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Incremento del crecimiento y la sobrevida de juveniles tempranos de la
langosta de agua dulce “pinzas rojas” Cherax quadricarinatus

(Parastacidae) mediante el mejoramiento de las practicas de cultivo.

La Direccion Nacional de Acuicultura propone la investigacion de las especies exdticas
ya introducidas y el mejoramiento de las tecnologias de cultivo actualmente utilizadas.
Por esto, la presente tesis abordé dos temas principales para contribuir con
informacién relevante al cultivo de Cherax quadricarinatus: el estudio de la
vulnerabilidad nutricional de los juveniles en la fase de hatchery y la optimizacién del
uso de refugios durante la fase de pre-engorde para disminuir el canibalismo. Se
observd que los juveniles Il (primer estadio de alimentacién exdgena) y 1 de gramo
necesitan sélo 2 y 9 dias de alimentacién inicial, respectivamente, para acumular las
reservas necesarias para mudar al estadio siguiente. El tiempo sin alimento que lleva a
la muerte a los juveniles lll y de 1 gramo sin poder mudar al estadio siguiente esde 9y
51 dias respectivamente, y son los valores mas altos reportados para especies de
decapodos. Durante largos periodos de inanicion los juveniles consumen las reservas
de proteinas y lipidos almacenadas en hepatopancreas y musculo abdominal. Sin
embargo, al suministrarles alimento los juveniles muestran gran capacidad de
recuperacién, reanudando su crecimiento rapidamente, completando sus reservas y
generando nuevas reservas de glucogeno en el musculo abdominal. No se observé
actividad enzimdtica asociada a la movilizaciéon de reservas y solo la actividad lipasa
(digestiva) se mostré afectada por la inanicién. Respecto del uso de refugios, por cada
m? de tanque en la fase de pre-engorde, 2,55 m” de red cebollera colocada en forma
aleatoria es suficiente para disminuir la mortalidad. Esta informacién constituye un
avance en el conocimiento tedrico y un aporte directo al mejoramiento de la

produccién de una especie con importancia para la acuicultura de nuestro pais.

Palabras claves: Acuicultura, Decapodos, Cherax quadricarinatus, Nutricion, Punto-de-
no-retorno, Punto-de-saturacion-de-reserva, Hepatopancreas, Enzimas digestivas,

Refugios.






Increase in growth and survival of early juveniles of the red claw crayfish
Cherax quadricarinatus (Parastacidae) through improved culture

practices.

The Direccion Nacional de Acuicultura stimulates the research on introduced species
and improvement of the aquaculture practices currently in use. In order to contribute
with relevant information on Cherax quadricarinatus culture, the present thesis
addressed two important topics: the study of the nutritional vulnerability in juveniles
during the hatchery phase, and the optimization of shelter use to reduce cannibalism
among juveniles during the nursery phase. Results showed that stage Il
(developmental stage from which juveniles feed exogenously) and 1 gram juveniles
need to feed for a period not longer than 2 and 9 days, respectively, to accumulate
enough reserves for successful molting to the following stage. A 9 and 51-day period of
starvation leads to the death without molting of stage Ill and 1 gram juveniles,
respectively, with these values being the highest ones reported for decapod species.
Protein and lipid reserves are depleted in the hepatopancreas and abdominal muscle
after a long starvation period. However, starved juveniles show a great ability to
recover following a feeding period, quickly resuming their growth, replenishing their
reserves and forming new glycogen reserves in the abdominal muscle. The enzymatic
activity related to reserve mobilization was not observed and only lipase activity
(digestive) was affected by starvation. On the other hand, 2.55 m? of randomly
distributed onion mesh is recommended per meter of tank to decrease juvenile
mortality during the nursery phase. This information provides theoretical knowledge
that may directly contribute to improve the culture of a species commercially

important for our country.

Key words: Aquaculture, Decapod, Cherax quadricarinatus, Nutrition, Point-of-no-

return, Point-of-reserve-saturation, Hepatopancreas, Digestive enzymes, Shelters.
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Introduccion General

La acuicultura en el mundo

La produccién acuicola mundial de especies comestibles ha crecido casi 12 veces en las
ultimas tres décadas (1980-2010) a una tasa media anual del 8,8/ . En 2010, ésta
alcanzo otro nivel maximo sin precedentes de 60 millones de toneladas, ascendiendo a
79 millones de toneladas si se incluyen las plantas acudticas y los productos no
alimentarios (125.000 millones de USD). Si bien la produccién de la pesca de captura se
mantiene estable, la produccién acuicola sigue creciendo debido al crecimiento de la
acuicultura. Esta, en cuanto a la alimentaciéon de la poblacién, ha pasado de ser casi
insignificante a equipararse a la produccion de la pesca en el transcurso de medio siglo
aproximadamente. Segun las proyecciones realizadas por la FAQ, la acuicultura seguira
siendo uno de los sectores de produccién de alimentos de origen animal de mas rapido
crecimiento y, en la préxima década, la produccion total de la pesca y la acuicultura
superara a la de carne de vacuno, porcino y aves de corral.

En 2010, en América del sur, particularmente en Brasil y Perd, la acuicultura de agua
dulce ha mostrado un crecimiento fuerte y continuo donde los crustaceos representan
el 21,7/ (FAO 2012).

Teniendo en cuenta el aumento constante de la poblacién humana a nivel mundial la
produccién acuicola debe iniciarse, potenciarse o bien mejorarse con la finalidad de
contribuir a la produccion de alimentos de excelente calidad. Asi fue como se iniciaron
investigaciones que permitieron el desarrollo de tecnologias de cultivo de varios
crustaceos (camarones de agua dulce, camarones Peneidos y cangrejos marinos, asi

como langostas de agua dulce), numerosas especies de peces, moluscos bivalvos y no-
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bivalvos, especies de anfibios y reptiles acuaticos, junto a las algas marinas y peces

ornamentales (Luchini y Panné Huidobro 2008).

La acuicultura en la Argentina

La produccion de la acuicultura en Argentina desde 1992 hasta el 2007 mostrdé una
tasa de crecimiento anual del 16,6/ (Luchini y Panné Huidobro 2008). En el afio 1992,
en Argentina, solo se cultivaba la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) mientras que
actualmente se producen un total de 21 especies. La trucha continda liderando la
acuicultura argentina seguida por el pacu (Piaractus mesopotamicus); en 2011 se
obtuvieron 1364 y 1227 toneladas de estas dos especies. Las otras producciones
abarcan una pequeiia proporcién aun y estan representadas por ostra, mejillon,
distintas especies de carpas, ranas, yacarés, tilapia, randia, dorado, sdbalo, surubi,
boga, esturidn, y langosta de pinzas rojas entre otros (MINAGRI 2013).

El Plan Nacional de Ciencia, Tecnologia e innovacion Argentina: Innovadora 2020,
propone al desarrollo de productos sustitutos de la carne vacuna a través de la
produccién animal no tradicional como un tema estratégico de la politica cientifica
para el periodo 2013-2015 (MINCyT 2012). Asimismo, la Direccion Nacional de
Acuicultura propone la investigacién experimental en campo, el avance en el
desarrollo de especies autéctonas potencialmente aptas para produccién acuicola, la
adaptacion de las especies exdticas ya introducidas y el mejoramiento de las
tecnologias actualmente utilizadas. Particularmente, propone mejorar las
metodologias para reducir los costos productivos y las tecnologias de manejo

especialmente en el area de nutricion y sanidad para mantener la sustentabilidad
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econdmica en acuicultura en el pais. Dado que las investigaciones realizadas en otros
paises en el campo de la acuicultura no siempre son transferibles, solamente la
investigacion y el desarrollo tecnolégico propio producirdn un avance en el sentido
deseado y correcto (Luchini y Panné Huidobro 2008).

