densiflora (leaves) y
sedimento (sediment)]. La actividad se expresd como el cambio en la absorbancia min" mg™ de
proteina (A Abs min' mg' de proteina). Media de tres replicas + desviacion estandar. Las

diferencias significativas se indican con letras diferentes (prueba de Tukey, P < 0,05).
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Fig. 4. 9. Actividad especifica de quimotripsina (SAPNA como sustrato) en Neohelice
granulata de cangrejos machos (M) y hembras (F) alimentados [con hojas de S. densiflora (leaves)
y sedimento (sediment)]. La actividad se expresé como el cambio en la absorbancia min” mg" de
proteina (A Abs min' mg' de proteina). Media de tres replicas + desviacién estandar. Las

diferencias significativas se indican con letras diferentes (prueba de Tukey, P < 0,05).
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Fig. 4. 10. Composicion proteica determinada por SDS-PAGE de homogenatos de
hepatopancreas de Neohelice granulata. MWM: marcador de peso molecular, LM, LF y SM, SF:
Machos y hembras alimentados con hojas de S. densiflora o sedimento respectivamente. F1-F8:

fracciones proteicas.
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Fig. 4. 11. Actividad proteinasa evaluada por SDS-PAGE de homogenatos de
hepatopancreas de Neohelice granulata. MWM: marcador de peso molecular, LM, LF y SM, SF:
Machos y hembras alimentados con hojas de S. densiflora o sedimento respectivamente Act:
actividad proteinasa; TLCK: inhibicion de la tripsina; SBTI y PMSF: Inhibicioén de proteinasas tipo

serina; TPCK: inhibicién de quimotripsina.
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Capitulo 5:

Estimacidn de la capacidad de aprovechamiento de los diferentes

componentes de la dieta de Neohelice granulata

Introduccion

La mayor parte de los escasos estudios sobre estrategias digestivas y eficiencia de
asimilacion de nutrientes en crustdceos no cultivables se han realizado con algunas especies
de cangrejos herbivoros terrestres (Wilde et al., 2004). Estas especies se alimentan, en
mayor o menor proporcion, de plantas o de sus detritos para sostener su crecimiento y
desarrollo, y presentan una serie de adaptaciones metabolicas y de historia de vida a dietas
altas en fibra (hasta el 40% del peso seco constituido solo por celulosa, Karasov y Martinez
del Rio, 2007) y bajo contenido de proteina (de 0,7 a 5% en peso seco, Mattson, 1980).
Dichas adaptaciones incluyen seleccion de items alimenticios, tasa de consumo,
fragmentacion mecanica de la comida, la combinacidén de enzimas digestivas producida, la
anatomia del tracto digestivo, y el tiempo de retencion de la ingesta dentro del estobmago
(Linton y Greenaway, 2007).

La alometria en el tamafo del intestino ha sido extensamente estudiada en
vertebrados, sobre todo mamiferos y aves, pero muy poco se sabe en invertebrados
(Karasov y Martinez del Rio, 2007). Los estudios indican que en los primeros existe una
clara asociacién entre la superficie de absorcion y las necesidades energéticas, ya sea
debido a una dieta pobre o a una gran exigencia metabdlica, que lleva a una variacion de la
superficie intestinal en funcion de la necesidad de nutrientes (Karasov y Martinez del Rio,
2007). La mayoria de los crustaceos, incluyendo los herbivoros, tienen tractos digestivos
muy simples, la morfologia es altamente conservada dentro de los decapodos, y si bien no
se encuentra en este grupo una asociacion entre baja calidad de alimento y mayor longitud
del intestino, recientemente (Griffen y Mosblack, 2011), trabajando con varias especies de
distintas familias de braquiuros, encontraron una clara correlacion entre el tamafio del

estomago cardiaco y el grado de herbivoria de las especies, excepto en las especies de la
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familia Ocypodidae. En ese contexto, N. granulata presenta un estomago “grande” en
relacion al tamafio corporal (ver Discusion, Capitulo 1).

Las estrategias digestivas en cangrejos herbivoros oscilan entre dos extremos. Uno
de ellos esta asociado con una alta tasa de ingesta de alimento, un tiempo de retencion de la
comida corto y una baja tasa de asimilacion de la materia seca, altamente restringido a los
nutrientes facilmente digeribles. En el otro, hay una tasa de consumo baja, un tiempo de
retencion alto y una alta asimilacion de la materia seca (Wilde et al., 2004).

Los periodos de paso de los alimentos por el intestino son en general cortos,
independientemente del tipo de alimento en muchas de las especies estudiadas (por
ejemplo: 12 horas en cangrejos omnivoros costeros y herbivoros terrestres (Hopkin y Nott,
1980; Greenaway y Linton, 1995). Sin embargo, existen reportes de tiempos mayores para
el gran cangrejo ermitaiio de los cocoteros Birgus latro (Anomura: Coenobitidae) con un
tiempo de retencion de alrededor de 27 hs (Wilde et al., 2004), lo que indica que el tiempo
de retencion del alimento es un elemento potencialmente variable del ciclo digestivo para
mejorar la obtencion de energia.

