BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Evaluacién de factores fisicos,
hormonales y maternos para optimizar la
produccion de la langosta de pinzas rojas

Cherax quadricarinatus (Decapoda,
parastacidae)

Tropea, Carolina

201

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Tropea, Carolina. (2011). Evaluacion de factores fisicos, hormonales y maternos para optimizar
la produccién de la langosta de pinzas rojas Cherax quadricarinatus (Decapoda, parastacidae).
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Citatipo Chicago:

Tropea, Carolina. "Evaluacion de factores fisicos, hormonales y maternos para optimizar la
produccion de la langosta de pinzas rojas Cherax quadricarinatus (Decapoda, parastacidae)”.
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2011.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

"DE*B
o Yeny
2
FACULTAD Y.
DE

CIENCIAS EXACTAS
y Y NATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental

Evaluacion de factores fisicos, hormonales y maternos
para optimizar la produccién de la langosta de pinzas

rojas Cherax quadricarinatus (Decapoda, Parastacidae)

Tesis presentada para optar al titulo de

Doctor de la Universidad de Buenogds en el area Ciencias Biologicas

Carolina Tropea

Directora de tesis: Dra. Laura S. Lopez Greco

Consejera de Estudios: Dra. Laura S. Lopez Greco

Buenos Aires, 2011



Evaluacién de factores fisicos, hmmonales y maternos para optimizar
la produccidén de la langosta de pinzas roja€herax quadricarinatus

(Decapoda, Parastacidae)

Resumen

Cherax quadricarinatugs una especie de importanc@nercial, cuya introduccién en
Argentina resulté en una produccién limitadapido entre otros motivos a la falta de
tecnologias de cultivo que permitan incremeetaendimiento en carne y optimizar la
produccion de “semilla”. Por lo tanto, los objetivos generales de la presente tesis son
inducir un mayor crecimiento somatico da&s hembras y machos, manipular la
proporcion sexual para incrementar la cantidadnachos (dado que los machos crecen
mas que las hembras), y evaluar la calidadla progenie. En el marco de dichos
objetivos se evalu6 el efecto:d&) un factor fisico (exposiin a temperatura alta (TA))
sobre el crecimiento; (2) un factor hormbedministracion de dopamina (DA)) sobre

la maduracion ovarica y el crecimiento ths hembras; (3) otro factor hormonal
(ablacion de la glandula androgénica (GA)Ybre la reversién sexual de los machos,
para obtener “neo-hembras” como pasevjr a la produccién de cultivos monosexo
s6lo macho; y (4) dos factores materitasnafio de la hembra y niamero de puestas)
sobre la calidad de las progenies. La pravocod una disminuén en el crecimiento
somatico de los machos y aceleré la espermatogénesis, mientras que no afectd el
crecimiento de las hembras y acelerd la macidn ovarica. La DA to cierto efecto

sobre el crecimiento y maduré@n ovaricos sélo cuando fileyectada en hembras de 4-

14 g, sin que esto resulte en un mayor cresitoi somatico. La ablacion de la GA no
provoco la reversion sexual de los machoshien se observaron alteraciones en el

desarrollo de los caracteres sexuales primarios y secundarios. Finalmente, de los



parametros de calidad de progenietugimdos, solo el numero de juveniles
independizados por hembra varié con el tamdéida madre, mientras que la tasa de
puestas tendié a disminuir con las puestassecutivas. Se gliuten las posibles

implicancias que estos resultados tegmiipara el cultivo de la especie.

Palabras claves: Cherax quadricarinatus calidad de los huevos; calidad de los
juveniles; calidad de progemicaracteres seales secundarios; crecimiento somatico;
cultivo monosexo; dopamina; espermatogésieglandula androgénica; maduracion
ovarica; “neo-hembras”; nimero de puestawduccion de carne; reversion sexual;

sistema reproductor; tamafio de la hemtaaperatura; variables de produccion.



Evaluation of physical, hormonaland maternal factors to optimize
production of the red claw crayfishCherax quadricarinatus

(Decapoda, Parastacidae)

Abstract

Cherax quadricarinatugs cultured worldwide with commercial purposes, with its
introduction in Argentina resulting in avioproduction, mainly due to the absence of
technologies that would alloan increase in meet yieldsid “seed” production. Hence,

the general objectives of the present theses to induce a higher somatic growth of
females and males, to manipulate sexual @utoigm in order to increase the amount of
males (since growth is higher in males than in females), and to evaluate the offspring
quality. In the context of these objectiveswas evaluated the efft of: (1) a physical
factor (exposure to high terapature (HT)) on somatic growth; (2) one hormonal factor
(administration of dopamine (DA)) on ovan maturation and somatic growth of
females; (3) another hormonal factor (aiola of the androgenic gland (AG)) on sexual
reversion of males, to obtain “neo-femaless,a previous step for the production of all-
male monosex cultures; and (4) two madérfactors (female size and consecutive
spawning) on offspring quality. HT decredsmale somatic growth and accelerated
spermatogenesis, while it had no effect female growth and accelerated ovarian
maturation. DA influenced ovarian growth and maturation when injected in females of
4-14 g, but no increase in somatic growth was observed. AG ablation resulted in no
sexual reversion of males, although someratliens were observed in the development

of primary and secondary sexual charactensalB, of the offspring quality parameters

studied, only the number of independent juveniesfemale varied with mother size,



while the spawning rate tended to decreasith consecutive spawning. The possible

implications of these results for tepecies culture were discussed.

Keywords: androgenic gland;Cherax quadricarinatus consecutive spawning;
dopamine; egg quality; female size; juverjleality; meet production; monosex culture;
“neo-females”; offspring quality; ovarian maturation; production variables; reproductive
system; secondary sexualcharacters; sexual reves; somatic growth;

spermatogenesis; temperature.



Agradecimientos

A la Universidad de Buenos Aires, &onsejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas, y a la AgeacNacional de Promocion Cientifica y

Tecnoldgica, por financiar el presenteyecto a través de los subsidios UBACYT
X143 (2004-2007), UBACYT X458 (2008-2010), UBACYT 20020100100003
(2011-2014), PICT 01187 y PIP 129, otorgadda directora de tesis.

A mi directora y consejar de estudios, la Dra. Laura Lopez Greco, por los

conocimientos transmitidos durante estos cinco anos.

A Fabi Lo Nostro, por introducirme en mundo de la histoia y a Gla Hermida

por ayudarme a recorrerlo.
A mi familia, porque sin ella & de esto hubiera sido posible!

A mi hermana del alma y a Fer por edtarme y aconsejarme constantemente, y
por no dejar que pierda tiempo con ttegalles de edicidn de la tesis!

A Rocio, por alegrarme los domingos con su hermosa sonrisa...
A Marqui, por bancarme en todo!!

A mis amigas de Santa Fe (Emi, EWaru, Ivi, Pato, Flo), por acompafarme
cada una a su manera, algunas mas cergjaiteas mas lejos, pero todas siempre

presentes.

A Agus, Dai, Facu, Juli, Pau, Ste y Vic, igos que transitaron junto a mi toda la
carrera y que me acompafaron durante tldioctorado, entendiendo mejor que

nadie el esfuerzo y dedicaai invertidos constantemente.
A Eleo, por estar en todo momento, parapoyo y contencion constantes.

A todos los langostélogos: los del 1 (Med\aty, Vero, Lili, Ale), los del 50
(Hernan, Ana Laura, Fer), y los que alguna vez lo fueron pero ya no lo son (Anu,
Anita, Xime, Silvia, Mati, Jime) por dejarme aprender de ellos, y compartir con

ellos muy buenos momentos.

vi



A Malala, por darme una mano con mis experimentos y soportar hacer las tareas

mas aburridas siempre con buena onda!

A Ferchu, por haberme recibido con uranrssa el primer dia que llegué al
laboratorio, y por haberme ayudado ansitar el primer afio del doctorado
ensefidandome muchas cosas sobre el jmateelas langostas, y respondiendo a

todas mis preguntas (que eran muchas!).

Y muy especialmente a Naty y Lia, porqgstoy feliz de haber tenido compafieras
de trabajo como ellas...comparieras que ayudaron y aconsejaron siempre de
manera desinteresada, que me escoohgrcontuvieron cuando lo necesite, que
soportaron mis dias de malhumor con soarisa, que se divirtieron conmigo en
mis dias de buen humor. Compafieras con las que aprendi muchisimas cosas
relacionadas con el trabajo, pero que tiémbne brindaron ensefianzas de vida.

Compairieras que se convirtieron nades ni nada menos que en AMIGAS.

vii



“A mi sobrina Rocio, por ayudarme diad#éa a no perder de vista aquellas cosas
gue realmente importan en lada...admiro la fortaleza que

“el frijol” encierra en toda su aparente pequefiez”

viii



INDICE

CAPITULO 1: INtrodUCCION GENETAI ......c.eeeeiveieieeieie ettt 1

1.1Cherax quadriCariNatUS...........cuevuruurriuniiiiaaeeeeeeeeeeeeeereeeeerarerr e e e aeaaaeaeeeees 2

1.2 Técnicas de Mmanejo €N CUILIVO .....ccooviiiieeiiiiiieeeer e 4

1.3 Factores evaluados para optanila produccion de carne ............ccccceeevvvvvnnnn. 6
1.3.1 Factor fiSiCO: TEMPErAtUIA. ........ceiviuiiiiieee et e e 6
1.3.2 Factor hormonal: Glandula androgeéniCa...........ccceeeveeeeeeeeiiieeeeeiiiiinnns 7
1.3.3 Factor hormonal: DOPamina..........cccceeeeiiieeeeeiiiiieeeeecee e 8

1.4 Factores evaluados para optimizar la produccion de “semilla” ......................... 9
1.4.1 Factores maternos: Tamadi® la madre y nimero de puestas.......... 9

1.5 ODJetiVOS gENEIAIES .....evvviiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeas 10

1.6 Organizacion de la tESIS .......uuuuuuuiiiiiiiie i e e e e e e e e 10

CAPITULO 2: Efecto de la temperatura sobre la supervivencia,
crecimiento y parametros reproductivids la langosta de agua dulce
Cherax qUAAIICANNALUS ........uuueiieeiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e aannes 12

P2 I [ o To 18 o ol (o] PP 13
pZ A © ] o] =1 1o T PP 15
2.3MaterialeS Y METOUOS .....ccoiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e 16
2.3.1 Obtencion de [0S aniMales...........uuuveiiiiiiiieieeeeie s 16
2.3.2 Disefo eXperimental.............uuuiuiiiiiiiiee e 17
2.3.3 Evaluacion macroscopica y MiCroSCOPICA.........ccevvvvveeeevvririniiiiieeeennn. 19
2.3.4 INdICES CalCUIATOS .......c.ecveveeeeceeeeeee et 23
2.3.5 ANAliSiS €StadiStiCA.........uuuiiiiiiiiiiiiiiiieiee e 25
2. ARESUIAUOS. ...t e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e a e 26
2.4.1 Supervivenciay CreCIiMIENIO. ........uuuuuuiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeaeas 26
2.4.2 Variables MOrfOMEtriCas...........cooiieiiiiiiiiiiiiieieice e 30
2.4.3 SiStemMa rEPrOUUCTAL. ......eeveiiiiieeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e 31
2.5 DISCUSION. ... ittt e e et b bbbt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e n e 39



CAPITULO 3: Efecto de la abkion de la glandula androgénica sobre

el crecimiento y parametros reprotiuos de los machos de la langosta

de agua dulc€herax qUAdriCarNALUS.........ooeeeieeiiiiiieeeeiiiii e e e eeeeaeeens

K 20 [ To 11 o o [ ) o [P
I © ] o] =1 1Yo RS PPURT
3.3Materiales Y MELOUOS ......oeevvvviiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e,
3.3.1 Obtencion de 10S animales.............uuuuiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e
3.3.2 Disefio experimental..........cccccuuiiiiiiiiiiieeie e
3.3.2.1  EXPErimento L.....ccccoeeiiieiiiieieieeeiiiiier s e e e e e e
3.3.2.2 EXPEIMENTO 2...ciiiiieeeeiiieeeeeeee e e e e

3.3.3 Evaluacion macroscopica y MIiCrOSCOPICA. ......uvvrrrrrrrireeeeeeeaeaaaaaaaennns

3.3.4 INICES CAICUIATOS ......ceeeeeeeeeee et e e
3.3.5 ANAlISIS @StATISTICA. . .. eeeeee e e e
BUARESUIAUOS. . .. e

3.4.2 Caracteres sexuales SECUNAAIIOS. . ..cu e eeaaans

3.4.2.1 EXPEriMENTO L.....coovvuririiiiiiiiieieeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e e aaeeees
3.4.2.2 EXPEIMENTO 2...oovviiiiiiiiiiiiiee e e e e e eeeee e eeeeeeeatss e e e e e e e e e e e e e aaeeees

3.4.3 Sistema repProdUCTQL..........ccouiiiiiiiiiiiiiiiiiea e
TS I Yo £ (o | o PR

CAPITULO 4: Efecto de la administracioprolongada de dopamina
sobre la maduracion ovarica y el crecimiento somatico de las hembras de

la langosta de agua dulGherax quadricarinatus................ovvvvviiiiieiieeeeeeeeeeee,

v 1 0 To [ [ o1 ] o 1P PPRPPRURPRR
B 20DJEIVO .eeeiiiiii et aaaeeas
4.3MaterialeS Y METOUOS. .....uuueiiii e e e e

4.3.1 Obtencion de 10S animal@s............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e

4.3.2 DiseNo experimental........ ...

4.3.2.1 Experimento 1: administramn de DA a través del alimento...
4.3.2.2 Experimento 2: administracidie DA a través de su inyeccion

4.3.3 Evaluacion macroscopicay MiCroSCOPICA.......cceeeeeeeeeererrieeeiiirrinnnnns

..... 60

3.4.1 Supervivenciay CreCIMIENIO.........couiiiiiiiiiiiiiiiiaiaa e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeenannn



4.3.4 INAICES CAICUIAUOS. .. .veeeeeeeeeee et e et e et e e e e e e e e e e e e e 92

4.3.5 ANAlISIS eStadiStiCA.......ccoeiiiiiiiiiiiie e 93
N TS U] = To [ 1 S SRRRRPP 94
4.4 1 EXPEIMENTO L.ttt e e e e e e e e e e 94
4.4.1.1 Supervivenciay CreCimieNniO........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiinnninnneeens 94
4.4.1.2 SiStema repProdUCIOL........uuuieieeeeieeeeeee e e e e e e e e e 94
4.4.2 EXPEIMENTO 2.....ccceiiiiiiieeeeeeieis et e e e e e e e e e e eaa e 100
4.4.2.1 Supervivencia 'y CreCimieNtO...... ... eeeareeeeeeeeeeeeeeeeeiiniiiiineneenes 100
4.4.2.2 SiStemMa reProUCTOL..........uuuuiiiriiiiiiiiiieeee e e e e e 102
Y 1ol U ][] o OO PPPPPI 106

CAPITULO 5: Influencia del tamafio de laembra y del nimero de

puestas sobre la calidad de la progenie en la langosta de agua dulce

Cherax quAadriCarNALUS............oiiiiiiiiiiiiiir et e e e e e e e e e e eeeeeeenee 114
ST I [ (oo 18 o ol (o] o ORI 115
B5.20DJELIVO ..ottt a e e e e e e e e e ————— 118
5.3MaterialeS Y MELOUOS......cuuviiiiiieieee e e e e e e e e e e e e 119
5.3.1 Obtencion de [0S aniMmales..............coooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 119
5.3.2 Disefio experimental.........ccooovviiiiiiiiiiiiii e 119
5.3.3 Calidad de 10S hUBVAS.........ccooeiiiiiiiiiiiiieeeeee e 121
5.3.4 Calidad de I0S JUVENIIES..........uuuuiiiiiiieeee e 124
5.3.5 INAICES CAlCUIATOS........c.ccveeeeceeiee et 127
5.3.6 ANAIISIS €StadiSHICA. .....uuuviiiiiiiiiiiiee e 128
S5.ARESUITAIOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e bbb e 129
5.4.1 Primeras PUESAS.........ccciiiiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e a e e e e 129
5.4.1.1 Variables de producCCiOn...........ccccccuvvieeeeiiiiiiiiieiiiccevieeeee 129
5.4.1.2 Variables morfolOgiCas............ccceeiiiiiiiiieeiiiiiiiiee e 131
5.4.2 SegUNUAS PUESIAS .. .uuuuiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeetiaiirss e e e e e e e e e e e eaeeeeeansnnennnnn 137
5.4.2.1 Variables de producCCiOn.............cceeeeiiiiiiiiiiiiiccre e 138
5.4.2.2 Variables morfolOgiCas............ccceoeeiiiiiiiiiiiiiiie e 139
TS I Yo £ (o | o PR 142
5.5.1 PrimMeras PUESIAS........ccceiiiiiiiieiieiiiiiirrs s e e e e e e e e e e as 142

Xi



5.5.2 SeguNdas PUESIAS........ccoviiiiieieieiiiiiiss e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e eaaes

CAPITULO 6: Discusion general y CONCIUSIONES .........cccoveeeieieeieeeeeieseeeeennn,

BIBLIOGRAFIA CITADA .ottt

Xii
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Introducciéon General



Introduccién general

1.1 Cherax quadricarinatus

Los crustaceos decapodos poseen un godencial para lacuicultura, siendo
los camarones peneidos uno de los grupos mas importantes desde un punto de vista
comercial (Food and Agriculture Organizati@10). El cultivo de langostas de agua
dulce pertenecientes al géne@herax ha comenzado a desallarse en tiempos
relativamente recientes. Dicho género pertena la Familia Parastacidae, que contiene
mas de 100 especies, de las esaolamente tres son cultiead la langosta de pinzas
rojas Cherax quadricarinatusla “marron” C. tenuimanuy la “yabbie” C. destructor
Estas especies son nativasAlsstralia (Fig. 1.1), donde habitan en rios y cuerpos de
agua epicontinentales cortagos y presas (Masser & Rouse, 1997; Lawrence & Jones,
2002). Su potencial como especies cultivables fue reconocido inicialmente por Smith
(1912), quien sugirié la produccion de est@nimales debido a la textura y sabor
superiores de la carne y a suaidke vida relativamente simple.

C. quadricarinatuspresenta ciertos atributos biologicos y comerciales que la
aventajan respecto de las demas especies mencionadas y la convierten en una excelente
opcion para la acuicultura deustaceos. Si bien es nativd derte de Australia y el sur
de Papua Nueva Guinea (Jones, 19%inbas zonas tropicales, crece bien a
temperaturas comprendidas entre 24 y 30°C, bajo las cuales alcanza la talla comercial
(70-120 g) en un periodo aproximado de 7 reeBer otro lado, es capaz de tolerar un
amplio rango de condiciones de calidad de agua, incluyendo bajas concentraciones de
oxigeno, dureza y alcalinidad en un rangcedee 20 y 300 ppm, y pH entre 6,5y 9.
Ademas, tolera condiciones de cultivo lkas densidades, ya que es relativamente
gregaria y no muestra gran comportamiggtatorial (Masser &Rouse, 1997; Luchini,

2004; Panné Huidobro et.aR004). Ciertos aspectospreductivos, tales como una



Introduccién general

fecundidad relativamente alta, un ciclo de \sdaple y la incubacién de los huevos por
parte de las hembras hasta su eclosion facitambién, y en gran medida, el cultivo de
la especie (King, 1993; Jones, 1981stin, 1998; Jones & Ruscoe, 2000).

Las caracteristicas mencionadas @eente favorecieron su produccion en
Australia desde 1985, y su introduccion en vap@aises tropicales gubtropicales, tales
como China, Israel, Ecuador, Méxicot&ans Unidos y Argentina (Medley et,al994;

Rouse, 1995; Masser &dRse, 1997; Rodgers et,a006; Wicky et al., 2008), donde
es cultivada en sistemas de tipo inteasy semi-intensivo (Morrissy et al., 1990;
Lawrence & Jones, 2002; Edgerton, 2005).

En Argentina la especie fue introducidaprincipios de la década de 1990, y
desde ese momento los acuaristas la cultivan como animales ornamentales debido a sus
atractivos colores, particularmente en lagchos. También se laltua para mercados
de consumo en sistemas semi-intensivosclades incluyen las distintas fases de su
ciclo de vida. De estenodo, la reproduccion seelta a cabo bajo techddtchery,
mientras que las fases de preengorde y de engorde se realizan en tanques de cemento
bajo sombreado y en estanques excavados en tierra a cielo abierto, respectivamente
(Luchini, 2004). Sin embargo, el crecimierte la produccion en el pais ha sido poco
significativo, lo cual se ha debido, entreost motivos, a la ausencia de tecnologias
especificas de cultivo, y a la falta de dispdidad de “semilla” en distintas fases para
su comercializacion, lo que obliga a los productores a realizar el ciclo de vida completo
de la especie (Wicky et al., 2008). Por lo tastohace necesario el desarrollo en el pais
de estrategias que permitan incrementar el rendimiento en carne de los sistemas de
cultivo, y mejorar los indices reproductivos e incrementar asi la produccién de “semilla”

en lashatcheries
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1.2 Técnicas de manejo en cultivo

C. quadricarinatugpresenta un crecimiento sekuante dimorfico, dado que los
machos crecen mas y mas rapido que las resnlp en particular presentan un mayor
desarrollo de las “pinzas” (quelas) en radacal cuerpo (Gu et all994; Curtis & Jones,

1995; Karplus et al., 1995; Sagi et al., 199@nes & Ruscoe, 2001; Rodgers et al.,
2006). Por este motivo, entre las técnicas de manejo a nivel mundial se destaca el
cultivo monosexo so6lo macho (CMM), queplica la separacion manual de los sexos
en los estanques de cultiyocuyo resultado es un maymecimiento y rendimiento en
carne respecto de los cultivos monosexo $@mbra y los cultivos mixtos (Curtis &
Jones, 1995; Sagi et al., 1997; JoReRuscoe, 2001; Aflalo et.aR006; Rodgers et.al
2006). Sin embargo, la separacion manualodeanimales es uprocedimiento muy
laborioso y costoso (Curtis & Jones, 1995)cl@l pone en evidencia la necesidad de
desarrollar métodos alternais que permitan obtener deodo mas directo una mayor
proporcion de machos, o idealmente CMM,les estanques de cultivo. Para ello, es
importante estudiar aquellos factoresisifos y hormonales) que regulan la
diferenciacion sexual en la especie, dentato que la manipulacion de dichos factores
lleve a una posible reveési sexual y culmine en el objetivo previamente mencionado.

Una estrategia alternativa para optimigarendimiento en carne en los sistemas
de produccion constituye el desarrollo metodologias que permitan incrementar el
crecimiento de las hembras, asemejandose a aquel de los machos. En este sentido, se ha
observado el€. albidusque las hembras crecen a la misma tasa que los machos hasta
una talla aproximada de 20 g, a partir de la cual su crecimiento comienza a ser menor
(Woodland, 1967). Dicha talla se corresponde coni@b de la madurez sexual, la cual

implica, al igual que e€. quadricarinatusla produccion y acumulacion de grandes
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cantidades de vitelo en los oocitos. Epteceso demanda una mayor cantidad de
energia que la produccion de espermatozoaes$os machos, lo cual explicaria, al
menos en parte, el crecimiento diferehdialos sexos (Hyatt, 1948; Dworschak, 1988;
Fukui, 1988). Por lo tanto, la inhibicion ¢tke maduracidén ovarica podria traducirse en
una mayor derivacion de energia hacia el crecimiento somatico en las hembras.

Por otro lado, si bie€. quadricarinatusse reproduce facilmente en cautiverio y
su desarrollo es directo, lo cual elimida necesidad de desarrollar tecnologias
complejas en labatcheries la produccion comercial daveniles requiere un manejo
adecuado de los animales utilizados conpraductores. En rela@mn a ello, factores
tales como la alimentacién y las condiciomlestemperatura, fotoperiodo y densidad
bajo las que se mantiene a los lotes geocuctores han sido evaluados en numerosos
estudios con el objetivo de estimular |la gtaede huevos bajo cornes artificiales
(Barki & Karplus, 2000; Karplus et aR003a; Rodriguez-Gonzélez et al., 2006). Sin
embargo, la posible influencia materna sdarealidad de las progenies constituye un
tema poco estudiado hasta el momento Genquadricarinatus siendo un factor
biologico de gran importancia a tener en ¢aes el objetivo es incrementar la cantidad
y calidad de juveniles producidos.

En este contexto, la presente tesimleard el efecto de un factor fisico
(exposicion a distintas temperaturas del agua) y de dos factores hormonales
(manipulacién de la glandula androgénicaagministracion de dopamina) sobre la
reversion sexual y/o crecimiento somaticoQlequadricarinatus para incrementar la
produccién de carne. A su vez, se evaluardfedto de dos factores maternos (tamafio
de la madre y niumero de puestas) sobmalalad de las progenies, para optimizar la

produccion de “semilla”.



Introduccién general
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Fig. 1.1.Distribucién geografica de las langostisagua dulce pertenecientes al gérerax
(Parastacidae). Reproducido dipli/es.wikipedia.org/wiki/Cherax.

1.3 Factores evaluados para optiizar la produccion de carne

1.3.1 Factor fisico: Temperatura

La temperatura es uno de los factores abioticos mas importantes que modulan el
crecimiento en las langostas de agua dulceed® sentido, se Isa que el crecimiento
ocurre a partir de una determinada terapen y se incrementa con la misma hasta
alcanzar un 6ptimo especifico de cada especie. Por debajo de la temperatura minima, las

langostas se muestran inactivas y se eiitdan poco, mientras que temperaturas por
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encima del 6ptimo llevan a retrasos en la muda y a un incremento en la mortalidad
luego de la misma (JussaEvans, 1996; Reynolds, 2002).

En el caso deC. quadricarinatusse observa el mismo patron, influyendo la
temperatura tanto en el crecimiento comdaesupervivencia (Kig, 1994; Jones, 1997).
Resultados parciales obtenidos en nuekthmratorio muestran también un posible
efecto de la temperatura sobre la diferacion y la reversion sexual de hembra a
macho (Sanchez de Bock & Lopez Greco,@0lazquez, 2011), convirtiendo a este
factor fisico en una potencial herramieptra incrementar el rendimiento econémico

en los sistemas de cultivo dsta especie de langosta.

1.3.2 Factor hormonal: Glandula androgénica

La glandula androgénica (GA) es lmica glandula que especificamente se
relaciona con la diferenciacide los caracteres sexualesnarios y secundarios en los
machos de los crustaceos malacossa(@harniaux-Cotton, 1954; Legrand, 1955;
Nagamine et al., 1980a,b; Nagamine & ¢fnti 1987; Taketomi et al., 1990; Suzuki &
Yamasaki, 1991; Taketomi & Nishikawa, 19%&wler & Leonard, 1999; Khalaila et
al., 2001; Manor et al.,a®04; Cui et al., 2005).

Se cree ademas que el crecimiento diferencial de ciertas especies de crustaceos
decépodos, tales como el camamtacrobrachium rosenbergily la langostaC.
quadricarinatus se debe en parte o completamenta presencia de la GA (Manor et
al., 2004; Manor et al2007; Ventura et al., 2009).

Dado que la produccién de hormonas masculinizantes y de gametas se lleva a
cabo en la GA y el testiculo, respectivateefGinsburger-Vogel & Charniaux-Cotton,

1982; Charniaux-Cotton & Payeri988), es posible manipullr diferenciacién sexual
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mediante la manipulacion de la GA, sin que edtere la estructura gonadal. En este
sentido, se ha desallado una técnica ekl. rosembergique consiste en la produccion
de hembras funcionales a partir de la radersexual completa de machos de reciente
diferenciacion sexual, luegde ablacionarles la GA. Estas hembras, llamadas “neo-
hembras”, producen al aparearse con maobosiales progenies con mayor proporcion
de animales de este sexmnvirtiendo a la ablacion de 8A en una herramienta de
posible aplicacién para la produccion @MM (Sagi & Cohen, 1990; Malecha et al.,

1992; Sagi & Aflalo, 2005; Aflalo et al2006; Rungsin et al., 2006).

1.3.3 Factor hormonal: Dopamina

La dopamina (DA) es un neurotransmigpre se encuentra distribuido en el
sistema nervioso y hemolinfa de numerosas especies de crustaceos decapodos (Cournil
et al., 1994; Wood & Derby, 1996; Tierney et 2003; Tinikul et al., 2009a), y modula
varios procesos fisiolégicos (Ejarman & Fingerman, 1977; Quackenbush &
Fingerman, 1984; Kulkarni & Fingermah986; Lischen et al., 1993; Kuo et, 41995;
Sarojini et al, 1995c; Kuo & Yang, 1999). Particularmenta DA ha demostrado ser un
potente inhibidor de lamaduracién ovéarica eRrocambarus clarkii(Sarojini et al
1995d; Sarojini et al1996), yM. rosenbergii(Chen et aJ 2003; Tinikul et al 2008;
Tinikul et al, 2009b). Dado que la maduracion del sistema reproductor es un proceso
que compite desde un punto de vista er@géon el crecimiento somatico (Conan,
1985; Hartnoll, 1985; Provenzano, 1985; Sok8B8; Nelson, 1991), la inhibicién de la
maduracion ovarica mediante la administbaaile DA podria constituir una herramienta

valiosa para incrementar ekecimiento de las hembras.
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1.4 Factores evaluados para optimizar la produccién de “semilla”

1.4.1 Factores maternos: Tamario de la madre y nimero de puestas

La calidad de las progenies dependegean medida del estado fisioldgico del
lote parental, el cual estd dado pmnpadmente por su tamafo corporal, estado
nutricional y el nimero de puesi@msecutivas (Racotta et al., 2003).

Se ha demostrado en ciertas egeale crustaceos decapodos que algunos
indicadores de la calidad geogenie, tales como ladundidad, el tamafio de huevos y
larvas, y la supervivencia y resistencia &éra la inanicion dependen del tamafio de la
madre (Litulo, 2005; Maguire et.aP005; Kozak et al2006; Sadez-Royuela et,&2006;
Figueiredo et al 2008; Sato & Yoseda, 2008; Moland et, &010; Sato & Suzuki,

2010), y del numero de puestas (Emmaers1980; Hansford & Marsden, 1995;
Marsden et al 1997; Kobayashi, 2001; Wu et al., 2010).

En el cultivo deC. quadricarinatusse recomienda seleccionar a los animales
mas grandes (de un peso mayor o ligaa50-60 g) para ser utilizados como
reproductores, dado que se supone s@ doimales que presentan las mejores
cualidades (Lawrence & Jones, 2002), y se utilizan todas las puestas producidas por
hembra (de 3 a 5 por periodo reproductiydasser & Rouse, 1997). Sin embargo,
dicho criterio de seleccion no se basaestudios que hayan determinado de manera
concluyente el efecto del tamafio de la rmaddel nimero de puest sobre la calidad
de los huevos y juveniles. Por lo tanto, se hace necesario evaluar estos factores maternos,
con perspectivas de desarrollar nuevas tésnde manejo a parde los resultados

obtenidos, y producir de este modo lotesidas mas numerosos y de mejor calidad.
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1.5 Objetivos generales

(A) Manipular la proporcion sexual paraciementar la cantidad de machos @e
quadricarinatus

(B) Inducir un mayor crecimiento somatico de las hembrd3. dgiadricarinatus

(C) Inducir un mayor crecimiento somatico de los machds. dpiadricarinatus.

(D) Evaluar la calidad de progenie en fiemcdel tamafio de la madre y del niumero de

puestas ef. quadricarinatus

1.6 Organizacion de la tesis

La tesis estd organizada en 6 capitulos. En el Capitato realiza una breve
descripcion de la especie en estudio YV mencial para swultivo. Asimismo, se
mencionan los objetivos generales de trabajo y se describen brevemente los
antecedentes sobre cada tematica abordada.

En cada uno de los capitulos siguientes se aborda un objetivo particular de
trabajo junto con las hipétesis correspontiisnde tal modo que cada capitulo incluye
su propia metodologia, resultados y discusion.

Particularmente, en el Capitulo s evalla el efectde la exposicion de
juveniles de C. quadricarinatus de reciente difereng@tion sexual a diferentes
temperaturas, sobre el crecinti@y aspectos reproductivos.