Desde el 2007 el Plan Nacional de Sanidad Animal en conjunto con el Servicio Nacional
de Calidad Agroalimentaria y las provincias realizan un estudio de clasificacién de
zonas aptas para cultivo. Ademas se realizan investigaciones para el mejoramiento de
la produccién de especies como besugo (especie marina), pacu, pejerrey, randia,
langosta de pinzas rojas, amur, tilapia, carpa comun por distintas instituciones
dependientes del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca: Estacién de
Maricultura del Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Acuicola (Mar del
Plata), Centro Nacional de Desarrollo Acuicola (CENADAC, Corrientes), Instituto de
Pesca y Biologia Marina Alte. Storni (Rio Negro), Universidad Nacional del Comahue
(Chubut) e Instituto Tecnoldgico de Chascomus (INTECH, Buenos Aires). A estos se
suman otros grupos de investigadores que contribuyen directa o indirectamente al
desarrollo de la acuicultura: Universidad Nacional del Noroeste (UNNE, Corrientes),
Universidad Nacional de Misiones (UNAM, Misiones) Centro Nacional Patagdnico
(CENPAT, Chubut), Centro Nacional de Ecologia Aplicada de Neuquén (CEAN,
Neuquén), Centro Austral de Investigaciones Cientificas (CADIC, Tierra del Fuego),
Universidad de Buenos Aires (Facultades de Ciencias Exactas y Naturales, de
Agronomia y de Veterinaria, C.A.B.A), Universidad Nacional de Cérdoba (UNC,
Cérdoba) y otros (Luchini y Panné Huidobro 2008).

La pesca y la acuicultura han mostrado la capacidad para proporcionar beneficios tanto

econémicos como sociales en los paises de la regién que se manifiestan por el ingreso
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en divisas, incremento en el empleo, reduccién en las migraciones rurales, alivio a la
pobreza, aumento en ingresos familiares a nivel rural y mejora de la seguridad en
cuanto a alimentacién y aporte de proteina de calidad (FAO 2012). Por lo tanto, la
disminucién de los costos de produccién permitiria una merma en los precios finales
aumentando el publico consumidor con acceso a dichos productos (Luchini y Panné

Huidobro 2008).

Modelo de estudio: Cherax quadricarinatus

Cherax quadricarinatus es una especie de langosta de agua dulce de gran tamafio que
pertenece a la familia Parastasidae con distribucion natural exclusiva del hemisferio
sur (Holdich 2002). Esta especie es endémica de los rios del noroeste de Queensland,
norte de Australia y el sureste de Nueva Guinea. Sin embargo, dada su importancia
comercial, ha sido introducida para el cultivo intensivo y semi-intensivo en numerosos
paises (Taiwan, Japon, China, Vietnam, Tailandia, Malasia, Singapur, Indonesia, Nueva
Caledonia, Israel, Grecia Italia, Espafia, Zambia, Estados Unidos, México, Guatemala,
Islas del Caribe, Jamaica, Puerto Rico, Costa Rica, Ecuador, Uruguay y Argentina), y ha
establecido poblaciones salvajes en el sur de Africa, México, Jamaica y Puerto Rico
(revisado por Saoud et al. 2013).

Su habitat natural consiste en cuerpos de agua permanentes que se caracterizan por
condiciones de estancamiento o flujo lento al menos en algunos periodos del afio
(Jones y Ruscoe 2001). En éstos, las langostas soportan altas temperaturas, baja

concentracion de oxigeno y alta variabilidad de pH (Masser y Rouse 1997). Esta especie
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muestra la habilidad de sobrevivir y reproducirse en zonas tropicales y templadas con
condiciones bidticas y abidticas significativamente variables (Jones 1995b; Karplus et
al. 1998).

C. quadricarinatus, comunmente llamada langosta de pinzar rojas, es un decdpodo
gonocodrico que presenta dimorfismo sexual (Lawrence y Jones 2002). Los machos son
mas grandes que las hembras y poseen en el lado externo de las quelas un “parche”
rojo responsable de su nombre comun (Saoud et al. 2013). Durante la cépula el macho
coloca un paquete espermatico (espematéforo) en la parte ventral del cefalotérax de
la hembra (Lépez Greco y Lo Nostro 2008). La fecundacién es externa y al oviponer, los
huevos se adhieren a los pledpodos y son trasportados y ventilados por la hembra
durante todo el desarrollo embrionario (Levi et al. 1999). Luego de la eclosidn, los
juveniles | y Il (lecitotréficos) permanecen sujetos de los pledpodos de la hembra hasta
gue la reserva de vitelo se agota siendo el juvenil lll el primer estadio de vida libre (Levi
etal. 1999).

Ademas, es una especie robusta que presenta caracteristicas bioldgicas, fisioldgicas y
comportamentales que la hacen interesante desde el punto de vista comercial
(Lawrence y Jones 2002), entre otras:

- Ciclo de vida simple con desarrollo directo. Se reproduce facilmente en
cautiverio y su dimorfismo sexual facilita su manejo. Las hembras consiguen
oviponer de 3 a 5 veces al aiio en zonas tropicales con una fecundidad de entre
100 a 1000 huevos por puesta dependiendo el tamafio de la hembra (Saoud et
al. 2013). Ademas, la falta de estadios larvales plancténicos evita costosas
inversiones en instalaciones (Jones 1995a; Masser y Rouse 1997; Saoud et al.

2013).
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- Es una especie tolerante a un amplio rango de condiciones de calidad de agua.
Puede desarrollarse en un rango de temperatura entre 24 y 30°C, bajas
concentraciones de oxigeno (> 1ppm), rangos de dureza y alcalinidad en un
rango de entre 20 y 300 ppm y alta variabilidad de pH (6,5-9) (Masser y Rouse
1997).

- Crecimiento rapido. Pueden alcanzar la talla comercial, de entre 70y 120g en 6
0 9 meses siempre que el agua cumpla con las condiciones antes mencionadas
(Lawrence y Jones 2002; Ghanawi y Saoud 2012).

- Caracteristicas comportamentales que facilita las tecnologias de cultivo. No
tiene comportamiento cavador, es gregaria y no agresiva tolerando
relativamente altas densidades de cultivo en comparacidon con otras especies

de crustaceos (Masser y Rouse 1997; Jones y Ruscoe 2000).

En Argentina la produccion de C. quadricarinatus es del tipo semi-intensivo y abarca 4
fases: reproduccién, hatchery, nursery o pre engorde y engorde (Figura 1). En la
segunda y la tercera etapa los organismos son sembrados en alta densidad mientras
que en la ultima se siembra con una densidad relativamente baja (Wicki et al. 2008).

Jones (1995a,b) realizé las primeras descripciones de las fases del cultivo para C.
quadricarinatus basandose en experiencias realizadas en el clima tropical de Australia.
Luego de que en la década del ‘90 se introdujera la especie en Argentina con
interesantes perspectivas (Luchhini 2004) se realizaron, en las instalaciones del Centro
Nacional de Desarrollo Acuicola (CENADAC), nuevas experiencias para adaptar las
tecnologias al clima subtropical del norte del pais (Wicki et al. 2008). Sin embargo,

segun Luchini y Panné Huidobro (2008) es necesario mejorar los indices reproductivos
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y los de sobrevivencia en la fase juvenil, disminuyendo las pérdidas ocasionadas por el
canibalismo para obtener lotes mas numerosos y homogéneos.
A continuacién se describen las fases del cultivo segin lo recomendado por el
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca (MINAGRIP 2011):
- Fase reproduccion. Se realiza bajo techo en tanques de fibra de vidrio o
cemento de aproximadamente 2,5x2,5m. El nivel de agua se mantiene entre 30
a 45cm con recambio continuo vy aireacién constante. La densidad de siembra
es de 3 a 6,5individuos/m? con una relacién de 3 hembras por cada macho. Son
alimentados diariamente con alimento balanceado con alto contenido proteico.
Como refugios para los animales se utilizan generalmente tubos de PVC de 5cm
de didmetro y 15cm de largo.
- Fase de Hatchery. Se realiza bajo techo en tanques de fibra de vidrio similares a
los utilizados para la fase de reproduccién. Las hembras ovigeras extraidas de
los tanques de reproduccion son mantenidas a una densidad 3 a
Sindividuos/m?2. Generalmente se agrupa a las hembras ovigeras en los tanques
de acuerdo con la similitud en el desarrollo de los huevos, lo que puede
observarse a simple vista por la coloracién que adquieren durante el desarrollo
embrionario. Una vez independizados los juveniles, se transfiere a las hembras
nuevamente a los tanques de reproduccion. Los juveniles son mantenidos a
una densidad de aproximadamente 550juveniles/m?” hasta que alcanzan 1g de
peso. Se realiza recambio continuo de agua con aireacion constante. Son
alimentados diariamente con alimento balanceado con alto contenido proteico.
Como refugios se utilizan tubos de PVC de 5cm de diametro y 15cm de largo

para las hembras y redes del tipo cebollera para los juveniles. Durante esta fase
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los juveniles cambian su alimentacién de enddgena (vitelo) a exdgena
(alimento balanceado) siendo éste un punto critico para la sobrevida en el
cultivo.