El objetivo de esta parte del trabajo fue el de medir el tiempo de retencion y el
porcentaje de asimilacion de los componentes principales de la dieta, tanto en peso como en
contenido de C y N, para poder establecer, junto a los resultados previos, cudl es la

estrategia digestiva de N. granulata.

Materiales y métodos

Tiempo de retencion del alimento

Para medir el tiempo de retencion (en minutos) de los componentes principales de la
dieta (sedimento y S. densiflora) se mantuvieron en condiciones controladas de laboratorio
grupos de hembras y machos adultos de N. granulata, provenientes de las poblaciones de
Mar Chiquita y San Antonio. Se utilizaron dos temperaturas experimentales, 20 y 12°C. La
colecta y mantenimiento se realizd segun lo especificado en la metodologia general. Los
ensayos se hicieron con grupos de cinco cangrejos por vez para poder seguir
individualmente a aquellos que efectivamente se alimentaron. S6lo fueron considerados

aquellos individuos que se alimentaron como minimo media hora y como méximo una. Una
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vez alimentados, los individuos fueron trasladados a recipientes individuales, con agua a la
misma temperatura que durante el proceso de alimentacion, en los cuales se procedid a
recolectar las heces producidas. Los recipientes contaban con un doble fondo perforado
para facilitar la caida de las heces a la camara inferior evitando en lo posible la
disgregacion por la actividad del cangrejo y facilitando su recoleccion.

El momento de colocacion de los individuos en los recipientes individuales fue
registrado como “hora de inicio” del experimento. Se registr6 también el momento de
aparicion de las primeras heces y de ahi en adelante, se tomaron los tiempos de aparicion de
las heces posteriores en periodos de media hora a lo largo de 12 hs (tiempo aproximado de
evacuacion total). Se estimo6 un tiempo promedio, minimo y maximo de retencion para cada
tipo de alimento, a las dos temperaturas para el total de hembras y machos testeados.

Los datos correspondientes a los tiempos de finalizacion del proceso digestivo, se
ajustaron a una curva para determinar el tiempo de evacuacion 50 (TEs), tiempo al cual el
50% de los cangrejos evacuaron por completo el alimento ingerido. Esto se calculd para los
cangrejos de ambos sitios, temperaturas y tipo de alimento, estimando para cada intervalo
de 30 minutos, el porcentaje de individuos que concluia la evacuacion intestinal, a partir de
tiempo en el cual el 100% de los individuos estaba produciendo heces, y hasta que la

totalidad hubieran terminado.

Asimilacion en peso de hojas de Spartina densiflora

Dado que el analisis de la asimilacion en peso de la dieta requiere la cuantificacion
precisa del alimento ofrecido, el efectivamente ingerido y las heces producidas, no se
encontré un modo eficiente de hacerlo para el sedimento como alimento dada la enorme
pérdida durante la manipulaciéon por parte del cangrejo y el lavado producido por el
necesario contacto con el agua. Por lo tanto s6lo se evalu6 la alimentacion con hojas de S.
densiflora que, aunque fue un proceso dificultoso y con diversas fuentes de error, resulto
aplicable.

El estudio se llevd a cabo con cangrejos de la laguna Mar Chiquita. Se utilizaron
machos de un rango de tamafio de 24-27 mm de ancho de caparazon los cuales fueron
alimentados con hojas de S. densiflora. La forma de obtencion y administracion del

alimento son las detalladas en la metodologia general. Se proporcion6 a cada individuo una
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cantidad de alimento previamente pesada. Los restos de alimento sin digerir se retiraron y
colocaron en capsulas de aluminio pesadas para ser secados en estufa 48 hs a 60°C y
pesados. Las heces producidas también se colectaron, secaron y pesaron y fueron agrupadas
en iniciales, intermedias y finales teniendo en cuenta el tiempo de aparicion (0-3, 3-6 y
posteriores a 6 hs. respectivamente) con el fin de detectar si existen diferencias durante el
ciclo digestivo completo.

El coeficiente de asimilacion (CA) se estim6 como:

CA =1 — peso seco de las heces producidas / peso seco del alimento efectivamente
ingerido,

expresado como porcentaje (Greenaway y Linton, 1995). Dado que el coeficiente
se estima en base al peso seco y el alimento no puede ser secado antes de proporcionarlo a
los cangrejos, que lo consumen habitualmente fresco, se estimd para cada uno el contenido

promedio de humedad para realizar la correccion en el peso de alimento proporcionado.

Composicion proximal y asimilacion del C y N del alimento

Se utilizaron hembras provenientes de la poblacion de Mar Chiquita. El contenido
de C y N de los componentes de la dieta y de las heces producidas se midid6 con un
microanalizador (Thermo Finingan Flash EA 1112). Para ello se tomaron cinco muestras de
cada tipo de alimento, sedimento y hojas de S. densiflora frescos (colectado del modo
descripto en la metodologia general pero utilizado inmediatamente, no congelado), que se
colocaron en capsulas de aluminio previamente pesadas, y muestras de heces de 5 hembras
alimentadas (segtn lo descripto en la metodologia general) con cada alimento, tomando una
fraccion del inicio, mitad y fin del proceso de evacuacion para cada una, que se colocaron
también en cépsulas previamente pesadas. Todas las muestras fueron inmediatamente
congeladas (-20 °C) y liofilizadas hasta su analisis una vez obtenida la totalidad del
material.