En el Capitulo 3e evallua el efecto de la abtan de la GA en juveniles macho
deC. quadricarinatussobre el crecimiento gspectos reproductivos.

En el Capitulo 4e evalla el efecto de la adisiracion de dopamina a juveniles

hembra deC. quadricarinatussobre la maduracion ovarica y crecimiento somatico.

10



Introduccién general

En el Capitulo 5se evalla el efecto del tamafio de la madre y del numero de
puestas sobre la calidad de las progenigs. dgiadricarinatus

Finalmente, los resultados obtenidos en los capitulos precedentes son integrados
en una discusion general, en la cual seagast las conclusiones principales de la tesis.

Dichas consideraciones finaleonstituyen el Capitula 6

11



CariTuLo 2

Efecto de la temperatura sobre la supervivencia,
crecimiento y parametros reproductivos de la

langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus.

Los objetivos particulares del presente capitulo han sido

parcialmente publicados como:

TROPEA, C.,PIAZZA, Y. AND LOPEZ GRECO, L.S.

Effect of long-term exposure to high temperature on growth, survival and

reproductive parameters of the “redclaw” crayfish Cherax quadricarinatus.

Aquaculture Abril 2010; 302(1-2):49-56.



Factor fisico: Temperatura

2.1 Introduccioén

En numerosos trabajos se ha analizadefesito de ciertas variables fisicas, tales
como la temperatura y salinidad, sobre el crecimiento y supervivencia de camarones
peneidos (Bartlett et al1l990; Lester & Pante, 1991; Bray al., 1994; Wyban et al.,
1995; Ponce-Palafox et al., 1997), langostasmaa (Thomas et al., 2000), y langostas
de agua dulce (Morrissy, 1990; King, 19%4nes, 1997; Verhoef & Austin, 1999;
Meade et al., 2002; Garcia-Guerrero abt, 2003b; Carmona<alde et al., 2004;
Hammond et al.,, 2006; Harfitu, 2009; Kozak et al., @9). La temperatura en
particular demostré ser un importante facttwsico que influye sobre la actividad
metabolica (Thomas et al., 2000; Meade gt28102; Garcia-Guerrero et al., 2003b), la
alimentacion (Whitmore, 1997) y el crecimier{Ponce-Palafox et al., 1997; Verhoef et
al., 1998; Thomas et al., 2000; Carmona-Osalde et al., 2004; ¢harlkD09) de los
crustaceos decapodos.

Para mejorar el rendimiento econdmico en los sistemas de cultivo, muchos de
los estudios mencionados pi@wente se centraron en determinar los limites superior e
inferior del rango de temperaturas 6ptimo, bajo el cual los pardmetros de crecimiento y
supervivencia son maximos @vtissy, 1990; King1994; Jones, 1997; Ponce-Palafox et
al., 1997; Garcia-Guerrero et al., 2003b; GarerOsalde et al., 2004; Hammond et al.,
2006). En el caso particular de la langosta de agua Ghlesax quadricarinatysKing
(1994) y Meade et al. (2002) observaron quejliveniles recién eclosionados alcanzan
una tasa de crecimiento y un incrementgdso maximos a la temperatura de 30°C y
28°C, respectivamente, mientras que la supervivencia es maxima en un rango de 24-
30°C, resultando letales aqueltamperaturas inferiores asld5°C. Por su parte, Jones

(1997) y Masser & Rouse (199@¢pservaron que el crecimiende juveniles de la
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misma especie en un estadio de desarmlis avanzado (0,50-1,50 g) resulta 6ptimo
entre 24 y 28°C, reduciéndose fuertemente por debajo de los 20°C y por encima de los
34°C, mientras que su supeencia es significativamente menor a dicha temperatura. A

Su vez, resultados preliminares obtenidos en el laboratorio muestran un efecto negativo
de temperaturas mayores a 31°C sobreedimiento y la supervivencia de juveniles
tempranos (0,02-1,00 g) (Vazquez, 2011) y sdharadherencia de los huevos en las
hembras ovigeras (LOopez Greco, comunicacion personal). De acuerdo a estas
observaciones, se consideraegel rango de temperaturéptimo de la especie se
encuentra entre los 24 y los 30°C.

Por otro lado, Sanchez de Bockl&pez Greco (2010) han demostradoGn
quadricarinatusque la proporcion sexupliede ser manipulada grveniles de reciente
diferenciacion sexual hacia una mayor proporciérmachos o intersexos macho con un
desarrollo normal de las gonadaappendices masculinaenediante el incremento de
la temperatura. En dicho trabajo se propone hacer uso de la plasticidad sexual de la
especie como una herramienta para obtenkivos monosexo s6lo macho, mediante
los cuales se incrementaria la produccion de carne (Curtis & Jones, 1995; Jones &
Ruscoe, 2001; Aflalo et aR006; Rodgers et al., 2006).

En relacién a la influencia de la tematerra sobre los parametros reproductivos
de los crustaceos decapodos, se sabe quemias especies de langostas marinas y de
agua dulce el incremento de tengiara reduce la produccion esperméfBagnot &

Lépez Greco, 2009a), y acelera la maduraoidrica (Matsuda et al., 2002; Carmona-
Osalde et al., 2004; Sanchez de Bockd&ez Greco, 2010). En camarones peneidos la
temperatura también afecta la calidad espgcmala maduracion dvica y la tasa de
puesta (Bray et al., 1985; Pascual et al., 1P@8¢z Velazquez et al., 2001; Hoang et al.,

2002a).
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El conjunto de trabajos meionados analizé el efecto de la temperatura en
determinados estadios del ciclo de vida la especie comspondiente (periodos
experimentales cortos), y s@tgunos de ellos han estudiagl@efecto de la temperatura
sobre los sistemas reproductores mirsgcuy femenino desde un punto de vista

histoldgico (Bugnot & Lopez Greco, 200%anchez de Bock & Lopez Greco, 2010).

2.2 Objetivo

Evaluar el efecto de la exposicion mnafjada (360 dias) a una temperatura que
se encuentra en el limite superior del rango de temperaturas OptimG. de
quadricarinatus sobre el crecimiento y parametros reproductivos de juveniles macho y
hembra, desde un estadio de recienterelii@acion sexual hasta alcanzar la madurez

sexual.

En el marco de este objetivo@antearon las siguientes hipétesis:

» Hipdtesis 1 la exposicion de hembras juvenitissreciente diferenciacion sexual
a una temperatura en el limigaiperior del rango de tempauras optimo de la especie

induce la reversion sexual y/o mayor crecimiento somatico.

» Hipotesis 2 la exposicion de machos juveniliss reciente diferenciacion sexual
a una temperatura en el limigaiperior del rango de tempauras optimo de la especie

induce un mayor crecimiento somatico.
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2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Obtencion de los animales

Los juveniles utilizados en el presefvi@bajo fueron obtenidos bajo condiciones
de laboratorio, a partir de un lote de angsaleproductores suministrado por el criadero
Las Golondrinas, Entre Rios, Argentina. Dichos animales reproductores fueron
mantenidos en acuarios de 60x40x30 cm costelo 30L de agua corriente declorada a
pH 7,5-7,8, con aireacion constany aclimatados a las caoines de temperatura (27
+ 1°C, mediante calentadores ATMAN® @60 W, precision I®), fotoperiodo (14:10
hs luz:oscuridad) y alimentacioilodeasp. y alimento balanceado para peces disco
Tetracolor, TETRA®, cuya goposicion aproximada ed7,5% de proteinkruta, 6,5%
de lipidos, 2,0% de fibra, 6,0% humedad, 1 &&46sforo y 100 pg/kg de vitamina C)
del laboratorio durante un mes previo atim de los ensayos o@spondientes (periodo
de aclimatacion).

Transcurrido dicho periodo, se dispusietos lotes de reproductores, colocando
4 hembras y 1 macho por acuario de 60x40x30 cm (20,8 anim3lestmeniendo 30L
de agua declorada, bajo las condiciodespH, aireacion y fotoperiodo descriptas
previamente. En cada acuario se colocaron taiiosiricos de PVG10 cm de diametro
por 25 cm de largo) que los animaledizan como refugios (Jones, 1995a; Austin,
1998).

Al momento de detectar una hembragava con los huevos ya adheridos a los
ple6podos, se procedid a separacion en acuarios deastico individuales de
33,5x25x19 cm, bajo las mismas condiciones de aireacion, fotoperiodo y alimentacion

que las descriptas previamente. El nimetal tie hembras ovigeras utilizadas fue de 6.

16



Factor fisico: Temperatura

Cuando los juveniles alcanzartammindependencia en el edta Ill (Levi et al., 1999),
fueron separados de sus madAdsmomento de presentan peso aproximado de 0,20
g fueron sexados manualmente, teniendo en cuenta que las hembras presentan aberturas
genitales en la base del tercer par de pereidpodos y los machos presentan aberturas
genitales/6rganos copuladores en la lEdeuinto par de pereiépodos (Fig. 2.1).

Del conjunto de las 6 camadas obtenidasseleccionaron akzar 72 machos y

72 hembras para el experimento. El pesoiah medio no difirid significativamente

(p>0,05) entre los juveniles macho (0;20,02 g) y hembra (0,220,01 Q).

Fig. 2.1. Anatomia externa de machos y hembrasCdeguadricarinatusen vista ventral. (A)
Hembra con gonoporos femeninos (GF) en la daseercer par de pereidpodos. (B) Macho con
organos copuladores (OC) erblase del quinto par de pereiépodos.

2.3.2 Disefio experimental

Se trabajé con ambos sexos por separado. Los juveniles macho y hembra fueron

asignados aleatoriamente a undadesiguientes tratamientos:

- TEMPERATURA NORMAL (C3xposicion a una temperatura del agud@de 1°C;

- TEMPERATURA ALTA (TAgxposicién a una temperatura del agua d& B@.
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Estas temperaturas fueron seleccionadas en base a resultados previos obtenidos
en el laboratorio (Sanchez de Bock & Lépez Greco, 2010; Vazquez, 2011). Ambas se
encuentran dentro del rango temperaturas Optimo de kspecie. La Temperatura
Normal esta incluida entre aquellas a las guerecimiento de los juveniles es 6ptimo
(24-28°C), mientras que la Temperatura Abastituye el limite superior del rango.

Se asignaron 12 animales poruago de vidrio de 60x40x30 cm (50
animales/rf). Cada acuario contenia 30L dgua corriente declorada con aireacion
continua, y constituy6 una réplica. De estedo, cada grupo experimental conté con 3
réplicas (3 acuarios por tratamiento y gexo), utilizdndose un numero total de 12
acuarios. Los refugios utilizados consisireen tubos de PVC (10x2x2 cm) y trozos de
red de tipo “cebollera”. A lo largo dgberiodo experimental los refugios fueron
reemplazados por tubos cilindrsicde PVC de mayor tamafio (5 cm de diametro por 10
cm de largo), en funcion del crecimientolde animales (Fig. 2.2). El experimento se
llevé a cabo bajo un fotoperiodo constanteldelO hs luz:oscuridad. La temperatura
fue monitoreada diariamente para asegurarasedacion maximale 1°C alrededor de
los valores correspondientes a cadaatmnto. Los juvenike fueron alimentados
diariamente yad libitum con alimento comercial Tetracolor, TETRA®,BJodeasp.

Todos los acuarios fueron limpiados yagjua completamente renovada una vez a la
semana. El periodo experimenfak de 360 dias, durante @lal los animales fueron
sexados y pesados (precision 0,1 mg) cadaliasS, y la mortalidad fue registrada

diariamente.
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{ Acuarios de
- experimentacion

Red de tipo

S~ t cebollera

Calentador

-«

Fig. 2.2. Disefio experimental general: cada acuaenteniendo un determinado numero de
animales constituye una réplica. Tanto la temfpga como la aireacion del agua son constantes.

Los refugios consisten en tubos de@y/trozos de red de tipo “cebollera”.

2.3.3 Evaluacién macroscopica y microscopica

Al finalizar el experiment, todos los animales fueron pesados (precision: 0,01 g)
y se registraron las siguientes variablesfométricas (precision: 0,01 mm): largo del
cefalotérax (LC), entre el &emo anterior del rostry el extremo posterior del
cefalotérax; largo postorbital del cefalotoréPC), entre el margen posterior de la
Orbita y el extremo posterior del cefalmx; ancho del pleon (AP), medido en el
segundo segmento abdominal; largo, anchaltg de las quelas (LQ, AQ, AIQ,
respectivamente); y largo dedd patch(LRP), cuando correspondia (Fig. 2.3).rédl

patch es una zona no calcificada de colojoydocalizada en el borde externo del
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propodo de las quelas de los machos, cuyaién se relaciona pbablemente con la
atraccion de la hembra o con su manipdlaalurante el apareamiento, o bien con la

“sefializacion” del tamafio y calidad dekhamo (Thorne et al., 1989; Karplus et al.,

2003h).

Largo del cefalotdrax (LC)

Largo postorbital de
cefalotérax (LPC)

Ancho del
pleon (AP)

Ancho de la
quela (AQ)

VARIABLES MORFOMETRICAS
REGISTRADAS EN LA LANGOSTA DE
AGUA DULCE CHERAX
QUADRICARINATUS

. Largo del red patch (LRP)

Fig. 2.3. Variables morfométricas registradas en cadanal mediante un calibre digital de

precisién 0,01 mm (Schw®).
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Luego de anestesiar a los animales con frio (se los coloco en hielo durante 15
minutos), el caparazén fue removido y ebservo el sistema reproductor para
determinar su tamafio relativo, forma y color.

El sistema reproductor masculinode C. quadricarinatusonsiste en un par de
testiculos de color blanco opalescente, cada uno de los cuales se conecta en su porcion
media con el vaso deferente (VD). En ekmo se distinguen 3 regiones: (1) proximal
(mas cercana al testiculo), de color simid del testiculo y con un alto grado de
enrollamiento; (2) media, muy enrollada y de color blanco; y (3) distal, recta y de color
blanco intenso. El diametro del vaso deféeese incrementa desde la region proximal
hacia la region distal. Esta ultima desemboca y se abre eppesndices masculinae
(6rganos copuladores) (Lopez Greco et 2007). Los espermatozoides provenientes
del testiculo son empaquetados y rodeadad easo deferente proximal (VDP) por una
fina capa denominada “capa primaria”| despermatéforo, formando el cordén
espermatico. En el vaso defate medio (VDM) se sinteth una matriz que rodea dicha
capa primaria y que es llamada “capa secundaria” del espermatéforo. La misma esta
formada por dos componentes distribuidosr#mera uniforme: la matriz homogénea y
las gotas citoplasmaticas (Lopez Grecalgt2007; Lopez Greco & Lo Nostro, 2008).

El sistema reproductor femeninode C. quadricarinatusconsiste en un par de
ovarios fusionados en su regién postegoconectados a oviductos, los cuales son
estructuras delgadas y opalescentes que te&néa&n lateralmente para abrirse en los
gonoporos (Vazquez et .al2008). El grado de maduracion de los ovarios fue
determinado utilizando la siguiente escala de color: transparente (estadio I), crema a
naranja palido (estadio Il), naranja coguaos oocitos verdes (estadio Ill), y verde

oliva (estadio 1V) (Vazqueet al., 2008) (Fig. 2.4).
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Fig. 2.4. Estadios ovaricos deéC. quadricarinatus. (A) Estadio |: ovario transparente
(reproducido de Vazquez, 2011). (B) Estadio Il:ravarema a naranja palido. (C) Estadio lll:
ovario naranja con algunos oocitos verd¢d) Estadio IV: ovario verde oliva. HP:

hepatopancreas, OV: ovario, OVI: oviducto.
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Luego de realizar las observaciones rascopicas correspondientes, el sistema
reproductor de cada animal fue rapidareedisecado, pesado (precision: 0,1 mg), y
fijado en solucibn acuosa de Bouin aote 4 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, los tejidos fueron deshidratagmsuidos en Glicol Metacrilato (Leica
Historesin, Leica Microsystems®), cortados en secciones gen4de espesor y
coloreados con Azul de Toluidina y Hemalima-Eosina. Al menos 3 cortes por animal
fueron inspeccionados bajo microscopio dpt{tmager A.1, Zeiss®) y fotografiados
con camara Nikon® de 7 mpx. En las hembegsdetermind la presencia de oocitos
primarios y secundarios de acuerdo a Abdal. (2000) y Vazquez et al. (2008)se
midié el diametro mayor y menor de los tos cuyos ndcleos an visibles, con un
lente ocular micrométrico 8X (Zeiss®) itahdo mediante una placa Leitz Wetzlar de
10 um de espaciamiento (Sdnchez de B&ckbdpez Greco, 2010). En los machos, se
analizé cualitativamente la estructura del testiculo, del VD, y de la capa primaria y
secundaria del espermatéforo. También serh@t® el nimero de lobulos testiculares
maduros (conteniendo espermatides o espiznides; LM) e inmaduros (conteniendo
espermatogonias o espermatocitos) (An et al., 2011).

Por ultimo, se disecaron las quelas y el pleon de cada animal, los cuales fueron

pesados (PQ y PP, respectivamente) (precision: 0,01 g).

2.3.4 indices calculados

La supervivencia fue expresada como el porcentaje de animales vivos dentro de
cada tratamiento y para cada sektérmino del experimento.
Las férmulas utilizadas para calculdss indices relativos al crecimiento

somatico fueron las siguientes:
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» Tasa de Crecimiento gscifica, TCE = 100*((logpeso corporal final — lQeg
peso corporal inicial)/tiempo), donde artipo fue expresado en dias, y el peso
inicial y final correspondieron al pescopnedio de los animales de cada acuario
al comenzar y finalizar el experimentrespectivamente (Jussila & Evans, 1996,
1997; Reynolds, 2002);

» Incremento de Peso, IP = 100*((peso coapdinal — peso corporal inicial)/peso

corporal inicial), correspondiendo el peswia y final al peso promedio de los

animales de cada acuario al comemn y finalizar el experimento,
respectivamente (Jones, 1995b);

Ancho Relativo del Pleon, ARP = AP/LC;

Peso Relativo del Pleon, PRP = PP/peso corporal final,

Alto Relativo de las Quelas, AIRQ = AIQ/LQ;

Peso Relativo de las Quel&@&RQ = PQ/peso corporal final,

YV V VYV VvV V

Largo Relativo deRed PatchLRRP = LRP/LQ.

Las formulas utilizadas para calculas limdices relativos aistema reproductor

fueron las siguientes:

> Indice Gonadosomético, IGS = 100*(pest sletema reproductor/peso corporal
final), correspondiendo el peso del sisteraproductor y el peso corporal final
al peso promedio del sistema reproductor y al peso corporal final promedio de
los animales de cada acuario, respactiente (McRae & Miteell, 1995; Sagi et
al., 1996b);

» Proporcién de Lébulos Testicuer Maduros, PLM = 100*(nUmero de
LM/namero total de l6bulos testiculares);

» Proporcién de Machos cdRed Patch PMRP = 100*(nUmero de machos con

red patctinimero total de machos);
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» Proporcién de Estadio Ovarico X, PEO100*(nimero de estadios ovaricos
X/numero total de ¢adios ovaricos);

» Diametro Oocitario Medio, DOM = {@metro mayor + diametro menor)/2,
calculandose un valor promedio para lescitos primarios y otro para los

oocitos secundarios.

Todos los indices descriptos fuercalculados para cada acuario (réplica),

excepto PLM, el cual fue calculado para cada tratamiento.

2.3.5 Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza (AN®\Sokal & Rohlf, 1995) de 2 factores
(temperatura x sexo) para comparar la supencia, peso final, TCE, IP, IGS y las
variables morfométricas (LC, LPC, ARPRP, LQ, AQ, AIRQ, PRQ, LRRP) entre
tratamientos para cada sexo y entre seberdro de cada tratamiento, y ANOVA de 1
factor para comparar el DOM y la PEO entegamientos para las hembras, y la PMRP
entre tratamientos para los machos. L#epea exacta de Fisher (Sokal & Rohlf, 1995)
fue utilizada para comparar la PLM entratéimientos para los machos. En aquellos
casos en los que no se cumplieron lapugstos de homogeneidad de varianzas y
normalidad aun luego de realizar las transfaciones correspondiestde los datos, se
aplicé el test no paramétrico Kruskal-WallBokal & Rohlf, 1995). Los resultados por
tratamiento son presentados como medieSt de acuerdo a Foted2004). Todas las
pruebas estadisticas fueron realizadas un nivel de significacion del 95%, mediante

el programa Statistica 6.0, StatSoft Inc.
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2.4 Resultados

2.4.1 Supervivencia y crecimiento

La supervivencia al final del experénto no difirid significativamentg$0,05)
entre tratamientos para cada sexo ni entkesspara cada temperatura testeada (Tabla
2.1).

El peso corporal (Fig. 2.5), incremento de peso (IP) (Fig. 2.5) y tasa de
crecimiento especifica (TCE) (Fig. 2.6) tes hembras no fueron estadisticamente
diferentes entre tratamientos al términoagerimento (Test de Kruskal-Wallis para el
peso,p>0,05; Tabla 2.1). El peso final de los machos fue similar en ambos tratamientos
(Test de Kruskal-Wallisp>0,05; Tabla 2.1), si bien sabservé una clara tendencia
hacia un mayor peso de los machos C respecto a los machos TA a partir del dia 90 de
comenzado el experimento (Fig. 2.5). Esta tandefue confirmada al analizar el IP y
la TCE, los cuales tendieron a diferir enteamientos a partir del dia 270 (Figs. 2.5y
2.6), siendo estas diferencias sfgaitivas al término del ensayp=0,007,p=0,009,
respectivamente; Tabla 2.1).

Por otro lado, no se encontraron diferes@@nificativas en los parametros de
crecimiento >0,05) entre machos y hembras exgias a TA, si bien los valores
correspondientes a las hembras dner ligeramente mayores que aquellos
correspondientes a los machos (Figs. 2.8.6; Tabla 2.1). A 27°C, se observo una
tendencia hacia un mayor peso e IP en lashus que en las hembras a partir del dia
270 (17,64+ 0,79 g los machos y 14,672,81 g las hembras; Fig. 2.5), siendo estas

diferencias significativas al término del experimento (Test de Kruskal-Wallis para el
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peso,p=0,049;p=0,004 para el IP; Tabla 2.1). La EGambién fue significativamente

mayor en los machos que en las hemipaB,002; Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Efecto de la temperatura sobre los parametros de crecimiento y las variables

morfométricas de machos y hembrasCleguadricarinatuduego de un periodo de exposicion

de 360 dias.

Parametro

Tratamiento

Numero inicial
Namero final
Supervivencia (%)
Peso inicial (g)
Peso final (g)
IP (%)

TCE (%/day)
LC (mm)

LPC (mm)
PRP (%)

ARP (%)

LQ (mm)

AQ (mm)
AIRQ (%)

PRQ (%)
LRRP (%)

Machos

36

9
25,00 + 4,817
0,21 £0,01°
26,96+ 1,11°

12647,34 + 723,83°

1,35 +0,02°
47,51 + 1,20°
33,10 £ 0,36°
26,80 + 1,20°
39,17 £ 0,75°
36,41 £ 2,04°
6,39 £ 0,48°
30,39 £ 0,40°
6,02 £0,21°

55,98 + 0,42°

Hembras

36

9
25,00 + 4,81°
0,21 +0,01°
17,87 +1,60°

8283,25 + 990,66"

1,23 +0,03°
42,48 + 1,06°
29,67 + 0,95°
30,87 +1,43°
43,86 +1,13°
25,66 + 5,14°
413+122°
26,57 +1,73°

2,82 +0,98°

Machos

36

13
36,11 + 7,35°
0,21 +0,03°
19,82 £ 4,75°

9271,86 + 904,47°

1,26 + 0,03
43,40 + 4,38°
30,40 + 2,14°
28,44 +1,21°
40,17 +1,60°
30,06 + 3,83°
4.83+0,71°
28,59 + 1,68°
417 £0,98°

51,14 + 6,52°

Hembras
36
15
44,67 + 8,97°
0,22 +0,01°
20,36 + 3,22%
922455 + 1444 15°
1,26 + 0,04°
4571 +219%
31,24 + 1,53%®
30,40 £ 0,47°
43,36 + 0,93°
28,59 + 3,65°
434 +051°
26,26 + 0,62°

3,16 + 0,86°

Nota las comparaciones se realizaron entre los tratamientos Control (C) y Temperatura Alta

(TA) para cada sexo y entre sexos dentro da tadamiento. AQ: ancho de las quelas, ARP:

ancho relativo del pleon, AIRQ: alto relativo @& quelas, IP: incremento de peso, LC: largo

del cefalotérax, LPC: largo postorbital del cefalotérax, LQ: largo de las quelas, LRRP: largo

relativo delred patch PRP: peso relativo del pleon, PRQ: peso relativo de las quelas, TCE:

tasa de crecimiento especifica. El valor deaceakiable presentado en la tabla corresponde al

promedio de los 3 valores medios obtenidws las 3 réplicas (acuarios) de cada grupo

experimental. El peso final fue analizado mediante el test no paramétrico Kruskal-Wallis,

mientras que el resto de las variables presentadas fueron analizadas mediante ANOVA.

Aquellos valores £ ES) con el mismo superindice no difieren significativamente entre si

(p>0,05).
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Fig. 2.5.Peso corporal (media ES) e Incremento de peso acumulado (medis) de machos

y hembras d€. quadricarinatuseexpuestos a dos temperaturas diferentes durante un periodo de
360 dias. Las comparaciones estadisticas se realieatre tratamientos para cada sexo y entre
sexos dentro de cada tratamiento, a los 360 diesrdenzado el experimento (tiempo final). El

(*) indica la presencia de diferencias significas entre los machos expuestos a 27°C y los

machos expuestos a 30°C, y entre los primeros y las hembras expuestapa®@s (
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2.4.2 Variables morfométricas

El largo del cefalotérax (LC), largo postorbital del cefalotérax (LPC), tamafio
(LQ, AQ y AIRQ) y peso relativo de las das (PRQ) de las hembras fueron similares
(p>0,05) en las 2 temperaturas evaluadasque se observd una tendencia hacia
valores mayores en el tratamiento TA (Tabla 2.1).

Por otro lado, los machos C preseataun LPC y un PRQ significativamente
mayores que aquellos de los machos p#0(046,p=0,006, respectivamente), siendo el
resto de las variables morfométricas similares entre tratamig09%; Tabla 2.1).
Del mismo modo, la proporciéon de animales ced patchtendié a ser mayor en el
tratamiento C §>0,05; Tabla 2.2). En ambas temperasyrla diferenciacion de este
caracter sexual secundariocuadd a partir del dia 150, cudn el peso promedio era de
6,73+ 1,08 g para los machos TA y de 845,01 g para los machos C.

En consonancia con lo observado al cormp#ys parametros de crecimiento de
machos y hembras, se encontraron valgignificativamente mayores de Lg=0,044)

y LPC (p=0,017) en los primeros, solo paratéanperatura de 27°E&I| PRQ sigui6 el
mismo patron [§=0,006) (Tabla 2.1). A su vez, smcontré6 que las medidas de las
quelas de los machos fueron significatiesate mayores que las de las hembras,
independientemente de la temperatarla que fueron expuestos (Lg%0,024; AQ,
p=0,017; AIRQ,p=0,003). Sin embargo, el ancho ysperelativos del pleon de las
hembras fueron significativamente mag®rque aquellos de los machg@sQ,000 vy

p=0,002, respectivamente), en ambas temperaturas testeadas (Tabla 2.1).
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2.4.3 Sistema reproductor

La temperatura no tuvo efecsobre la reversion sexude macho a hembra ni
de hembra a macho. Sélo se observé larsgme de hembra hacia intersexo hembra
(Vazquez & Lopez Greco, 2007; Vazquez, 204l se produjo eigual proporcion en
ambas temperaturas, habiendo revertidB3% de las hembras hacia el final del
experimento. Los intersexos hembra prgaron tanto gonoporos femeninos como
gonoporos masculinos (Fig. 2.pero sus gonadas consistieemovarios en todos los
casos. Dado que se considera a los interdexodra como funcionalmente hembras, se
los llamaréa de este modo aléwgo de todo el capitulo.

Tanto el indice gonadosa@tico (IGS) como la mporcién de los distintos
estadios ovéricos fueron dlares entre hembras C y TAX0,05; Tabla 2.2). Sin
embargo, la proporcion de hembras con ovagiogstadio IV (ovarios maduros) tendio
a ser mayor a temperatura alta, y a su vez el 20% (n=3) de las hembras TA ovularon a
diferentes tiempos a lo largo del meldo experimental (Fig. 2.8). Los oocitos
permanecieron adheridos a logépodos de las hembras durante un periodo de 7 dias
en promedio, luego del cual se observé la pérdida completa de los oocitos; en dicho
periodo las hembras presentaron un claro cotapioento maternal jeaireacion de los
oocitos y una disminucion en el tiempo empleado en la locomocion) (Hazlett, 1983). En
las hembras expuestas a 27°C no registr6 ningun evento de ovulacién ni
comportamiento maternal.

Por su parte, el analisis histologico lds ovarios revel6 cierto efecto de la
temperatura alta sobre el crecimiento gohadado que el didmetro oocitario medio
(DOM) de los oocitos primargfue significativamente mayen dicho tratamiento que
en el control (Test de Kruskal-Wallip=0,049; Tabla 2.2). Respto al DOM de los
oocitos secundarios, no se observaron diiges significativas entre tratamientos
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(p>0,05; Tabla 2.2). Por otro lado, 2 hembf#s presentaron ovarios de post-puesta o
remaduracion, en los que se observo la paaeate foliculos vacios delimitados por el

epitelio ovérico, y una pared del ovario magega y distendida (Fig. 2.9) (Vazquez et
al., 2008; Vazquez, 2011).

Por otro lado, los machos TA mostra una mayor proporcion de lobulos
testiculares maduros (PLMp£0,021; Fig. 2.10; Tabla 2.2nientras que el IGS tendio
a ser mayor en este tratantie respecto a los machos|©0,05; Tabla 2.2).

Desde un punto de vista histoldgico, testiculos no presentaron ningun tipo de
alteracién estructural, excepto por la presge un oocito previtelogénico en el 15,4%
(n=2) de los machos TA (Fig. 2.10C). Res al VD, se observé en la porcion
proximal y media de los machos dechth tratamiento una tendencia hacia un
incremento en la actividad secretora deitedip y cierta estratificacion de la capa
secundaria del espermatoforo. En la porcid@tatlidel VD, las gotas citoplasmaticas se
encontraban hipertrofiadas. Asimismo, se ctéten un caso una estructura anormal de

la capa primaria del cordon espermético (Figs. 2.11y 2.12).
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Tabla 2.2.Efecto de la temperatura sobre los patémseeproductivos de machos y hembras de

C. quadricarinatuduego de un periodo de exposicién de 360 dias.

Tratamiento

Parametro
C TA

Machos Hembras Machos Hembras
IGS (%) 0,91 + 0,067 1,85+ 0,68° 1,62 +0,28° 1,65 + 0,94°
DOM de oocitos primarios (um) - 262,83 + 13,32° - 208,81 + 0,93°
DOM de oocitos secundarios (um) - 879,82 + 86,95° - 872,13 £ 118,97°
Ovarios en estadio | (%) - 0,00 £ 0,007 - 0,00 £ 0,00%
Ovarios en estadio Il (%) - 40,00 + 16,677 - 22,22 +14,70°
Ovarios en estadio Ill (%) - 20,00 + 9,62° - 11,11 £ 8,33°
Ovarios en estadio IV (%) - 40,00 + 25,46° - 66,67 £ 14,70%
PLM (%) 30,87° - 54,78° -
PMRP (%) 91,67 + 8,33 - 58,33 £ 12,73° -

Nota las comparaciones se realizaron entre los tratamientos Control (C) y Temperatura Alta
(TA) para cada sexo y entre sexos dentro da tadamiento. DOM: diametro oocitario medio,

IGS: indice gonadosomatico, PLM: proporcion de lobulos testiculares maduros, PMRP:
proporcion de machos caad patch El valor de cada variable (excepto PLM) presentado en la
tabla corresponde al promedio de los 3 valores medios obtenidos en las 3 réplicas (acuarios) de
cada grupo experimental. Cada valor de PLM spwade al promedio de todos los machos de
cada tratamiento. EI DOM de los oocitos primarios fue analizado mediante el test no
parameétrico Kruskal-Wallis; la PLM fue analizag@diante la prueba exacta de Fisher; el resto

de las variables presentadas fueron aadis mediante ANOVA. Aguellos valoresgS) con

el mismo superindice no difieren significativamente entne€1,(05).
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Fig. 2.7.Intersexo hembra d&. quadricarinatuscon gonoporos femeninos (GF) y gonoporos
masculinos (GM) en la base del terceyunto par de pereiépodos, respectivamente.