Fase de Nursery o pre-engorde. Se realiza bajo media sombra en tanques
externos de cemento con una superficie de 20m’ nivel de agua de
aproximadamente 30cm vy aireacion constante. Son alimentados diariamente
con alimento balanceado con alto contenido proteico. Durante esta fase los
individuos adquieren la coloracion propia de la especie y permanecen entre 20
y 30 dias, hasta alcanzar entre 5 y 10 gramos de peso. La densidad de siembra
es de aproximadamente 50 juveniles/m?. Como refugios para los animales se
utilizan tubos de PVC y redes del tipo cebollera. Las camadas crecen en forma
asincronica y el canibalismo entre juveniles es muy frecuente, por lo tanto la
sobrevida en esta fase es critica.

Fase de engorde. Se realiza en estanques excavados en tierra, a cielo abierto
con dimensiones de 50x80m y 1m de profundidad y con el agregado de
alimento balanceado. Se siembran a densidades de 1 individuo/m2 con ladrillos
huecos de seis celdas o tubos de PVC como refugios, previendo que al menos
exista una cavidad disponible para cada uno de los individuos sembrados al

inicio.
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Figura 1 Fases de cultivo de Cherax quadricarinatus en el Centro Nacional de Desarrollo

Acuicola (CENADAC), Corrientes, Argentina.
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Nutricion

C. quadricarinatus es una especie que naturalmente muestra un habito de
alimentacion politréfico y ha sido descrita como depredadora, omnivora, y/o
detritivora. Consume variedad de macrofitas, invertebrados bentdnicos, algas y
detritos (Jones 1990; Nystrom 2002; Saoud et al. 2013). Su habito de alimentacién no
selectivo permite la incorporacion de una amplia gama de ingredientes a base de
plantas y animales en formulaciones de los alimentos balanceados de dietas para la
acuicultura (Jones 1990; Campafia-Torres et al. 2005, 2006, 2008). Esto podria estar
relacionado con la gran variedad de enzimas digestivas (proteasas, lipasas y amilasas)
encontradas en la glandula digestiva (Figueiredo et al. 2001), comunmente llamada
hepatopancreas (Van Weel 1974).

Se han realizado numerosas Investigaciones sobre requerimientos nutricionales de C.
quadricarinatus desarrolladas en juveniles de peso mayor a 1 gramo, preadultos y
adultos (Villarreal 2002; Cortés-Jacinto et al. 2004a,b), sin embargo, no se registran
investigaciones sobre la nutricidon de juveniles mas tempranos que involucra a los
juveniles en estadio lll (primer estadio libre) de 20 mg hasta los juveniles de 1 gramo.
Estas tallas corresponden a la fase de hatchery (descripta previamente) en la que los
juveniles cambian su alimentacion de endégena (vitelo) a exdgena (Levi et al. 1999) y
donde la mortalidad puede alcanzar desde un 50/ hasta un 85/ (Jones 1995a; Masser
y Rouse 1997). De esta manera estudiando la vulnerabilidad nutricional de estos
juveniles podria disminuirse la mortalidad en la fase de hatchery.

La vulnerabilidad nutricional (Sulkin 1978) o flexibilidad nutricional (Sulkin y Van
Heukelem 1980) durante el desarrollo temprano de los crustaceos decapodos ha sido
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estudiada en cangrejos (Anger 1995a, 2003; Harris y Sulkin 2005; Figueiredo et al.
2008; Gebauer et al. 2010), camarones carideos (Thessalou-Legaki et al. 1999; Paschke
et al. 2004; Zhang et al. 2009; Kumulu et al. 2010) y en langostas marinas (Mikami et
al. 1993; Liddy et al. 2003) siendo cuantificada usualmente través de la estimacion del
punto-de-saturacion-de-reserva (PSR) y del punto-de-no-retorno (PNR).

Los individuos llegan al PSR luego de un periodo de alimentaciéon y se vuelven
independientes del alimento en el resto del ciclo de muda. Por el contrario, periodos
de alimentacidn mas cortos que el PSR interrumpen el desarrollo impidiendo que
muden al estadio siguiente. Por lo tanto se define PSR como el punto dentro del ciclo
de muda en el cual los individuos alimentados han asimilado suficiente materia
organica o energia (han saturado sus reservas) para desarrollarse exitosamente a
través de la pre-muda y ecdisis independientemente de la presencia o ausencia de
alimento (Anger 2001).

Del mismo modo, cuando el alimento falta transitoriamente desde el comienzo del
ciclo de la muda se registra un retraso significativo del desarrollo y cuando el periodo
de inanicién inicial excede cierto limite, los individuos pierden su capacidad de
recuperarse del periodo de estrés nutricional. Este punto critico se denomina PNR. Se
ha observado que pasado este punto los individuos, si son alimentados, pueden
sobrevivir un largo tiempo variable aunque su desarrollo no es normal y mueren sin
conseguir mudar al estadio siguiente (Anger 2001).

En los crustaceos, el hepatopancreas es el sitio donde ocurre la digestion, absorcion y
reserva de nutrientes, y sintesis y secrecidon de enzimas digestivas (Icely y Nott 1992;
Johnston et al. 1998; Sousa y Petriella 2000; Garcia-Guerrero et al. 2003). Este érgano

es utilizado en la acuicultura para monitorear la salud de los animales en cultivo (Vogt
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et al. 1985) y se han observado alteraciones en los componentes elementales del
hepatopancreas por efecto de la inanicién (Anger y Hayd 2009), de la dieta (Jones y
Obst 2000) y por cambios en la salinidad (Li et al. 2008; Diaz et al. 2010; Longo 2012;
Masson et al. 2012).

El hepatopdncreas es compacto, bilobulado y ocupa la mayor parte del cefalotérax.
Histolégicamente, presenta una estructura tubular (Cuartas et al. 2002; Sousa y
Petriella 2006), formado por un epitelio con distintos tipo celulares. Las células E o
embrionarias son escasas y se ubican en el extremo distal de los tubulos (Figura 2a,b).
Presentan las caracteristicas histoldgicas tipicas de células indiferenciadas, y son el
Unico tipo celular que sufre mitosis. Las células R, F y B presentan un ribete en cepillo
conspicuo. Las células R o de resorcidn, son las células mas comunes en el epitelio del
hepatopancreas y se encuentran en la zona media y proximal de los tubulos; son
cilindricas, presentan vacuolas sub-apicales caracteristicas y su nucleo se ubica hacia la
region basal de la célula. Su funcidn es la reserva de lipidos y glucogeno que puede ser
movilizada para proveer energia durante periodos de restricciéon de alimento, muda o
reproduccion. Las células B o “blisterlike” se encuentran en la zona media y proximal
de los tubulos y presentan una gran vacuola central que desplaza al nucleo hacia su
base. Estas células son responsables de la digestion intracelular, concentrando los
materiales absorbidos del lumen en la gran vacuola. Las células F o fibrilares son
menos frecuentes y se encuentran dispersas entre las células B y las R células a lo largo
de las zonas media y proximal de los tubulos. Estas células son cilindricas y se
caracterizan por presentar un citoplasma baséfilo y un gran nucleo basal con nucléolo

evidente. Su funcidn comprende la sintesis de enzimas digestivas (Gibson y Barker
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1979; Al-Mohanna y Nott 1987; Caceci et al. 1988; Icely y Nott 1992; Franceschini-

Vicentini et al. 2009) (Figura 2c).
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Figura 2 Esquemas de hepatopancreas de Cherax quadricarinatus (a) Hepatopancreas
ocupando la mayor parte del cefalotérax, (b) estructura de un tdbulo digestivo del
hepatopancreas (c) Detalle y funcién de los tipos celulares principales: Célula E (embrionaria),
Célula B (blisterlike), Célula F (fibrilar) y Célula R (resortiva). Los esquemas (b), (c) fueron
reproducidos de la figura 8.7 de Watling (2013).
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En base a los antecedentes brevemente descriptos se plantea el siguiente objetivo

general.