Dado que en el sedimento de Mar Chiquita existe gran cantidad de C en forma
inorganica (como carbonato) que interfiere con la estimacion del C orgénico, inico de
interés en este caso, aquel debio ser eliminado previamente tratando las muestras con acido

sulforoso segtin la técnica de (Verardo et al., 1990).
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Los resultados fueron expresados como pg de N y C por mg de muestra (sedimento
u hojas de S. densiflora. Ademas, debido a que los items alimenticios utilizados tienen
pesos muy diferentes, el contenido de C y N se relativizo al peso correspondiente de un
volumen conocido; en este caso se utiliz6 el volumen promedio de un estémago de N.
granulata lleno (aproximadamente 0,2 ml), y fueron expresados como pg de N y C por 0,2
ml de muestra. Para ello se estim6 el peso seco de 3 muestras de S. densiflora cortada
finamente y prensada en una jeringa de 1 ml hasta un volumen de 0.2 ml, y de modo similar
el peso seco de 3 muestras del sedimento utilizado como alimento. El peso de cada una se
estim6 como el promedio de las tres réplicas. De éste modo se obtuvo una estimacion del
contenido de C y N de una cantidad de alimento correspondiente al llenado del estdémago de
N. granulata en una comida.

Para comparar los contenidos de C y N de las heces con los del alimento antes de
ser ingerido y estimar un porcentaje de asimilacion, se utilizdé el valor promedio del

contenido de los tres grupos de heces para cada tipo de alimento.

Analisis estadistico:

Las diferencias entre los tiempos de retencion inicial y final, en minutos, del
sedimento y las hojas de S. densiflora fueron evaluadas con ANOVA de tres vias con
temperatura, sitio y tipo de alimento como factores. Los contenidos de N y C fueron
comparados con ANOVA de una via. Se comprob6 normalidad y homocedasticidad y se
transformaron los datos cuando fue necesario. Se realizaron comparaciones pos-hoc con la
prueba de Tukey. En todos los casos, el nivel de significacion se establecido como P < 0,05

(Sokal y Rohlf, 1979).

Resultados

Tiempo de retencion del alimento

El tiempo de retencion promedio fue variable dependiendo del sitio de origen de los
cangrejos, la temperatura a la que se hicieron los experimentos y el tipo de alimento que fue
ofrecido (Fig. 5. 1a y b). Dado que no se detectaron diferencias significativas entre sexos (P

> 0,05), los datos fueron agrupados para sus posteriores analisis. En general, el tiempo de
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retencion, tanto inicial como final, fue menor para el sedimento que para hojas de S.
densiflora; fue mayor en Mar Chiquita que en San Antonio y menor a 20°C que a 12°C
(Fig. 5. la y b). Las diferencias en el tiempo de retencion entre los dos tipos de alimento
fueron mas marcadas en los tiempos iniciales de aparicion de heces que en el tiempo de
finalizacion del proceso digestivo (Fig. 5. lay b).

Los TEsy estimados para los dos tipos de alimento y las dos temperaturas de
alimentacion, fueron similares entre si para los cangrejos de Mar Chiquita y no reflejaron
las diferencias iniciales y promedio entre temperaturas y entre tipos de alimento, siendo de
aproximadamente 7 horas + 1 hora en todos los casos (Figura 5. 2, a-d). Para los cangrejos
de San Antonio por su parte, los TEs), ademas de ser siempre menores que los
correspondientes de MC, fueron claramente diferentes entre temperaturas y entre tipos de
alimento, variando entre 3,8 y 6,4 horas para el sedimento a 20 y 12° C respectivamente
(Fig. 5. 2e, 1), y entre 6,5 y 8,2 horas para las hojas de S. densiflora a 20 y 12 °C
respectivamente (Fig. 5. 2g, h).

Asimilacion de hojas de Spartina densiflora

El coeficiente de asimilacion para hojas de S. densiflora fue 54,25 + 28,14% (n =
10).

Composicion proximal y asimilacion de C v N del alimento

El contenido de N estimado para el sedimento fue de 1,3 pg/mg mientras que en las
hojas de S. densiflora alcanzo los 11,9 pug/mg, es decir unas 10 veces mas (Fig. 5. 3a). El
mismo contenido, expresado por volumen promedio de estdmago resulto en 150 pug/0,2ml y
740 ng/0,2ml para el sedimento y las hojas respectivamente, es decir, alrededor de 5 veces
mas N en el contenido de un estémago lleno de hojas respecto de uno lleno de sedimento
(Fig. 5. 3b). El contenido de C organico del sedimento fue estimado en 8,4 ng/mg, mientras
que el valor para las hojas de S. densiflora fue de 431 pg/mg, es decir algo mas de 50 veces
mayor (Fig. 5. 4a), mientras que expresados por volumen, representaron 1,1 mg/0.2 ml y

26,9 mg/0,2ml respectivamente, casi 25 veces mas C en un estomago lleno de hojas que de

sedimento (Fig. 5. 4b).
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El contenido de N en los tres grupos de heces (iniciales, intermedios y finales),
indican que las heces iniciales del sedimento tuvieron un contenido de N mayor al de las
heces finales (P = 0,045); esta tendencia fue similar en las heces de hojas de S. densiflora si
bien no se detectaron diferencias significativas. Respecto al contenido de C, las
concentraciones entre heces iniciales, intermedias y finales fueron similares entre si (P >
0,05).