Abdomen
plegado
formando
una "camara
incubadora"

Qocitos adheridos a|
los pledpodos

Fig. 2.8.Hembra “ovigera” de

C. quadricarinatusperteneciente al

tratamiento Temperatura Alta.
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Fig. 2.9. Secciones histolégicas de ovario@equadricarinatuscoloreadas con Hematoxilina-
Eosina. (A) Vista general y (B), (C) detdl del ovario de remaduracion de una hembra
expuesta a 30°C, mostrando la presencia de foligakiss delimitados por el epitelio ovérico,

y una pared ovarica mas gruesa y distendida. Barras de escala: (f)m2@), (C): 110um.

CF: células foliculares, FV: foliculo vacio, Ol: oocito intermedio, OP: oocito primario, PO:

pared ovarica.
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Fig. 2.10. Secciones histoldgicas de testiculo @equadricarinatuscoloreadas con Azul de
Toluidina. (A) Vista general del testiculo da macho expuesto a 30°C, mostrando una mayor
proporcion de lébulos testiculares maduros respecto a los inmaduros. (B) Vista general del
testiculo de un macho expuesto a 27°C, mostrandanayor proporcion de lobulos testiculares
inmaduros respecto a los maduros. (C) Vista gédefdesticulo de un macho expuesto a 30°C,
mostrando la presencia de un oocito primario engrdédloulos testiculares. Barras de escala: (A),

(B): 100pum; (C): 80um. LTI: I6bulo testicular inmador LTM: I6bulo testicular maduro.
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Fig. 2.11. Secciones histologicas del vaso deferente (VD) de mach@ deadricarinatus
expuestos a 27°C, coloreadas con Azul de TolaidiA) Vista general de la porcién proximal
del VD, y (B) detalle de la porcion distal del YBostrando la estructura normal de la pared,
del corddn espermatico y la capa secundarigesigérmatoforo. Barrade escala: (A): 4Qum;

(B): 20 um. CE: corddn espermético, CM: capa musculdt: capa primaria del espermatoforo,

CS: capa secundaria del espermatoforo,dpRelio del VD, GC: gotas citoplasmaticas.

37



Factor fisico: Temperatura

Fig. 2.12. Secciones histologicas del vaso deferente (VD) de mach@ deadricarinatus
expuestos a 30°C, coloreadas con Azul de TolaidiA) Vista general de la porcion proximal

del VD, mostrando un aumento de la actividadeteca del epitelio. (B) Detalle de la porcién
distal del VD, mostrando la presencia de gotas citoplasméaticas hipertrofiadas en la capa
secundaria del espermatoéforo. (C) Vista general de la porcion media del VD, mostrando cierta
estratificacion de la capa secundadel espermatéforo. (D) Detatie la porcion distal del VD,
mostrando una gran desorganizacion de la capsapa del espermatoforo. Barras de escala:

(A), (B): 40 um; (C): 125um; (D): 15um. CE: corddn espermatico, CM: capa muscular, CP:
capa primaria del espermatoforo, CS: capa secundaria del espermatéforo, EP: epitelio del VD,
GC: gotas citoplasmaticas.
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2.5 Discusion

La presente tesis constituye el primabajo en el que se investigo el efecto a
largo plazo de la temperatura alta sobresu@ervivencia, crecimiento y parametros
reproductivos deC. quadricarinatus desde un estadio de juvenil temprano (0,20 Q)
hasta la adquisicion de la madurez sexaralas hembras y machos (peso promedio:
19,12+ 2,41 gy 23,3% 2,93 g, respectivamente).

No se encontré6 ningun efecto de lanperatura sobre la supervivencia de
machos y hembras, siendo la mayorialate muertes causadas por canibalismo al
momento de la muda. La supervivencia fuenor que aquella previamente reportada
para la especie (Curtis &des, 1995; Jones & Ruscoe020Rodgers et al., 2006), lo
cual puede atribuirse al hecho de que eprésente tesis se trabajé con una densidad
inicial (50 animales/R) y un periodo experimental (3@flas) mayores respecto a los
estudios previamente citados (delasi inicial entre 3 y 12,5 animale$/nperiodos
experimentales entre 160 y 310 dias).

Por su parte, el efecto de la tempertswobre el crecimiento somatico vario de
acuerdo al sexo. En las hembras, el misméuranfluenciado por la temperatura alta.
Esto es consistente con resultados obtenmiesiamente en el laboratorio, los cuales
muestran la ausencia de diferencias sigrifiaa en los parametros de crecimiento de
juveniles hembra expuestos a 26 y 31°C &idgo de un periodo de 150 dias (Sanchez
De Bock & Loépez Greco, 2010). En el cad® los machos, el crecimiento somatico
pareci6 ser afectado negativamente porrgpratura alta desde un peso aproximado de
13 g. Esto podria deberse a pusible disminucion en limgesta de alimento o a una
derivacién de energia hacia procesos relacimmadn el estrés térmico; en dicho caso,

ambos factores estarian afeudo en mayor medida a loschas que a las hembras. La
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imposibilidad de encontrar diferencias signifiecas en el peso de los machos expuestos

a ambos tratamientos podria atribuirse al gitalo de variabilidad entre réplicas, como

ya se ha observado previamente en estudios realizados en langostas de agua dulce
(Hammond et al., 2006; Rodgers et @006). Estos resultados llevarrexhazar las

hipétesis de trabajo 1 v 2.

La ausencia de efecto de la tempekatalita sobre la supervivencia de ambos
sexos y sobre el crecimiento de las hembpanto con su efecto negativo sobre el
crecimiento de los machos, pareciera cal@ca la tendencia general observada en
otras langostas de agua dulce depanancia comercial, tales con®. destructor
(Verhoef et al., 1998; frhoef & Austin, 1999)Paranephrops zealandicyslammond
et al., 2006)Astacus leptodactylug Pacifastacus leniusculu$larlioglu, 2008; Kozak
et al., 2009). En dichas e=pes, la supervivencia dismiye y el crecimiento aumenta
al incrementarse la temperatura dentroagecorrespondienteasingos de temperatura
optimos. El mismo patrén fue observado ponée-Palafox et al. (1997) en el camarén
blancoLitopenaeus vannamesin embargo, es importante ser cautelosos a la hora de
comparar estos resultados con los obten&loda presente tesis dado que en dichos
trabajos los periodos experintales fueron mas cortos, lcangos de peso (peso final-
peso inicial) fueron menores, y se trabe@gim ambos sexos en conjunto. Ademas, el
hecho de que la supervivencia disoya al aumentar la temperatura llevo
inevitablemente en dichos trabajos a unaagadn en la densidad de animales en los
tanques de experimentacion, lo que a su vez pudo haber afectado el crecimiento (ver
mas abajo).

Cuando se compararon los parametros de crecimiento de machos y hembras
expuestos a 27°C, se observd que el crenbmide los primeros comenzé a ser mayor

que el de los segundossdie un peso aproximado de 19g. esta talla, las hembras se
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encuentran madurando sus ovarios (Vazquet ,2008), proceso que compite desde el
punto de vista energético con el crecinmesomatico (Nelson, 1991). Este factor
explicaria, al menos en partetainano diferencial de ambos sexos.

Por otro lado, los machos presentabonmayor tamafo y peso relativos de las
quelas que las hembras y éstas a su veemasn un mayor anchopeso relativos del
abdomen que los primeros, independient@mele la temperata a la que fueron
expuestos. Se sabe que los machos produosenmayor cantidad de musculo en las
quelas y que las hembras producen una mayor cantidad de musculo en el abdomen (Gu
et al., 1994), lo que explidarel hecho de guanimales del mismo tamafio (machos y
hembras expuestos a 30°C) produzcan la meamtdad total de musto y por lo tanto
pesen lo mismo. A 27°C por ebntrario, la produccion de musculo (y por lo tanto
también el peso) fue mayor en los machos que en las hembras dado que los primeros
adquirieron un mayor tamafo.

Estos resultados confirman aquellos olates previamente en la especie (Curtis
& Jones, 1995; Karplus et al., 1995; Sagal., 1997; Jones &uscoe, 2001; Rodgers
et al., 2006), segun los cuales los cultivasnados sélo por machos presentan un peso
medio mayor que aquellos formados so6lo por hembras o mixtos. Sin embargo, en
aquellos estudios los iamales se reprodujeron en lonigaes experimentales debido a
errores cometidos durante el sexado dandiwiduos al momento de su seleccién y/o
posibles eventos de reversidn sexual durbogeexperimentos. Este hecho llevé a un
incremento en la densidae los estanques experimentales, enmascarando posiblemente
los resultados. En el presenrabajo, las hembras emgin momento tueiron contacto
con los machos, dado que ambos sexos fueron expuestos separadamente a los distintos
tratamientos. Por lo tanto, los resultadd#enidos aqui demuestran claramente que

machos y hembras expuestos a una temparéptima de crecimiento experimentan un
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crecimiento diferencial, yugieren que el retardo en etecimiento somatico de las
hembras se debe con mayor probabilidémsgrocesos relacionados con la maduracion
ovarica que a la competencia por los recufatsiento, refugios, etc) con los machos.
Tanto los machos como las hembras mostraron un crecimiento bajo en ambos
tratamientos en relacion a lo obtenido &gunos de los estudios ya mencionados
(Curtis & Jones, 1995; Jones & Ruscoe, 20Rbdgers et al., 2006). Una nutricion
deficiente de los animales podria explieste fendmeno. Sin embargo, el alto valor
nutricional del alimento comeasd utilizado, junto con el estado general de los animales
y el examen macroscépico de sus hepatapasc(color y texturaal momento de ser
sacrificados reflejan en parte el buen estaatoicional de todas falangostas. La razon
principal que explicaria el bajo crecimientbtenido podria ser la condicién de alta
densidad a la que se mantuvo a los aninaleslargo de todo gleriodo experimental.
Muchos estudios han demostrado la relacitrelisa que existe entre la densidad y el
crecimiento en langostas de agua dyksiken & Waddy, 1992; Brown et al., 1995;
McClain, 1995; Morrissy et al., 1995; Rn& Rouse, 1996; Véoef & Austin, 1998;
Jones & Ruscoe, 2000; Rodriguez-Sernalet 2000; Rodgers adl., 2006). En la
presente tesis se trabajé con una densidad inicial muy alta (50 anirfjala&amzando
una densidad final entre 2 y 20 veces raia que aquellas reportadas en estudios
previos (Curtis & Jones, 1995; Jones &sRoe, 2001; Rodgers et al., 2006). Como
Aiken & Waddy (1992) indican, una alta dersidpuede provocar el deterioro de la
calidad del agua, la dismindci de los recursos esenciatakes como el alimento y el
refugio, y/o el incremento en la frecuenda interacciones comportamentales. En el
presente trabajo, los primerdss factores fueron minimizadadravés de una constante
supervision de las condiciones dgua y a través de la alimentaciad libitumde los

animales. Sin embargo, el tercer efecto fue silge de controlar. Eeste sentido, la
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alta densidad podria haber favorecido la existencia de interacciones sociales negativas,
lo cual a su vez podria haber retalol@| crecimiento de los animales.

Los resultados obtenidos en relacion desempefio en el crecimiento son
importantes desde un puntovdsta comercial, dado quedicarian la inconveniencia de
utilizar temperaturas en el limite sumeridel rango de temperaturas optimo de la
especie para obtener un crei@nto éptimo de los machos. temperatura alta del agua
constituiria un problema no sélo en los paises tropicales en los que el agua de los
estanques externos de engopmiede alcanzar facilmentes 30°C (Masser & Rouse,
1997), sino que también en ciertas zonadodepaises templados. En este sentido,
Wicky et al. (2008) monitorearon la tempera del agua de estanques de cultive€de
quadricarinatusen Corrientes (Argentina) y obtuvioer valores medios de 30°C durante
los meses de verano. En estos casos, se haria necesario evaluar los beneficios y costos
del uso de sistemas de enfriamiento paraeldt disminucion en el crecimiento de los
machos. Sin embargo, no puede descartans efecto de la densidad sobre el
crecimiento de los machos, dado que enathiniento TA la densidad fue ligeramente
mayor que en el tratamiento C, lo cymldo haber generado un menor crecimiento
somatico. Aun asi, esta posibilidad se aberm improbable debido a que en el caso de
las hembras la densidad también fue ligeramente mayor en el tratamiento TA, sin
afectar esto el crecimiento somético de las mismas.

Por otro lado, se observaron ciertosctds de la temperatura sobre los
parametros reproductivos en ambos seXdgunas hembras expuestas a temperatura
alta ovularon, lo cual sugiere que la esip@dn a 30°C estiglaria la primera
maduracién ovarica y/o la puesta; esto sereftejado asimismo por la tendencia
observada hacia una mayor proporcion liembras con ovarios maduros en el

tratamiento TA. Estos resultados son consistenbn estudios previos realizados en las
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langostas de agua dulBe llamasi(Carmona-Osalde et al., 20040yconectes viridis
(Portelance & Dubé, 1990). Asimismo, concuardon el comienzo mas temprano de la
vitelogénesis secundaria en hembrasCdeguadricarinatusexpuestas a temperaturas
crecientes (Sanchez De Bock & Lopeze@y, 2010) y con la myar tasa de puesta
observada en hembras expuestas a 30°C & &wouse, 1995). &i embargo, en este
ultimo estudio la presencia de los macksla cépula podrian haber funcionado como
estimulos para la puesta de huevos. Potaldo, es importante resaltar que en el
presente trabajo las hembras fueron exjaseat una temperatura de 30°C desde un
estadio juvenil hasta alcanzar la mausexual y que en ningn momento tuvieron
contacto con machos. Aun asi ovularon, ¥ tmcitos se adhirieron a sus pledpodos.
Estos resultados contribuyen a ampliarcehocimiento sobre los poco conocidos
factores que disparan y estimulan ambuscanismos, demostrando que la puesta es
independiente de la copula y que tantc@nportamiento maternal observado en las
hembras como la adherencia de los oocitos a los pledpodos son independientes de su
fertilizacion.

El posible efecto del tratamiento TAobre la maduracion ovarica no se
evidencié al comparar la proporcién de lodidtes estadios ovéricos, ni el IGS, ni el
DOM de los oocitos secundarios con aquelladgmidos en el tratamiento C. Esto podria
haberse debido a la condicibn de post-puesta de algunas hembras sometidas al
tratamiento TA, las cuales habrian pmsdo en consecuencia ovarios de re-
maduracion (menos desarrollados y de menso)al término del experimento. Un alto
grado de variabilidad entre hembras dedegaada tratamiento podria explicar también
la ausencia de diferenciagsificativas entre tratamientos.

Por otro lado, la presente tesis constitalyprimer reporte sobre cierto efecto de

la temperatura alta en la primera etapdadeitelogénesis en teostas de agua dulce,
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evidenciado por un mayor DOM de los oositprimarios en las hembras expuestas a
30°C. Este resultado indicaria asimismo dioha temperatura aceleraria el crecimiento
ovarico desde sus fases tempranas, lal @oncuerda a su wecon la tendencia
observada y discutida previamenteita una maduracion ovarica acelerada.

En el caso de los machos, se obsancel tratamiento TA una mayor PLM y
una tendencia hacia un mayl@S, lo cual sugiere que tes machos derivarian una
mayor cantidad de energia hacia el dedlarrdel sistema reproductor y que este
tratamiento aceleraria la espermatogéneSin embargo, Bugnot & LOpez Greco
(2009a) encontraron que machos adultos (peso medio &G2(B0 g) expuestos a
temperatura alta (31°C) durante periodo de 180 dias tendiampresentar testiculos de
menor tamafio que los machos controln ama significativa disminucion en su
produccion espermatica. Estos resultados pseyimto con el andlisis histolégico del
contenido del VD, sugieren entonces quenalor IGS de los machos expuestos a una
temperatura alta responderia mas probablemente a una mayor cantidad de secreciones
en el VD que a un mayor desarrollo del sistema reproductola yina produccion
espermatica incrementada (no medida enedente trabajo). Por otro lado, la presencia
de oocitos primarios observada en los testcdle machos sometidos al tratamiento TA
constituye un fenémeno previamente repdot en machos adultos de la especie
expuestos a 23 y 29°C (Bugnot & Lépez @re2009a). Por lo tanto, no es clara la
relacion entre dicho fenémeno y la temperatura.

El efecto de la temperatura sobre f[mametros reproductivos de machos y
hembras de langostas de agua dulce es ungeaminvestigado. Carmona-Osalde et al.
(2004) demostraron que la teemptura incrementa el desalo ovarico en hembras de
P. llamasi, pero no altera la propotm de machos reproductivogersus no

reproductivos. El presente trabajo, junton resultados previos obtenidos en el
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laboratorio (Bugnot & Lopez Greco, 2009a; Sanchez de Bock & Lépez Greco, 2010)
representan un primer acercamiento haciateddesdel efecto de la temperatura sobre
los parametros reproductivos d& quadricarinatus.La temperatura alta utilizada
demostré tener un efecto beneficioso sdlar maduracion ovarica; teniendo en cuenta
que los juveniles recién eclosados presentan una tasacdecimiento maxima a 30°C
(King, 1994), se concluye que dicha tempempwdria ser utilizada en los sistemas de
cria (atchery de la especie. Sin embargo,s loesultados en machos no son
concluyentes, y una investighni mas exhaustiva se hace necesaria para determinar
claramente el efecto de temperatureercanas al limite uperior del rango de
temperaturas 6ptimo de la esgesobre su desempefio reproductivo.

Respecto a la reversiénxsel, la temperatura altao mostré ningun tipo de

efecto sobre la misma, por lo quereehaza la hipétesis de trabajo 1EI Unico tipo de

reversion sexual obtenido en ambos tratatoi fue en el sentido hembra-intersexo
hembra, el cual se observa habitualmenteslelaboratorio. Dichos intersexos fueron
caracterizados por Vazque20(11) como funcionalmente hembras, dado que si bien
desarrollan gonoporos masculinos, presentescteristicas gonadales similares a las de

las hembras. Los presentes resulsactinfirman dicha caracterizacion.
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CAPITULO 3

Efecto de la ablacién de la glandula androgénica
sobre el crecimiento y parametros reproductivos
de los machos de la langosta de agua dulce

Cherax quadricarinatus.

Los objetivos particulares del presente capitulo han sido

parcialmente publicados como:

TROPEA, C., HERMIDA, G. AND LOPEZ GRECO, L.S.

Effect of the androgenic gland ablation on growth and reproductive parameter of

Cherax quadricarinatus males (Parastacidae, Decapoda).

General and Comparative Endocrinology Noviembre 2011; 174(2):211-218.
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3.1 Introduccioén

La glandula androgénic&@Q) fue descubierta por 6nin (1947) en el cangrejo
Callinectes sapidus Posteriormente, Charnia@etton (1954) y Legrand (1955)
sugirieron que dicha glandutstaria involucrada en ctéseos anfipodos e isépodos en
la regulacién de la diferenciacion de loasracteres sexuales masculinos primarios y
secundarios, y en la inhibici@te la diferenciacion femeninRosteriormente, se sugirid
lo mismo para distintas especies destdceos decapodos, incluyendo a la langosta de
agua dulceCherax quadricarinatugNagamine et al., 1980a,b; Nagamine et al., 1987;
Taketomi et al., 1990; Malecha et al., 1992ketomi & Nishikawa, 1996; Fowler &
Leonard, 1999; Khalaila et al., 2001; Maretr al., 2004; Cui eal., 2005). En esta
altima especie fue demostrado asimismo la influencia de la GA sobre el
comportamiento agonistico y de apareamiemolos animales attas (Barki et al.,
2003; Karplus et al., 2@@; Barki et al., 2006).

En los crustaceos decapodos la GA se iogatn la region terminal del vaso
deferente (VD) (Charniaux-Cotton & Payd®88; Fowler & Leonard, 1999) (Fig. 3.1),

y Su estructura macroscopicanseste generalmente en dadfps cordones paralelos de
células epiteliales, enrollados sobre si mismos y cubiertos de tejido conectivo
(Carpenter & DeRoos, 1970; Payen et &4B82; Joshi & Khana, 1987). Desde un

punto de vista microscépico, en algunapeetes de crustaceodecapodos la GA
consiste en células epiteliales con nucleos ovalados grandes, las cuales poseen en
general un alto grado de vacuolizacigiingerman, 1987; Fowler & Leonard, 1999),
mientras que en otras especies consestecélulas con reticulos endoplasmaticos
rugosos bien desarrollados y abundantes awitdrias, lo cual se asemeja a células

secretoras de productos daturaleza proteica (King,964; Taketomi, 1986; Okumura
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& Hara, 2004). Sin embargo, hasta el mormoesilo se han purificado y caracterizado
parcialmente hormonas androgénicas proteicas en crustaceos isopodos. Particularmente,
Martin et al. (1990), Okuno et al. (1999) Ohira et al. (2003) han purificado,
identificado y secuenciado de maneradgpendiente la hormona androgénica de
Armadillidium vulgare Porcellio scabery P. dilatatus En crustaceos decapodos, la
Gnica molécula activa asociada a la GA geeha purificado hasta el momento es de
naturaleza lipidica (BerreBonnenfant et al., 1973), da llamé farnesyl-acetona
(Ferezou et al., 1978), y afectadimtesis de proteinas y &4&N en los 6rganos blanco
(Berreur-Bonnenfant Lawrence, 1984).

El rol de la glandula androgénica (GAh la diferenciacion sexual ha sido
ampliamente estudiado en los crustaceos msiieams, principalmente a través de dos
metodologias alternativas: la implantaciéned#a glandula en hembras y su ablacion
(andrectomia) en machos.

La aplicacién de estos dos procedimientos en crustaceos anfipodos e isépodos
demostré claramente que la GA contrédadiferenciacion del sistema reproductor
masculino y que es necesaria para el maniento de la espermatogénesis (Balesdent-
Marquet, 1958; Katakura, 1961; Charn&Dotton, 1962; Juchault & Legrand, 1964;
Katakura, 1984; Charniaux-Cotton & Payei§85). Particularmeant la andrectomia
resultd en la feminizacién parcial de loaracteres sexuales secundarios y en la
feminizacion total de las gonadas en el isépadaulgare(Suzuki et al., 1990; Suzuki
& Yamasaki, 1991), mientras que @mchestia gammarelldloqued la diferenciacion
de los caracteres sexuales secundarioscafiaos y provocé una disminucion de la
espermatogénesis (Charniaux-Cotton, 19%4).implantacion de la GA en is6podos
también confirmé la capacidad de esta gléadid masculinizar los caracteres sexuales

primarios y secundarios (Charniauxt@m 1954, 1955; Balesdent-Marquet, 1958;
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Katakura, 1960; Juchault & Legr@dn1964), observandose en hembrag\deulgarela
inhibicion de la vitelogénesig la diferenciacion de tejidtesticular en el ovario luego
de dicho procedimiento (Suzuki & Yamasaki, 1997, 1998).

En numerosas especies de crustaceos decapodos se ha llevado a cabo la
implantacion (o inyeccion) de la GA éxtracto glandular), obhiéndose un efecto mas
acentuado (reversién sexual completa hacia “neo-machos” fértiles) en el camarén de
agua dulceMacrobrachium rosenbergi(Nagamine et al., 19808 Malecha et al.,
1992). En aquellos estudios realizados en langostas de agua dulce, tales como
Procambarus clarkiiiNagamine & Knight, 1987; Taketomi et al., 1990; Taketomi &
Nishikawa, 1996),C. destructor(Fowler & Leonard, 1999), yC. quadricarinatus
(Khalaila et al., 2001; Barki et al., 2003; Marstral., 2004), y en cargjos (Cui et al.,

2005), la implantacion de la GA indujo un doavariable de masculinizacion de los
caracteres sexuales primarios (ej: formaciétoblalos espermatogénicos, inhibicion de

la vitelogénesis secundaria y/o regresién ovarica) y/o secundarios (ej: desarrollo de
gonoporos masculinos yarganos copuladores).

Por su parte, la ablacion de la GA tambiévelo el rol clavele esta glandula en
la diferenciacién sexual masculina en tdgeos decapodos. En este sentido, se observo
la reversion sexual en machos Mk rosenbergiiablacionados en un estadio muy
temprano de desarrollo hacia hembras completamente funcionales (“neo-hembras”)
(Sagi & Cohen, 1990; Sagi & Aflalo, 2005; Alteet al., 2006). Asimismo, en juveniles
intersexo deC. quadricarinatugfuncionalmente machos) la ablacion de la GA indujo el
inicio de la vitelogénesisecundaria en los ovarios indwaos (Barki et al., 2006), y
alter6 la estructura histolégica de leemponentes femenino y masculino de sus
sistemas reproductores, incrementando &héiro oocitario y lgroporcion de Iébulos

testiculares maduros (conteniendo esperregfidrespectivamente (Khalaila et al.,
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1999). Sin embargo, hasta el momento nohaerealizado ninguna caracterizacion
morfologica de los efectos de la ablacide la GA sobre los caracteres sexuales
externos y el sistema reproductormeachosdeC. quadricarinatus

La obtencion de “neo-hembras” en dicha especie constituiria un paso importante
hacia la produccion de cultivos monrsesolo macho (CMM), los cuales son
ventajosos desde un punto de vista econéf@cmtis & Jones, 1995agi et al., 1997,
Jones & Ruscoe, 2001; Rodgers et 2006). Esto se relaciona con la teoria propuesta
por Katakura (1989), segun laatel género de muchaspesies estaria determinado
genéticamente, de acuerdo al esquemaZA&/Z constituyendo los machos el sexo
homogameético y las hembras el sexo heterojam@alecha et al1992; Benzie et al.,
2001; Parnes et al., 2003). Por lo tantagrakzamiento entre “neo-hembras” y machos,
ambos genéticamente machos (ZZ), expiicda mayor proporcién de ejemplares de
este sexo en la descendencia, como se obseMo mrsenbergii(Sagi & Cohen, 1990;
Malecha et al., 1992; Rungsin et al., 2QG&)nstituyendo un modo directo de obtener
CMM.

Por otro lado, se ha estudiado tanto Eh rosenbergii como en C.
quadricarinatus,un posible efecto de la GA sobreakcimiento, dado que en dichas
especies los machos crecen mas y mas rapido que las hembras (Sagi et al., 1986; Curtis
& Jones, 1995; Karplus &f., 1995; Sagi et al., 199dpnes & Ruscoe, 2001; Sagi &
Aflalo, 2005; Rodgers et al., 2006). En el primer caso, el crecimiento soméatico se redujo
debido a la ablacion de la GA (Sagi & Caoh&990; Sagi et al1990) y en el segundo
caso, se incrementd debido a la implantaciétadaisma (Barki eal., 2003; Manor et
al., 2004). Esto ultimo se observo también en hembr&s destructoimplantadas con
GA (Fowler & Leonard, 1999). No esta claro aimel efecto inductode la GA sobre el

crecimiento es ejercido a t&w de un andrégeno (no aisdadln para estas especies;
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Manor et al., 2007) de manera directa, ardmera indirecta medignla inhibicion de

la gran inversion energética que significarladuracion ovarica eilas hembras, o una
combinacion de ambos (Barki et al., 2003; Manor et al.,, 2004). Recientemente, se ha
identificado la presencia de un gasulina-likeque se expresa de modo especifico en la
GA en machos d€. quadricarinatusy M. rosenbergii La expresion de este gen en una
glandula presente so6lo en los machos pagbiar asociada alexfto “masculinizante” y
trofico de la misma, como fue propuespor Manor et al(2007) y comprobado
posteriormente por Vemta et al. (2009) eM. rosenbergiimediante el silenciamiento

in vivodel gen.

Fig. 3.1.Localizacion de la glandula androgénica (@&A)crustaceos decapodos (modificado de

Lopez Greco et al., 2007). T: testiculo, VDD: vaso deferente distal.

3.2 Objetivo

Evaluar durante un periodo prolongado (300 dias) el efecto de la ablacion de la

GA, realizada en un estadio temprano del desarrollo, sobre el crecimiento, estructura del
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sistema reproductor y desarrotle los caracteres sexuakerundarios de los machos
de C. quadricarinatus Particularmente, se busaarinducir mediante dicho

procedimiento la reversion sexual de tnachos para obtener “neo-hembras”.

En el marco de este objetivoantearon las siguientes hipotesis:

» Hipdtesis 3 la ablacion de la glandula androgénica en machos juveniles induce
la “feminizacion” de los caracteres sexuales primas y secundads (reversion

sexual).

» Hipdtesis 4 la ablacién de la glandula androgénica en machos juveniles

provoca una disminucion ezl crecimiento somatico.

» Hipotesis 5 al aparear los machos ablacionados (“neo-hembras”) con machos

normales aumenta la proporci@® machos en la progenie.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Obtencidén de los animales

Los juveniles utilizados en el presemtabajo fueron obtenidos a partir de dos
lotes de animales reproductores suministrgawsel criadero Las Golondrinas, Entre
Rios, Argentina, en el afio 2007 y 2009, respectivamente. Dichos lotes fueron
mantenidos bajo las mismas condiciones der&bdo descriptas en el Capitulo 2. El
namero total de hembras ovigeras mditlas en cada experimento fue de 6.

Cuando los juveniles alcanzaron un papooximado de 0,20 g fueron sexados

manualmente y los machos fueron seleccionados y mantenidos bajo las mismas
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condiciones de calidad de agua, temperatataperiodo y alimentacion descriptos para

sus madres (ver Capitulo 2)sha el comienzo del experimento.

3.3.2 Disefio experimental

3.3.2.1 Experimento 1

Se seleccionaron juveniles macho de un peso de2(®27 g. Dicha talla se
corresponde con el estadio Il de desarrollstgema reproductor masculino, en el cual
ya se observan espermatozgi@m el testiculo y VD y commza a diferenciarse la capa
secundaria del espermatoforo, si biemavia pueden encontrarse espermatozoides
libres o rodeados solo por la capa primdehespermatéforo. En cuanto a los caracteres
sexuales secundarios, los mackleseste estadio ya presentgpendices masculinae
elongados, pero carecenrgel patch(Vazquez & Lopez Greco, 2010).

Los juveniles macho seleccionados fueasignados de manera aleatoria a uno

de los siguientes tratamientos:

- ANDRECTOMIA (AGA)remocion de ambos pares de patas caminadoras junto con la
GA, mediante un corte en la articulaciorirera coxa y el cefalotérax (Fig. 3.2);
- CONTROL (C)remocion de ambos pares de pataminadoras mediante un corte en

la articulacion entre la coxa y bmse del pereiépodo (Fig. 3.2).