Objetivo general

Estudio de la vulnerabilidad nutricional y la utilizacion de refugios para maximizar el
crecimiento y la sobrevida de juveniles tempranos de la langosta de agua dulce Cherax

quadricarinatus

Organizacion de la tesis

En funcién de lo descripto, la presente tesis abordara dos temas principales para
contribuir con informacion relevante al cultivo de esta especie. El primero se refiere al
estudio de la vulnerabilidad nutricional de los juveniles en la fase de hatchery
(capitulos | a lll). El segundo, se refiere a la optimizacion del uso del refugio (“red

cebollera”) durante la fase de pre-engorde para disminuir del canibalismo (capitulo 1V)
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Capitulo |
Estimacion del Punto de Saturacion de Reserva en
juveniles de la langosta de agua dulce

Cherax quadricarinatus

Los objetivos particulares del presente capitulo han sido parcialmente publicados

como:

Calvo NS, Stumpf L, Pietrokovsky S, Lépez Greco LS. 2011. Early and late effects of feed restriction on
survival, growth and hepatopancreas structure in juveniles of the red claw crayfish Cherax

quadricarinatus. Aquaculture 319, 355-362.
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Introduccion

La “vulnerabilidad nutricional” (Sulkin 1978) o “flexibilidad nutricional” (Sulkin y Van
Heukelem 1980) durante el desarrollo temprano de los crustaceos decapodos ha sido
estudiada en cangrejos (Anger 1995a, 2003; Harris y Sulkin 2005; Figueiredo et al.
2008; Gebauer et al. 2010), camarones carideos (Thessalou-Legaki et al. 1999; Paschke
et al. 2004; Zhang et al. 2009; Kumulu et al. 2010) y en langostas marinas (Mikami et
al. 1993; Liddy et al. 2003) siendo usualmente cuantificada través de la estimacion del
punto-de-saturacion-de-reserva (PSR) y del punto-de-no-retorno (PNR).

Anger y Dawirs (1981) definieron el punto-de-saturacion-de-reserva 50 (PSRso) como el
tiempo de alimentacion (en dias) en el cual el 50/ de los individuos de un determinado
estadio del desarrollo acumula las reservas necesarias para mudar al estadio siguiente.
Los autores expusieron, basandose en los estudios de los dos estadios larvales del
cangrejo Hyas araneus (zoea | y zoea Il), que este punto ocurre alrededor del primer
tercio de la duracion del estadio. En el mismo estudio, se observd que la zoea | posee
suficientes reservas para sobrevivir 2 semanas sin alimento, sin embargo aunque
puede retrasar la ecdisis no consigue mudar al estadio siguiente sin alimentacién. Otro
trabajo realizado con larvas de Sesarma curacaoense mostré que la zoea | es
totalmente independiente de fuentes de alimento externo; la zoea Il consigue retrasar
su desarrollo un largo periodo en ausencia de alimento y el estadio de megalopa
puede mudar sin consumir alimento siempre que los estadios anteriores (zoea l y Il) se

hayan alimentado continuamente (Anger 1995a). Este mecanismo llamado lecitrotrofia
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facultativa, permite acelerar la fase larvaria (plancténica y mas vulnerable) en
condiciones ambientales inestables. Gebauer et al. (2010) al comparar la variabilidad
nutricional de distintas especies estudiadas concluyé que la dependencia nutricional
de las larvas refleja no solo la calidad inicial de los individuos sino también las
condiciones ambientales en las cuales éstos se desarrollan.

Trabajos posteriores demostraron que la flexibilidad nutricional en larvas esta
modulada por la filogenia (Mikami et al. 1993), el estadio de desarrollo (Giménez y
Anger 2005), la temperatura (Anger et al. 2004), la salinidad (Giménez 2002), el
momento de eclosién dentro del periodo reproductivo (Paschke et al. 2004) y el
habitat de los estadios adultos (Sulkin y McKeen 1999; Bas et al. 2008; Calado et al.
2010). Sin embargo, son escasos los estudios de la vulnerabilidad nutricional realizados
en juveniles de decapodos.

Anger et al. (2004) estudiaron los efectos de la inanicidn a distintas temperaturas en
larvas y juveniles del anomuro subantartico Lithodes santolla. Esta especie de interés
comercial demostré una gran tolerancia al estrés por temperaturas bajas y a la
limitacion de alimento, condiciones que ocurren naturalmente en invierno. Zhang et al.
(2009) estimaron la vulnerabilidad nutricional a través del PSR y PNR en los juveniles
del camardn Fenneropenaeus chinensis de interés para la acuicultura y propusieron
que esta informacion es util para el disefio de regimenes de alimentacion. Por otro
lado, un estudio que comparé caracteristicas de cangrejos grapsidos marinos, de agua
dulce y terrestres encontrd tendencias consideradas adaptativas para estos dos
ultimos ambientes. Entre estas tendencias se encuentran la baja fecundidad, el

cuidado parental, el aumento del tamafo de huevo, la menor duracién de la etapa
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larval, la mayor tolerancia de las larvas al stress fisico-quimico y la mayor
independencia nutricional (Anger 1995b).

Teniendo en cuenta las tendencias observadas en grapsidos es esperable que los
juveniles de Cherax quadricarinatus sean mas resistentes a la restriccion de alimento
(valores de PSR menor) que los juveniles de especies marinas estudiados y que esta
informacién pueda ser utilizada para aumentar el rendimiento del cultivo.

Sin embargo la restriccion del alimento podria tener un impacto directo en el
crecimiento, en la composicion de los juveniles o del abdomen (principal recurso
aprovechable del animal).

Recientemente, estudios realizados en el laboratorio con C. quadricarinatus
presentaron las primeras estimaciones de PSRsg en juveniles del estadio post-
independencia materna de una especie de agua dulce y de desarrollo directo (Calvo et
al. 2009a, b; Stumpf et al. 2010). El valor obtenido fue similar al 30/ de la duracién del
estadio, pero se desconocen los efectos a largo plazo de esta restriccion.

Se han observado alteraciones en los componentes elementales (Carbono, Hidrégenos
y Nitrégeno) del hepatopancreas por efecto de la inanicidon (Anger y Hayd 2009), de la
dieta (Jones y Obst 2000) y la salinidad (Li et al. 2008; Diaz et al. 2010; Longo 2012;
Masson et al. 2012). Sin embargo, hasta el momento no se han examinado
histolégicamente los efectos de la restriccidn del alimento en el hepatopancreas de C.

quadricarinatus.
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Objetivo

Estimar el punto de saturacién de reserva 50 (PSRsg) de juveniles de estadio Il y de un
gramo de Cherax quadricarinatus y evaluar los efectos de los protocolos de restriccion
de alimento cercanos al PSRsg sobre el crecimiento, la sobrevida y la estructura del

hepatopancreas.

Hipdtesis 1: El valor estimado del PSRsq de los juveniles Ill y de 1gramo de la langosta
de agua dulce C. gudricarinatus es similar o menor a un tercio de la duracion del

estadio.

Hipdtesis 2: Los juveniles Il y de 1gramo de la langosta de agua dulce C.
quadricarinatus sometidos a un protocolo de restriccion de alimento igual al PSRsg
presentan menor crecimiento que los juveniles alimentados diariamente y/o efectos

en la estructura del hepatopancreas.
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Materiales y métodos

Para el desarrollo de los objetivos propuestos de este capitulo se realizaron 2 ensayos:
el primero con juveniles Il (denominados JIIl) y el segundo con juveniles de 1gramo
(denominados J1g). En ambos ensayos se expuso a los individuos a un periodo de
restriccion de alimento seguido de un periodo de realimentacion y se evaluaron los
efectos a corto y largo plazo basdndose en los disefios experimentales de Anger y

Dawirs (1981) y Paschke et al. (2004).

Obtencion de los juveniles

Los juveniles utilizados para llevar a cabo este objetivo fueron obtenidos bajo
condiciones de laboratorio, a partir de un lote de animales reproductores suministrado
por el criadero Las Golondrinas, Entre Rios, Argentina.