Los porcentajes de asimilacion de C y N fueron paraddjicos cuando se ofrecio
sedimento como alimento. El contenido de N por mg de muestra (promedio de los tres
grupos de heces) de las heces de los cangrejos alimentados con sedimento fue 2,4 veces
mayor al del sedimento ofrecido como alimento (Fig. 5. 3a). En cambio, el contenido de N
en las heces de hojas, fue menor respecto al del alimento antes de ser ingerido; alcanzando
4,27 pg/mg, lo que representd un porcentaje de asimilacion del 64 % (Fig. 5. 3a, b). En
cuanto a la asimilacion del C, el contenido de C en las heces de los cangrejos alimentados
con sedimento fue 2,7 veces mayor al del sedimento ofrecido, mientras que en las heces de
hojas el contenido cayd algo menos de la mitad, indicando una asimilacion de alrededor de
42,5% (Fig. 5. 4a, b).

La relacion C:N del sedimento y las heces producidas por los cangrejos que se
alimentaron del mismo fueron similares entre si y cercanas a 7. Esas relaciones, en el caso
de S. densiflora fueron aproximadamente de 36 (5 veces mayor al sedimento) y 57,9
respectivamente. Eso significa que la relacion C:N de las heces fue 1,6 veces mayor que la
del alimento antes de ser ingerido (Fig. 5. 5) debido a la asimilacién proporcionalmente

mayor del N.

Discusion

El ciclo digestivo de N. granulata fue afectado por el tipo de alimento ingerido y la
temperatura, y vario de acuerdo a la poblacion de la que provenian los individuos. Ademas
de los tiempos de retencién, los porcentajes de asimilacion también estuvieron
influenciados por el tipo de alimento.

Los animales pueden, potencialmente, variar una serie de caracteristicas fisiologicas

y de comportamiento que le permitan ajustarse a variaciones en la calidad de la dieta. Esto
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incluye la seleccion de items alimenticios, el volumen de ingesta, la fragmentacion
mecanica del alimento, la produccion de enzimas, el tiempo de retencion del alimento en el
tracto digestivo y la anatomia del mismo. En el corto plazo, y dentro de una misma especie,
tales variaciones estaran limitadas por el grado de plasticidad fenotipica (Linton y
Greenaway, 2007). Neohelice granulata ha mostrado, en relacion con el proceso digestivo,
plasticidad en el tiempo de retencion, probablemente relacionada con la calidad de la dieta.
Considerando los dos componentes de la dieta analizados, el transito del sedimento fue mas
rapido que el de las hojas de S. densiflora. Comunmente, la incorporacion de fibra (en
forma de hojas) aumenta la velocidad de transito intestinal en algunas especies de
crustaceos donde ha sido estudiada, llegando a impedir la absorcion normal de nutrientes
cuando la proporcion de fibra es alta (Pavasovic et al., 2006). Sin embargo, esas especies
son en general carnivoras, es decir que carecen de la totalidad o la mayoria de las enzimas
necesarias para aprovechar ese tipo de alimento. Neohelice granulata por su parte es, en
buena medida, herbivoro y posee tanto la capacidad de digerir hidratos de carbono
facilmente digeribles como aquellos mas complejos (celulosa en sus distintas formas)
(Capitulo 4). Por ello, el pasaje de las hojas a través del tracto digestivo debe ser lo
suficientemente lento como para permitir, por una parte, la fragmentacion mecéanica que
permite actuar a las enzimas, y por otra, la accion coordinada de las diversas enzimas que
llevan a la degradacion de la celulosa (Capitulo 4). El sedimento, en comparacion con las
hojas, puede ser considerado de menor calidad, dado que la mayor parte de ¢l es material
inerte (Capitulo 1), por lo cual su paso por el intestino es esperable que sea mas rapido. Al
mismo tiempo, el alimento disponible alli es mayoritariamente proteina animal y restos de
plantas parcialmente degradados (Capitulo 2), ambos de mas fécil absorcion que las plantas
frescas, lo cual coincide con un tiempo de transito corto.