Los procedimientos quirdrgicos descoptse realizaron dacuerdo a Khailaila
et al. (1999) y Sagi et a{1999). En ambos tratamientase cauterizaron los cortes
mediante un soldador con punta de ceramicad@b JA-4040), con el fin de evitar la

pérdida excesiva de hemolinfa y asegua remocion completa de la GA.
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Luego del procedimiento quirargico, secid el experimento. Los organismos
fueron mantenidos en acuarios de mdile 60x40x30 cm, conteniendo 30L de agua
corriente declorada bajo aacion continua. Tubos de B(10x2x2 cm) y trozos de red
de tipo “cebollera” fueron ofrecidos como refugios. A lo largo del periodo experimental
los refugios fueron reemplazados por tubitindricos de PVC de mayor tamafio (5 cm
de diametro por 10 cm de largo), en fidmcdel crecimiento de los animales. Cada
acuario conté con 6 langostas (25 animal®sjntonstituyé una réplica. Tres réplicas
fueron utilizadas por grupo experimental g6uarios en total). El experimento fue
llevado a cabo bajo condicioneonstantes de fotoperio@®4:10 hs luz:oscuridad) y
temperatura (2# 1°C). Los juveniles fueroalimentados diariamentead libitumcon
Elodea sp y alimento comercial TetracolofETRA®. Todos los acuarios fueron
limpiados y el agua completamente rerdavauna vez a la semana. El periodo
experimental fue de 300 dias (afio 2008);acad dias los animales fueron sexados y
pesados (precision: 0,01 g).nfikién se registré la motidad, la regeneracion de los
pereiopodos previamente removidos, rixformacion de gonoporos masculinos vy
appendices masculinael desarrollo de gonoporos femmeos, y la diferenciacion del
red patch

Debido a los resultados obtenidos ete esxperimento y al hecho de que se
observd una gran mortalidad de animales inmediatamente luego del procedimiento
quirurgico, se decidi6 la realicion de un segundo experimeriixgerimento 2), en el
cual se utilizaron animales de una taitécial menor y se aplicaron mecanismos

adicionales para minimizar los efectstresantes de la ablacién de la GA.
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3.3.2.2 Experimento 2

Se seleccionaron juveniles macho de un peso de#1@B3 g (estadio Il de
desarrollo del sistema reqatuctor masculino, de acuerdoVazquez & Lopez Greco,
2010), los cuales fueron asignados de maaégatoria a los tratamientos descriptos
previamente.

Previo a la remocion quirdrgica de la GA, los animales fueron anestesiados con
frio durante 5 minutos. Luego de la remocion de los pereiépodos y previo a la
cauterizacion de los cortes realizados dectoanestesia (Lidocaina (2%), Xylocaina®)
sobre las heridas.

Dado que algunos juveniles murieron durante la semana posterior a la
realizacion de las cirugias, el experimentonsagd una vez que el nimero de animales
dentro de cada tratamiento se estabilizos organismos fueron mantenidos en las
mismas condiciones experimentales que daxperimento 1 Cada acuario conté con
4/5 langostas (16,7-20,8 animale§/rg constituyé una réplica. Tres réplicas fueron
utilizadas por grupo experimeht6 acuarios en total).

El periodo experimental fue de 315 d{asio 2010); cada 1&ias los animales
fueron sexados y pesados (precision: 0,01Tgjnbién se registré la mortalidad, la
regeneracion de los pereidpodos previatmeemovidos, la re-formacion de gonoporos
masculinos yappendices masculinaesl desarrollo de gonoporos femeninos, y la

diferenciacion deted patch

3.3.3 Evaluacion macroscépica y microscépica

Al finalizar ambos experimentos, losianales fueron pesados (precision: 0,01 g)

y se registraron las siguientes variabtlesrfométricas (precision: 0,01 mm): largo del
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cefalotorax (LC), entre el extremo anterior del rostro y el extremo posterior del
cefalotorax; largo postorbitalel cefalotérax (LPC), entrel margen posterior de la
oOrbita y el extremo posterior del cefalmx; ancho del pleon (AP), medido en el
segundo segmento abdominal; largo, anchaltg de las quelas (LQ, AQ, AIQ,
respectivamente); y largo deld patch(LRP) (Fig. 2.3).

Luego de anestesiar a los animales con frio (se los colocé en hielo durante 15
minutos), el caparazén fue removido y isspeccioné el sistema reproductor para
determinar su tamafio relativo, forma y colosteriormente, fudisecado, pes® sélo
en elExperimento 2 (precision: 0,1 mg), y fijado esolucion acuosa de Bouin durante
4 horas a temperatura ambiente. Losdutsi fueron posteriormente deshidratados,
incluidos en Paraplast (Leica Microsystemg®oloreados con Tricromico de Mason y
Hematoxilina-Eosina. Al menos 3 cortes (94 de espesor) de cada animal fueron
inspeccionados bajo microscopio Optico fjer A.1, Zeiss®) y fotografiados con
camara Leica® ICC50 de 3 mpx. Se analizo itatitamente la estriigra del testiculo,
del VD, y del espermatdforo, incluyendo lantidad relativa de secreciones en la capa
primaria y secundaria (Lopez Greco et @007; Lopez Greco & Lo Nostro, 2008).
También se determiné en cada macho el nimero de secciones de cordon espermatico
dentro de la porcion distal ldeD (VDD), y el numero de Iébulos testiculares maduros
e inmaduros.

Por dltimo, se disecaron las quelas ylelon de cada animal, los cuales fueron
pesados (PQ y PP, respectivamente) (pi@ti 0,01 g). También se disecaron el
endopodito y exopodito del primer y segundo gampleépodos, y se analizé bajo lupa
(x40) el tamafio relativo de los mismosnto con la morfologia de sus sedas. Ambos
factores son importantes a la hora de evaluar la posible feminizacién de los machos

ablacionados, dado que los machos séksgmtan sedas plumosas mientras que las
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hembras desarrollan al alcanzar la madurez sexual sedas simples (ovigeras) en el

endopodito, el cual es de mayor tamafio quexepodito (Sagi et al., 1996b) (Fig. 3.3).

Fig. 3.2. Esquema de un macho @e quadricarinatusen vista ventral indicando los cortes
realizados para ambos grupos experiment&estrol: remocion quirdrgica del quinto par de
pereiépodos mediante un corte realizado entaia y la base del pereiépodo. Andrectomia:
remocion quirargica de la GA mediante un camalizado entre laoxa del quinto par de
pereiopodos y el cefalotorax. AMappendices masculinadodificado de Taketomi et al.
(1996).

Fig. 3.3. Plebpodos de hembra @ quadricarinatus (A) Pleépodo de hembra adulta, con el

endopodito de mayor tamafio que el exopodiB). Pleépodo de hembra juvenil, con el

endopodito de igual tamafio que el exopoditd. Détalle de un endopodito inmaduro, con

sedas plumosas. (D) Detalle de un endopoditduro, con sedas simples (ovigeras). en:
endopodito; ex: exopodito; p: sedas plumosasedas simples. Reproducido de Sagi et al.
(1996b).
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3.3.4 indices calculados

En ambos experimentos la supervivencia fue expresada como el porcentaje de
animales vivos dentro de cada trai@mto al término del experimento.
Las férmulas utilizadas para calculéss indices relativos al crecimiento

somatico fueron las siguientes:

» Tasa de Crecimiento Especifica, TCE = 100*({lpgso corporal final — leg
peso corporal inicial)/tiempo), donde el tiempo fue expresado en dias, y el peso
inicial y final correspondieron al pescopnedio de los animales de cada acuario
al comenzar y finalizar el experimentespectivamente (Jussila & Evans, 1996,
1997; Reynolds, 2002);

» Incremento de Peso, IP = 100*((peso coap@inal — peso corporal inicial)/peso

corporal inicial), correspondielo el peso inicial y final al peso promedio de los

animales de cada acuario al comemn y finalizar el experimento,
respectivamente (Jones, 1995b);

Ancho Relativo del Pleon, ARP = AP/LC;

Peso Relativo del Pleon, PRP = PP/peso corporal final;

Alto Relativo de las Quelas, AIRQ = AlIQ/LQ;

Peso Relativo de las Quel®RQ = PQ/peso corporal final,

YV V VvV V V

Largo Relativo deRed PatchLRRP = LRP/LQ;

Las formulas utilizadas para calculas limdices relativos al sistema reproductor

fueron las siguientes:

> Indice Gonadosomatico, IGS = 100*(peso del sistema reproductor/peso corporal
final), correspondiendo el peso del sisteraproductor y el peso corporal final

al peso promedio del sistema reprodugt@l peso corporal final promedio de
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los animales de cada acigarespectivamente (McR&Mitchell, 1995; Sagi et
al., 1996b) (sélo para Elxperimento 2);

» Proporcion de Lobulos Testicuew Maduros, PLM = 100*(numero de
LM/namero total de lobulos testiculares);

» Proporcién de Machos cdRed Patch PMRP = 100*(numero de machos con

red patcindmero total de machos).

Todos los indices descriptos fueroncadddos para cada acuario (réplica).

3.3.5 Analisis estadistico

Para cada experimento se realizd unisisatle varianza d& factor (ANOVA)
(Sokal & Rohlf, 1995) para comparar elspefinal, TCE, IP, IGS, las variables
morfométricas (LC, LPC, ARP, PRP, LQ@QQ, AIRQ, PRQ, LRRP), el numero de
secciones de cordon espermatico dendel VDD, la PLM y la PMRP entre
tratamientos. La supervivencia fue comparawize tratamientos para cada experimento
mediante la prueba exacta de Fisheokéb & Rohlf, 1995). Los resultados por
tratamiento son presentados como medigSt de acuerdo a Fotedar (2004). Todas las
pruebas estadisticas fueron realizadasuwonivel de significacién del 95%, mediante

el programa Statistica 6.0, StatSoft Inc.

3.4 Resultados

3.4.1 Supervivencia y crecimiento

En el Experimento 1y 2 se obtuvieron resultados similares relativos a la

supervivencia y crecimienatde los animales, que detallan a continuacion.
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La supervivencia, peso corporal, incremeede peso (IP) y tasa de crecimiento

especifica (TCE) finales fueron similargs>0,05) en ambos tratamientos (Fig. 3.4;

Tabla 3.1). El IP y la TCHendieron a ser menores a liyrgo de todo el periodo

experimental en elExperimento 1 respecto aExperimento 2, lo cual se refleja en

curvas similares de peso corporal (Fig. 3.4).

Tampoco se detectaron diferencias significativgs0,05) entre ambos

tratamientos en las variables morfométricagistradas (Tabla 3.2). El ancho relativo

del pleon, sin embargo, fue significativamentayor en los machos control respecto a

los machos ablacionadgs=0,006), pero so6lo en Elxperimento 1(Tabla 3.2).

Tabla 3.1. Efecto de la ablacion de la GA sobre los parametros reproductivos y de crecimiento

en machos d€. quadricarinatusal término del periodo experimental.

Experimento 1

Experimento 2

Parametro

c AGA c AGA
Numero inicial 18 17 12 15
Namero final 14 9 9 9
Supervivencia (%) 77,78° 52,94 75° 60°
Peso inicial (g) 3,09x0,51° 2,72 +0,19° 1,85 £0,02° 1,85 £0,03°

Peso final

)

IP (%)
TCE (%/day)

IGS (%)

Numero de SC
dentro del VDD

PLM (%)
PMRP (%)

584,33 + 220,41°
0,63 £0,10°
104,30 £ 6,46

56,35 + 3,047

78,57 +13,33°

656,98 + 88,89°

0,67 +0,04°

225,44 + 111,227

46,14 +7,31°

88,89+ 11,117

20,24 + 4,62°
993,07 + 234,27°
0,75 +0,07°
1,16 £ 0,24°
159,11 + 29,382
56,34 + 13,26°

77,78 +11,11°

20,69 +1,94°
1016,98 + 113,70°
0,76 £ 0,03°
1,40 £ 0,06%
157,72 + 43,33°
49,18 + 2,09°

88,89+ 11,117

Nota Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos Control (C) y Andrectomia (AGA)

dentro de cada Experimento. IGS: indice glmsamatico, IP: incremento de peso, PMRP:

proporcion de machos comed patch SC: secciones de corddn espermatico; SPZ:

espermatozoides, TCE: tasa de crecimiento espaecWiDD: vaso deferente distal. El valor de

cada variable presentado en la tabla corresponde al promedio de los 3 valores medios obtenidos

en las 3 réplicas (acuarios) de cada grugpeemental. La supervivencia fue analizada

mediante la prueba exacta de Fisher, mientrasetjoesto de las variables presentadas fueron

analizadas mediante ANOVA. Aquellos valoresHES) con el mismo superindice no difieren

significativamente entre g0%0,05).
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Tabla 3.2.Efecto de la ablacién de la GA sobre las variables morfométricas de madhos de

guadricarinatusal término del periodo experimental.

Experimento 1 Experimento 2
Parametro
c AGA c AGA

LC (mm) 44,40 + 1,88° 4576 + 3,05° 44,65 + 3,16° 46,06 + 1,00°
LPC (mm) 31,81+ 1,66° 31,84 +2,07° 31,39 + 2,87° 31,93 + 0,44°
PRP (%) 29,93+ 1,15% 29,03 + 0,68° 29,00 £ 0,81° 29,90 £ 0,17°
ARP (%) 39,48 + 0,56° 37,92 % 0,38b 40,00 + 0,66° 39,92 + 0,34°
LQ {mm) 0,67 £ 3,30° 30,12 £ 4,412 31,26 £ 2,80° 32,50 + 1,24°
AQ (mm) 4,82+0,75° 4,90 +1,20° 9,30 £ 1,32° 9,39 £ 0,39°
AIRQ (%) 28,52 + 2,32° 29,43 + 3,06° 29,66 + 1,62° 28,83 + 1,09°
PRQ (%) 4,10+ 1,22°% 3,87 £ 1,64° 4,15+ 0,63% 4,17 £ 0,60°
LRRP (%) 50,12 + 3,60% 4276 +16,18% 4547 +4,28° 52,37 + 11,037

Nota Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos Control (C) y Andrectomia (AGA)
dentro de cada Experimento. AQ: ancho deglaslas, ARP: ancho relativo del pleon, AIRQ:
alto relativo de las quelas, LC: largo del cefalak, LPC: largo postorbital del cefalotérax, LQ:
largo de las quelas, LRRP: largo relativo el patch PRP: peso relativo del pleon, PRQ: peso
relativo de las quelas. El valor de cada varigiésentado en la tabla corresponde al promedio
de los 3 valores medios obtenidos en las Bia&s (acuarios) de cada grupo experimental.
Todas las variables presentadas fuerotizatias mediante ANOVA. Aquellos valores ES)

con el mismo superindice no difieren significativamente entpe-8jd5).

62



Factor hormonal: Glandula androgénica

304

Peso corporal (g)

0+ T T T ]
0 60 120 180 240 300 360

Tiempo (dias)
4 Confrol Exp 1 —8— Adrectomia Exp 1 —¢— Control Exp 2 —8— Andrectomia Exp 2

Tasa de crecimiento especifica (%/dia)
%]

0 60 120 180 240 300 360
Tiempo (dias)
—&— Control Exp 1 —8— Adrectomia Exp 1 —#— Confrol Exp 2 —8— Andrectomia Exp 2

1200+

|¢I|1

1000+

2

800

& ..'l| |

1"

600 | L
_ ai Jf 1
400 -y
(359
2000 g 8 g N

0 60 120 180 240 300 360
Tiempo (dias)
4 Confrol Exp 1 —8— Adrectomia Exp 1 —¢— Control Exp 2 —8— Andrectomia Exp 2

Incremento de peso (%)
o
o

Fig. 3.4.Peso corporal (mediaES), Tasa de crecimiento especifica (medi) e Incremento

de peso acumulado (medtaES) de machos dé. quadricarinatusdurante un periodo de 300

dias Experimento 1) o 315 dias Experimento 2) luego de remover el quinto par de
pereiépodos (Control) o el quinto par de pvedos junto con la GA (Andrectomia). Las
comparaciones se realizaron entre tratamientos dentro de cada Experimento, al término del

periodo experimental.
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3.4.2 Caracteres sexuales secundarios

3.4.2.1 Experimento 1

Todos los machos control, excepio caso, regeneraron completamente los
pereiépodos del quinto par hacia el di@ de experimentacién, y presentaron
appendices masculing€ig. 3.5A; Tabla 3.3). El desatim de los 6rganos copuladores
fue asimétrico en el 28,6% de los casos (Fig. 3.5B).

Los machos ablacionados (machos AGAjnenzaron a regenerar uno 0 ambos
pereiépodos del quinto par a padel dia 30 de comenzaébensayo (Tabld.3). Sélo
el 33,3% de los machos desarrollaron gonopaonasculinos, pero en la base de un
Unico pereiépodo del quinto par, nunca emdae de ambos; el resto de los animales
AGA no desarrollaron aberturagenitales de ningun tipo rdppendices masculinae
(Figs. 3.5D y 3.5E). También se observo la hipéa de la cuart@oxa en el 22,2% de
los casos (Fig. 3.5F).

Por otro lado, el endopitd y exopodito del primey segundo par de pleépodos
fueron similares en tamano para ambos gr@pgerimentales, y las sedas presentes en
los endopoditos fueron plumosas en todos los casos.

El red patchcomenzé a diferenciarse a padel dia 30 en ambos grupos

experimentales (peso medio: 4;99,03 g) (Tabla 3.3).
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3.4.2.2 Experimento 2

Todos los machos control regenerarcompletamente los pereiépodos del
quinto par hacia el dia 100, pero sélo/7,8% de los animales presentaappendices
masculinag(Fig. 3.5A; Tabla 3.4). Etestante 22,2% preserdfppendices masculinae
en la base de uno de los pereiépodos deitgyiar y gonoporos madmos en el lado
opuesto hasta el final del experimer(Tabla 3.4). Eldesarrollo de losppendices
masculinague asimétrico en el 44,4% tes machos control (Fig. 3.5B).

La mayoria de los machos andrectomizagos su parte, no regenero el quinto
par de pereiépodos (Fig. 3.5C), mientras goegequefio porcentaje regenerd solo una
de las patas caminadoras del quinto par reld$a 30 (Tabla 3.4). Los animales de este
grupo no presentaron aberturas genitaleappendices masculinggig. 3.5D; Tabla
3.4). En el 18,2% de los ntaas AGA se observé una cuadaxa hipertrofiada con una
abertura posterior y el quinto pereidépodgereerado de manera anormal (Fig. 3.5F).

Por otro lado, y al igual que enEtperimento 1, el endopodito y exopodito del
primer y segundo par de pledpodos fuesimilares en tamafio para ambos grupos
experimentales, y las sedas presentes €endopoditos fueron plumosas en todos los
casos.

El red patchcomenzé a diferenciarse a padel dia 60 en ambos grupos

experimentales (peso medio: 7;7@,11 g) (Tabla 3.4).
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Tabla 3.3.Efecto de la ablacion de @A sobre los caracteres sexuales secundarios en mac@Gosjaadricarinatusa lo largo de un pimdo experimental de

300 dias Experimento 1).

Tiempo (dias)

Caracteristica
30 60 90 120 300

AGA (N=10) C (N=18) AGA (N=10) C (N=17) AGA (N=10) C(N=17) AGA (N=10) C(N=17) AGA(N=9) C (N=14)

Regeneracién completa de un pereiépodo del quinto par (%) 50 59 80 59 80 59 70 0 55,6 0
Regeneraciéon completa de ambos pereiépodos del quinto par (%) 10 94,1 10 94,1 10 94,1 20 100 33,3 100
Desarrollo del red patch (%) 20 33,3 30 444 30 64,7 40 70,6 88,9 78,6
Presencia de gonoporos masculinos (%) 0 100 0 100 0 100 0 100 33,3 100
Presencia de un appendix masculina (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Presencia de ambos appendices masculinae (%) 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100

Tabla 3.4.Efecto de la ablacion de @A sobre los caracteres sexuales secundarios en mac@osjaadricarinatusa lo largo de un pmdo experimental de

300 dias Experimento 2).

Tiempo (dias)

Caracteristica
30 60 20 120 300

AGA (N=11) C(N=9) AGA(N=11) C(N=9) AGA(N=11) C(N=9) AGA(N=11) C(N=9) AGA(N=9) C (N=9)

Regeneraciéon completa de un pereiépodo del quinto par (%) 27,3 33,3 27,3 111 27,3 11,1 27,3 0 27,3 0

Regeneraciéon completa de ambos pereiépodos del quinto par (%) 0 66,7 0 88,9 0 88,9 0 100 0 100
Desarrollo del red patch (%) 0 0 27,3 11,1 54,6 11,1 63,6 77,8 88,9 77.8
Presencia de gonoporos masculinos (%) 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
Presencia de un appendix masculina (%) 0 33,3 0 33,3 0 33,3 0 22,2 0 22,2

Presencia de ambos appendices masculinae (%) 0 66,7 0 66,7 0 66,7 0 77,8 0 77,8
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Fig. 3.5. Morfologia de los caracteres sexuales secundarios en mackbsgdadricarinatus

(A) y (B) Appendices masculinaglongados en machos control: (Appendices masculinae
simétricos; (B)appendices masculinasimétricos. (C), (D), (E) y (F) Alteraciones anatémicas

en machos AGA luego de la ablacién de la GA: (C) ausencia del quinto par de pereiépodos; (D)
regeneracion de ambos pereidpodes$ quinto par sin desarrollbe gonoporos masculinos ni
appendices masculinadE) regeneracién anormal deguinto pereiépodo derecho con un
gonoporo masculino; (F) regeneracion anormal deltquereidpodo izquierdo e hipertrofia de

la cuarta coxa derecha con un orificio posterior. AlRbendices masculinae.
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3.4.3 Sistema reproductor

En el Experimento 1y 2 se obtuvieron resultados similares relativos a la
morfologia del sistema reproductor, tasles se detallan a continuacion.

La ablacion de la GA no indujo larfenizacion de los caracteres sexuales
primarios. En este sentido, se observéaartbos grupos experimentales un desarrollo
normal del sistema reproductor masculiffeig. 3.6A), excepto por dos machos
andrectomizados que carecian de las poes media y distal d&D izquierdo (Figs.
3.6By 3.6C).

El tamafio relativo de los testiculos norifificualitativamente entre tratamientos.
El andlisis histoldégico déos mismos mostré una estructura normal de los I6bulos
testiculares en ambos grupos experiment&esobservé la presencia tanto de estadios
tempranos como de estadios avanzados dsdarmatogénesis, siendo la proporcion de
I6bulos testiculares maduros (PLM) similan los machos ablacionados y en los
machos controlg>0,05; Tabla 3.1).

En cuanto al VD, los machos controkepentaron las siguientes caracteristicas
histoldgicas de la porciddistal (VDD): (1) epitelio compuesto por una monocapa de
células estrechamente adherida a unasgrigpa muscular; XZapa secundaria del
espermatéforo compuesta de una matrimbgénea y gotas citoplasmaticas de un
tamafio aproximadamente similar, ambos componentes distribuidos de manera uniforme;
y (3) distribucion uniforme de las seooes de cordon espermatico, todas ellas
conteniendo espermatozoides (Figs. 3.7Ay 3.7B).

En los animales ablacionados se ob$eain notable incremento de tamafio del
VDD desde un punto de vista macroscopicogF816B-E). Asimismo, se detectaron las

siguientes anomalias desde un punto de vista histologico: (1) epitelio claramente
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desorganizado, con actividad secretora auatent(2) en algunas regiones de la pared
epitelio separado del tejido conectivo que rddsdibras musculares; y (3) presencia de
hemocitos en el espacio definido por dic®garacion, los cualdégeron identificados

de acuerdo a la descripcion lizada por Martin & Hose (1992) (Figs. 3.7C-F). Por otro
lado, la capa secundaria del espermatdf@resentd tres @os principales de
alteraciones: (1) distribucién heterogérdm sus dos componentes; (2) presencia de
gotas citoplasmaticas de diferente tamafiostosede las mismas; y (3) ausencia de las
gotas citoplasmaticas (Figs. 3.8A-C). Eracto a las secciones de corddn espermatico
en el VDD, se observaron 3 alteraciones gpiales: (1) una digbucién heterogénea,
con ciertas regiones carentes de cordonresgteo; (2) ausencia de espermatozoides
en algunas secciones; y (3) coalescencagl#as secciones (Figs. 3.8C y 3.8-D).

Por su parte, el analisis cuantitatimostr6 que el nimero de secciones de
cordén espermatico dentro del VDD fue simién los machos control y los machos
ablacionadosp0,05; Tabla 3.1).

Por ultimo, el indice gonadosomatico (IGS) calculado sélo Expdrimento 2
no difirid significativamente entre los grupegperimentales, si bien en los machos

AGA tendié a ser mayor que en los machopxD(05; Tabla 3.1).
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Fig. 3.6. Morfologia del sistema reproductor en macho<deguadricarinatus (A) Estructura
normal del sistema reproductor masculino. (B), (C), (D) y (E) Estructura anormal del sistema
reproductor en machos AGA: (B) y (C) ausencidadgorcion distal y media del vaso deferente
izquierdo, y agrandamiento del VDD derecho) {{(E) agrandamiento de uno o ambos VDD.

T: testiculo, VD: porcion proximal y media del vaso deferente, VDD: porcion distal del vaso

deferente.
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Fig. 3.7. Estructura histolégica del VDD de machos @e quadricarinatus,coloreado con
Tricromico de Mason y Hematoxilina-Eosina.) (Xista general y (B) detalle del VDD de un
macho control, mostrando la estructura normal del epitelio, la capa muscular, el cordén
espermatico y la capa secundaté espermatéforo. (C) Vista general del VDD de un macho
AGA, mostrando algunas “vacuolas” de secrecidormales en el epitelio, y la separacién
entre el epitelio y la capa muscular. (D), (HFY Detalles de las alteraciones observadas en el
epitelio del VDD de un macho AGA: (D) epitelad®sorganizado; (E) presencia de “vacuolas”

de secrecién anormales; (F) presencia de un hemocito en el espacio entre el epitelio y la capa
muscular. Barras de escala: (A), (C):48; (B), (D), (E), (F): 1Qum. CM: capa muscular, CS:
capa secundaria del espermat6foro, CSH: sapandaria del espermat6foro homogénea, EP:
epitelio, HE: hemocito, SC: secciones de cordén espermatico, VS: “vacuola” de secrecion.
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Fig. 3.8. Estructura histologica del VDD de machos@equadricarinatusandrectomizados,
coloreado con Tricromico de Mason y Hemadlina-Eosina. (A), (B) y (C) Alteraciones
observadas en la capa secundaria del espermat@fg distribucion heterogénea de las gotas
citoplasmaéticas (coloreadas de rojo) y la maiomogénea (coloreada de celeste); (B) tamafio
heterogéneo de las gotas citoplasmaticas; (C) ausencia de las gotas citoplasmaticas. (C) y (D)
Alteraciones observadas en la distribucion yuestira de las secciones de corddén espermatico:

(C) algunas secciones coalescentes y otras secciones sin espermatozoides; (D) region en el
VDD sin secciones de cordon espermético (flecBajras de escala: (A), (C), (D): 4f; (B):

10 um. CM: capa muscular, CSHE: capa securdaiel espermat6foro heterogénea, EP:
epitelio, GC: gotas citoplasmaticas, MH: tnm homogénea, SC: secciones de cordon
espermatico, SCC: secciones de corddn esft@o coalescentes, SCV: secciones de corddn

espermatico vacias, SPZ: espermatozoides.
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3.5 Discusion

La presente tesis constituye el printebajo en el que se investigaron los
efectos a largo plazo de la ablacion lde GA sobre el crecimiento y aspectos
reproductivos en_machode C. quadricarinatus los cuales carecen de cualquier
componente femenino en su sistema reproductor.

Los resultados obtenidos muestran que los machos ablacionados no
desarrollaron ovarios. Por el contrariogg@ntaron un sistema reproductor masculino
bien diferenciado, si bien sdservaron algunas anomalifaacroscopicas e histologicas
en el VDD. Adicionalmente, la mayoria de los machos AGA no desarrollaron
gonoporos masculinos appendices masculinae

Khalaila et al. (1999) y Barki et al.@3) trabajaron con individuos intersexo de
la misma especie, los cuales presendderturas genitales tanto femeninas como
masculinas y son encontrados tanto en karakeza como en los sistemas de cultivo
(Medley et al., 1994; Curtis & Jones, 1995; Sagi et al., 1996a, 2002; Vazquez & Lopez
Greco 2007). Los autores obtuvieron interesantesultados luego de estudiar los
efectos de la ablaciéon de la GA sollee morfologia del sistema reproductor de
intersexos funcionalmente machos. Lassmos presentan urovario inmaduro
(detenido en vitelogénesisimiaria) de un lado y testiauly VD con espermatoforo del
lado contrario (Sagi et al., 1996a; Vazqua@l1). En ambos estudios, la andrectomia
provoco un incremento del IGS y del diamedazitario en el componente femenino del
sistema reproductor, ademas de la activacion de la vitelogénesis.

Estos resultados, junto corslobtenidos en el presentabajo, sugieren que la

ausencia de la GA eliminaria la inhilgini sobre la maduracion del sistema reproductor
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femenino, pero no provocaria la reversitah sistema reproductor masculino hacia uno
femenino cuando el primero g& ha diferenciado.

En otra especie de crustaceo decapodo, el camarén de agua Milulce
rosenbergii,la ablacién de la GA realizada en estadio de desarrollo muy temprano
(postlarva) llevo a una reversion sexual ctatgppde macho a hembra (Nagamine et al.,
1980a; Sagi & Aflalo, 2005; Adlo et al., 2006). Sin emlgw, la ablacién realizada en
estadios de desarrollo mas tardios llawina feminizacion nula del sistema reproductor
masculino, si bien inhibié el desarrollo dgertos caracteres sexuales secundarios
(Nagamine et al., 1980a). Esto sugiere qu@Aaseria crucial para el desarrollo de los
caracteres sexuales primarios en un estadipr@no del desarrollo, luego del cual seria
responsable del desaltooy/o mantenimiento de ciertasracteres sexuales secundarios,
tales como los gonoporos masculinoslos 6rganos copuladores, como se ha
demostrado también para las langostas de agua @QuitestructorFowler & Leonard,
1999) yP. clarkii (Taketomi et al., 1996). De este modo, el efecto de la ablacion de la
GA en estas especies y €h quadricarinatuspodria depender, en principio, del
momento durante el desarrollo en el qudesee a cabo, como se observo respecto a la
diferenciacion deted patchen la presente tesis (ver mas adelante).

Las alteraciones histologicas observagta$os machos ablacionados indican por
su parte, que la glandula estaria tambigvolucrada en el mantenimiento de la
estructura del sistema reproductor a lo largo de la vida del animal, particularmente del
VDD, y en la organizacion estructural dedpermatoforo. Algunas de las alteraciones
del VDD coinciden con aquellas observadas previamente por Bugnot & Lépez Greco
(2009b), quienes estudiaron la estructurasd#geéma reproductor en machos adultos de
C. quadricarinatuscriados en cautiverio. Las auterdetectaron también en machos

anormales una actividad secretora auamtdel epitelio del VDD, junto con la
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presencia de hemocitos granulares ylifmg. En cuanto a la organizacion del
espermatoforo, la ausencia y estructuramabde las gotas citoplasmaticas (uno de los

dos componentes de la capa secundaria) observada en los machos AGA posee
importantes implicancias, dado que las miss&s$an responsables, al menos en parte,

de las propiedades adhesivas del espermatéébrcual debe adherirse inmediatamente
después del apareamiento al esterno de la t@epdra asegurar la fertilizacion de los
oocitos (Lépez Greco & Lo Nostr 2008). La presente tesignstituye, de esta manera,

el primer registro de una relacion potencial entre la GA y la formacion del
espermatéforo en los machos@equadricarinatus.

Por otra parte, se observé una estructura completamente normal del testiculo en
los machos andrectomizados. La presenmigaespermatozoides tanto en los I6bulos
testiculares como en el VDD sugiere daeeliminacién de la GA no tendria efecto
sobre el inicio y complecion de la espatogénesis. Esto concuerda con resultados
obtenidos por Payen & Amato (1978), quienbservaron en algunos Reptantia que la
espermatogénesis puede realizarse en aiasdada hormona producida por la GA si
este proceso fue previamente iniciado poré@ctdie la misma (como habria ocurrido en
el presente trabajo, dado que la ablacionad&A fue realizada en machos que ya
presentaban espermatozoides en el testicAtnismo, Nagamine et al. (1980a) y Sagi
et al. (1990) demostraron quedhlacion de la GA en machos Me rosenbergiino
inhibe la espermatogénesis. Sin embargoelgiresente trabajalgunos machos AGA
presentaron en el VDD regiones del cordopeesatico sin espermatozoides, lo cual
sugiere que la tasa de liberacion de espwnoides desde el testiculo hacia el VD
(Khalaila et al., 1999) o la intensidad te espermatogénesis (Charniaux-Cotton &

Payen, 1988) podrian estar afectgulasla ablacion de la GA.
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En relacion al IGS, la tendencia obse&ladacia un mayor valor en los machos
AGA respecto a los control podria debecsm mayor probabilidad a una actividad
secretora aumentada del epitelio que apmduccion aumentada de espermatozoides.
El valor de IGS obtenido en ambos araientos fue mayor que el reportado por
Vazquez & Lopez Greco (2010) para los maahiosin estadio equivalente de desarrollo
del sistema reproductor (peso: 6-20 g; RC;64-48,51 mm); esteseltado podria estar
relacionado con el momento del ciclo anuakénue los animales fueron sacrificados,
dado que Bugnot & Lopez Greco (2009a)camtraron que el peso del sistema
reproductor de los machos @equadricarinatuse incrementa en verano e invierno.