Los grupos reproductores, formados por 4 o 5 hembras y un macho cada uno, fueron
mantenidos en acuarios de 60x40x30cm conteniendo 30L de agua corriente a pH 7,5-
7,8, con temperatura (27£12C) y aireacién constante. Los mismos fueron aclimatados
al fotoperiodo (14:10hs luz:oscuridad) y alimentacidn utilizadas previamente para esta
especie en el laboratorio (Vazquez et al. 2008, Sanchez De Bock y Lopez Greco 2010).
La alimentacion consistié en Elodea sp. y alimento balanceado (Tetracolor, TETRA®)
cuya composicidon aproximada es: 47,5/ de proteina bruta, 6,5/ de lipidos, 2,0/ de

fibra, 6,0/ humedad, 1,5/ de fésforoy 100 pg/kg de vitamina C.

22



Punto de saturacion de reserva

Los lotes de reproductores fueron revisados semanalmente para la deteccidn de las
hembras ovigeras. Una vez ovigeras, hembras de peso similar (54,2-67,1g) fueron
colocadas en acuarios individuales de 33,5x25x19cm con condiciones iguales a las
descriptas y controladas diariamente hasta la eclosidén y posterior independencia de
los juveniles. Se contaron los juveniles independizados de cada hembra y se
seleccionaron aquellas cuyo numero de crias obtenidas fue mayor a 150 juveniles.

Los JIII utilizados en el Experimento 1 fueron incorporados a los protocolos de
alimentacion descriptos mas abajo el dia que se independizaron de la hembra.

Los J1g utilizados en el Experimento 2 fueron obtenidos de los mismos grupos
reproductores que los Jlll; se mantuvieron en acuarios (60x40x30cm) hasta alcanzar el
peso de 0,5g y luego dispuestos individualmente. Fueron pesados luego de cada muda

y asignados a un tratamiento al azar al alcanzar un peso en el rango de 0,80g a 1,20g.

Diseiio experimental

Experimento 1

Con el fin de estimar el PSRsy de Jlll y evaluar los efectos de los protocolos de
restriccion se ensayaron tratamientos que fueron elegidos tomando como base varios
ensayos realizados previamente donde se ajustaron las condiciones experimentales
(Calvo et al. 2009 a, b; Stumpf et al. 2010).

El experimento consistié en exponer a los juveniles a diferentes tratamientos de
alimentacion, seguidos de dias inanicidon hasta la finalizacion del estadio Il (“periodo

de restriccién”). Luego de mudar al estadio IV, los juveniles fueron alimentados
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diariamente hasta el dia 60 (“periodo de realimentacién”) correspondiente a la
finalizacion del experimento (Figura 1.1a).

Para este experimento, 210 juveniles provenientes de 5 madres diferentes fueron
secados con papel absorbente y pesados (P;) con una balanza de 0,1mg de precision.
Luego, cada juvenil fue asignado aleatoriamente a uno de 7 tratamientos. Uno con
alimentacion diaria (AC) y 6 con diferente nimero de dias de alimentacion (de 2 a 7
dias denominados A2 hasta A7) seguido de dias de inanicién hasta la muda a JIV o su
muerte (Figura 1.1b).

Cada tratamiento contd con 30 réplicas (6 juveniles de cada una de las 5 madres
utilizadas). En los dias de alimentacion, teniendo en cuenta el protocolo, se ofrecié a
los juveniles alimento balanceado Tetracolor TETRA® (especificado previamente) ad

libitum.

(a) Ecdisis , _ N
Periodo de restriccion (JIlI) Periodo de realimentacion (desde JIV)

A
{ \

0 30 60

(b)

Tratamientos

A2
A3
A4
A5
A6
A7
AC

Dias 1

2SS0 T e

Figura 1.1 (a) Diseiio del Experimento 1. (b) Protocolo de alimentacién de los tratamientos
aplicados a los juveniles del estadio Ill de Cherax quadricarinatus durante el periodo de
restriccién. Il Simboliza dias de alimentacién y [ dias sin alimentacion.
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Durante el experimento los juveniles fueron colocados en recipientes plasticos
individuales de 500cm?® conteniendo 350ml de agua declorada y una red pldstica del
tipo cebollera de 3X3cm. Estas condiciones fueron ajustadas en ensayos preliminares
(Calvo et al. 2009a, b). Todos los individuos fueron mantenidos bajo condiciones de
aireacion y temperatura constante (27+1°C) como se indica en la Figura 1.2. Se
recambid el agua de los envases tres veces por semana y los pardmetros de calidad de
agua fueron monitoreados semanalmente manteniéndose dentro de los rangos
optimos recomendados para esta especie: oxigeno disuelto 5,6-7,74mg/l; pH 7,61-

7,92; dureza 65-95 mg/l CaCOs; nitritos <0,5mg/| de acuerdo a Jones (1997).

Aireacion
individual

Recipiente
individual

Figura 1.2 Dispositivo utilizado en ambos experimentos con aireacién continua y temperatura
constante (27+12C).

Se realizaron dos observaciones diarias (mafiana y tarde) contabilizando el niumero de
mudas y muertes. Se registré el nimero de juveniles que consiguié mudar al estadio IV
en cada tratamiento, tiempo a la muda (duracion del estadio Ill) y el peso de los

juveniles luego de la ecdisis, a los 30 y 60 dias.
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Para estimar el PSRsq de los Jlll se graficéd el porcentaje de juveniles que consiguieron
mudar al estadio IV en funciéon de la cantidad de dias que fueron alimentados durante
el periodo de restriccién (tratamientos). Se ajustaron los datos obtenidos a una curva
sigmoidea utilizando la ecuacidn: f=a/{1+exp.-[(x-xo)/b]} de acuerdo a Paschke et al.
(2004). También se contabilizaron las muertes ocurridas durante el periodo de
restriccion (juveniles que murieron sin conseguir mudar al estadio 1V) y la mortalidad
acumulada al finalizar el ensayo (dia 60). Ademas, se calculé el incremento porcentual
del peso luego de la ecdisis y a los 60 dias. El mismo se calculé para cada juvenil
mediante la siguiente ecuacion: IP= 100x(( P+~ P;)/ P;). Siendo P; y Ps los pesos inicial y
final alcanzados por los juveniles.

Para evaluar el efecto de la restriccion de alimento sobre la estructura del
hepatopancreas a corto y largo plazo fueron sacrificados 5 juveniles por tratamiento al
dia 30 y todos los sobrevivientes al finalizar el experimento (dia 60). A cada juvenil
sacrificado se le midié el largo total del cefalotérax (LT) desde el extremo anterior del
rostro hasta el extremo posterior del cefalotérax. Se removieron y pesaron el
abdomen y el hepatopdncreas de cada animal. Los hepatopancreas fueron fijados con
liqguido de Bouin por 4 horas y luego conservados en solucién de Etanol al 70/ .
Posteriormente los hepatopancreas fueron incluidos en Paraplast y se obtuvieron
secciones de 7 um que fueron coloreadas con Hematoxilina-Eosina (Lépez Greco et al.
2007). Ademas, se calculd el indice hepatosomatico (IHS = 100*peso himedo del
hepatopdancreas/peso humedo total del cuerpo) y el indice abdominal (IA = 100*peso

humedo del abdomen/peso himedo total del cuerpo).
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Experimento 2

Con el fin de estimar el PSRsy de J1g y evaluar los efectos de los protocolos de
restriccion se ensayaron tratamientos que fueron elegidos tomando como base
ensayos realizados previamente donde se ajustaron las condiciones experimentales
(Calvo et al. 2009b).

El experimento consistid en exponer a los juveniles a diferentes tratamientos de
alimentacién, seguidos de inanicidn hasta la muda al estadio siguiente (“periodo de
restriccion”). Luego de mudar, los juveniles, fueron alimentados diariamente hasta el
dia 90 (“periodo de realimentacién”) correspondiente a la finalizacién del experimento
(Figura 1.3a).

Para este experimento, 180 juveniles provenientes de 4 madres diferentes fueron
secados con papel absorbente, y pesados (P;) con una balanza de 0,1mg de precision.
Luego, cada juvenil fue asignado aleatoriamente a uno de 9 tratamientos. Uno con
alimentacién diaria (AC), y 8 con diferente nimero de dias de alimentacién (de 6 a 13
dias denominados A6 hasta A13) seguido de dias de inanicion hasta la muda o muerte
del juvenil (Figura 1.3b).