Paralelamente a la diferencia en el tiempo de retencion entre alimentos, se encontro
una diferencia entre miembros de distintas poblaciones que puede responder también a
variaciones en la calidad del alimento, los individuos provenientes de San Antonio tuvieron
un pasaje mas rapido de ambos tipos de alimento por el tracto digestivo en comparacion
con los de Mar Chiquita. Varias caracteristicas de la historia de vida de la poblacion de N.
granulata de San Antonio parecen estar relacionadas con una limitacion en la obtencion de

energia (Bas et al., 2005; Luppi et al., 2012). Si bien no existe ningn estudio sobre la
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extraccion de organismos del sedimento cuando N. granulata se alimenta en San Antonio,
se sabe que el contenido de materia organica de ese sedimento (alrededor de 1,4 %) es
mucho menor que el hallado en otras poblaciones (por ejemplo: alrededor de 5 % en Mar
Chiquita) y, del mismo modo, el contenido de proteina de la especie de Spartina
predominante en la marisma de San Antonio (S. alterniflora), es también menor al medido
en hojas de la especie densiflora de Mar Chiquita de la misma estacion (Bas, com. pers.). Si
esto ocurre consistentemente en San Antonio, entonces es esperable un cambio en la
estrategia de alimentacion de N. granulata en esa poblacion, como una respuesta plastica o
aun una diferencia genética, que permita compensar una menor calidad o cantidad de
alimento. Tal respuesta podria involucrar el procesamiento de un volumen de alimento
mayor (probablemente asociado a una actividad enzimatica mas alta), con la consecuente
disminucion del tiempo de retencion del mismo.

Las variaciones en el tiempo de retencion registradas en relacion con la temperatura
son compatibles con el efecto de la temperatura en el metabolismo de los organismos
poiquilotermos, tanto sobre la actividad de las enzimas digestivas como sobre otros
procesos metabolicos (Willmer et al., 2000).

El tiempo de retencion del alimento registrado para N. granulata cae dentro del
rango determinado para otras especies de cangrejos herbivoros (Greenaway y Linton, 1995;
Greenaway y Raghaven, 1998; Wilde et al., 2004). Las variaciones halladas entre especies
parecen responder en gran medida al tipo de moléculas que son finalmente asimiladas. Por
ejemplo, Cardisoma hirtipes alimentandose de hojas verdes de Fycus microphylla presento
un tiempo medio de retencion de 3,47 horas pero fue mas del doble cuando se aliment6 de
hojas marrones de la misma planta. En el primer caso, el material asimilado correspondi6
en un 84% a material celular soluble, facilmente digerible, mientras que en el segundo, la
contribucion mas sustancial correspondid a celulosa y hemicelulosa, de digestion mucho
mas dificultosa (Greenaway y Raghaven, 1998). En el caso de Gecarcoidea natalis
alimentandose de hojas marrones de Erythrina variegata, y asimilando mayoritariamente
polisacaridos complejos, el tiempo medio de retencion fue de 11,6 horas. Finalmente, el
mayor tiempo de residencia registrado corresponde al cangrejo ermitafio de los cocoteros,
Birgus latro, con 27 horas (Wilde et al., 2004). Esta especie, ademas de su gran tamafio

(hasta 3kg de peso), difiere de las anteriores en que consume gran cantidad de grasas, cuya
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emulsion y posterior digestion requiere de tiempos largos de retencion, lo que podria
explicar los valores registrados. Es interesante notar que cuando se ofrecio a esta especie
una dieta rica en grasas, la asimilacion de la celulosa y hemicelulosa alcanzaron valores
muy altos, mucho mayores que los hallados con dietas ricas en hidratos de carbono (Wilde
et al., 2004), reforzando la idea de que se necesitan tiempos largos para una eficiente
digestion de estos compuestos. Los tiempos registrados para N. granulata, aun
considerando las diferencias entre poblaciones, son compatibles con una utilizacion, al
menos parcial, de los hidratos de carbono estructurales presentes en la dieta, lo cual
concuerda con la actividad celulolitica detectada (Capitulo 4). Por otra parte, N. granulata
no tiene la posibilidad de alimentarse continuamente o por largos periodos como lo hacen
especies totalmente terrestres (Capitulo 1), con lo cual una estrategia de rapido pasaje de
alimento con retencion s6lo de los elementos facilmente asimilables y un consumo de
grandes cantidades de materia verde, no seria efectiva para esta especie.

Por su parte la asimilacion en peso de hojas verdes de S. densiflora alcanz6 un valor
promedio (54%) algo mas alto que los reportados para G. natalis alimentandose de hojas
marrones (entre 40.9 y 45.7% segin la especie) (Greenaway y Linton, 1995), y que C.
hirtipes alimentandose de hojas verdes (38.9%) (Greenaway y Raghaven, 1998). Sin
embargo la gran dispersion de los datos debida a las dificultades del método para recuperar
el alimento no ingerido y la totalidad de las heces, y para evitar el lavado del material por
su permanencia en el agua, hace que la comparacion deba ser tomada con cautela.

El carbono y nitrogeno asimilados son usados por los animales para mantenimiento
y crecimiento (Thongtham y Kristensen, 2005). La fraccion usada para el mantenimiento es
devuelta al ecosistema como metabolitos via emisiones respiratorias y excrecion, y todo el
C y N remanente serd destinado al crecimiento, incluyendo la expansion de los tejidos,
reproduccioén y muda (Linton y Greenaway, 2000).