En cuanto a los caracteres sexuales secundarios, se observo en la presente tesis
que si bien los machos ablacados no desarrollaron gonoporos appendices
masculinagdiferenciarorred patchy presentaron un crecimiento de las quelas de modo
similar al de los machos control. Elsgerollo de estos dogltimos caracteres no
concuerda con los resultadobtenidos por Barki et al. (P3) y Manor et al. (2004),
quienes demostraron que la presencia de GA (mediante su implantacion) en juveniles
hembra de la especie provoca el desarmdadichos caracteres sexuales secundarios.
Sin embargo, Khalaila et al. (1999) nocentraron ningun tipo de alteracién daet
patch en intersexos ablacionados a lo largat@lio el periodo expenental (50 dias).

Mas aun, en el laboratorio kan encontrado esporadicamente hembras funcionales con
red patchen uno o ambos quelipedos (no publ@agreviamente reportadas también
por Thorne et al(1989). Sobre esta base, paeeai que la presencia de la GA
provocaria la diferenciaciéon det¢d patch y que su ausencidesde un determinado
estadio de desarrollo no afectaria ni Igeminciacion ni el mantenimiento de este
caracter. Sin embargo, es importante recajcer los machos ablacionados a una talla

menor Experimento 2) comenzaron a diferenciar este caracter mas tardiamente que los
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machos ablacionados dexperimento 1, resultado que indicariun mayor efecto de la
ablacion de la GA cuando la misma se realiza mas tempranamente en el desarrollo.
Por otro lado, aquellos caracteres asociad@sincubacion de los huevos, tales
como el ancho relativo del endopodito deptesdpodos, y la estruata de las sedas del
endopodito, no difirieron signdativamente entre los grupegperimentales. Tampoco
se observo un mayor ancho del pleon (cardetaenino) en los animales ablacionados.
Resultados similares fueron obtenidas machos andrectomizados Me rosenbergii
los cuales desarrollaron ovario y gonoporaadgrinos luego de lablacion de la GA,
pero no desarrollaron cdmamcubadora ni sedas repiuctivas (Nagamine et al,
1980a). Se ha sugerido que durante laloginesis secundaria elario secreta una
hormona (hormona ovarica estimuladora deitalogénesis, VSOH) que promueve la
formacién de caracteres sexuales extef@mrniaux-Cotton & Payen, 1985). Esto es
consistente con el desarrolie caracteres maternaleslucido por la implantacion de
tejido ovérico maduro en machos andrectomizadosdeosenbergii(Nagamine &
Knight, 1987), y en crustaceos anfipodos (Charniaux-Cotton, 1952, 1953). Asimismo,
Sagi et al. (1996b) encontraron en hembra€ .dguadricarinatusuna correlacién entre
el grado de maduracion ovérica y cambiosktamafo y estructura de los ple6podos,
asociados a la incubacién s huevos. En el presente trabajo, no hubo desarrollo de
tejido ovérico en los machos andrectomaady por lo tanto la morfologia de los
plebpodos podria haber resultado de la ausete dicho/s factor/es ovarico/s. Sin
embargo, esta afirmacion requiere de estuflitsos que determinen la existencia real
de la/s hormona/s ovarica/s en la especie.

El conjunto de resultados deigptos previamente, llevar@chazar la hipotesis

de trabajo 3, dado que la ablacion de la GA no provocé la feminizacién del sistema

reproductor masculino ni de losraateres sexuales secundariodeuadricarinatus
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si bien la regeneracion deslgonoporos masculinos y de lgpendices masculinae
vio afectada por dicho procedimiento mjugico. Dado que no se obtuvieron “neo-

hembras”no fue posible poner a prueba la hipétesis de trabajo 5.

Con respecto al crecimiento somatico, hee hipotetizado que el crecimiento
diferencial entre sexos de esta especiedelge a una mayor inversion de energia
realizada por las hembras en la maddmaocbvarica que aquella realizada por los
machos en la espermatogénesis, y no @iapetencia por los recursos (Manor et al.,
2004; Capitulo 2 de esta tesis). Tamksénha propuesto que la GA induce un mayor
crecimiento somético en machos por accigaada de una hormona (Fowler & Leonard,
1999; Manor et al., 2004). Séste hubiera sido el caso, entonces los machos
ablacionados deberian haber presentadoremlmenores de crecimiento, como se ha
observado en machos ablacionadosMierosenbergii(Sagi et al., 1990, 1997). Sin
embargo, en el presente trabajo no se ermamt diferencias en [ACE e IP entre los
machos control y los ablacionadtis cual estaria indicando que €n quadricarinatus
la GA tendria un efecto indicto sobre el crecimientanediante la inhibicion del
desarrollo y maduracion ovérica. Como se mencioné previamenliéeranciacion del
sistema reproductor fue similar en los maciedrectomizados y en los machos control.
Por lo tanto, es esperable que la inv@rsenergética en el mantenimiento de la
estructura del mismo haya sido similaraanbos grupos experimergal lo cual habria
llevado a un crecimiento somatico equivadenEste analisis se ve sustentado por
estudios previos en los que se implantd GA en juveniles hemi@agieadricarinatus
y se mostré una disminucion en la expresiéhgen de la vitelogenina y en los niveles
de vitelogenina en hemolinfa, seguidos ute incremento en la tasa de crecimiento

(Barki et al., 2003; Manor et al., 2004).
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El hecho de que el crecimiento fuera mayor en los animales pertenecientes al
Experimento 2 respecto a aquellos pertenecienteBxgerimento 1 podria explicarse
por la talla inicial de los machos (mayor enExdperimento 1), dado que en las
langostas de agua dulce la frecuencia de los eventos de muda y la tasa de crecimiento
disminuyen al incrementarse la talkdartnoll, 1982, 1983; Reynolds, 2002).

A partir de los resultados descriptos previamesgerechaza la hipétesis de

trabajo 4.

La manipulacion de la GA en especids crustaceos decdpodos de valor
econdémico y con crecimiento diferencial des sexos pareciera ser una manera
interesante de producir mayores benefiggoganancias relacionados con su cultivo
(Sagi et al., 1986; Curtis & Jones, 1995; Karplus et al., 1995; Sagi et al., 1997,
Lawrence et al., 2000; Jones & Ruscoe, 2004gi & Aflalo, 2005; Rodgers et al.,
2006). En particular, la tecnologia deethhembras” desarrollada en el camaron de
agua dulceM. rosenbergiirepresentaria una maneraedia de obtener CMM (Sagi &
Cohen, 1990; Lawrence et al., 2000; Nair et al., 2006), sin los costos y problemas
asociados con el sistema de sexado manuati§X Jones, 19955agi & Aflalo, 2005;
Aflalo et al., 2006; Rungsin et al., 2006).

Dado los resultados obtenidos en el enés trabajo, dicha tecnologia no parece
ser aplicable el€. quadricarinatus ya que los machos ablacionados no revirtieron a
hembras. Pattillo (2010), quien ablacionggniles 11l (juveniles recién independizados
de la madre y no diferenciados sexualmedee)a especie, tampoco logré la reversion
sexual. El crecimiento y supervivencia dejlogniles ablacionados no difirié de los de
los animales control. Sin embargo, el aubservd un efecto de kblacion de la GA
sobre el desarrollo de los gonoporossowinos y o6rganos copuladores. Estos

resultados sugieren que aun realizand@abacién en un estawide desarrollo muy
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temprano la reversion de los aateres sexuales primarios egyndificil de lograr en la
especie, lo cual concuerda a su vez comeeho de que hemisramplantadas con GA

no desarrollaron testiculo ni VD (Khalaila &t, 2001; Manor et al., 2004). Ademas,
debe tenerse en cuenta querdaersion sexual completa @n. rosenbergiisolo se
obtuvo luego de realizar la andrectongia un estadio de desarrollo mas temprano
(estadio de postlarva que precede al de juvenil) que aquel pos®leaadricarinatus
dado que dicho camarén tiene, a diferenciladspecie en estudio, desarrollo indirecto.
AUn asi, la ablacion de la GA causo6 una aitatalidad y resultdé en un bajo porcentaje
de “neo-hembras” (entrey127%) (Aflalo et al., 2006Rungsin et al., 2006 Teniendo

en cuenta estas limitaciones, se neceaifdbablemente una gran cantidad de machos
genéticos d€. quadricarinatuen un estadio de desarrollo muy temprano (previo al de

JIIl) para alcanzar el objetivo deseado.
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Efecto de la administracion prolongada de
dopamina sobre la maduracion ovarica y el
crecimiento somatico de las hembras de la

langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus.
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4.1 Introduccion

La dopamina (DA) es un neurotransniismpliamente distribuido en el sistema
nervioso y hemolinfa de numerosas espeae crustaceos decapodos (Elofson et al.,
1982; Elekes et al., 1988; Bhet et al., 1989; Mercier et.all991; Cournil et al., 1994,
Wood & Derby, 1996; Tierney etl., 2003; Tinikul et al., 2(h). Se ha demostrado que
la DA modula variadas funmnes fisiologicas, tales conla liberacion de hormonas
concentradoras de pigmentos (Fingerman & Fingerman, 1977; Quackenbush &
Fingerman, 1984; Kulkarni & Fingermari,986), y la liberacion de la hormona
hiperglucemiante de crustaceos (CHH) desldeomplejo 6rgano X-glandula del seno
(Luschen et al., 1993; Kuo et al., 19%&rojini et al., 1995c; Kuo & Yang, 1999).

La DA también parece modular ciertasi¢iones reproductivas, tales como la
liberacion de la hormona estimuladora deitalogénesis/gonad@SH), secretada por
el cerebro y el ganglio toracico (no iderd#da ni caracterizada hasta el momento), y la
liberacion de la hormona inhibidora de \#elogénesis/gonadéGIH), producida y
secretada por el complejo 6rgano X-glandigaseno (presente en el pedudnculo ocular)
(Sarojini et al., 1995e; Fingerman, 1997).

La vitelogénesis es un proceso que ocuueante el desarrollo y maduracion
ovaricos de los crustaceos, y consta de ©@ees: (1) la vitegénesis primaria o
previtelogénesis, que consiste en paoduccion endogena deglicoproteinas y
lipoproteinas por parte de los oocitos ll@os primarios (Charniaux Cotton & Payen,
1988); y (2) la vitelogénesis secundaria, @ltea demanda energética. Esta Ultima
consiste en la sintesis endogepor parte de los oocitosimparios de la vitelogenina
(precursora de la vitelina, la principal pota del vitelo), y/o en su captacion exdgena

cuando la misma es sintetizada fuera del ov@an el hepatopancreas la mayoria de
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las especies). La vitelogenina esedo modificada y transformada en una
lipoglicocarotenoproteina y es almacenadafama de plaquetas en el citoplasma
(Subramonian, 2011). Esto determina umconiento exponencial de los oocitos,
denominados secundarios.

Los estudiosin vivo realizados en hembras del camaron de agua dulce
Macrobrachium rosenbergilemostraron que la inyeccidie DA disminuye la sintesis
de vitelogenina y el diametro oocitarimedio (DOM), y prolonga el periodo de
maduracion ovarica (Chen et al., 200Kl et al., 2008, 2009b). Dado que la DA no
fue detectada en los pedunculos oculareg g resultados similes se observaron en
individuos de la misma especaln luego de ablacionarléghas estructuras (Chen et
al., 2003), se sugirio que IBA ejerceria su efecto medite la inhibicion de la
liberacion de GSH y no mediante la estiawion de la liberaciéme GIH. Sainath &
Sreenivasula Reedy (2011) también eslaron una disminucion del indice
gonadosomatico (IGS), DOM vy nivel de Vigenina en el ovario luego de la
administracion de DA a hembrdsl cangrejo de agua dul@ziotelphusa senex senex
pero solo luego de la ablaai de los pedunculos ocular®or otro lado, Tinikul et al.
(2008) mostraron que los niveles de DA eyelta en el cerebro, ganglio toracico y
ovarios son méaximos cuando el ovario seuentra en estadidl y disminuyen a
valores minimos cuando los ovarios complethproceso de maduracion (estadio 1V).

Estudiosin vivo realizados en la tgosta de agua duld@rocambarus clarkii
también demostraron el efecto inhibitorde la DA sobre la maduracion ovarica
(Sarojini et al. 1995d). En wrstudio posterior realizadio vitro se sugiri6 como posible
mecanismo de accion de la DAitdibicion de la liberaciéde GSH desde el cerebro y

ganglio toracico (Sarojini et al. 1996).
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Asimismo, diversos estudiom vivo e in vitro evaluaron el efecto de la
administracion exogena de spiperona (@omésta de la DA) abre el crecimiento
ovarico en crustaceos decapodos, obtwlue entre otros resultados, valores
aumentados de IGS y de DOM (Cahanskal €2002; Rodriguez el., 2002; Zapata et
al., 2003; Alfaro et al., 2004).

El rol de la DA en los procesos reprotiuas de crustaceos se ha demostrado
también en machos de las espedies pugilator (Sarojini et al., 1995a). clarkii
(Sarojini et al., 1995b) Wl. rosenbergii(Poljaroen et al., 201,1¢n los que se observo
que dicho neurotransmisor itlei la maduracion testicular.

El crecimiento diferencial de los sexos lanlangosta de agua dul&herax
quadricarinatuspodria deberse a una menor invergi@nenergia de los machos en la
produccion de espermatozoides que aquellasi@embras en la produccién de oocitos
secundarios (Hyatt, 1948; Dworschak, 198&utu1988). Considerando asimismo que
la maduracion ovérica es un proceso que camj@sde el punto de vista energético con
el crecimiento somatico (Conan, 1985; Halt, 1985; Provenz®, 1985; Sokol, 1988;
Nelson, 1991), entonces la inhibicién delsarrollo gonadal podria resultar en valores
incrementados del crecimiento en las hembras de esta especie.

En este sentido, la administracion Hermonas y/o neuroreguladores en el
alimento para inducir distintos procesasdiogicos ha demostrado ser una herramienta
disponible de interesantes resultados enacanes, cangrejos yrigostas de agua dulce
de importancia comercial (Laufer et al., 1998; Yano, 2000; Zapata et al., 2003;
Cahansky et al., 2008). Particularmente, Zapet al. (2003) obtuvieron resultados
similares al administrar spiperona mediaste inyeccién y suncorporacion en el

alimento. Estos resultados convierten al alimento en una via alternativa de
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administracion de hormonas/neuroreguladerefos sistemas de cultivo, presentando la

ventaja de que puede aplicarse a gran agcsin provocar estrés en los animales.

4.2 Objetivo

Evaluar el efecto de la administracidrolongada de DA, mediante su inyeccion
e inclusion en el alimento, sobre laduoeacion ovarica y el crecimiento somatico de

hembras d€. quadricarinatus

En el marco de este objetivoantearon las siguientes hipotesis:

» Hipdtesis 6 la inclusion de DA en el alimento de hembras juveniles inhibe la

maduracioén ovarica, incremeamido el crecimiento somatico.

» Hipotesis 7 la inyeccion de DA en hembr@sveniles inhibe la maduracion

ovarica, incrementando el crecimiento somatico.

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Obtencioén de los animales

Los juveniles utilizados en el presemtabajo fueron obtenidos a partir de dos
lotes de animales reproductores suministrgawsel criadero Las Golondrinas, Entre
Rios, Argentina, en el afio 2009 y 2010, respectivamente. Dichos lotes fueron
mantenidos bajo las mismas condiciones der&boo descriptas eal capitulo 2. El

namero total de hembras ovigeras mditlas en cada experimento fue de 6.
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Cuando los juveniles alcanzaron un papooximado de 0,20 g fueron sexados
manualmente y las hembras fueron seleccionadas y mantenidas bajo las mismas
condiciones de calidad de agua, temperatataperiodo y alimentacion descriptos para

sus madres hasta el comiemsd experimento correspondiente.

4.3.2 Disefio experimental

4.3.2.1 Experimento 1: administracidie DA a través del alimento

Se seleccionaron juveniles hembra de un peso det4)2Bl g, correspondiente
a la talla minima aproximada a partir ldecual las hembras comienzan a madurar sus
ovarios, de acuerdo a Vazquez et al. (2008)h& hembras fueron asignadas al azar a

uno de los siguientes tratamientos:

- CONTROL (C)alimentacion diaria con alimentmalanceado Tetracolor, TETRA® y

los fines de semana c&hodeasp.;

- DOPAMINA (DOPA) alimentacién 3 veces por semana con alimento balanceado
Tetracolor, TETRA®, enriquecido con dopamiA( Sigma). El resto de los dias las
hembras fueron alimentadas con Tetracold,TRA®, y los fines de semana con
Elodeasp. La DA fue ofrecida@n una dosis de 2,5x20moles/animal, de acuerdo a
trabajos previos (Chen et al., 2003). Luegasédedisuelta en &aidn fisiolégica (SF)

para langostas de agua dulce (conteniendo 12 g/l NaCl, 0,4 g/l KCI, 1,99 g/HzacCl

0,31 g/l MgC}.6H,O y 0,2 g/l NaHCQ@(Van Harreveld, 1936)), la DA fue adicionada

al alimento previamente humedecido. Laztla resultante fue fraccionada nuevamente

en pellets y secada en data 40°C durante 24 horas.
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En ambos tratamientos, el porcentajeatlsnento suministrado equivalio al 2-
10% del peso de los animales (Jones, 1997).

Los organismos fueron mantenidos acuarios de vidrio de 60x40x30 cm,
conteniendo 30L de agua corriente declarédjo aireacion continua. Tubos de PVC
(10x2x2 cm) y trozos de red de tipo “cebolfef@eron ofrecidos como refugios. A lo
largo del periodo experimental los refugio®ron reemplazados por tubos cilindricos
de PVC de mayor tamafo (5 cm de diaamgior 10 cm de largo), en funcién del
crecimiento de los animales. El expemite fue llevado a d# bajo condiciones
constantes de fotoperiodo (14:10lls.0scuridad) y temperatura (271°C).

Se asignaron 4 réplicas (4 acuarios) fpatamiento, con 7 animales por réplica
(29,2 animales/A). Una vez por semana se limpidenové el volumen total de agua de
cada acuario. Los animales dada tratamiento fueron gsdos (precision: 0,01 g) y
sexados cada 15 dias, durante un total d& cd@s. La mortalidad fue registrada
diariamente.

Debido a que este experimento no arrg® resultados esperados se decidid
administrar la DA de manera mas diretaediante su inyeccidn) en un nuevo

experimento, el cual se detalla a continuacion.

4.3.2.2 Experimento 2: administracion de DA a través de su inyeccion

Se seleccionaron 3 grupos de juveniles hembra:
- GRUPO A: 42 hembras de un peso de 4,0502 g
- GRUPO B: 36 hembras de un peso de ¢,651L0 g

- GRUPO C: 24 hembras de un peso de 13,006 g
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En primera instancia se redlizin experimento con el Grupo Ar{sayo L
Como la mortalidad de las hembras no permitié continuar dicho experimento hasta la
talla final deseada (coincidente con la talla finalEdgberimento 1), se realizé en una
segunda instancia y una vez finalizado el Ensayo 1, un segundo experimento con el
Grupo B Ensayo 2, utilizando hembras de un peso inicial similar al peso final de las
hembras del Ensayo 1. Con dicho ensayo sgeptd el mismo problema de mortalidad
de las hembras, con lo cual se debibizagl una vez finalizado el Ensayo 2, un tercer
experimento con el Grupo Erjsayo 3, siguiendo el mismo catio relativo a la talla
inicial de las hembras utilizadas (Fig. 4.De este modo, los 3 ensayos realizados
abarcaron un rango de pesos comprendido ehpreso minimo aproximado a partir del
cual las hembras comienzan a madurar susas/é4t6 g) y el peso correspondiente a la

madurez sexual temprana (18 g)adeerdo a Vazquez et al. (2008).

EXPERIMENTO 1
4259

2043 g

Ty

300 dias

EXPERIMENTO 2
4,159

| Ensayo 1

8689
9,659

| Ensayo 2

14,58 g
13,98 g

| Ensayo 3
21,849
N A
v‘

315 dias

Fig 4.1. Esquema indicando la duracion y tallagiales y finales de las hembras @e
quadricarinatus correspondientes dExperimento 1 (administracién de DA a través del
alimento) y alEnsayo 1 Ensayo 2y Ensayo 3del Experimento 2 (administracion de DA

mediante su inyeccion).
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Debido a las limitaciones ela disponibilidad de amales, los 3 ensayos no
fueron realizados de manera consecutivagyayon distintas épocas del afio y distintos
afios Ensayo 1entre febrero y mayo del 201Bnsayo 2 entre julio y septiembre del
2010; Ensayo 3 entre julio y octubre del 2011). Plar tanto, y debida las posibles
diferencias en los resultados dadas por dithct®res, las comparacies para todas las
variables fueron llevadas a cabo dentro de cada ensayo.

A continuacion se describe el disefi@perimental comudn a los 3 ensayos.

Dentro de cada grupo, las hembras dueasignadas al az a uno de los

siguientes tratamientos:

- CONTROL (C)inyeccion de 0,05 ml de SF por animal;
- DOPAMINA (DOPA)inyeccion de DA (Sigma®) previaente disuelta en 0,05 ml de

SF, en una dosis de 2,5 xMoles/animal, de acuerdo a Chen et al. (2003).

Las hembras fueron inyectadas 2 vecessgmnana en la articulacion entre la
coxa del cuarto par de pedpodos y el cefalotorax, utilizeo jeringas para insulina de
1 ml (Bremen®). Luego de cadnyeccion, los animales presamon ciertas alteraciones,
tales como una disminucion en la actividadomotora, y un aumento del batido de los
pleépodos. Dichas alteraciones desapareafaoximadamente a los 15 minutos de
realizada la inyeccion, y fueron previamerdgportadas en otras especies de crustaceos
decéapodos (Martinez et al., 198rthe et al., 1989).

Los organismos fueron mantenidos ennasmas condiciones descriptas para el
Experimento 1 Cada tratamiento cont6 con 3 répd3 acuarios), con 7 animales por
acuario para el Grupo A, 6 para el Grupo B y 4 para el Grupo C (29, 25 y 17
animales/ry respectivamente). El niimero totalatiarios fue de 6 para cada ensayo.

Los juveniles fueron alimentados diariamentady libitum con Elodeasp y

alimento comercial Tetracolor, TETRA®. Todos los acuarios fueron limpiados y el
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agua completamente renovada una vez a la semana. El periodo experimental fue de 105
dias para el Grupo A, 90 dipara el Grupo B y 120 diasrpeel Grupo C. Cada 15 dias
los animales fueron sexados y pesados (precision: 0,01 g), mientras que la mortalidad

fue registrada diariamente.

4.3.3 Evaluaciéon macroscopica y microscopica

Al finalizar ambos experimentos, losimmales fueron pesados (precision: 0,01 g)

y se registraron las siguientes variabtesfométricas (precision: 0,01 mm): largo del
cefalotorax (LC), entre el extremo anterior del rostro y el extremo posterior del
cefalotérax; largo postorbitalel cefalotérax (LPC), entrel margen posterior de la
Orbita y el extremo posterior del cefaloix; ancho del pleon (AP), medido en el
segundo segmento abdominal; y largo, ancho y alto de las quelas (LQ, AQ, AIQ,
respectivamente) (Fig. 2.3).

Luego de anestesiar a los animales con frio (se los colocé en hielo durante 15
minutos), el caparazén fue removido y isspeccioné el sistema reproductor para
determinar su tamafio relativo, forma y coleirgrado de maduracidte los ovarios fue
determinado utilizando la escala de coltescripta en el Q@dtulo 2 (Fig. 2.4).
Posteriormente, el sistema reproductor fue disecado, pesado (precision: 0,1 mg), y
fijado en solucién acuosa de Bouin durante 4 horas a temperatura ambiente.

Para el Ensayo 1y Ensayo 2 del Experimento 2 los tejidos fueron
posteriormente deshidratados, incluides Paraplast® (Leica Microsystems) y
coloreados con Hematoxilina-Epai Al menos 3 cortes (51dn de espesor) de cada
animal fueron inspeccionados bajo mropio Optico (Imager A.l, Zeiss®) y
fotografiados con cdmara Leica® ICC50 dm@x. La presencia de oocitos primarios y

secundarios fue determinada de acuerdbdu et al. (2000) Wazquez et al. (2008)a
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proporcion de oocitos primasgo previtelogéenicos) es wifna (100%) en los estadios
ovaricos | y Il, y disminuye en los sucesivestadios hasta alcanzar un valor minimo
(11%) en el estadio IV (ovario mad)r Asimismo, la proporcion de oocitos
secundarios es minima (0%) &s estadios ovaricos | ¥ y aumenta gradualmente
hasta alcanzar un valor maximo en el est&di(73%) (Vazquez et al., 2008). Se midid
el diametro mayor y menor de los oocimsyos nucleos eran visibles, con un lente
ocular micrométrico calibrado 8X (Zeisy€5anchez de Bock & Lopez Greco, 2010).

En el caso deExperimento 1y del Ensayo 3del Experimento 2, los ovarios
maduros presentados por la mayoria dééasbras contenian una cantidad muy grande
de vitelo, lo cual dificulté elgran medida su procesamiehistol6gico. Por lo tanto, el
diametro mayor y menor de los oocitos fuedido bajo lupa (Zeiss®) con un lente
ocular micrométrico calibrado. Para ellosseccionaron por habra al azar 10 oocitos
secundarios si el ovario estaba maduro (&stAd, 10 oocitos primarios si el ovario
estaba inmaduro (estadio Il), o 10 oocitos jriws y 10 secundarios si el ovario se
encontraba en el estadio Ill.

Para cada ensayo dekperimento 2 se determiné el porcentaje de humedad de
los ovarios, para lo cual $®s6 un trozo de ovario paembra (precision: 0,1 mg) y
luego cada trozo fue secado en estufa a 60°C hasta alcanzar un peso constante (48
horas).

Por ultimo, se disecaron las quelas yplelon de cada animal, los cuales fueron

pesados (PQ y PP, respectivamente) (precision: 0,01 g).
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4.3.4 indices calculados

En ambos experimentos la supervivencia fue expresada como el porcentaje de
animales vivos dentro de cada trai@mto al término del experimento.
Las férmulas utilizadas para calculéos indices relativos al crecimiento

somatico dentro de cada expeento fueron las siguientes:

» Tasa de Crecimiento Especifica, TCE = 100*(lpgso corporal final — leg
peso corporal inicial)/tiempo), donde el tiempo fue expresado en dias, y el peso
inicial y final correspondieron al pescopnedio de los animales de cada acuario
al comenzar y finalizar el experimentespectivamente (Jussila & Evans, 1996,
1997; Reynolds, 2002);

» Incremento de Peso, IP = 100*((peso coap@inal — peso corporal inicial)/peso

corporal inicial), correspondielo el peso inicial y final al peso promedio de los

animales de cada acuario al comemn y finalizar el experimento,
respectivamente (Jones, 1995b);

Ancho Relativo del Pleon, ARP = AP/LC;

Peso Relativo del Pleon, PRP = PP/peso corporal final;

Alto Relativo de las Quelas, AIRQ = AIQ/LQ;

Y V. VYV V¥V

Peso Relativo de las Quelas, PRQ = PQ/peso corporal final.

Las formulas utilizadas para calculas limdices relativos al sistema reproductor

fueron las siguientes:

> Indice Gonadosomatico, IGS = 100*(peso del sistema reproductor/peso corporal
final), correspondiendo el peso del sisteraproductor y el peso corporal final

al peso promedio del sistema reprodugt@l peso corporal final promedio de
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los animales de cada acigarespectivamente (McR&Mitchell, 1995; Sagi et
al., 1996b);

» Proporcién de Estadio Ovarico X, PEO100*(nimero de estadios ovaricos
X/nuamero total de ¢adios ovaricos);

» Diametro Oocitario Medio, DOM = (dmetro mayor + diametro menor)/2,
calculandose un valor promedio par& loocitos primarios y otro para los
oocitos secundarios;

» Contenido de humedad por ovario, H@(peso humedo del ovario — peso seco

del ovario)*100)/peso humedo del ovario.

Todos los indices descriptos fuercalculados para cada acuario (réplica),

excepto PEO, el cual fue calculado para cada tratamiento.

4.3.5 Andlisis estadistico

Para eExperimento 1y para cada ensayo dentro Beperimento 2 se realizé
un andlisis de varianza de 1 factor (AW®) (Sokal & Rohlf, 1995) para comparar la
supervivencia, el peso final, TCE, IP, 1G& variables morfométricas (LC, LPC, ARP,
PRP, LQ, AQ, AIRQ, PRQ, LRRP), GSI,®D y HO entre tratamientos. La prueba
exacta de Fisher (Sokal & Rohlf, 1995) fuélizada para comparar la PEO entre
tratamientos. Los resultados por tratanvesbn presentados como media + ES de
acuerdo a Fotedar (2004). Todas pruebas estadisticagfan realizadas con un nivel

de significacion del 95%, mediantepgbgrama Statistica 6.0, StatSoft Inc.
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4.4 Resultados

4.4.1 Experimento 1

4.4.1.1 Supervivencia y crecimiento

Hacia el dia 110 de comenzado etperimento se perdid0 una réplica
perteneciente al tratamiento DOPA debido @bfgmas de aireacion del acuario. Por lo
tanto, para dicho tratamientse trabajo con un numerotdb de 3 acuarios, y la
supervivencia fue calculada considerandonummnero inicial de 21 animales (7 por
acuario).

Tanto la supervivencia como las variables morfométricas analizadas fueron
similares en ambos tratamient@s-@,05; Tabla 4.1). El peso fihdaasa de crecimiento
especifica (TCE) e incremento de peso (IP) también fueron similares en las hembras

control y las hembras DOPAX0,05; Tabla 4.1).

4.4.1.2 Sistema reproductor

Tanto las hembras control como las heasbDOPA presentaron en su mayoria
ovarios en estadio IV (ovarios madurasigunos de estos ovarios contenian oocitos del
color verde oliva previamente descripto plaraspecie (Fig. 2.4)/azquez et al., 2008).

Sin embargo, se observaron también ovariosstadio |V con oodits de color verde y
amarillo polarizados, u oocitos de colgerde-castafio uniforme (Fig. 4.2). Para
diferenciarlos, se llamé estadio IVapmimero, 1Vb al segundo y IVc al tercero.

Tanto el indice gonadosomatico (IGS) como la proporcion de los distintos

estadios ovaricos no diieron significativamente entre tratamienpe-@,05; Tabla 4.2).
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El diametro oocitario n@o (DOM) de los oocitos pnarios y de los oocitos
secundarios también resulté ser similar en ambos grupos experimegmnt@l@s;( Tabla
4.2).

Por otro lado, se observo en el 33,3%akehembras control y en el 30,8% de
las hembras DOPA la presencia de conect@@es unen los I6bulosvaricos anteriores
con los posteriores) y oviductos hipertrafia y/o de color caramelo, con un aparente
exceso de secrecidn. Las hembras ardes presentaron conectores/oviductos
opalescentes y de estructura macroscopicanalo de acuerdo a Vazquez et al. (2008)

(Fig. 4.3).
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Tabla 4.1. Efecto de la administracion de DA a téavdel alimento sobre los parametros de
crecimiento y variables morfométricas de hembra€ .dguadricarinatusal término del periodo

experimental.