Cada tratamiento conté con 20 réplicas (5 juveniles de cada una de las 4 madres
utilizadas). En los dias de alimentacién, teniendo en cuenta el protocolo, se ofrecié a
los juveniles alimento balanceado Tetracolor TETRA® (especificado previamente) ad

libitum.
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Figura 1.3 (a) Diseiio del Experimento 2. (b) Protocolo de alimentacién de los tratamientos
aplicados a los juveniles de un gramo de Cherax quadricarinatus durante periodo de
restriccién. Il Simboliza dias de alimentacién y [ dias sin alimentacion.

Las condiciones experimentales fueron iguales a las descriptas para el experimento
anterior (Figura 1.2). Se recambid el agua de los envases tres veces por semana y los
pardmetros de calidad de agua fueron monitoreados semanalmente manteniéndose
dentro de los rangos dptimos para esta especie (ver experimento anterior).

Se realizaron observaciones diarias contabilizando mudas y muertes. Se registré el
numero de juveniles que consiguié mudar al estadio siguiente en cada tratamiento, el
tiempo a la muda y el peso de los juveniles luego de la ecdisis, a los 30, 60 y 90 dias.
Para estimar el PSRsq de los J1g, al igual que en el experimento 1, se graficd el
porcentaje de juveniles que consiguieron mudar al estadio siguiente en funcién de la
cantidad de dias que fueron alimentados durante el periodo de restriccién
(tratamientos). Se ajustaron los datos obtenidos a una curva sigmoidea utilizando la
ecuacion: f=a/{1+exp.—[(x-Xo)/b]} de acuerdo a Paschke et al. (2004).

Se contabilizaron las muertes ocurridas durante el periodo de restriccion (juveniles que

murieron sin conseguir mudar al estadio siguiente) y la mortalidad acumulada al
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finalizar el ensayo. Ademas, se calculd el incremento porcentual del peso (IP) luego de
la ecdisis y a los 90 dias.

Todos los juveniles que sobrevivieron a los 90 dias fueron medidos (LT) y sacrificados.
Se removieron y pesaron el hepatopdncreas y el abdomen de cada animal. Los
hepatopancreas fueron fijados y procesados histolégicamente como se describid
anteriormente. Ademas se calculé el indice hepatosomatico (IHS) y el indice abdominal

(IA).

Andlisis estadistico

Todas las variables fueron expresadas como media + DE. Se realizé un analisis de
varianza de 1 factor (ANOVA) para comparar el tiempo a la muda, el IP, el LT, el IHS y el
IA, entre tratamientos. Posteriormente se realizaron contrastes utilizando el Test de
Tukey. En aquellos casos en los que no se cumplieron los supuestos de homogeneidad
de varianzas (Test de Levenne) o normalidad, se aplicé el test no paramétrico Kruskal-
Wallis y contrastes utilizando un Test homdlogo a Tukey no paramétrico (Zar 2010). Se
utilizé el analisis de varianza para medidas repetidas (ANOVA de medidas repetidas)
para evaluar el peso en el tiempo (en ambos experimentos). La mortalidad de todos los
tratamientos fue comparada contra AC utilizando un procedimiento no paramétrico

andlogo al Test de Dunnet para comparar proporciones (Zar 2010).
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Resultados

3.1 Experimento 1

Los porcentaje de mudas obtenidos se ajustaron a una curva sigmoidea en funcién de
la cantidad de dias de alimentacién durante el periodo de restriccion. El valor de PSRsg

obtenido de la curva sigmoidea fue de 2,1+0,1 dias (Figura 1.4 a).

(a (b)
100 = = 4 100,
90 = 904 . *
80 804
_. 70 1 ___ 70
X 601 X 60
@ 50 4 W 50l
3 w0l S 40
2 30/ S 30,
20 § 201
M= 95,19/(1+exp(-(x-1,98)/0,70)) i) M= 80,30/(1+exp(-(x-8,66)/1,07))
107 R'=0,96 } R'=0,83
o 4 : - - : - ; 0
" o ™ > ! © A © © A B o ADRYRID g
Periodo de alimentacién (Dias) Periodo de alimentacidn (Dias)
Figura 1.4 Porcentaje de mudas de (a) Juveniles Ill y (b) Juveniles de 1g de Cherax

quadricarinatus en funcién de los dias de alimentacién durante el periodo de restricciéon en
ambos experimentos. Los datos fueron ajustados a una curva sigmoidea
(M=a/{1+exp.—[(x-xo)/bl}).

El tiempo a la muda (de juvenil lll a IV) registrado para los juveniles con alimentacion

diaria (AC) fue de 6,9+0,6 dias (Figura 1.5 a) y no fue diferente entre tratamientos

(Test Kruskal-Wallis; p=0,308).
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Figura 1.5 Tiempo a la muda (media+desvio estandar) de (a) Juveniles Il y (b) Juveniles de 1g
de Cherax quadricarinatus para cada tratamiento en ambos experimentos.

El incremento de peso (IP) alcanzado por los juveniles luego de mudar al estadio IV fue
diferente entre tratamientos (ANOVA; p<0,0001) siendo los tratamientos A2, A3 y A4
significativamente menores que AC (Figura 1.6a). Sin embargo al finalizar el ensayo

(dia 60) no se encontraron diferencias entre tratamientos (ANOVA; p=0,050).
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Figura 1.6 Incremento de peso (media+desvio estandar) alcanzado por (a) juveniles Ill y (b)
juveniles de 1 gramo de Cherax quadricarinatus para cada tratamiento al mudar (barras negras
y grises) y al finalizar el ensayo en ambos experimentos (barras blancas). (*) Indica diferencias
significativas respecto de AC (p<0,05).
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El peso de los juveniles en el tiempo no mostro diferencias entre tratamientos (ANOVA

de medidas repetidas; p=0,310) (Figura 1.7a).
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—d&— All —4— A10 AS
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Figura 1.7 Peso medio a lo largo de los ensayos de (a) juveniles Il y (b) Juveniles de 1 gramo de
Cherax quadricarinatus en ambos experimentos.
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Durante el periodo de restriccion de alimento la mortalidad fue mayor en los
tratamientos A2 y A3 (analogo al Test de Dunnet; p<0,05). Sin embargo al finalizar el
experimento la mortalidad fue similar entre los tratamientos (Figura 1.8a).

Al dia 30, no se encontraron diferencias entre tratamientos en el IHS, IA ni el LT
(ANOVA; p=0,833, p=0,559, p=0,914, respectivamente). Al finalizar el ensayo (60 dias),
el IHS fue similar entre tratamientos (ANOVA; p=0,280) y se encontraron diferencias
significativas en el IA (ANOVA; p=0,035), siendo A5 y A3 menores que AC, y en el LT

(ANOVA; p=0,009), siendo A3 menor a AC (Tabla 1.1).

100 ~
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Tratamientos 11g

Figura 1.8 Mortalidad en juveniles de Cherax quadricarinatus en ambos experimentos. (a)
Experimento 1: Durante el periodo de restriccion (barras negras) y al finalizar del ensayo
(barras blancas). (b) Experimento 2: Durante el periodo de restriccion (barras grises) y al

finalizar del ensayo (barras blancas). (*) Indica diferencias significativas respecto de AC
(p<0,05).
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Tabla 1.1 indice hepatosomatico (IHS), indice abdominal (IA) y largo total del cefalotérax (LT)
de juveniles Ill de Cherax quadricarinatus bajo distintos tratamientos de restricciéon de
alimento a la mitad (dia 30) y al finalizar (dia 60) el experimento. (*) Indica diferencias
significativas respecto de AC (p<0,05).