La baja proporcion de N tipicamente encontrada en hojas de plantas superiores y la
consecuente alta relacion C:N hace que esta fuente de alimento sea considerada limitante en
proteina para los herbivoros en general (Mattson, 1980) y para los cangrejos en particular
(Linton y Greenaway, 2007). En cangrejos que se alimentan parcialmente de hojas y
consumen también sedimento, se ha propuesto incluso que el consumo de hojas seria

basicamente un modo de enriquecer el sedimento, lo cual explicaria la utilizacion de un
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alimento de tan baja calidad (Skov y Hartnoll, 2002). En cualquier caso, una fuente
alternativa de proteina deberia suplir el déficit producido por el consumo de hojas.

Si bien la relacion C:N de las hojas de S. densiflora (36) resulté mucho mas alta que
17, que segun algunas estimaciones, es la minima necesaria para sostener el crecimiento y
la reproduccion (Skov y Hartnoll, 2002), la asimilacion del N fue alta, mayor que lade C, y
aparentemente continué aumentando cuanto mayor fue el tiempo de retencion dentro del
tracto intestinal. La aparente “pérdida” de N ocurrida cuando los cangrejos fueron
alimentados con sedimento, indica que el contenido de N (y C) medido en el sedimento no
se relaciona con el efectivamente ingerido por los individuos. Si tenemos en cuenta la
capacidad de N. granulata de seleccionar efectivamente y acumular los elementos ricos en
N presentes en el sedimento, podemos explicar la incongruencia hallada entre los
contenidos de N y C de sedimento y heces. Si asumimos una eficiencia de asimilacion para
el N y C del sedimento igual a la hallada para las hojas, entonces el N de las heces de
sedimento representa el 36% del originalmente ingerido (asimilacion del 64%), lo que
implica que el contenido de N del alimento efectivamente ingerido fue 7 veces mayor que
el medido para el sedimento y s6lo un 35% menor al contenido de N medido en las hojas,
mientras que el C efectivamente ingerido fue 4,5 veces mayor al medido en el sedimento
(con una asimilacion del 42.5 %), lo que da a su vez una relacion C/N para el sedimento
efectivamente ingerido de 4.8, mucho mejor que la estimada originalmente para el
sedimento de 8.3. Sin embargo, aun considerando que el comportamiento de seleccion de
los cangrejos mejora la calidad del sedimento ingerido, éste sigue teniendo menor
contenido neto de N y mucho menor de C que las hojas.

En suma, estos resultados sugieren que la estrategia de alimentacion de N. granulata
incluye la ingestion de hojas verdes de Spartina spp. y su retencion en el tracto digestivo el
tiempo suficiente como para extraer de alli, ademas de los compuestos solubles de las
células, al menos parte de los hidratos de carbono estructurales y una alta proporcion de la
proteina presente. El posible déficit de N ocasionado por este tipo de dieta es,
probablemente, suplementado por aquellos pequefios organismos ricos en N seleccionados

del sedimento.
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Fig. 5. 1. Tiempos de retencion (en minutos) a) inicial y b) final del sedimento (S) y de

hojas de S. densiflora (H) a 12°C y 20°C de temperatura en cangrejos de N. granulata provenientes
de las poblaciones de Mar Chiquita (MCH) y San Antonio (SAO).
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Fig. 5. 2. Tiempos de evacuacion 50 (TEs,) para cangrejos de N. granulata provenientes de
las poblaciones de Mar Chiquita (MCH), a-d y San Antonio (SAO), e-h alimentados con hojas de S.
densiflora a dos temperaturas: 20°C, (a, c,ey g) y 12°C (b, d, fy h).
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Fig. 5. 3. Concentracion de N expresada: a) pg por mg de muestra y b) ug en 0,2 ml de
muestra, en sedimento y hojas de S. densiflora ofrecidas como alimento y en sus respectivas heces.

Las diferencias significativas se indican con letras diferentes (prueba de Tukey, P < 0,05).
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Fig. 5. 4. Concentracion de C expresada: a) ug por mg de muestra y b) pg en 0,2 ml de
muestra, en sedimento y hojas de S. densiflora ofrecidas como alimento y en sus respectivas heces.

Las diferencias significativas se indican con letras diferentes (prueba de Tukey, P < 0,05).
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Conclusiones globales sobre el sistema en estudio

El ambiente estuarial se caracteriza por una mezcla continuamente cambiante de
agua dulce y salada y por estar dominado por material sedimentario fino de origen marino,
fluvial o terrestre, que se acumula formando planicies de barro ricas en alimento pero
escasas en oxigeno (McLusky y Michael, 2004). Los estuarios son sistemas heterogéneos:
en cada punto de un estuario la salinidad depende de la relacion entre los volumenes de
agua de mar y de agua dulce, de la amplitud de mareas, de la topografia y del clima de la
localidad, y experimenta variaciones diarias. La mayoria de los estuarios incluye marismas
(praderas de Spartina spp.) en zonas templadas y manglares en zonas tropicales (McLusky
y Michael, 2004).