Tratamiento

Parametro

(o3 DOPA
Numero inicial 28 28
Numero final 18 13
Supervivencia (%) 64,29 + 4 12° 61,91 + 4,76°
Peso inicial (g) 4,26 +0,10° 4,24 +0,14°
Peso final (g) 21,08 + 3,82° 19,58 + 2,407

IP (%) 300,95 +90,87° 361,17 + 43,33°
TCE (%/dia) 0,53 £ 0,06° 0,51 +0,03°
LC (mm) 4523 £2,19° 44,02 + 1,86°
LPC (mm) 31,79 + 1,52° 31,07 £ 1,44°
PRP (%) 30,37 £ 1,22° 30,50 + 0,96°
ARP (%) 4417 £ 0,67° 4379 + 0,88°
LQ (mm) 30,49 + 2,07° 28,44 + 1,84°
AQ (mm) 4,63 + 0,24° 4,43 +0,48°
AIRQ (%) 28,46 + 0,58° 28,17 + 1,46°
PRQ (%) 3,31£0,24° 2,87 +0,52°

Nota Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos Control (C) y Dopamina (DOPA)
para elExperimento 1 AQ: ancho de las quelas, ARP: ancho relativo del pleon, AIRQ: alto
relativo de las quelas, IP: incremento de p&€b,largo del cefalotdrax, LPC: largo postorbital

del cefalotérax, LQ: largo de las quelas, PRP: pekivo del pleon, PRQ: peso relativo de las
quelas, TCE: tasa de crecimiento especifica. El valor de cada variable presentado en la tabla
corresponde al promedio de los 4 o 3 valoredioseobtenidos en las 4 (Control) o 3 (DOPA)
réplicas (acuarios) de cada tratamientodalo las variables pregadas fueron analizadas

mediante  ANOVA. Agquellos valores+( ES) con el mismo superindice no difieren

significativamente entre §0%0,05).
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Fig. 4.2. Estadios ovaricos encontrados en hembra€ dquadricarinatuspertenecientes al

tratamiento Control y Dopamin&xperimento 1). (A) Estadio ovarico Il. (B) Estadio ovarico
lll. (C) Estadio ovérico IVa, con oocitos de colerde oliva. (D) Estadio ovarico Vb, con
oocitos de color verde y amarillo polarizados) Bstadio ovérico IVc, con oocitos de color
verde y castafio. (F) Estadio ovarico I\¢on oocitos de colarastafio. OV: ovario.
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Fig. 4.3. Estructura macroscopica de los conectores ovaricos y oviductos en hemi@as de
quadricarinatuspertenecientes a los tratamientos Control y Dopantixgdrimento 1). (A)
Conector transparente y delgado (estructuwamal). (B) Conector delgado pero de color
caramelo. (C) Conector hipertrofiado y de calaramelo. (D) Oviducto de color caramelo. CN:

conector ovarico, LOA: lI6bulo ovarico anterior, OV: oviducto.
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Tabla 4.2. Efecto de la administracion de DA a través del alimento sobre los parametros

reproductivos de hembras @e quadricarinatusal término del periodo experimental.

Tatamiento

Parametro

C DOPA
IGS (%) 410+111° 4,43 +1,32°
DOM de oocitos primarios (um) 294,92 + 74,22° 335,94 + 21 48°
DOM de oocitos secundarios (um) 1111,31 £ 120,82 ° 965,96 + 159,327
Ovarios en estadio | (%) 0* 0®
Ovarios en estadio Il (%) 16,67° 15,38°
Ovarios en estadio Il (%) 5,567 7,69%
Ovarios en estadio IVa (%) 33,33° 38,46°
Ovarios en estadio IVb (%) 16,67° 7,69%
Ovarios en estadio IVc (%) 27,78°% 30,77°

Nota Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos Control (C) y Dopamina (DOPA)
para elExperimento 1L DOM: didmetro oocitario medio, IGS: indice gonadosomatico. Cada
valor de IGS y DOM presentado en la tablaresponde al promedio de los 4 o 3 valores
medios obtenidos en las 4 (Control) o 3 (DOPéylicas (acuarios) de cada tratamiento. Cada
valor de proporcién de estadio ovarico correspaalderomedio de todas las hembras de cada
tratamiento; esta variable fue analizada meditmferueba exacta de Fisher, mientras que el
resto de las variables presentadas fuerafizanas mediante ANOVA. Aquellos valorasgES)

con el mismo superindice no difieren significativamente entpe-8jad5s).
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4.4.2 Experimento 2

4.4.2.1 Supervivencia y crecimiento

En los Grupos A y B laupervivencia de las hembras inyectadas con DA fue
significativamente menor que adjaede las hembras controp<£0,025 y p=0,011,
respectivamente), mientras que en el Grupo C la supervivencia no difirid
significativamente entre tratamient@sQ,05; Tabla 4.3).

El peso final, IP y TCE difirieroentre tratamientopara el Grupo Apg=0,013,
p=0,014 yp=0,011, respectivamente), pero para el Grupo B ni »%0,05; Tabla 4.3).

El largo del cefalotérax (LC) y largo das quelas (LQ) siguieron el mismo patroén,
siendo significativamente mayores es teembras control dentro del Grupop¥0,013,
p=0,019, respectivamente; Tabla 4.3). En3ogrupos, el tamafio y peso relativos del

pleon y quelas fueron similares en ambos tratamieptdsd5; Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Efecto de la administracion de DA a tragéssu inyeccion sobre los parametros de
crecimiento y variables morfométricas de hembra€.dguadricarinatusal término del periodo

experimental.

Grupo A Grupo B Grupo C
Parametro
C DOPA C DOPA C DOPA

Nuamero inicial 21 21 18 18 12 12
Numero final 19 1 17 8 10 10
Supervivencia (%) 90,48 + 4,76° 52,38 + 4,76° 94,44 + 5 56° 44,44 + 5 56° 83,33 + 8,33° 83,33 £ 8,33°
Peso inicial (g) 4,14 +0,02° 4,16 +0,01° 9,63 +0,09° 9,68+0,12% 13,98 + 0,08° 13,99 + 0,05%
Peso final (g) 9,30 £0,10% 7,96 +0,52° 14,47 +1,21° 14,68 + 0,19° 21,96 +2,91°% 21,71 £ 0,62°
IP (%) 124,53 + 3,34° 91,36 + 12,34° 50,33 £ 13,27 51,71 +£1,31% 57,21 £ 21,69° 55,15 + 4,94°
TCE (%/dia) 0,77 £0,01% 0,62 +0,06° 0,45+ 0,10° 0,46 + 0,017 0,370,117 0,37 +£0,03%
LC (mm) 34,44 +0,13% 33,66 + 0,29° 40,60 + 1,24° 40,07 +1,33% 4537 + 3,327 45,56 + 0,45°
LPC (mm) 23,77 +0,20° 23,22+ 0,287 27,88 +0,76° 27,55 + 0,85% 31,20 + 1,457 31,80+0,21°
PRP (%) 30,53 + 0,65% 30,84 + 1,09° 30,58 + 0,87 30,19 + 0,82% 29,91 +0,53% 29,65+ 1,41°
ARP (%) 40,12 +0,87° 38,73 £0,20° 41,09 +0,67° 40,20 +0,70° 43,78 +1,81° 43,62 £ 0,40°
LQ (mm) 21,96 +0,27°% 20,23 +0,75° 24,93 +1,43° 25,08 £ 0,79% 31,89 £2,01° 31,03 £1,68%
AQ (mm) 3,25+ 0,09° 3,17 +0,38° 3,63 + 0,24° 3,69 +0,25° 4,93 +0,42° 4,83 +0,24°
AIRQ (%) 27,56 £ 1,01° 26,86 + 0,34° 27,19 £0,82° 27,89 £ 0,92° 28,49 + 1,22° 28,17 £ 0,76°
PRQ (%) 2,87 +0,17% 2,71+0,15% 2,69 +0,52° 2,93+0,37% 3,78 £0,27° 3,66 +0,45%

Nota Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos Control (C) y Dopamina (DOPA)
dentro de cada Grupo paraEperimento 2 AQ: ancho de las quelas, ARP: ancho relativo del
pleon, AIRQ: alto relativo de las quelas, IP: incremento de peso, LC: largo del cefalotérax, LPC:
largo postorbital del cefalotérax, LQ: largo de las quelas, PRP: peso relativo del pleon, PRQ:
peso relativo de las quelas, TCE: tasa deinriento especifica. El valor de cada variable
presentado en la tabla corresponde al promddidos 3 valores medios obtenidos en las 3
réplicas (acuarios) de cada tratamientoda® las variables pregadas fueron analizadas
mediante  ANOVA. Aguellos valores+( ES) con el mismo superindice no difieren

significativamente entre g0%0,05).
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4.4.2.2 Sistema reproductor

En el Grupo A todas las hembras presemtavarios en estadio Il. Sin embargo,
dentro de este estadio @leservaron ovarios de colorecna palido (al que se denominé
estadio Ila) y ovarios de colamarillo-naranja (al que seatho estadio 11b) (Fig. 4.4).
La proporcion del estadio lIbfdié significativamente entreecatamientos, siendo mayor
en las hembras contrg<£0,038; Tabla 4.4). La proporcion dedtadio lla, por su parte,
tendié claramente a ser mayor en las heml@®PA, si bien esta diferencia no fue
estadisticamente significativa>0,05; Tabla 4.4). En el Grupo B se observé el mismo
resultado, aunque no significativo, qaguel descripto pa el Grupo A (>0,05; Tabla
4.4). Las hembras control de este grupesentaron adicionalmente ovarios en un
estadio de desarrollo mas avanzado (estatiplW) (Fig. 2.4; Tabla 4.4). En el Grupo
C por su parte, no hubo diferencias sigaifivas en los estadios ovéricos entre
tratamientos [>0,05), presentando la mayoria de tesmbras ovarios en estadio IV
(Tabla 4.4).

En concordancia con estos resultadddGS fue menor en las hembras DOPA
para los Grupos A y Bp€0,033 y p=0,037, respectivamente), pero no difirid
significativamente entre tratamientos para el GrupgD,05; Tabla 4.4). En los 3
ensayos realizados el contenido de hurded@ los ovarios (HO) fue similar en las
hembras control y en las hembras DOPBAQ(05; Tabla 4.4).

Por otro lado, el analisis histologico lds gdnadas revelo faresencia solo de
oocitos primarios en los ovarios de lasnbeas del Grupo A (Fig. 4.5A), mientras que
en el Grupo B las hembras control con ovarios en estadio Il y IV presentaron también
oocitos secundarios (Fig. 4.5B). EI DONE los oocitos primarios fue constante

independientemente del tratamieptra ambos grupos de hembnasQ,05; Tabla 4.4).
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En el Grupo C, el 70% de las hembfas14) presentaron mayoritariamente oocitos

secundarios, mientras que el 20% de lasbras restantes presentaron exclusivamente

oocitos primarios. El DOM de los primeros fue similar en ambos tratamig0o©¥9),

mientras que el DOM de los segundos $ignificativamente mayor en las hembras

DOPA (p=0,000; Tabla 4.4).

Finalmente, se observo cierto grado desad oocitaria en hembras sometidas a

ambos tratamientos dentro de los Grugosy B, aunque la frecuencia de dicha

alteracion tendio a ser mayor en las hembras DOPA (Figs. 4.5C-F).

Tabla 4.4. Efecto de la administracion de DA a través de su inyeccidn sobre los parametros

reproductivos de hembras @e quadricarinatusal término del periodo experimental.

Grupo A Grupo B Grupo C

Parametro

C DOPA (o3 DOPA (o3 DOPA
IGS (%) 0,45 + 0,032 0,32 +0,06° 0,57 +0,10° 0,33 +0,09° 2,57 +0,51° 2,78 +1,99°
HO (%) 96,34 + 0,43° 97,43 £0,33% 88,84 + 2,49° 95,10 £ 0,51 61,48 + 3,21° 68,87 + 8,09°
DOM de oocitos a a a a a b
primarios (um) 221,10+ 2,73 210,32 £ 5,79 231,43 £ 9,43 237,39 £ 37,15 283,98 + 1,27 358,67 + 5,93
DOM de oocitos

+ a a

secundarios (um) 604,70 + 91,58 994,09 + 16,02° 893,96 + 24,68
Ovarios en 2 a a a a 2
estadio I (%) 0 0 0 0 0 0
Ovarios en 2 a a 2 a 2
estadio lla (%) 26,32 90,91 41,18 76,92 0 0
Ovarios en a b a 2 a a
estadio Ilb (%) 73,68 9,09 41,18 23,08 8,33 19,44
Ovarios en na na I -1-5) na 10 442 na
estadio Il (%) ¥ hd 9,09 o 19,44 0
Ovarios en

0® 0® 11,762 0® 72,222 80,56°

estadio IV (%)

Nota Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos Control (C) y Dopamina (DOPA)

para elExperimento 2 DOM: didmetro oocitario medio, HO: contenido de humedad de los

ovarios, IGS: indice gonadosomatico. Cada valor de IGS, HO y DOM presentado en la tabla

corresponde al promedio de los 3 valores medlitenidos en las 3 réplicas (acuarios) de cada

tratamiento. Cada valor de proporcion de estagiéirico corresponde al promedio de todas las

hembras de cada tratamiento; esta variable fue analizada mediante la prueba exacta de Fisher,

mientras que el resto de las variablegspntadas fueron analizadas mediante ANOVA.

Aquellos valores f ES) con el mismo superindice no difieren significativamente entre si

(p>0,05).
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Fig. 4.4.Estadios ovaricos en hembras@equadricarinatugpertenecientes a los tratamientos
Control y DopaminaExperimento 2). (A) Estadio ovarico lla. (B) Estadio ovéarico lIb. HP:

hepatopancreas, OV: ovario.
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Fig. 4.5. Estructura histologica del ovario de hembrasCdejuadricarinatus coloreados con
Hematoxilina-Eosing Experimento 2). (A) Oocitos primarios y (B) oocitos secundarios de
hembras pertenecientes al tratamiento Control dentro del Grupo B. (C), (E) Vista general y (D),
(F) detalle de ovarios de hembras pertenéetenl tratamiento Dopamina, mostrando atresia
oocitaria. Barras de escala: (A), (B): 13®; (C), (E): 220um; (D), (F): 20um. A: atresia, OP:

oocito primario, OS: oocito secundario.
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4.5 Discusion

Numerosos estudios han abordado eld®llos neurotranssores en distintas
funciones fisioldgicas de los crustaceos decapodos, otorgando especial atencién a la 5-
hidroxitriptamina o serotoningb-HT). Tanto los trabajos vitro como los trabajosm
vivo han proporcionado evidencia de su rdlneslatorio en la maduracién ovérica de
distintas especies de camarones (Vaca &ralfa000; Alfaro et al., 2004; Meeratana et
al., 2006; Wongprasert et aR006; Kuo et al., 2009; &thoshi et al., 2009), del
cangrejo violinistdl. pugilator (Richardson et al., 1991; Kaarni & Fingerman, 1992),

y de la langosta de agua duReclarkii (Kulkarni et al., 1992Sarojini etal., 1995f).
En contraste, son menos los estudios questigaron el rol de la DA en la maduracién
ovarica, involucrando principalmente a dodakeespecies previamente mencionaBas:
clarkii (Sarojini etal., 1995d, 1996) W. rosenbergii(Chen et al., 2003Finikul et al.,
2008, 2009b). Particularmente, los efectotadsdministracion prolongada de DA sobre
el desarrollo y maduracion ovaricos en hembrasCdeguadricarinatusno han sido
reportados en la literata hasta el momento.

En la presente tesis se observaron ciertas alteraciones en los parametros
reproductivos sélo cuando la DA fue adminigd&ranediante su inyeccion en hembras de
un peso de 4-14 g (Grupo A y Grupo B). Dicladteraciones comgieron en un menor
valor de IGS y una tendencia hacima mayor proporcion de ovarios menos
desarrollados en las hembras DOPA que srhé&nbras control. Tanto en el Grupo A
como en el Grupo B el DOM de los oocitogwymrios fue similar en ambos tratamientos,
y similar al valor reportado por Vazquezt al. (2008) en surabajo sobre la
caracterizacion del sistema reproductor femeninG.dguadricarinatus Este resultado,
junto con el hecho de que el contenidohlemedad de los ovarios no difirid entre

tratamientos, sugeririan que el menoBIGbservado en las hembras DOPA del Grupo
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A se habria debido a un menommgro de oocitos por ovaritm cual demostraria cierto
efecto de la administraciéde DA sobre el crecimientovarico. En el Grupo B, el
mayor IGS de las hembras control se defnid mayor probabilidad a la presencia de
oocitos secundarios, lo cual demostrarirtoi efecto de la DA sobre la maduracion
ovarica.

En su conjunto, estos resultados parecen contradecir aquellos obtenidos por
Tinikul et al. (2009b), quiess detectaron un valor simila@le IGS, pero diametros
oocitarios menores en hembrds M. rosenbergiiinyectadas con DA respecto a las
hembras control. Asimismo, Sarojini etl. (1995d) no encordron diferencias
significativas en el IGS de hembras Beclarkii tratadas con DA. Sin embargo, las
condiciones experimentales no fueron simeta dado que en l@studios mencionados
la DA fue inyectada en hembras ya maduréslargo de un periodo de 49 (Tinikul et
al., 2009b) y 15 dias (Sarojini et al., 1995d)emtias que en el presente trabajo la DA
fue inyectadas en juveniles hembra, durameperiodo mayor (90-105 dias). Por lo
tanto, la ausencia de efecto de la DA sodIrIGS reportado en aquellos estudios pudo
haberse debido simplemente a un periodo de administracion demasiado corto. Ademas,
los autores encontraron é&h. rosenbergiiun didmetro oocitario menor sélo cuando
analizaron los oocitos secundarios. En esmtido, la ausencia de diferencias
significativas en el DOM de los oocitosirparios obtenida en el presente trabajo
coincidiria con lo obtenido pdrinikul et al. (2009b).

En el caso del Grupo C, la inyecciondA no tuvo un efecto inhibitorio sobre
la maduracion ovarica, dado que las hembt@atadas con este neurotransmisor
presentaron la misma proporcién de ovarnwaduros, y el mismo IGS y DOM de los
oocitos secundarios que las heatsbcontrol. Este resultadoincide con aquel obtenido

por Sainath & Sreenivasula Reedy (2011) luego de inyectar DA a hembras del cangrejo
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de agua dulc®. senex senedurante un periodo de 28adi Los autores no mencionan
posibles explicaciones frente a los resultaolo®nidos, asi como tampoco mencionan
la talla inicial y/o grado de madurez selkda los cangrejos con los que trabajaron.
Posiblemente, la concentracion de DA utilizada no fue lo suficientemente alta como
para producir un efecto detectable, consig@oaque el efecto inhibitorio ejercido por la
DA sobre el sistema reproductor masculino ilatesis de vitelogenina demostré ser
dosis-dependiente (Sarojini @k, 1995b; Chen et al., 2008in embargo, tanto en la
presente tesis como en el trabajo 8einath & Sreenivasula Reedy (2011), la
concentracion de DA inyectada coincide cquella utilizada en estudios previos, en
los que la misma provocoé efectos claros empie@s experimentales cortos y en hembras
de una talla similar o inclussvmayor que la talla de l@gmbras del Grupo C (Sarojini
et al., 1995d; Chen et al., 2003; Tinikul et @009b). En cualquieraso, los resultados
obtenidos en dicha especie de cangrejoaien con aquellosbtenidos en étnsayo 3

de la presente tesigero no concuerdan con los resultadosshslayo 1y Ensayo 2 ni

con los obtenidos p@arojini et al. (1995d) y Tinikul &tl. (2009b). Diferentes tiempos
experimentales, diferentes tallas inicialedateanimales, asi como posibles diferencias
intraespecificas, podrian explicar la discreamie resultados entre todos los trabajos
mencionados.

Una explicacion alternativa a lo observado eBredayo 3se relacionaria con el
hecho de que quizas en las hembras dep&LC la cascada hormdrgue “dispara” la
vitelogénesis secundaria ya hubiera estadociddual momento de comenzar el ensayo,
siendo la DA exdgena incapaz de frenar diphaxeso. Para que ocurra la vitelogénesis
secundaria los niveles d&SH habrian sido elevadog los de GIH minimos,
permitiendo de este modo la madurac@vérica (Adiyodi and Subramonian, 1983;

Tsukimura, 2001). A su vez, para generahdicontexto fisiolégico, dos mecanismos
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alternativos podrian haber ocurrido: (1) landinucion en la secrecion endégena de DA,
como fue observado por Tinikul et aR008) a lo largo del pceso de maduracion
ovarica enM. rosenbergii y/o (2) la disminucion en leespuesta del ganglio toracico
(sitio de secrecion de @SH) a la DA debido a distidomecanismos celulares, como

fue propuesto por Cahansky et 2011) para exptar la ausencia de efecto de la
spiperona sobre el crecimiento ovaricoatie el periodo pre-reproductivo de hembras
adultas deC. quadricarinatus Bajo este contexto fisidfjico probable de las hembras

del Grupo C, seria esperable la ausencia de efecto de la DA exogena,
independientemente de la dosis administr&tieeste sentido, das hembras del Grupo

B, es poco probable que la vitelogésesecundaria ya huberestado inducida al
momento de comenzar el ensayo dado tmemayoria de las hembras control
presentaban ovarios inmaduros al témwnidel mismo. Por lo tanto, el contexto
fisiolégico de estas hembras habria sidferdnte al de las hembras del Grupo C,
permitiendo que la DA ejerza un efecto litorio sobre la maduracion ovarica. La
realizacion de un control inicial para detérar el grado de maduracion ovérica de las
hembras al momento de comenzar los yosdubiera permitido descartar o reforzar
esta hipotesis; sin embargo, esto no fue posible en la presente tesis debido a la baja
disponibilidad de hembras de la tall&sdada con que se conto6 para cada ensayo.

Por otro lado, la atresia oocitariacentrada en las hembras del Grupo A 'y
Grupo B es un evento ya descripto en otgisecies de crustaceos decapodos (Sarojini
et al., 1995¢g; Kogan et al., 2000; Peixotakt 2005). Dicha atresia fue observada en
mayor proporcion en las hembras DOPA, cortdal la presente tesis constituiria el
primer reporte sobre cierta altei@ en la estructura ovarica @ quadricarinatus

como resultado, al menos en parte, de la administracién exdgena de DA.
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En cuanto al crecimiento somatico, se ob&eue el efecto inhibitorio de la DA
sobre el crecimiento y maduracion ovaricos eRxgerimento 2 no se tradujo en un
mayor crecimiento de las hembras, siendo el mismo significativamente menor en el
tratamiento DOPA respecto abntrol para el Grupo A, rantras que no difirié entre
tratamientos en el Grupo B. Estos resultgumdrian estar relaciodas con los procesos
metabdlicos y fisiolégicos inducidos por iayeccion de DA, la cual se encuentra
involucrada en la regulacion des siguientes parametros) (bs niveles de glucosa en
sangre: la DA induce hiperglucemia (Lusohet al., 1993; Kuo et al., 1995; Kuo &
Yang, 1999) o hipoglucemia (Sarojini et al.9%8), dependiendo de la especie; (2) la
osmorregulacion y balance i6nico (Morris, 2P0y (3) la frecuedia cardiaca: la DA
incrementa esta variable Emgostas de agua dulce y mas y en cangrejos (Berlind &
Cooke, 1970; Florey & Rathmayer, 1978). Potdnto, si bien los ettos fisioldgicos
especificos de la DA no han sido estudiado€ .equadricarinatushasta el momento (ni
fueron analizados en el pesge trabajo), un pulso reméo de DA exdgena habria
provocado muy probablemente en las hesbrgectadas un periodo transitorio de
modulacién de la energia metabdlica, osnuuri@cion y respuesteespiratoria, como
fue descripto previamente étenaeus monodo(Chang et al., 2007a) litopenaeus
vannamei(Chiu et al., 2006). Es decir, layieccion de DA podria haber causado una
redireccion de los recursosnergéticos hacia funciosefisiolégicas adaptativas,
afectando en Ultima instancia y a largo pldaoenergia invertida en otros procesos
fisiolégicos, tales como el crecimientsomatico (Ottaviani & Franceschi, 1996; Maule
& Vanderkooi, 1999).

El cambio en la derivacion de losecursos energéticos potencialmente
provocada por la inyeccion de DA hacia determinadas adaptaciones metabdlicas podria

haber afectado, asimismo, al sistema inaldgico de los animales, como fue
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observado por Li et al. (200%)Chang et al. (2007b) enthbras de camarones luego de

ser inyectadas con concentraciones de DAilaies a la del presente trabajo. Los
autores encontraron que Iayeccion del neurotransmisor deprimié el sistema inmune
entre 2 y 8 horas posteriores a dichocptbmiento, restableciéndose los parametros
medidos a las 16 horas del mismo. Esto provocé una mayor susceptibilidad de los
camarones a determinadas cepas microbjaltascual podria plicar la menor
supervivencia de las hembras inyectadas DA respecto a las hembras control en el
Ensayo ly Ensayo Ale la presente tesis.

Los resultados obtenidos en su comumuestran que la DA inyectada tuvo
cierto efecto negativo y pareciera retratamto el crecimiento como la maduracion
ovaricos en hembras juvenilde un peso comprendido entkel4 g, sin incrementar el
crecimiento somatico. Por encima de gk g la inyeccion d®A no tuvo un efecto

detectable en los parametros reprdidos de las hembras. Por lo tarn#hipétesis de

trabajo 7 se rechaza parcialmente.

Respecto alExperimento 1, las hembras DOPA presentaron parametros
reproductivos y de crecimiento similares a aquellos de las hembras control. Si bien la
concentracion utilizada de DA fue similar o inclusive mayor que aquella reportada para
otros compuestos incorporados al alimegrioestudios previos (Cahansky et al., 2002,
2003; Zapata et al., 2003; Caisaty et al., 2008), es posgbtjue la DA se comporte de
manera distinta a dichos compuestos y Ipotanto se requiera una dosis mayor a la
utilizada en la presente tesis para provogarefecto detectable en los parametros
estudiados. También podria haber ocurrilee ain siendo tedricamente efectiva la
concentracion final de DA en el alimento,nglurotransmisor no haya sido incorporado
adecuadamente por los animales debido @éldida de sus propiedades quimicas o a

una pobre asimilacion. La ausencia de trabpjesios en los que se haya evaluado la
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incorporacion de DA a través del alimenty la ausencia de informacion sobre la
dinamica de accion de las enzimas digestiva€ dguadricarinatus validan ambas
explicaciones posibles frenagos resultados obtenidos.

Sin embargo, si se considera que la adstriacion directa de DA a traves de su
inyeccion en hembras que alcanzaron el mismo peso final qué&rpezimento 1 (ver
Ensayo 3 mostré un resultado similar que conalamentacion, y que la utilizacion del
alimento como via para administrar horm&/naureguladores demostro ser efectiva en
esta especie (Cahansky et al., 2002, 2003, 2@08) tercera explicacion posible a los
resultados obtenidos en Eixperimento 1 seria que la DA no tendria un efecto
inhibitorio sobre la madacion ovarica en hembras @e quadricarinatusen el rango
de tallas analizado. En este experimetddDA pudo haber tenido un efecto sobre el
crecimiento y maduracién ovaricos cuando laslbras tenian pesos equivalentes a los
pesos deEnsayo ly Ensayo 2 pero dicho efecto pudo haberse diluido (y por lo tanto,
no haber sido detectado) al seguir cnedge los animales hasta alcanzar la talla
equivalente a la délnsayo 3

Por lo tanto, se concluye que la administracién de DA a hembras juveniles de
quadricarinatusa través del alimento en un rangotakas de 4-20 g no tiene un efecto
inhibitorio sobre la maduracion ovéarica.

El color de algunos ovarios en efita IV, asi como las alteraciones
macroscopicas de los conectores @@xi y/o oviductos, observados en ambos
tratamientos deExperimento 1 no habian sido repodas hasta el momento &h
quadricarinatus Una maduracién defectuosa del owafcomo consecuencia de las
condiciones experimentales) o bien urogaso de atresia de los oocitos como
consecuencia de que el ovario ya madmo fue evacuado, podrian explicar la

morfologia de los estadios Vb, IVc y IVd. Bécho de que la mayoria de las hembras
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de similar talla final inyectadas con DEr{sayo 3 no presentaron ovarios maduros con
las alteraciones descriptas (s6lo 2 hemprasentaron ovarios en estadio IVc y IVb),
sugiere como mas probable a larmra explicacion mencionada.

El conjunto de resultibs obtenidos en &xperimento 1 llevan arechazar la

hipoétesis de trabajo 6.
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CAPITULO D

Influencia del tamafio de la hembra y del ntiimero
de puestas sobre la calidad de la progenie en la

langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus.



Factores maternos: tamafo de la hembra y nimero de puestas

5.1 Introduccioén

La expresién “calidad de progenie” se eedi tanto a la “calidad de los huevos”
como a la “calidad de las larvas/juvenilelsa primera se define como la capacidad de
un huevo de ser fertilizado y de complesar desarrollo (Holamb et al., 2004). La
segunda se relaciona principalmente con &desfisioldgico de la larva/juvenil, su
desempefio en cultivo (supervivencia y crecntgy su resistencia pruebas de estrés
(Racotta et al., 2003).

Dos criterios pueden ser utilizados parai@istr la calidad de la progenie: (1) el
criterio de produccion, que incluye aquellparametros generalmente aplicados en
cultivo, tales como la fecundidad, y las tadapuesta, de fertilizacion y de eclosion; y
(2) el criterio morfolégico, que incluye vahles tales como el peso y volumen/longitud
de huevos y larvas/juvenilegnto con la estructura délepatopancreas, el cual es
responsable de la digestion, absorcion yaalmamiento de nutrientes en los crustaceos
(Icely & Nott, 1992; Sousa & Petriella, 2006).

Dada su funcién, el hepatopancreasutibza como un indicador del estado
fisiologico general de los animales en #istemas de cultivo @gt et al., 1985). Esta
glandula digestiva es un érgano compacto ogugpa gran parte beefalotorax, y que
presenta tipicamente una estura tubular (Cuartas et al., 2002; Sousa & Petriella,
2006). Cada tubulo se conecta a una luz akntren su epitelio se reconocen los
siguientes tipos celulares: (&¢lulas B:son las mas grandes y se caracterizan por una
gran vacuola central y un nucleo basal, gst encargado de producir las secreciones
enzimaticas hacia el interi de los tubulos; (2)é&ulas Fo fibrilares son cilindricas, y
poseen un nucleo central y citoplasma basofilo; éB)las R o de resorcion: son las

MAas numerosas, contienen numerosas vacpetasenas, su ndcleo es central o basal, y
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son responsables en gran parte laledigestion intracelular; y (4xélulas E o
embrionarias: se localizan en la regionaliste los tlubulos, poseen un gran nucleo, y
dan origen a los tres tipos celularesngienados previamente (Al-Mohanna & Nott,
1987; Caceci et al., 1988; Al-Mohanna & Ndit989; Icely & Nott, 1992; Franceschini-
Vicentini et al., 2009).

La calidad de la progenie depende pipalmente del estado fisiol6gico del
stock reproductivo, el cuasta determinado a su vez por el tamafio corporal, estado
nutricional y numero de puestas consecutivaseaniros factores @otta et al., 2003).

En relacién al tamafio corporal, se ha demostrado que la fecundidad realizada
(nimero de huevos/hembra) aumenta comarlafio de la madre en los crustaceos
decédpodos (Hansford & Marsden, 1995; Samped al., 1997Pinheiro & Terceiro,
2000; Litulo, 2005; Maguire et al., 2005; Kozékal., 2006; Saez-Royuela et al., 2006;
Figueiredo et al., 2008; Sato & Yoseda, 20@te hecho explicaria el motivo por el
cual el tamafio de los animales constituye probablemente el criterio mas utilizado para
su selecciébn como reproductores en ealt{Racotta et al., 2003). Sin embargo, el
conocimiento existente sobre la influencia maeen otros aspectos de la calidad de la
progenie en crustaceos decapodos es escasest&rsentido, se ha encontrado que el
tamafo de los huevos se relaciona conmeafo de la hembra en las langostas marinas
Homarus americanuAttard & Hudon, 1987; Sibert et.aP004) yH. gammarugTully
et al, 2001; Agnalt, 2008), y ediertas especies de larsgas de agua dulce (Mason,
1978; Nakata & Goshima, 2004; Maguireaét 2005). Una correlacién positiva ha sido
observada también entre el tamafio de la madre y el tamafio de las ladas en
gammarusy en el “cangrejo” anomurBirgus latro (Jgrstad et gl2005; Moland et a|

2010; Sato & Suzuki, 2010).
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Por otro lado, se ha demostrado en varias especies de crustaceos decapodos que
el nimero de puestas afecta negativamerdggosi parametros de la calidad de la
progenie, tales como la fecundidad, el pgstasa de eclosion de los huevos, y la
supervivencia y resistenciaVal a la inanicion (Emmeos, 1980; Hansford & Marsden,
1995; Marsden et al1997; Kobayashi, 2001; Wu at, 2010). Sin embargo, el efecto
del nimero de puestas sobre éstas y otmdablas es controversial en camarones, dado
que en distintos estudios se ob&ren resultadosontradictorios.