Experimento 1 - Juveniles llI

30 dias 60 dias
Tratamientos IHS (/) IA(/) LT(mm) IHS (/) IA() LT(mm)
AC 6,63 +1,11 28,8 +14 9,06 +1,19 6,83 +1,47 32,8 +34 139 +1,9
A7 6,73 £1,70 259 +3,7 8,17 +1,59 7,71 £0,47  31,0%1,9 12,0 +1,7
A6 6,74 £ 3,18 26,7 £ 2,4 8,59 + 1,84 7,47 £1,02 29,8 £1,2 13,0 £ 1,5
A5 6,93 +1,13 28,3 +2,0 9,12 + 1,27 7,43 £1,21 29,8 +2,4% 13,6 £ 1,8
A4 6,50 £2,12 269 4,9 9,02 + 2,07 7,41 £1,06 302 %19 12,9 +1,2
A3 6,64 + 0,97 27,6 £ 0,6 9,35 +2,32 8,13 £ 0,97 29,0 + 2,9* 11,0 +1,2%*
A2 8,22 +2,43 28,6 £ 1,2 9,31 £ 0,50 7,03 £1,13 30,8 £2,1 13,7 £ 1,1

Experimento 2

Los porcentaje de mudas obtenidos se ajustaron a una curva sigmoidea en funcion de
la cantidad de dias de alimentacién durante el periodo de restriccidn. El valor de PSRsg
obtenido de la curva sigmoidea fue de 9,2+0,5 dias (Figura 1.4b).

En los andlisis estadisticos que figuran a continuacion los tratamientos A6 y A7 fueron
excluidos, ya que el numero de individuos sobrevivientes resultaron insuficientes para
las pruebas estadisticas utilizadas. Por el mismo motivo para el analisis de la varianza
de medidas repetidas se excluyé ademas el tratamiento AS.

El tiempo a la muda registrado para los juveniles con alimentacién diaria (AC) fue de
21,1+4,9 dias (Figura 1.5b) y no fue diferente entre tratamientos (ANOVA; p=0,088).

El incremento de peso (IP) alcanzado por los juveniles luego de mudar vy al finalizar el
ensayo (Figura 1.6b) fue similar entre tratamientos (ANOVA; p=0,379 y p=0,114
respectivamente). Ademas el peso de los juveniles en el tiempo no mostré diferencias

entre tratamientos (Figura 1.7b; ANOVA de medidas repetidas; p=0,310).
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Durante el periodo de restriccion de alimento la mortalidad registrada en todos los
tratamientos excepto A1l fue mayor que en ACy al finalizar el experimento (dia 90) la
mortalidad de todos los tratamientos fue mayor que en AC (Figura 1.8b). No se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en IHS, IA ni el LT

(ANOVA; p=0,155, p=0,282, p=0,511, respectivamente) a los 90 dias (Tabla 1.2).

Tabla 1.2 indice hepatosomatico (IHS), indice abdominal (1A) y largo total del cefalotérax (LT)
de juveniles de Cherax quadricarinatus de 1g bajo distintos tratamientos de restriccién de
alimento al finalizar el experimento (dia 90).

Experimento 2- Juveniles de 1g

90 dias
Tratamientos IHS (/) IA(/) LT(mm)
AC 7,33 £1,05 30,34 £2,15 26,1 2,5
A13 7,13 £0,73 31,45 £1,13 28,1 2,2
A12 7,50 £1,15 31,49 £1,80 26,4 2,0
A1l 6,97 +1,20 30,13 £2,63 26,5 +2,2
A10 6,33 +1,33 30,87 £1,21 27,7 £3,2
A9 7,77 £0,93 3051 £1,05 26,8 +2,9
A8 7,77 +0,57 31,33 £1,25 26,3 +5,2
A7 7,77 £0,00 31,95 £0,00 26,9 +0,0
A6 7,56 £ 0,00 30,69 £0,00 34,7 +0,0

Estudio histoldgico del hepatopdncreas

La estructura del hepatopancreas de C. quadricarinatus se asemeja a la de otros
crustdceos decdpodos. Estd compuesto por numerosos tubulos ciegos (Figura 1.9a,b) y
se pudieron identificar los cuatro tipos celulares principales del epitelio: células E,F,B y
R. (Figura 1.9¢,d)

En el experimento 1, los juveniles de los tratamientos A4, A3 y A2 sacrificados a la

mitad del ensayo (dia 30) mostraron las siguientes alteraciones en sus hepatopdncreas
respecto a lo observado en AC:
1. Desorganizacioén (parcial o total) de la estructura tubular (Figura 1.10a, b).
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2. Ensanchamiento del lumen del tubulo resultado de la disminucidn en la altura
del epitelio que dificultdé ocasionalmente la identificacion del tipo celular
(Figuras 1.10c y d).

3. Hipertrofia de las células B cuyas vacuolas tienden a coalescer (Figura 1.10e).

4. Células R con vacuolas mas grandes que las observadas en las células R de

hepatopdncreas de juveniles alimentados continuamente (AC) (Figura 1.10f).

Figura 1.9 Secciones histoldgicas del hepatopancreas de juveniles de Cherax quadricarinatus
alimentado diariamente coloreadas con hematoxilina-eosina; (a) Vista general del
hepatopancreas; (b) Detalle de hepatopancreas con tubulos en corte longitudinal y transversal;
(c) Células E ubicadas en la zona distal del tubulo; (d) Detalle de corte transversal de un tubulo
del hepatopancreas; Barras de escala: (A): 320um; (B): 110um; (C),(D): 30um. B: célula B
(blisterlike); E: célula E (embrionaria); F: célula F (fibrilar); L: Lumen del tubulo; R: célula R
(resortiva).
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Asimismo, las anomalias descriptas mostraron efectos mas pronunciados en los
juveniles del tratamiento A2. Al finalizar el experimento (dia 60), sélo los tratamientos
A3 y A2 mostraron desorganizaciéon parcial de la estructura tubular e hipertrofia de las
células B.

En el experimento 2, los juveniles sacrificados al final del ensayo (dia 90), mostraron

las mismas 4 anomalias descriptas para el experimento 1 (Figura 1.10). Estas fueron
encontradas exclusivamente en los juveniles alimentados por menos de 10 dias
durante el periodo de restriccion de alimento (A9, A8, A7, A6). Dichas anomalias
fueron mas pronunciadas en los Unicos sobrevivientes de los tratamientos A6 y A7. Los
hepatopancreas de los juveniles alimentados mas de 9 dias durante el periodo de

restriccion fueron similares a los de AC.

37



Capitulo |

Figura 1.10 Secciones histoldgicas del hepatopancreas de juveniles de Cherax quadricarinatus
sometidos a restriccién de alimento coloreadas con hematoxilina-eosina. (a) Desorganizacion
total de la estructura tubular; (b) Desorganizacidn parcial de la estructura tubular; (c) Corte
longitudinal de un tubulo con ensanchamiento del lumen; (d) Corte transversal de un tubulo
con ensanchamiento del lumen; (e) Hipertrofia de las células B y Células R con vacuolas mas
grandes; (f) Detalle de hipertrofia de las células B (g) Detalle de células R con vacuolas mas
grandes Barras de escala: (a),(b),(c): 100 um; (d),(e): 50 um; (d),(e), (f), (g): 25 um. B: célula B
(blisterlike); L: Lumen; R: célula R (resortiva).
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Discusion

El presente trabajo representa la primera referencia de PSRsg en juveniles tempranos y
avanzados de crustaceos decdpodos de desarrollo directo. Ademas, la estimacién de
este parametro en Cherax quadricarinatus también representa la primera referencia
para una especie de agua dulce.

El PSRso estimado para los juveniles de estadio lll de Cherax quadricarinatus (2,1+0,1
dias) corresponde aproximadamente al 30/ de la duracién del estadio (6,9+0,6 dias).
Esta informacion concuerda con los resultados obtenidos para la especie en estudios
anteriores en el mismo estadio (Stumpf et al. 2010). Ademas, concuerda con otros
obtenidos para larvas de cangrejo (zoea 1 de Neohelice granulata) cuyo PSRso se
encuentra entre el 21,6/ y 44,2/ dependiendo de la salinidad (Giménez 2002), con los
obtenidos para el camarén Crangon crangon el cual se encontré entre 23/ y 32/
segun la estacidn del afio (verano o invierno) en la que eclosionan las larvas (Paschke
et al. 2004) y dentro del rango hallado en langostas (phyllosomas de Panulirus cygnus 'y
Panulirus japonicus) entre el 33,3/ y el 57,5/ de la duraciéon del estadio (Mikami et al.
1993; Liddy et al. 2003 respectivamente).