Los cangrejos (Decapoda: Brachyura) son tipicos habitantes del litoral estuarino y
su patron de actividad, su distribuciéon y abundancia estdn influenciados por muchos
factores (fisicos y bioldgicos) que usualmente cambian ritmicamente siguiendo ciclos de
marea o diurnos como la disponibilidad de alimentos, los severos estreses fisiologicos de
estos ambientes, la diversidad de habitats, la competencia interespecitoresfica, la
exposicion a la desecacion entre otros (Spivak, 1997; Luppi et al., 2012).

Neohelice granulata, como principal habitante de estos ambientes en las costas del
Atlantico sudoccidental, presenta una variedad de caracteristicas comportamentales y
fisiologicas flexibles que responden a una serie de restricciones ambientales sobre la
alimentacion. Estas caracteristicas podrian resumirse como: una actividad alimentaria
plastica, capacidad de seleccionar parcialmente componentes ricos en proteina del
sedimento que consume, maduracion de ovarios mediante la ingesta mixta de los items
principales de la dieta, flexibilidad enzimatica respecto al alimento que consume, y una
estrategia digestiva con tiempos de retencion variables segin la temperatura y el
componente principal de la dieta.

Los cangrejos semiterrestres y terrestres que se alimentan de plantas superiores y
sus detritos, habitan generalmente las zonas de manglares tropicales y subtropicales donde
ocupan el ambiente intermareal o las areas internas del manglar (Linton y Greenaway,
2007). En éstas areas los cangrejos se mueven y se alimentan durante largos periodos,

generalmente nocturnos, aunque muchas especies lo hacen también durante el dia, trepando
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a los arboles o protegidos por las raices (Goshima, 1978; Micheli et al., 1991). Por otra
parte, los detritivoros, principalmente de la familia Ocypodidae, son activos durante los
periodos de bajamar, alimentdndose hasta que la marea cubre nuevamente las cuevas
(Dunham y Gilchrist, 1988). Esto permite, entre otras cosas, una alta tasa de consumo para
equilibrar la baja calidad del alimento (Greenaway y Raghaven, 1998).

En respuesta a una presion de predacion por parte de predadores generalmente
visuales, como las aves que habitan las marismas, y al peligro de desecacion debido a la
insolacion, la mayoria de los cangrejos adultos de N. granulata de todos los sitios y habitats
estudiados se alimentaron preferentemente en la oscuridad y durante las mareas altas que
llegan a cubrir la zona de marisma, o inmediatamente después de las mareas altas cuando el
sedimento permanecia hiimedo en la planicie de marea (Capitulo 1). Esto implica periodos
de alimentacion efectiva probablemente mas cortos que los de otras especies de habitos
similares. Por otra parte, dada la gran influencia de las mareas y la desecacion, N. granulata
se ve frecuentemente expuesto a largos periodos (horas a dias) sin alimentarse, debido a la
combinacion de mareas de escasa altura y altas temperaturas. Probablemente en relacion
con esta presion ambiental, esta especie ha desarrollado su gran capacidad de tolerancia al
ayuno (Vinagre y Da Silva, 2002).

Al mismo tiempo, dado que estos cangrejos no se alejan demasiado de sus cuevas
(Luppi et al., 2012), han equilibrado éstas restricciones en el movimiento adoptando la
capacidad de alimentarse del item mas cercano que, dependiendo de la zona de la marisma
que esta ocupando, puede ser sedimento u hojas de S. densiflora principalmente. Esta
capacidad, a su vez, es respaldada por una gran flexibilidad enzimatica, dependiendo del
tipo de alimento que es consumido, como fue descripto en el Capitulo 4.

Ademas de una considerable plasticidad en las estrategias digestivas (variacion de
las tasas de consumo, tiempos de retencidon, y consecuentemente la asimilacion de
nutrientes), los cangrejos herbivoros comparten una serie de rasgos caracteristicos de su
historia de vida que los definen como un grupo adaptado a la alimentacion de plantas, es
decir, una dieta pobre en N; éstas incluyen un crecimiento lento y consecuentemente
longevidad, una baja frecuencia de actividad reproductiva, gran tamafio corporal con sus
consecuentes bajas tasas metabodlicas y requerimientos de N minimos, y separacion