A diferencia de la mayoria deslaspecies mencionadas previame@Qiggrax
quadricarinatuses una especie de crustaceo decipodo de desarrollo directo. Se han
descripto 9 estadios de desdlo embrionario, y 2 estadiaie post-eclosién (juveniles |
(J1) y juveniles Il (JII)); estos ultimos permanecen sujetos a los pledépodos de la madre
(Garcia Guerrero et al., 2003a). Todos lamdies mencionados se alimentan de las
reservas de vitelo contenidas el huevo (embrién) o exl cefalotorax (juvenil). El
estadio juvenil Il (Jlll) es el primer est® independiente de la madre, el cual se
dispersa y alimenta de manera exégena (Levi et al., 1999).

El desarrollo directo de esta especimmifica en gran medida su cria bajo
condiciones de cultivo (Masser & Roud®97; Luchini, 2004Panné Huidobro et al
2004), eligiendose usualmente a los animgemsdes como repductores, dada la
relacion directa que existe entre el tamdBda hembra y la fecundidad (King, 1993;
Masser & Rouse, 1997). Asimismo, se sabelgsdiembras puedelesovar entre 3y 5
veces por afno a lo largo de periodo de 6 meses, a temperaturas superiores a los 22°C
(Masser & Rouse, 1997). Sin embargo, ndhaerealizado hastal momento ningun
estudio sobre la influencia del tamafio denkzdre ni de las puestas consecutivas sobre
la calidad de los huegoy de los juveniles. Dicho eslio es importantdebido a que los

resultados obtenidos permitirian determinaesifactible el uso de reproductores de
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menor tamaifio junto con el stock tradicioo@ino una forma de incrementar el volumen
de “semilla” producido, y si es convenientdizér puestas consecutivas para mantener

un abastecimiento constante de “semilla”.

5.2 Objetivo

Evaluar la posible influencia del tamade la madre y del nimero de puestas
sobre la calidad de la progenie@equadricarinatusutilizando un criterio morfolégico

y uno de produccion.

En el marco de este objetivo@antearon las siguientes hipétesis:

» Hipdtesis 8 para un determinado numero de pte las variables de produccién

aumentan con el incremento en el tamafno de la madre.

» Hipodtesis 9 para un determinado numero de pte las variables morfologicas

de los huevos y de los juvenismentan con el incremento en el tamafio de la madre.

» Hipdtesis 10 para un determinado tamafio de d@ madre, las variables de

produccion disminuyen cal nimero de puestas.

» Hipdtesis 11 para un determinado tamafio de la de madre, las variables

morfologicas de los huevos y de los juvenidisminuyen con el nimero de puestas.
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5.3 Materiales y métodos

5.3.1 Obtencion de los animales

El lote de animales reproductoredilizado en el presente trabajo fue
suministrado por el criademinzas Rojas S.R.L., Tucuméirgentina. Dicho lote fue
mantenido bajo las mismas condiciones dwmofatorio descriptas en el Capitulo 2,

durante un mes previo al comienzo ebgberimento (periodo de aclimatacion).

5.3.2 Disefio experimental

Al finalizar el periodo de aclimatam, los animales fueron pesados y las

hembras fueron asignadas a uno de los sitpgdératamientos, de acuerdo a su peso:

- GRUPO A “hembras grandes” = 15 hembramaun peso dentrdel rango 50-70 g
(peso promedio: 61,27 4,50 Q);
- GRUPO B “hembras pequefias” = 21 hembras ¢in peso dentro del rango 20-35 g

(peso promedio: 31,343,11 g).

Si bien se han reportadmjo condiciones de laboaaio hembras ovigeras de
hasta 200 g (Yeh & Rouse, 1994), en hascheriescominmente son utilizadas como
reproductoras hembras con un peso correspotalal del Grupo A. Sin embargo, tanto
en el laboratorio como en estanques dévou(Curtis & Jones, 1995) se ha observado
gue hembras de un peso correspondientel &@mgpo B ya son funcionalmente maduras,
siendo capaces de aparearse y producir canvaadzss. Ambos factes justificaron la

eleccion de las tallas utilizades la presente tesis.
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Cada hembra fue marcada medianteeklizacion de un corte en forma de “v”
invertida en uno de los 4 &wodos del abanico caudal, denera tal que en cada
acuario las hembras fueron numeradas aleaterite del 1 al 4 segun la posicion de la
marca. El nimero de marcas por urépodaeaspondia al nUmero de puestas de la
hembra (primera, segunddeycera puesta) (Fig. 5.1).

Para cada Grupo, se colocaron 3/4 hemjorat® con 1 macho (peso dentro del
rango 70-90 g) en acuarios de ¥wdde 60x40x30 cm (12,5/20,8 animale§/nbajo las
mismas condiciones de calidad de agteaperatura, fotoperiodo y alimentacion
descriptas en el Capitulo 2. Se utilizaron 4 acuarios para el Grupo Ay 6 para el Grupo B
(10 acuarios en total). Los mismos fuerangdiados y el agua completamente renovada
una vez a la semana; en el momento derlpieza, los animales eran inspeccionados
para determinar la presencia de hembragavas. En la mayor parte de los casos se
pudo detectar a las mismas mediante |l&olaxion del abdomen fuertemente replegado
(formando una camara incubadora temporayied las hembras presentan durante unos
dias luego del apareamiento (Fig. 2.8), dagte los huevos se adhieren completamente
a los pledpodos. A partir de ese momefds hembras “extienden” el abdomen y
mueven activamente los pleépodos p&aventilacion del desove (Mason, 1970;
Johnson, 1979).

Aquellas hembras ovigeras con los huevos ya adheridos a los plebépodos (huevos
de color verde oliva; estadio 2-3 delsdeollo embrionario, de acuerdo a Garcia-
Guerrero et al(2003a); Fig. 2.8) fueron colocadas aguarios de plastico individuales
de 33,5x25x19 cm, conteniendo 8L de aguaiedte declorada, bajo las mismas
condiciones experimentalessdeiptas en el Capitulo 2. Las hembras fueron aisladas
para monitorear de manera adecuada elrdglsaembrionario y minimizar la pérdida

de huevos por interacciones agresivas con otros animales.
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hembra 1 ’ ‘ hembra 4
hembra 2 hembra 3

Fig. 5.1.ldentificacion de las hembras @ quadricarinatusdentro de cada acuario mediante
un corte en forma de “v” invertida en los uropodes$ abanico caudal. Hembra 1: marca/s sélo
en el urépodo 1; hembra 2: marca/s solo er@bodo 2; hembra 3: marca/s so6lo en el urépodo

3; hembra 4: marca/s solo en el urépodo 4.

5.3.3 Calidad de los huevos

Cuando los huevos adquirieron un color violeta (estadio 6-7 del desarrollo
embrionario, de acuerdo a Garcia-Guerrero g2803a)) (Figs. 5.2A y 5.3), se tomo
una muestra de 8-10 huevos por camadaloDgue previamente se observaron en la
especie diferencias en el numero devieseadheridos al primer, segundo, tercer y
cuarto par de pledépodos (Yeh & Rouse, 199¢)decidié tomar la muestra de huevos
siempre del pleépodo izquierdo del primer para descartar posibles diferencias en las
variables morfolégicas de los huevos dadassparbicacion en el abdomen de la madre.

Asimismo, se trabajo siempre con el mism@aé® del desarrollo embrionario debido a
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qgue se ha observado en diversas espegiesel tamafio de los huevos aumenta a lo
largo de este periodo (Thatje et &004; Figueiredo et al., 2008).

El peso himedo de cada huevo se obtuval@into el peso total de la muestra
(precision: 0,1 mg) por el nimero de toe. Los mismos fueron posteriormente
medidos bajo lupa (Zeiss®), registrandosétaitud dorso-ventralanterior-posterior,

y derecha-izquierda de cada uno (Fig. 5.3). Irieate, se determiné el peso seco de los
huevos (precision: 0,1 mg), el cual es un binelicador de la energia invertida por la
madre en cada cria (Attard & Hudon, 1987). Rdla y con el objetivo de minimizar la
volatilizacion de los lipidos a temperatunasis altas, los huevdsieron secados en
estufa a 60°C hasta alcanzar un peso constante (24 hs) (Hines, 1982).

Luego de la eclosién de los huevosg(F5.2B), se regitré el tiempo de
incubacion para cada camada. Los julesnpermanecieron con sus madres hasta
alcanzar el estadio independiente Jlll (Let al., 1999); en ese momento fueron
separados de las hembras y contadGada madre fue devuelta al acuario

correspondiente para obtener puestas consecutivas.
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' Juveniles
| i

»

Huevos
de color
violeta

Fig. 5.2. (A) Hembra ovigera deC. quadricarinatus con huevos de color violeta,
correspondiente al estadio 6-7 del desarrollo embrionario. (B) Hembra ovigefa de

quadricarinatuscon crias eclosionadas sujetas a los pleépodos (juveniles I/1l).

L2

L1

¥

N

L3

Fig. 5.3. (A)Estadio 6 y (B) estadio 7 de desarrollo embrionari€ dguadricarinatusambos
correspondientes a huevos de color violeta (reproducido de Garcia-Guerrero et al.,(2)03a).
Variables morfométricas de los huevos medidas bajo lupalongitud dorso-ventral, L2:

longitud anterior-posterior, L3: longitud derecha-izquierda.
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5.3.4 Calidad de los juveniles

Posteriormente, se determind la calidad de los juveniles mediante el siguiente

procedimiento:

1)

2)

3)

De cada camada obtenida se tomaron Bstnas de 8 Jlll cada una (n=40), los
cuales fueron anestesiados con frio yiiaados. Posteriormente, se registro el
peso corporal (PC), y se disecaron y p@sal pleon (PP) el hepatopancreas
(PH) de cada JllI (precision: 0,1 mg). Se calculdé un valor promedio de cada
variable para el conjunto de las 5 estras, de manera tal que cada camada

constituyd una réplica.

Se disec6 el hepatopancreas de los Jlll de las muestras tomadas previamente, y
se fij6 en solucién acuosa de Bouin dueath horas a temperatura ambiente para

su analisis histolégico. Secciones de prAi de grosor fueron coloreadas con
Hematoxilina-Eosina, de acuerdo a Lopez Greco .e(2807), y al menos 3
secciones de cada muestra fueron examinadas bajo microscopio 6ptico (Imager
A.l, Zeiss®) y fotografiadas con camamica® ICC50 de 3 mpx, para evaluar

la estructura del hepatopancreas.

De cada camada obtenida se tomé unastna de 10 Jlll yse midieron bajo
lupa (Zeiss®) con un lente ocular micrométrico calibrado las siguientes
variables morfométricas: largo del cefél@tx (LC), entre el extremo anterior
del rostro y el extremo posterior del cefalotorax; y el largo postorbital del
cefalotérax (LPC), entre el margen posieie la érbita yel extremo posterior

del cefalotérax (Fig. 2.3). Se calcul6é ualor promedio de cada variable para

toda la muestra, de manera tal gada camada constituyd una réplica.
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4) Se llevé a cabo un Experimento de Creeimid para analizar el desempefio de
los juveniles (en términos de supervivencia y crecimiento) a lo largo de 2-3
estadios subsiguientes atadio Jlll, de modo similaa estudios realizados con
larvas de camarones y cangrejos (BSayawrence, 1992; Hernandez-Herrera et
al., 2001; Wu et al., 2010). Para ello tsen6é de cada camada obtenida una
muestra de 12 Jlll, que fueron pesados (peso corporal inicial: PCI) y luego
colocados en recipiersteindividuales de 500 cincada uno de los cuales
contabaon un trozo (4x4 cm) de red dedi“cebollera” como refugio (Stumpf
et al, 2010). Los recipientes fueron ubicades una cuba de contencidén que
contaba con un calentador ATMAN® y uisteima de aireacién, de tal modo que
la temperatura del agua se mantuvo28h* 1°C y cada recipiente recibia
aireacion de manera indilual (Fig. 5.4). Los juveniles fueron alimentados
diariamente yad libitumcon Tetracolor, TETRA®, y el aga de los recipientes
fue completamente renovada 2 veces a la semana. La mortalidad fue registrada
diariamente. Al término del periodo exprantal (30 dias) los animales fueron
sacrificados y se regist@r los siguientes parametr@sso corporal final (PCF),

LC, LPC, PP y PH. Luego se calcul6 walor promedio de cada variable para

toda la muestra, de manera tal gada camada constituyd una réplica.

Todo el procedimiento descripto fue realilo tanto para las primeras como para
las segundas puestas de las “hembras gsagdembras pequefias”, durante la época
reproductiva de la especie en Argentinags@e agosto hasta marzo); el periodo

experimental total fue de 150 dias.
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Fig. 5.4. Disefio experimental para evaluar el crecimiento de juvenilgs. dgiadricarinatus
durante 1 mes: cada cuba de contencién cmmti® recipientes individuales y constituye una
réplica. Tanto la temperatura como laeation (individual) del agua son constantes. Los

refugios consisten en trozds red de tipo “cebollera”.
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5.3.5 indices calculados

Las formulas utilizadas para calculas indices relativos a las variables de
produccion fueron las siguientes:

» Tasa de Puesta, TP = 100*(numero de hembras ovigeras/numero total de
hembras) (Wu et a12010);

» Tasa de Puesta Exitosa, TPE = 100*(numero de camadas que
eclosionaron/namero total de hembras ovigeras) (Wu, &0410);

» Fecundidad Actual, FA = nametotal de JllI/hembr@\han et al 2009; Wu et
al., 2010);

» Fecundidad Actual Relativa, FAR = numetatal de Jlll/peso corporal de la
hembra(Rodriguez-Gonzélez et al., 2006; Nhan et2809; Wu et a) 2010);

» Desempefio reproductivo, DR = 100*(pelsdmedo total de los Jlll de una

camada/peso corporal de la hembra) (Hines, 1982, 1991).

Las férmulas utilizadas para calculds indices relativos a las variables
morfolégicas de huevos y juveniles y alecimiento de los juveniles fueron las

siguientes:

» Volumen por Huevo, VH = 4/3#r1*r2*r3, en donde r1, r2 y r3 son los radios
correspondientes a la longitud dorsotvalh anterior-posterior y derecha-
izquierda, respectivamente (Garcia-Guerrero & Hendrickx, 2006) (Fig. 5.3);

» Peso Relativo del Pleon para los Jljuveniles al mes de crecimiento, PRP =
100*(PP/PC) y PRP = 100*(PP/PCF), respectivamente;

> Indice hepatosomatico para los Jlll weéniles al mes de crecimiento, IHS =
100*(PH/PC) y IHS = 100*(PH/PCF), resgtivamente (Jussila & Mannonen,

1997);
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» Tasa de Crecimiento Especifica pa&laExperimento de Crecimiento, TCE =
100*((loge PCF — log PCl)/tiempo), donde el tiempo fue expresado en dias
(Jussila & Evans, 1996, 1997; Reynolds, 2002);

» Incremento de Peso para el Experimento de Crecimiento, IP = 100*((PCF —
PCI)/PCI) (Jones, 1995b);

» Supervivencia durante el ExperimentoClecimiento = porcentaje de juveniles

vivos al término de periodos de 5 déasante 1 mes (un total de 6 periodos).

Todos los indices descriptos fuercalculados para cadeamada (réplica),

excepto TP y TPE, los cuales fuealculados para cada grupo de hembras.

5.3.6 Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianzaldé&actor (ANOVA) (Sokal & Rohlf, 1995)
para comparar entre el Grupo A y B denti® las primeras puestas y entre puestas
dentro del Grupo A, las variables morfonegs (LC, LPC, VH) y pesos (PC, peso
hamedo y seco de los huevos) registradasjrdices (IHS, PRP,CE, IP) calculados
tanto para los JllIl como para los juveniles al mes de crecimiento, la supervivencia para
estos ultimos, y algunas variabtis produccion (FA, FAR, DR).

La TP y TPE fueron analizadas mediante la prueba exacta de Fisher (Sokal &
Rohlf, 1995). Asimismo, se analizaron laguientes relaciones mediante regresion
lineal (Sokal & Rohlf, 1995): FA, VH y peso humedo/seco de los huearssisel peso
de la madre; VH, y peso humedo/seco de los hueeosusla FA. Se utilizé la
transformaciéon log de los datos de FA y peso de la hembra para eliminar la
correlacion entre la variabilidad en la FAel tamafio de la hembra (Sommers, 1991).

Los resultados por tratamientos son presentados como media + ES, de acuerdo a Fotedar
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(2004). Todas las pruebas estadisticasofueealizadas con unwval de significacién

del 95%, mediante el programa Statistica 6.0, StatSoft Inc.

5.4 Resultados

El tiempo de incubacion de los hueviwe similar para todas las camadas,
abarcando un periodo de 5 a 7 semanas (3ha), que coincide con el previamente
reportado por Yeh & Rouse (1994) y Masser & Rouse (1997).

Dado que el nimero minimo necesarioadias por camada para analizar las
variables morfolégicas de los Jlll y realizgrExperimento de Crecimiento fue de 62,
se decidioé no incluir a aquellas camadas &atas por menos de 70 crias en el analisis
de las variables de produccion (excepto layTHPE) y de las variables morfolégicas (2

camadas del Grupo Ay 1 camada del Grupo B excluidas).

5.4.1 Primeras puestas

5.4.1.1 Variables de produccién

Las hembras pertenecientes al Grp@*hembras grandes”) presentaron una
fecundidad actual (FA) mas alta queda las hembras pertenecientes al Grupo B
(“hembras pequefias”p£0,001; Tabla 5.1). El rango de Fabarcé valores desde 157
hasta 447 y desde 113 hasta 24Bh#imbra, respectivamente (Fig. 5.5A). La relacion
entre el peso de la hembra y la FAuest definida por la sigente regresion lineal
significativa: logo FA = 0,7703*logo (peso hembra) + 1,1145 (n=2p=0,000;

r’=0,4417) (Fig. 5.5B).
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Asimismo, el Grupo A mostré una tendenmo significativa, hacia un mayor
valor de tasa de puesta (TPyQ,05; Tabla 5.1). El desgefio reproductivo (DR), por
el contrario, tendié a senayor en el Grupo Bp¢0,05; Tabla 5.1). Finalmente, la tasa
de puesta exitosa (TPE) y la fecundidadiakctelativa (FAR) novariaron con el peso

de la hembrap&0,05; Tabla 5.1).
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Fig. 5.5.Relacion entre el peso de la hembra fetaundidad actual para las primeras camadas
de C. quadricarinatugn=21). (A) Relacién entre variables sin transformar. (B) Relacion entre

variables luego de aplicar la transformaciondog
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5.4.1.2 Variables morfolégicas

No se observd una regresion lineal sigwaifiva entre el volumen de los huevos
y el peso humedo/seco de los huevasusa FA (p>0,05; Fig. 5.6). El volumen y peso
hiamedo/seco de los huevos tampoco variaron con el peso de la hgrtbda;(Fig. 5.6;
Tabla 5.1).

En cuanto a los Jlll, todas las variabéemlizadas (peso corporal: PC, largo del
cefalotérax: LC, largo postorbital del cefamix: LPC, peso relativo del pleon: PRP,
indice hepatosomatico: IHS) fueron similaesslas primeras camadas de los Grupos A
y B (p>0,05; Tabla 5.1).

Asimismo, el andlisis histologico ddlepatopancreas de los Jlll revel6 la
ausencia de diferencias estructurales egit@rupo A y B. En ambos casos, se observé
una fase de diferenciacion temprana del togg@ncreas, en relacion al hepatopancreas
de juveniles de mayor tamafio (Cahai al., 2011) y adultos (L6pez Greco,
comunicacién personal), con las siguientes caracteristicas: (1) ausencia de tubulos
hepatopancreaticos o presencia de tubpeguefios, escasamente desarrollados; (2)
epitelio tubular compuesto principalmente por células conteniendo gran cantidad de
vacuolas, las cuales constituian posiblemedulas B y R en un estadio temprano de
diferenciacion; y (3) preseride células F grandes, con nucleos de gran tamafio (Fig.
5.7).

Por otro lado, en el Experimento dérecimiento la supervivencia de los
juveniles tendié a ser mayor en el GrupoeBpecto al Grupo A desde el dia 10, si bien
dicha diferencia no fue estadisticamente significatpreD,05; Figs. 5.8, 5.9 y 5.10;
Tabla 5.1). El incremento de peso (IP) y tasa de crecimiento especifica (TCE), al igual

que el LC, LPC, PC, PRP y IHS fueron similares en ambos grpp0£6; Tabla 5.1).
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Tabla 5.1. Efecto del tamafio de la madre y del mionde puestas sobre las variables de
produccién y las variables morfol6gicas de los huevos, juveniles Ill y juveniles al término de 1

mes de crecimiento en la langosta de agua diilcgiadricarinatus

Primeras puestas Segundas puestas

Parametro

Grupo A Grupo B Grupo A Grupo B
VARIABLES DE
PRODUCCION
TP (%) 80,00% (n=12) 57,14% (n=12) 50,007 (n=6) 25%(n=3)
TPE (%) 100? 100° 66,67° 66,67°
FA 32870 £3377° 189,64 +12,91° 34367 + 40,05 202,00 £ 6,00
FAR 5,38 + 0,49° 6,11 £ 0,44° 561+0,41° 6,41 £ 0,81
DR (%) 8,72 + 0,84° 11,06 + 0,70° 9,41 +0,63° 10,6 £0,46
VARIABLES
MORFOLOOGICAS
Huevos
Peso humedo (mg) 515+0,17° 515+ 0,13° 5,38 574 +0,57
Peso seco (mg) 2,26 +0,07° 2,29 + 0,07° 2,38 2,38 +0,28
Volumen (mm?®) 6,50 + 0,31° 6,47 +0,17° 7,52 6,90 + 6,82
Juveniles il (Jil)
PC (mg) 16,24 + 0,32° 16,66 + 0,52° 16,79 £ 0,212 16,70 £ 1,40
PRP (%) 19,62 £ 0,58° 20,31 £ 0,53° 18,63 £ 2,44° 22,24+0,84
HS (%) 4,01 +0,44° 4,10 +0,51° 3,11 £0,13° 5,03 + 0,64
LC (mm) 4,67 +0,05° 4,68 £ 0,04° 481+0,11° 4,73 0,02
LPC (mm) 3,28 £ 0,03° 3,29 +0,03° 3,39 +0,10° 3,33 £ 0,03
Juveniles de 1 mes
Supervivencia (%) 36,67 + 11,33° 64,29 + 7,867 41,66 + 22,057 62,50 £ 12,50

PCF (9) 123,46 +15,85° 117,59 + 14 45° 135,10 £ 1,23 144,50 + 25,90
PRP (%) 26,27 + 0,68° 26,23 +0,67° 28,05 £ 0,35 28,41+ 0,28
IHS (%) 6,06 £ 0,41° 6,02 + 0,24° 6,83+ 0,54 7,46 + 0,54
LC (mm) 9,61+ 0,38° 9,18 + 0,39° 9,43 +0,04 9,43 +0,93
LPC (mm) 6,56 £ 0,23° 6,29 + 0,27° 6,55 £ 0,23 6,66 + 0,56
IP (%) 630,83 £+ 94,23 606,25 + 75,417 702,28 + 8,70 774,85 £ 213,16
TCE (%/dia) 6,33 £ 0,46° 6,32 +0,38° 6,87 + 0,11 6,96 + 0,95

Nota las comparaciones se realizaron entre el Grupo A (“hembras grandes”) y B (“hembras
pequefias”) para cada numero de puesta e datprimera y segunda puesta dentro de cada
grupo cuando esto fue posible. DR: desediopeeproductivo, FA: fecundidad actual, FAR:
fecundidad actual relativa, IHS: indice hepatogsimnalP: incremento de peso, LC: largo del
cefalotérax, LPC: largo postorbital del cefalotérax, PC: peso corporal, PCF: peso corporal final,
PRP: peso relativo del pleon, TCE: tasa de crecimiento especifico, TP: tasa de puesta, TPE: tasa

de puesta exitosa. El valor de cada variabésemtado en la tabla corresponde al promedio de
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los valores obtenidos en las camadas de cada grupo experimental. La TP y TPE fueron

analizadas mediante la prueba exacta de Fisher, mientras que el resto de las variables

presentadas fueron analizadas mediante ANOVA. Aquellos valerdsS] con el mismo

superindice no difieren significativamente entre [#0(05); los valores que carecen de

superindice no fueron incluidos en el andlisis estadistico.
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Fig. 5.6. Relacién entre el peso (humedo y seco) y volumen por huensoisla fecundidad

actual y el peso de las hembras para las primeras camadagquiricarinatugn=20).
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Fig. 5.7. Estructura histolégica del heapaancreas de juveniles Il d&. quadricarinatus
coloreado con Hematoxilina-Eosina, mostranderdntes grados de desarrollo tubular y de
diferenciacion celular. (A) Seccién longitudirde un hepatopaneas con tubulos pequefios,
cuyos epitelios estan compuestos por célulasBidiferenciadas, células F grandes y células
E apicales. (B) Seccién longitudinal de uibulo mas desarrolladayuyo epitelio todavia
presenta células B y R indiferenciadas. &2ccion longitudinal devarios tubulos, cuyos
epitelios presentan células B ya diferenciadas. Barras de escala: (#); 25): 20um; (C): 15

um. B: célula B, E: célula E, El: epitelio con células B y R indiferenciadas, F: célula F, L:

lumen del tabulo, TP: tibulos patopancreéticos pequefios.
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Fig. 5.8. Supervivencia dguveniles deC. quadricarinatusprovenientes de las primeras

camadas de “hembras grandes” a lo largo dpawindo de 30 dias. Cada curva corresponde a

una camada, y la supervivencia fue anabzath una muestra de 12 animales por camada.

Aquellas hembras cuyas camadas no superdoms 70 juveniles Il fueron excluidas del

Experimento de Crecimiento.
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Fig. 5.9.Supervivencia d@uveniles deC. quadricarinatusprovenientes de las primeras puestas
de “hembras pequefias” a lo largo de unqguleride 30 dias. Cada curva corresponde a una
camada, y la supervivencia fue analizada en una muestra de 12 animales por camada. Aquellas

hembras cuyas puestas no superaron los 70 juveniles Ill fueron excluidas del Experimento de
Crecimiento.
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Fig. 5.10. Supervivencia promedio deiveniles deC. quadricarinatusprovenientes de las
primeras puestas de hembras de diferente peso (“hembras grandes” y “hembras pequefias”) a lo
largo de un periodo de 30 dias.

5.4.2 Segundas puestas

El nimero de hembras ovigeras eGalipo A fue de 6, perdiéndose 2 camadas
antes de su eclosion y excluyéndose 1 candatflaanalisis debido al bajo numero de
crias eclosionadas (menor a 70). En el GrugbBimero de hembras ovigeras fue de 3,
perdiéndose 1 camada antes de su églosDe este modo, se obtuvieron pocas
segundas puestas en ambos grupos de heilfdessel Grupo A Y2 en el Grupo B) y
por lo tanto, algunas variables (se especifican cuando corresponde) no pudieron ser
analizadas estadisticamente. En consegaegrnos resultados se presentan como
observaciones preliminaresejuequeririan la realizacidte nuevos experimentos para
incrementar el nUmero de segundas puestas.

Por otro lado, se obtuwma Unica tercera puesta dentdel Grupo B, por lo que

no se incluyod su analisen la presente tesis.
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5.4.2.1 Variables de produccién

Los datos de FA, FAR y DR correspoauties a las segundas camadas de las
“hembras pequefias” no pudieron ser incluidogleanalisis estadistico (Tabla 5.1). En
el caso de las “hembras grandes”, lagaBiables de produccion mencionadas fueron
similares en puestas consecutiyas(05; Tabla 5.1).

El rango de FA de las segundas puestas abarcé valores desde 290 hasta 422 y
desde 196 hasta 208 Jlll/hembra para el Grupo Ay B, respectivamente (Fig. 5.11A). La
relacion entre el peso de la hembra y lads#éa dada por lagiiente regresion lineal
significativa: logo FA = 0,7937*logo (peso hembra) + 1,1142 (n=%=0,027;
r’=0,8448) (Fig. 5.11B).

Las “hembras grandes” no difirieron ¢ TP ni en la TPE con las puestas
consecutivas, aunque se observé unaeecid hacia valores menores de dichas
variables en las segurglpuestas. En las 2 hembras geedieron los huevos antes de
su eclosion, se detecté ugean invasién de hongos en los mismos. En cuanto a las
“hembras pequefas”, se observo la misnrmadacia que en el Gpo A, de tal modo
que no hubo diferencias sigetivas en la TP y TPEntre ambos grupos para las

segundas puestgs>0,05; Tabla 5.1).
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Fig. 5.11.Relacion entre el peso de la hembra fetaundidad actual para las segundas camadas
de C. quadricarinatus(n=5). A) Relacién entre variables sin transformar. (B) Relacion entre

variables luego de aplicar la transformaciéndog

5.4.2.2 Variables morfoldgicas

El VH y peso humedo/seco de los huerospudieron ser comparados mediante
ANOVA dado que se conto sélo con 1 dato para las “hembras grandes” y 2 datos para
las “hembras pequefias”. Por este motivo, taopse pudo determinar la existencia de
una relacion estadistica entre el Yigl peso hiumedo/seco de los huevasusla FA y

el peso de la hembra.
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Los datos correspondientes al PC, U®C, PRP y IHS de los Jlll de las
segundas camadas de las “hembras pequei@apltidieron ser incluidos en el analisis
estadistico, debido a que, como se namtipreviamente, se contd solamente con 2
valores por variable. En ehso de las “hembras grandelsis 5 variables mencionadas
fueron similares en puestas consecutipx,05; Tabla 5.1).

El andlisis histolégico del hepatoparasede los Jlll revelé la ausencia de
diferencias estructurales entre las primgrdas segundas camadas. Las caracteristicas
encontradas se detallan erséccion previa (Fig. 5.7).

Respecto al Experimento de Crecimergl mismo se pudo llevar a cabo sélo
con 2 segundas camadas del Grupo A y ceriitécas 2 segundas catas del Grupo B,
por lo que el IP, TCE, LCLPC, PCF, PRP y IHS no pudieron ser contrastados
estadisticamente. Sin embarge, observo una tendeéadacia valores similares de las
variables mencionadas entes segundas camadas de las “hembras grandes” y de las
“hembras pequefias”. Asimismo, los valoresgespondientes al PCF, PRP, IHS, IP y
TCE tendieron a ser mayores en las segundasgsuesipecto a lasipreras, tanto en el
Grupo A como en el Grupo B. La supervivend@los juveniles por su parte, no difirid
significativamente entre las primeras ygwedas puestas de l&sembras grandes”
(p>0,05). Si bien no fue posible analizar détticamente los vates correspondientes a
las “hembras pequefias”, se observo unaeterid hacia una mayor supervivencia de los
juveniles pertenecientes aslaegundas camadas del Gripoespecto al Grupo A (de

modo similar a lo que ocurrié con lpsmeras puestas) (Fig. 5.12; Tabla 5.1).
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Fig. 5.12. Supervivencia dguveniles deC. quadricarinatusprovenientes de las segundas
puestas del Grupo A (“hembras grandes”) y del Grupo B (*hembras pequefias”) a lo largo de un
periodo de 30 dias. Cada curva corresponde @amada, y la supervivencia fue analizada en

una muestra de 12 animales por camada. Aquellas hembras cuyas camadas no superaron los 70

juveniles Il fueron excluidas del Experimento de Crecimiento.
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5.5 Discusion

Se discutiran principalmente los resultadbsenidos en las primeras puestas de
las “hembras grandes” y las “hembrasjpefias”, dado que se contd con un numero de
réplicas adecuado para todas las varg@kdealizadas, permitiendo su contrastacion
estadistica.

Luego se discutirdn los resultadossménportantes obtenidos en las segundas
camadas, y su relacion con aquellos obten@okas primeras puestas. Para la mayoria
de las variables se hablara de tendencide dae no se cont6 con el numero de réplicas

suficiente para realizar su cordtacion estadistica. Por este motilag_hipdtesis de

trabajo 10 y 11 no pudierm ser puestas a pruebay no seran mencionadas en la

seccion correspondiente.

5.5.1 Primeras puestas

Las variables de produccignlas variables morfolégicade los huevos son las
mas estudiadas a la hora de analizadedempefio reproductivo de las especies de
crustaceos decépodos. Las varialie produccion analizadas enpresente trabajo no
variaron significativamente con el peso dédenbra, excepto l&€undidad actual (FA,
medida en términos de numero de juvenifelependizados/hembra), la cual duplicé en
“hembras grandes” aquella de las “hembras pequefias”. Un resultado similar fue
previamente reportado por Austin (1998), Trgi@t al. (2002) y Kpék et al. (2006) en
las langostas de agua dulCe quadricarinatus C. destructory Orconectes limosus
respectivamente. Los coeficientds correlacion hallados enplesente trabajo y en los
estudios mencionados fueron altamente aldeis. Particularmente, el coeficiente

reportado por Austin (1998) fue mayor alencontrado en la presente tesi&=(R67 y

142



Factores maternos: tamafo de la hembra y nimero de puestas

R?*=0,53, respectivamente), debiéndose thscrepancia quizds a las distintas
poblaciones consideradas, como fue propuegt@lmente por Carral et al. (1994).

La fecundidad se mide generalmentetéaminos de niumero de huevos/hembra
(fecundidad realizada), y coragiona comunmente con el tamafio de la hembra en los
crustaceos decapodos, tales como camar@iHansford & Marsden, 1995; Anger &
Moreira, 1998; Hoang et al., 2002b; Tjeait al., 2004), cangrejos anomuros Yy
braquiuros (Hines, 1982; Van Dover & Wilties, 1991; Sampedro et al., 1997; Pinheiro
& Terceiro, 2000; Brante et al., 2003; LUdy2005; Figueiredo et al., 2008), langostas
marinas del génerdasus(Arana et al.,, 1985; Baez et.,al985; Annala & Bycroft,
1987) y langostas de agua dulce (Carrablet 1994; Honan & Mitchell, 1995; Austin,
1998; Nakata & Goshima, 2004; Maguire et 2D05; Kozak et al2006; Saez-Royuela
et al.,, 2006). La fecundidackalizada previamente registrada la langosta de agua
dulceC. quadricarinatugpresenta el mismo patroni@§, 1993; Jones, 1997; Masser &
Rouse, 1997; Austin, 1998). En base a ests®rvaciones previass improbable que
en el presente trabajo las “hembras pégeé hayan desovado el mismo namero de
huevos que las “hembras grandes” y quegtuhayan perdido una mayor cantidad de
huevos por una menor calidad o parcuidado maternal deficiente.

Por lo tanto, los resultados presensebre la FA diferencial reflejarian una
fecundidad realizada diferencial entre hersbde distinto peso, lo cual podria estar
relacionada con eldtho de que hembras mas grandes presentan un mayor volumen de
la cavidad corporal, donde los oocitos madwaates de la puesta, como fue propuesto
por Hines (1982, 1991) y Luppi et al.9d7), quienes también observaron una
correlacion positiva entre el nimero de huevos y el tamafio corporal en varias especies
de cangrejos braquiuros. King (1993) reporté qu€equadricarinatusel tamafio de

una camada (C, numero de huevos en losppldds) se relacionénealmente con el
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peso humedo de la hembra (W) mediante la féormula: C = 106 W6|®s resultados
obtenidos en la presente tesis presentan un buen ajuste a esta férmula, si se descuenta
del valor obtenido un 30% de hes que se pierdedurante la incubaén, de acuerdo a

Masser & Rouse (1997).

La FA resultd ser mas variable palas “hembras grandes” que para las
“hembras pequefias”, hecho comun en los &cests (Somers, 1991). Carral et al. (1994)
y Saez-Royuela et al. (2006) observaren langostas de agua dulce una gran
variabilidad en la fecundidad realizadargpaina determinada talla de las hembras,
debido a diferencias en el tamafo dehHasvos o a puestas anormalmente grandes o
pequefias. Dichos factores no éxglian la variabilidad encamida en la presente tesis,
dado que las camadas anormalmente pegyeéasnenos de 70 crias) fueron excluidas
del andlisis y ademas el tamafio de los huevos fue homogéneo (ver mas abajo). Por lo
tanto, y en base a los resultados obtenidogesb de la madre resultaria ser un mejor
indicador de su potencial reproductivon (&&rminos de nuamero de Jlll que puede
producir) para el rango de talaorrespondiente dke las “hembras pequeias” que para
aquel correspondiente al s “hembras grandes”.

La fecundidad actual relativa (FAR), poratado, fue similar en el Grupo Ay
B, y alcanz6 un valor promedio de 5,7 Jlll por gramo de hembra. Este valor fue
ligeramente menor que el informado porddger & Rouse (1997), pero mayor que el
informado por Austin (1998) para la mismspecie. Algunos aspectos metodoldgicos,
principalmente aquellos relacionados comeahejo de las hembras durante el periodo
experimental, podrian explicar estos resultadombles. En este sido, Smith & Ritar
(2005) demostraron que elstirbio fisico (ej: manipakion) de los reproductores
afectan el desempefio reproductivo y larval en la langosta esgemsaedwarsiiSin

embargo, no se puede descadhifactor genético como gaante de las diferencias
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observadas, dado que diversos autores rhastrado una signifativa variabilidad
genética, morfolégica y de crecimten entre distintas poblaciones d€.
quadricarinatus(Gu et al., 1995; Macaranasatt, 1995; Austin & Knott, 1996).

En el caso de la tasa de puest®)(Tse observé una tendencia hacia un
incremento de la misma con el tamafio de la hembra, como se encontré previamente en
camarones peneidos (Menasveta et al., 1B@gcios et al., 2000). Esto podria estar
asociado con el tamafo de los machoszatilos en el experimento, dado que Masser &
Rouse (1997) establecieron que la puesthuwis/os puede ser suprimida en hasta un
50% si el tamafio del macho nosasilar al de la hembréen un rango de 30 g). En el
presente trabajo, ambos grupos de henfoexsn colocados con machos de 70-90 g, un
tamafio mas cercano al de las “hembras grantte€ual podria plicar la tendencia
observada en la TP. Sin embargo, es importante aclarar que el uso de machos del mismo
peso (dentro de un rango acotado) fue neiegara descartar un posible efecto del
tamafio del macho sobre la calidad de la progenie, dado que se ha demostrado que dicho
factor afecta la tasa de fertilizacion de levos, la calidad espermética y el volumen
eyaculado en algunas especies de crustaceos decapodos (MacDiarmid & Butler, 1999;
Ceballos-Vazquez et.aP003; Rubolini et al 2006; Sato et al2006).

La tasa de puesta exitosa (TPE), por el contrario, no varié con el tamafio de la
hembra, lo cual implica que los cuidadostenaales no se ven afectados por el mismo.

No se ha encontrado bibliografia sobre TRE en otras especies de crustaceos
decépodos para ser comparada Ibs presentes resultados.

Finalmente, el desempefio reproductivo (DR) tendio a diferir con el tamafio de la
hembra; los valores obtenidos en el prestrateajo implican que el peso de la camada
constituye aproximadamente un 11 y 9% del peso corporal de la hembra en “hembras

pequefias” y “hembras grandes”, respectiemai®. Hines (1982, 199&hcontrd un valor
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similar de DR al estudiar varias especiesal@grejos braquiuros, sien el autor evalu6
el peso seco de los huevos. €5ta tesis, el DR fue caladlo utilizando el peso total de
los Jlll de una camada, dado que no fuelpesontar el elevado numero de huevos
desovados por hembra sin desprenderlos de los pledpodos.

Los resultados discutiddsasta aqui muestran que e cinco variables de
produccion analizadas, so6lo una de ellas KA) aumenta significativamente con el

tamarfio de la madre. Por lo tantohipoétesis de trabajo 8 es aceptada parcialmente.

Con respecto a las caracteristicas médiglas de los huevos, Clarke (1993) ha
mostrado previamente una correlacion posiinte el tamafio de los huevos y el nivel
de nutrientes almacenados en los mismos. Tanto el volumen como el didmetro de los
huevos son faciles y rapidos de medir; potaoto, se consideran generalmente como
buenos indicadores de su calidad (Garcia-Udtbal., 2004). En el presente trabajo, el
tamafio de los huevos (medido en términos de volumen) y peso no se correlacionaron
con el peso de la hembra, lo cual implicayie la cantidad de reservas transferidas por
la madre a los huevos fue similar e indepeni® de su tamafio. taspareciera ser la
tendencia general en varias especies de cangrejos (Hines, 1991; Rabalais, 1991,
DeMartini & Williams, 2001; Sato & Yoseda, 2008) y langostas de agua dulce
(Abrahamsson, 1971; Skurdal & Qvenild, 1986; Hatlio& Turkguld, 2000; Carral et
al., 2004; Nakata et al., 2004; Kozék at, 2006; Saez-Royuela et al., 2006). Sin
embargo, en las langostas mariragiammarugTully et al., 2001; Jgrstad et al., 2005;
Agnalt, 2008;Moland et al., 2010) H. americanugAttard & Hudon, 1987), en las
langostas de agua dul@aistropotamobius torrentiur(Eversole et al., 2002; Stucki,
2002; Maguire et al., 2005)Cambaroides japonicugNakata & Goshima, 2004),
Pacifastacus leniusculu@gason, 1978) yAstacus leptodactyluéStucki, 1999), y en

algunas especies de cangrejos anomuros (Van Dover & Williams, 1991) el tamafio/peso
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medio de los huevos aumenta con el tamafio de la madre. Por lo tanto, pareciera que la
relacion entre ambos parametros no estaiadaa@l tipo de desallo postembrionario
(desarrollo directo/indirecto).

La produccién de huevos, por otro lado, depende generalmente del tipo de dieta
suministrada a los reproductores, dado que una porcion signdiciilas proteinas y
lipidos sintetizados a partir del alimemtgerido son requeridos durante la maduracion
ovarica (Morrissy, 1975; Bromage, 1995; Harrison, 1997; GarciaU}000). En este
sentido, Rodriguez-Gonzalez et al. (2006)oati@ron que el volumen y el peso de los
huevos deC. quadricarinatusvarian con los niveles de pe@ta cruda en la dieta de los
reproductores. En la preserntesis, el hecho de quesldhembras pequefnas” y las
“hembras grandes” hayan sido alimentadas con la misma dieta podria explicar la
similitud encontrada en la calidad de sus huevos.

También se ha observado que el tamafitmslduevos no se correlaciona con la
FA, siendo éste el primer reporte en unaeegpde langosta de familia Parastacidae.
Dicho resultado concuerda caquellos reportados para algas especies de langostas
pertenecientes a las familias Astacidae y Gaidbe (Maguire et al., 2005; Kozak et al.,
2006; Saez-Royuela et al., 2006)b&n en dichos estudiose analizé la relacién entre
el tamafio de los huevos y la fecundidad realizada, no la actu@l. dtradricarinatus
el tamafo de los huevos pareciera ser unnpetra fijo e independiente del peso de la
madre y la FA. Dado el limite en el tamafdalpuesta (ver valor de DR), huevos de un
mismo tamafo resultarian en un nimercmonede huevos en hembras mas pequenfas,
como ya fue discutido alomienzo de esta seccion.

Algunos autores han encontrado en langostarinas y cangregaque el tamarfio
de los huevos se relaciona estrechamenteetdsmarnio larval, 1o cual implica que el

primero es una buena aproximacion dgjuselo (Attard & Hudon, 1987; Hamasaki et
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al., 2003; Ouellet & Plante, 2004; Moland et al., 2010). Del mismo modo, la similitud
observada en el presente trabajo enoélimen y peso de los huevos desovados por
hembras de diferente peso resultdé en un sirdlaano y peso de los Jlll. Este resultado
se relacionaria con el hecho de que daddapiestadios JI y JIl permanecen sujetos a
la madre y dependen de las reservas de \itekdizadas en el cefalotorax, el tamafio y
estado nutricional de los Jlll estaria determinado en definitiva, y al momento de
independizarse de la madre, por las reservagele transferidapor la misma al huevo.

La evaluacién del hepatopancreas (andhig@soldgico e indice hepatosomatico) de los
JIIl también sugiere que el peso de la madre no tendria ninguna influencia sobre el
estado nutricional de los juveniles. Encgunjunto, estos resultados muestran una clara
correspondencia entre la similitud en anh&iio de los huevos y la similitud en las
caracteristicas morfologicas ties Jlll. Asimismo, éste consitye el primer estudio que
muestra la estructura del hepatopancregevimiles que se enentran atravesando una
fase transicional desde organismos dejgnes del vitelo (lecitotroficos) hacia
organismos de alimentacién libre, lo cuekplicaria el @sdo “inmaduro” o
“indiferenciado” de la glandula digestivdesde un punto de vasthistolégico, en
comparacion con juveniles de mayor tamafal\(€ et al., 2011; Lépez Greco et al.,
2011).

La ausencia de relacion entre el té@mpeso de los Jlll y el peso materno
pareciera contradecir resultados prevers especies de decapodos de desarrollo
indirecto, segun los cuales hembras mandga producen crias mas grandes (Moland et
al., 2010; Sato & Suzuki, 2010). En estas espel@esortalidad dunate la fase larval
es generalmente muy elevada (Cushing, 1988), pero decrece rapidamente al
incrementarse el tamano de las larvasiodgue un mayor tamafio corporal reduce la

susceptibilidad a los predadores (Miller et, d1988), e incrementa la resistencia a
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condiciones estresantes retaadas con la disponibilidate alimento (Mashiko, 1985;
Sato & Suzuki, 2010). Por lo tanto, el tamafolas crias al momento de la eclosion es
crucial para la supervivencianal. Varias teorias intentaxplicar la razon por la que
el tamafo de la progenie se correlaciona p@siiente con el tamafio de la hembra en la
langosta marina europea (Parker & Begt®86; Hendry et al., 200B5akai & Harada,
2001). La presente tesis constituye el pritn@bajo que muestra la independencia entre
el tamafio de los juveniles recién independizados y el tamafio de la madre en una
especie que presenta desarrollo directo. Se requieren estudios futuros para profundizar
este tema en otras espeaiesdesarrollo directo.

Con respecto al crecimiento de los jules) no se detectaron diferencias entre
las camadas de las “hembras grandgslas “hembras pequefias”. Aun asi, la
supervivencia tendié a ser menor en las primeras, presentandose la mayor mortalidad
entre los dias 10 y 15 del periodo experirakriste tiempo coincide aproximadamente
con la duracion del estadiollJ(Stumpf et al., 2010), con loual el incremento en la
mortalidad en ese momento podria estarciaslo con la muda de Jlll a JIV. Este
resultado contribuye a expanda escasa bibliografia gponible hasta el momento
sobre la influencia materna en el sdmpefio de estadios mas avanzados de
larvas/juveniles en crustaceos decapodos. iheusion en futuros estudios de
experimentos en los que los juveniles progetes de hembras de distinto tamafio sean
expuestos a condiciones estresantes seria de gran utilidad para determinar si la
influencia materna (dada pau tamafio corporal) sexpresa solamente, o mas
fuertemente, cuando la disponibilidad de dateados recursos es limitada, como fue
propuesto por Moland et al. (2010).

Dados los resultados discutidos en ¢ila a las variables morfolégicas de los

huevos y los juvenilese rechaza la hipotesis de trabajo 9.
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5.5.2 Segundas puestas

Se observaron segundas puestas tanttasrthembras grandes” como en las
“hembras pequefias”, si bien la TP tendiGser mayor en las primeras que en las
segundas. Del total de hembras dentro del Grupo A y B, s6lo un 40% (n=6) y un 14%
(n=3) desovaron por segunda vez, respectivamente, mientras que un 5% (n=1) desovo
por tercera vez sélen el Grupo B. Se sabe quentigas mas grandes producen un
mayor numero de puestas consecutivas que hembras mas pequefias en camarones
(Menasveta et al., 1994; Hoaagal., 2002b). Los resultadpseliminares obtenidos en
el presente trabajo no concuerdan comakicestudios; sin embargo, el escaso niamero
de segundas y terceras puestas obterdadernnecesario una evaluacién mas profunda
de este factor.

La razén por la que algunas hembpasducen mas de una puesta de calidad
comparable y otras hembras producen sfla puesta bajo las mismas condiciones
experimentales se desconoce, pero probabitrse relacione con diferencias genéticas.
Las mismas se traducirian en diferen@asla regulacién enddcrina, en los caminos
metabdlicos y en la capacidad digestiedlas hembras (Racotta et al., 2003).

El conjunto de las variables de prodidn analizadas fueron similares en las
primeras y segundas puestas de las hemteb Grupo A. Sin embargo, la TP y TPE
tendieron claramente a ser menores ersdggindas puestas, hecho también observado
en el Grupo B. La menor TPE se debitagérdida total de huevos en 3 camadas, a
causa de su infeccién por hongos en 2 casasjia probable adherencia deficiente de
los mismos a los ple6podos en el caso réstdn este Ultimo casse puede descartar
como causante de la pérdida de huevos mtlacto agresivo con otras langostas (Carral
et al.,, 1994; Reynolds, 2002; Carral et, #004) dado que las hembras fueron
mantenidas en acuarios individuales durémtaayor parte del desarrollo embrionario.
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Por lo tanto, la presente tesis constituiel primer registro de cierto grado de
deterioro de algunos parametros reproductomslas puestas consecutivas en hembras
de C. quadricarinatus Este resultado prelimar es interesante desde un punto de vista
comercial, dado que indicaria la necesidad de mejorar otros fagteresualmente se
controlan y manejan en l&sitcheries tales como la cantidad y/o calidad del alimento
suministrado a los reproductores (Bray et al., 1990; Marsdain 4997; Wyban et al.,
1997; Cavalli et al., 1999; Heoglu et al., 2002; Wu eal., 2007; Hoa et al., 2009;
Rodriguez-Gonzalez et alR011), para compensar el pasi “agotamiento” de los
mismos como consecuencia de las pues@ssecutivas. En algunas especies de
cangrejos se ha observado que la fecundidalizada y la fecundidiarealizada relativa
disminuyen con las puestas consecutivas égabhi, 2001; Ji etl., 2006), mientras
gue en otras especies ambas variablesfreyeh entre las prieras y segundas puestas
(Millamena & Quinitio, 2000; Wu et al., 201@)a discrepancia entre resultados podria
explicarse por diferencias biologicaherentes a las especies estudiadas.

Respecto a las variables morfolégicaslake JIll, no se observaron diferencias
entre las primeras y segundas puestas si¢heambras grandes”, tendencia evidente
también en cuanto a las variables morfatégide los huevos y juveniles (Experimento
de Crecimiento). Las “hembras pequefiasbstraron una tendencia similar. A
diferencia de estos resultados, Wu et al. (2010) encontraron un mayor tamafio de huevos
y larvas del cangrej@ortunus trituberculatuen las primeras pues respecto de las
segundas puestas. Los autores proponen aexplicacion a tal resultado posibles
diferencias en la alimentacién de los aali®s durante la primera maduracion ovarica

(alimento natural) y la remaduracion del ovglimento de peor calidad nutricional).
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Discusiéon general

El cultivo de la langosta de agua dulCherax quadricarinatugonstituye un
campo promisorio dentro de la acuiculturafggentina, debido a que la especie retne
numerosas ventajas respecto a otras espaeiesistaceos de importancia comercial. El
hecho de que sea fisiol6gicamente rohusterando un amplio rango de condiciones
ambientales, hace posible su cultivo eredsos habitats, inayendo aquellos afectados
por la salinizacion o por una degradacién ecalidad del agua. Por lo tanto, para esta
actividad se pueden emplear terrenos no gmos la agricultura tradicional y aguas no
adecuadas para el riego (Edgerton, 2005). Asimjsi bien la produccién a gran escala
de la langosta de pinzas rejasta destinada aslmnercados de consumo, muchos de los
juveniles son comercializados como mascakado su colorido (principalmente en los
machos) y su baja agresividad (permitiendarsintenimiento en espacios reducidos).
De este modo, la especie presenta una importancia comercial adicional para el mercado
asociado a las especies ornamentaleagdsieéequerida por numerosos entusiastas del
acuarismo (Subsecretaria de Pesca y@#tuira, 2004; Panné ktlobro et al., 2010).

Estos factores convierten al cultivo ¢ langosta de pinzas rojas en una
actividad cuyo desarrollo constituiria unspahacia un mayor aprovechamiento de los
recursos naturales del pais y hacia delsarrollo de las economias regionales,
principalmente de la zona sulpical del pais. Esta zonaaaba el norte de Corrientes,
de Santa Fe, parte de Tucuman, Jujuy, Santiago del Estero, Salta, Chaco, Misiones y
Formosa, en donde se registran altas temperaturas dusantaneses al afio,
favoreciendo la produccion de la espeeie estanques externos. El resto de las
provincias son consideradas cofmearginales” para el cultivo d€. quadricarinatus
(Luchini, 2004).

En la actualidad esta actividad conigrposee sélo una riqueza potencial en

Argentina dado que se carece en muchogscdsl conocimiento tecnolégico necesario
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para su aprovechamiento completo. Esto hace que la produccién actual sea baja, sin
llegar a cubrir el mercado disponible,doal favorece a su vez la comercializacion del
producto a altos precios (Subsecretariddsca y Acuicultura, 2004). De hecho, gran
parte de las técnicas de cultivo aplicadas son relativamente sencillas, consistiendo
principalmente en pequefas modificaciogeg mejoran las tasas de crecimiento y
supervivencia de los animalgs: utilizacion de refugios).

En la presente tesis se abordd eldist de diferentesattores que modulan
aspectos relacionados con la reproducciéoredimiento y la calidad de las progenies,
como un paso previo al desarrollo dentdogias mas complejagie permitan optimizar
el rendimiento en carne y la produccién de “semilla” en el cultivo de esta especie de
langosta Se busco de este modo contribuir al mejoramiento de una actividad econdémica
emergente en nuestro pais, mediantee#d transferencia del conocimiento cientifico-
tecnoldgico al campo de la produccion.

Cada objetivo planteado fue evaluado desde una aproximacién puramente
experimental, y la mayoria de las respes hipotesis pudieron ser respondidas de
manera satisfactoria, si bien se dejan fglatos algunos interrogastderivados de los
resultados obtenidos y posaklexperimentos futurosnaaresponder a los mismos.

Los tres factores que se/estigaron como posiblestnamientas para mejorar el
rendimiento de los sistemas de cultivo (exposicion a una temperatura alta (TA),
ablacion de la glandula androgénica (Gj)administracion delopamina (DA)), no
incrementaron el crecimiento somatico ni provocaron la reversion sexual de hembras
(hacia machos) ni de machos (hacia “neo-hasibr Por lo tantose concluye que la
manipulacion especifica de dichos factores kkometodologia ensaga en la presente
tesis no constituye una herramienta eficiggaea incrementar la proporcién de machos

ni el crecimiento de machos y hembragaddo sin sentido sconsideracion a la hora
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de disefiar tecnologias de cultivo en palis. Sin embargo, permanece vigente la
posibilidad de evaluar otrdsctores, particularmente hoomales, para lograr ambos
objetivos. En este sentido, se hidizado la administracion de @&7metiltestosterona
con la dieta como una herramienta pararementar la proporcion de machos en
cultivos de peces ornamentales y paomsumo (Kubitza, 2000; James & Sampath,
2006), y en moluscos (Wang & Croll, 2004). Asimismo, la inyeccion de hormona de
crecimiento humana ha demostrado estimulacretimiento de laas de la langosta
marinaHomarus americanug el camarorLitopenaeus vannamg¢Charmantier et al.,
1989; Toullect et al., 1991). Finaémte, la identificacion de un garsulina-likeque se
expresa solo en la GA de los machos enerosas especies deustaceos decapodos y
gue demostré tener un efecto masculinizanbetréfico (Venturaet al., 2011), sugiere
la posibilidad de administrar insulina pgmavocar la reversiosexual y/o incrementar
el crecimiento somatico de las hembras.

Por otra parte, los experimentos que se llevaron a cabo para cumplir con los
objetivos propuestos arrojarcciertos resultados que@tan nuevos conocimientos
tedricos, contribuyendo a atar la informacion dispobile sobre la biologia d€.

quadricarinatus Particularmente, se demostro lo siguiente:

» La exposicion de hembras juvenilesTA (30°C) induce la ovulacién sin la
existencia de coépula previa, siengmr lo tanto la puesta de huevos
independiente de la copula y la adheiamite los huevos a los pledpodos de la
madre independiente de su fertilizacién.

» La TA acelera el crecimiento ovarico capendiente a la primera fase de la
vitelogénesis (vitelogénesis primaria)acelera también la maduracion ovarica
(vitelogénesis secundaria) &3 hembras, mientras que en los machos acelera la

espermatogénesis. Dado que en los pdisgicales, y particularmente en el
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noreste de Argentina, la temperatwel agua de los estanques de engorde
externos (en donde los animales también se reproducen) puede alcanzar 30°C
(Masser & Rouse, 1997; Wicky et al., 2008), seria interesante determinar si la
TA incrementa también la produccidén espermatica de los machos.

» La TA ejerce un efecto ge-dependiente sobre los parametros de crecimiento,
no influyendo en las hembras pero disminuyendo el crecimiento somatico de los
machos.

» La ausencia de la GA en los machos no resulta en un menor crecimiento
somatico, lo cual le restag®a la hipotesis de querahyor crecimiento de los
machos respecto a las hembras se deabesfecto directo de un factor
androgénico.

» La GA desempeniaria cierto rol endglsarrollo de algunosaracteres sexuales
secundarios en los machos, como los gonoporos masculiraygpendices
masculinag pero no en el desarrollo deéd patch Sin embargo, trabajos
previos presentan resultados que no gersan con esto tilno (Barki et al.,
2003; Manor et al., 2004); una manera de clarificar el papel que desempefa esta
glandula en la diferenciacién deld patchconsistiria en la manipulacion de la
GA en juveniles Ill y la evaluacion defecto de dicho procedimiento hasta la
talla tedrica en la que se diferencigeesaracter. La identificacion y aislamiento
de el/los factor/es sintetizados y seadels por la GA, constituiria asimismo un
paso fundamental que permitiria determnide manera concluyente y mediante
procedimientos sencillos (ej: su inyeccionj@veniles macho de distinta talla) el
rol de la GA en la diferenciacion dste y otros caracteres sexuales.

» La GA cumpliria un rol también en la organizacion estructural del vaso

deferente (particularmente de su pércidistal) y del espermatéforo en los
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machos. La ausencia de esta GA nectf el inicio ni complecion de la
espermatogénesis; en este sentido, seria interesante cuantificar en futuros
trabajos la produccion espermética de los machos andrectomizados para
determinar el rol de la GA sobre la intensidad de la espermatogénesis.

» La administracién de DA retarda el cre@mto ovarico durante la vitelogénesis
primaria y también la maduracion ovaripayo solo al seniyectada en hembras
de una talla comprendida entre 4-14 gembias que en hembras de mayor peso
la DA no ejerce ningun efecto sobre ladueacion ovarica, a diferencia de las
especies de crustaceos decapodos previamente estudiadas. Nuevas rutas de
administracion de DA podriaser evaluadas en estudfosuros para eliminar el
estrés asociado al procedimiento deetgidn y la posible degradacién o falta de
asimilacion de la DA administrada conaimento, factores que podrian haber
“enmascarado” los resultados obtenidos.eBte sentido, la microencapsulacion
es una tecnologia relativamente reciente spiatiliza para éabilizar, proteger
y permitir la liberacién lenta de los irggtientes del alimento, siendo utilizada
para administrar compuestos quimicos conocidos a los organismos acuaticos
(Jones et al., 1987; Chen et al., 199#lamar & Langdon, 1993). El uso de
microcapsulas constituye por lo tantuna alternativa viable para la
administracion de DA a hembras juvesjlencrementando asi las probabilidades
de que mantenga su integridad dueaet proceso de digestion y logre ser
absorbida de forma eficaz para ejerme funcidn en los tejidos blanco.

» Si bienC. quadricarinatugpresenta cierta plasticidad sexual, evidenciada por la
presencia de individuos intersexo &m naturaleza y su diferenciacion en

laboratorio, la reversion seal de hembra a macho y de macho a hembra (“neo-
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hembra”) no es posible (bajo las condicmeaperimentales de la presente tesis)

mediante la manipulacion de la teengtura y la GA, respectivamente.

Es importante destacar que los resultados obtenidos en todos los experimentos
de la presente tesis son relativos a lasdiones experimentales aplicadas en el
laboratorio. Las mismas soartificiales en el sentido de que no contemplan las
variaciones naturales a las que los animalegseexpuestos en su habitat natural. Por
lo tanto, los conocimientos tedricos obthrs presentan una limitacion en cuanto al
grado de extrapolacion quemeede realizar de ellos.

En cuanto a los factores evaluados cqosibles herramientgemra optimizar la
produccion de “semilla” en criadero (tamafio de la madre y niumero de puestas), se
obtuvieron resultados que constituyen awance en el conocimiento teorico del
desempeiio reproductivo de la especie y qasgmtan también ciertglicabilidad en
cultivo.

Particularmente, la calidad similar e huevos y juvenilesbtenidos a partir
de hembras consideradas como pequefasgearatilizadas como reproductoras y de
hembras que por su tamafio son comunmetiteadas como reproductoras en las
hatcheries sugiere la posibilidad de utilizar a las “hembras pequefias” junto a las
“hembras grandes”, para incrementar den@na significativa la produccion de crias.
Esto posibilitaria a su vehacer uso del potencial repluctivo de las “hembras
pequefias” de manera controlada, dado loggmbras de este tamafio igualmente se
reproducirian en los estanques de engordéos(Curtis & Jones, 1995). Asimismo, la
utilizacion de dichas hembras permitiria optimizar el manejo del espacio y volumen de
agua en ladatcheries ambos limitados, dado que al ser de menor tamafo podrian ser
mantenidas a una mayor densidad (cuyatdinsuperior podria ser determinado en

trabajos futuros). Finalmente, el menoosto de alimentacion de las “hembras
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pequefias” respecto a las hembras de nmayoafio, representaria una ventaja adicional
de utilizar a las primeras como reproduato El uso de machos cuya talla sea
equivalente a la de las “hembras pequeipasiria constituir una manera de mejorar la
tasa de puesta de las mismas, si biensegjarencia requiere laalezacion de estudios
futuros en los que se evalle el posible efee tamafio de los miaas sobre la calidad
de las progenies.

Por otro lado, se evidencaderto deterioro de algunosndaetros de calidad de
progenie con las puestas consecutivas. Daddagoalidad de las reservas transferidas
por la madre a los huevos depende en gran medida del tipo de alimentacion ofrecida a
las hembras (Morrissy, 1975; Bromage, 199&rison, 1997; Garcia-Ulloa, 2000), se
debe prestar especial atéin a dicho factor en lakatcheriespara mantener una
produccion estable de “semilla”. En este gkmtun gradual aumento de la cantidad y/o
calidad del alimentsuministrado a lo largo del pedo reproductivo podria mantener
un buen estado fisioldgico de las hembsagermitir de este modo la remaduracion
normal del ovario.

Sin embargo, se hace necesaria la evanaftitura de la calidad de progenies
provenientes de un mayor nimero de puestassecutivas que las obtenidas en la
presente tesis, para determitaafactibilidad y convenienaide utilizar todas las puestas
de una hembra en los sistemas de cria, y el correcto manejo de la alimentacion de los

reproductores para compensar su posible “agotamiento” fisioldgico.
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