temporal de actividades con gran demanda de N (oogenesis y muda) (Linton y Greenaway,
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2007). Las caracteristicas morfoldgicas, de crecimiento ¢ historia de vida de N. granulata
no se corresponden estrechamente con ese conjunto de caracteristicas ya que presentan una
talla maxima moderada, de alrededor de 30 mm de ancho de caparazon (Spivak et al., 1994)
y una longevidad estimada de 3 afos (Kittlein et al., 2000; Luppi et al., 2004). Por otra
parte, la muda de los adultos ocurre mayoritariamente fuera del periodo reproductivo
(Lopez Greco y Rodriguez, 1998) y la maduracion completa de los ovarios no es posible
mientras las hembras estan cargando embriones en su abdomen (Ituarte et al., 2004),
sugiriendo limitaciones energéticas. Las caracteristicas comportamentales y fisioldgicas
aqui estudiadas, se corresponden con las de un animal con un tipo de alimentacion
generalista u omnivora, dado que comparte algunas caracteristicas de una especie
netamente herbivora, (como su capacidad de digerir la celulosa en todas sus formas,
alimentandose en algunos casos casi exclusivamente de plantas, y un volumen estomacal
comparativamente grande) y otras de una especie predadora (como seleccionar e ingerir
pequetios animales del sedimento y por tasas a veces altas de canibalismo). La omnivoria es
un estilo de vida tréfico mucho mas comtn de lo que se creia previamente en muchas
especies de invertebrados y vertebrados. Los omnivoros a menudo poseen una mezcla de
rasgos morfologicos, fisioldgicos y comportamentales caracteristicos de los estrictamente
depredadores, y otros rasgos que poseen los estrictamente herbivoros (Barbosa y
Castellanos, 2005). La mezcla de dieta, en donde la calidad nutricional de un tipo de
comida (por ejemplo: material vegetal) es aumentada por la ingesta de otro tipo de alimento
(por ejemplo: material animal), ocurre en muchas especies omnivoras y pueden afectar
fuertemente su fitness (Barbosa y Castellanos, 2005).

Si bien se considera que las dietas herbivoras son limitantes en N (Mattson, 1980;
Linton y Greenaway, 2007), algunos cangrejos herbivoros parecen, sin embargo, poder
desarrollar su ciclo de vida completo alimentandose exclusivamente de hojas caidas de
mangle, como lo indican las estimaciones de forrajeo y de los requerimientos minimos de N
para el crecimiento, la muda y la reproduccion del gecarcinido Gecarcoidea natalis (Linton
y Greenaway, 2000). En el caso de N. granulata, la restriccion de N parece existir, ya que
las hembras alimentadas con un solo tipo de dieta (hojas de S. densiflora, o sedimento), no
pudieron remadurar sus ovarios, mientras que aquellas alimentadas con la dieta mixta o un

alimento con exceso de proteina, cumplieron la remaduracion de manera exitosa (Capitulo
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3). Los requerimientos de N de las hembras durante la oogénesis es la suma del
requerimiento de N normal de mantenimiento mas la cantidad de N requerido para la
maduracion de los ovarios. La cantidad de N necesaria para la oogénesis puede ser
substancial, dado que la masa de huevos en los cangrejos braquiuros constituye
aproximadamente el 10% del peso seco corporal de la hembra (Hines, 1982; 1991) y el
principal componente del vitelo son lipoproteinas (Harrison y Humes, 1992).

El modelo de digestion optima establece que cuando los animales consumen
alimentos nutricionalmente de baja calidad, ellos deben ingerir mayor cantidad de esa
comida (Sibly, 1981). En el caso de N. granulata, dadas las limitaciones que parecen existir
en los tiempos de forrajeo, esa compensacion en el volumen de ingesta posiblemente no sea
aplicable. El modelo asume ademads, que el proceso digestivo maximiza la tasa a la cual la
energia es obtenida por digestion. Para un volumen estomacal dado, un alimento de calidad
alta deberia ser retenido por periodos de tiempo mads cortos que alimentos de calidad
menor. Asi, el grado (o eficiencia) de la reaccion (hidrolisis, absorcion, etc.) esta
positivamente relacionada a la concentracion de enzimas y/o sustrato y el tiempo de
retencion de la comida en el estomago; el tiempo de retencidbn por si mismo, estd
positivamente relacionado con el volumen estomacal e inversamente relacionado al flujo de
comida a través del estomago. En el caso de N. granulata, el sedimento permanece menos
tiempo que las hojas de S. densiflora (Capitulo 5), posiblemente en relacion con el mayor
contenido de energia y menor relacion C:N, no del volumen total de material ingerido, sino
de los componentes digeribles de ese sedimento. Los organismos seleccionados
activamente por los cangrejos exigen menor tiempo de procesamiento mecanico y
enzimdtico en el aparato digestivo que los componentes celulares y estructurales de las
plantas. Al mismo tiempo, la actividad proteolitica cuando éstos cangrejos se alimentan de
plantas es muy alta, lo que permitiria extraer de ellas el poco contenido de proteinas
disponible en esta fuente de alimento.

Las especies de crustaceos tanto estuariales como semiterrestres, terrestres y de
agua dulce provienen de ancestros marinos (Anger, 1995). En el caso de N. granulata, su
capacidad de colonizar el ambiente intermareal y supramareal, frecuentemente de salinidad
variable, debid estar asociado seguramente con su capacidad de tolerar variaciones en la

salinidad (Castilho et al., 2001) y de poder respirar fuera del agua (Halperin et al., 2004),
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pero también seguramente estuvo asociada a su capacidad de consumir plantas superiores
como fuente de alimento principal, al mismo tiempo que podia procesar cantidades
relativamente grandes de sedimento para obtener el complemento necesario a una dieta

escasa en N.
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