El PSRso estimado para Jlg de C. quadricarinatus (9,2+0,5 dias), por su parte,
representé alrededor del 45/ de la duracién del estadio (21,1+4,9 dias). Esto indicaria
que los J1g necesitan, en proporcién, mas alimento que los Jlll para saturar sus

reservas y mudar al estadio siguiente. Sin embargo, el PSRsq resultd similar al estimado
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para juveniles de 0,7g del camardn peneido Fenneropenaeus chinensis (11,55 dias)
(Zhang et al. 2009).

Si bien los Jlll presentaron un PSRsg similar a un tercio de la duracién de su estadio en
concordancia con la propuesta de Anger y Dawirs (1981), los J1g mostraron un valor

superior y por tanto la hipétesis 1 planteada en este capitulo es rechazada.

La carencia de trabajos realizados en distintas tallas de juveniles (tempranos vy
avanzados) en otras especies de crustaceos decdpodos no permite evaluar si las
diferencias en el valor de PSRso son una particularidad de la especie. Por otro lado, la
mayoria de los valores indicados en la literatura corresponde a estadios larvales de
crustaceos decdpodos (Anger y Darwis 1981; Mikami et al. 1993; Giménez 2002; Liddy
et al. 2003; Paschke et al. 2004; Bas et al. 2008; Figueredo et al. 2008; Gebauer et al.
2010) posiblemente porque la resistencia a inanicion temporal es considerada
importante para el estudio de la ecologia nutricional en larvas y la dispersion de
aquellas especies cuyos adultos son benténicos (Anger 1995b; Zheng et al. 2005).

Sin embargo, la informacién sobre el valor PSRsy no representa solo un aporte al
conocimiento tedrico sobre la resistencia a la inaniciéon sino también es util para el
disefo de regimenes de alimentacién en la acuicultura (Zhang et al. 2009), ya que el
alimento en exceso suministrado a las crias aumenta los costos de produccién (Cortés-
Jacinto et al. 2005) y disminuye la calidad del agua en el cultivo (You et al. 2008).

El periodo de restriccion igual al PSRsg y realimentacién afecté de manera diferente a
los dos grupos de juveniles de C. quadricarinatus. Los juveniles Il fueron afectados en
el crecimiento y la estructura del hepatopdncreas cuando la restriccidon de alimento fue

igual al PSRsg. Los juveniles de 1g, por su parte, no mostraron efectos en el crecimiento
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pero la estructura del hepatopancreas se vio afectada cuando la restriccion de

alimento fue igual al PSRsg, por lo tanto la hipdtesis 2 es aceptada.

De acuerdo con el valor estimado del PSRs, 2 dias de alimentacidn serian suficientes
para que el 50/ de los juveniles Il consiga mudar exitosamente al estadio siguiente.
Esto podria explicar porque los juveniles no han alterado el tiempo a la muda,
sugiriendo que mas de 2 dias de alimentacion son innecesarios para los juveniles de
este estadio. Sin embargo, el porcentaje de juveniles que logré mudar, el IP y la
presencia de anomalias en los hepatopancreas de los juveniles del tratamiento A2
revelaron que éstos no se encontraban en condiciones dptimas.

Por otro lado, el analisis del peso evidencid que las diferencias de crecimiento
observadas luego de la restricciéon fueron compensadas a los 30 dias. Asimismo, los
individuos del tratamiento A2 mostraron anomalias en la evaluacién histoldgica a los
30 dias que no se hallaron a los 60 dias demostrando una importante recuperacion.
Esta capacidad de recuperaciéon de los juveniles de C. quadricarinatus ha sido
observada también por Stumpf et al. (2010, 2011) luego de una fase de restriccién de
alimento en protocolos de alimentacién intermitente.

Al finalizar el experimento, todas las variables evaluadas en los Jlll presentaron valores
similares entre los tratamientos; y en particular la mortalidad observada en el
tratamiento A2 luego de la restriccion fue alcanzada también por los juveniles de los
otros tratamientos. Esto sugiere que los JIll sometidos a una restriccion de alimento
cercana al PSRsg presentan aproximadamente la mortalidad que ocurriria en estadios
siguientes, mientras que los sobrevivientes se recuperaron satisfactoriamente durante

el periodo de realimentacion.

41



Capitulo |

En el cultivo de camarones peneidos se realizan habitualmente pruebas de estrés en
larvas de los estadios tempranos para evaluar la calidad de la progenie. Estas pruebas
consisten en exponer a los camarones a condiciones ambientales adversas como
inanicién o bajos niveles de salinidad, oxigeno disuelto o temperatura (Palacios et al.
1999; Racotta et al. 2003). Integrando los resultados obtenidos en este capitulo, la
estimacion del PSRsp en especies de importancia comercial podria ser usada como una
prueba para evaluar la calidad de las progenies con el beneficio de reducir costos de
mantenimiento de juveniles de baja calidad o sobrevida.

En el experimento con J1g, todos los tratamientos mostraron valores de mortalidad
significativamente mds altos que el observado para AC y al final del experimento se
registrd solo un sobreviviente en los tratamientos A6 y A7. Por otro lado, la evaluacién
histoldgica mostré anomalias en los hepatopancreas de los juveniles de los
tratamientos A8 y A9.

Estos resultados sugieren que los juveniles alimentados durante menos dias que el
valor estimado de PSRsp son muy afectados por esta restricciéon. Aunque una
proporcion mayor al 50/ de los juveniles sometidos al tratamiento A9 consigue mudar
al estadio siguiente, estos mueren posteriormente lo que se manifiesta en el gran
aumento de mortalidad hacia el final del experimento. Seria necesario evaluar
periodos de realimentacion mayores a los ensayados para poder determinar si los
juveniles pueden recuperarse del efecto de restriccion de alimento y cual es el tiempo
de realimentacion necesario para que esto ocurra.

La estructura histoldgica observada en los hepatopancreas de C. quadricarinatus fue
similar a la estudiada anteriormente para otras especies (Gibson y Barker 1979; Al-

Mohanna y Nott 1987, 1989; Caceci et al. 1988; Icely y Nott 1992; Johnston et al. 1998;
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Sousa y Petriella 2000, 2006; Cuartas et al. 2002; Franceschini-Vicentini et al. 2009;
Longo 2012). Este es el primer trabajo que estudié los efectos de la restriccion de
alimento en la estructura del hepatopancreas en esta especie. Las anomalias
identificadas podrian ser utilizadas para evaluar el estado nutricional de esta especie
en cultivo, no obstante, son necesarios mas estudios en esta area.

El IHS es considerado un buen indicador del estado nutricional. Sin embargo Jones y
Obst (2000) hallaron que el IHS calculado en base al peso seco del hepatopancreas se
correlaciona con la cantidad de lipidos, proteinas y energia de este érgano mientras
qgue el IHS calculado en base al peso hiumedo se correlaciona pobremente con estas
variables. En este estudio, el IHS fue similar entre tratamientos y entre los dos
experimentos incluso cuando el analisis histolégico mostré estrés nutricional. Ademas,
los valores obtenidos fueron similares a los obtenidos por otros autores (Loya-
Javellana et al. 1995; Jussila y Evans 1998; Rodriguez-Gonzalez et al. 2006, 2009)
indicando que el IHS estimado en base al peso hiumedo del hepatopancreas podria no
ser un buen indicador nutricional para las condiciones experimentales de restriccién de
alimento.

Partiendo del hecho de que el alimento representa el papel principal en los costos
operativos de la produccion en acuicultura (Cortés-Jacinto et al. 2005; Thompson et al.
2005), un adecuado manejo, en términos de reduccién en la cantidad de alimento y del
uso de herramientas adecuadas para monitorear la salud del cultivo resultan
esenciales para aumentar las ganancias ademas de hacer un uso mads racional y
sustentable del agua. En este contexto, la estimacién de los valores de PSRsy en

juveniles y la informacidn aportada en este capitulo podrian ser herramientas utiles
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para establecer nuevos esquemas de alimentacién para la produccién de la langosta de

agua dulce C. quadricarinatus.
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Capitulo 1l
Estimacion del Punto de No Retorno en juveniles de la

langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus.

Los objetivos particulares del presente capitulo han sido parcialmente publicados

como:

Calvo NS, Tropea C, Anger K, Lépez Greco LS. 2012. Starvation resistance in juvenile freshwater crayfish,

Cherax quadricarinatus (Decapoda, Parastacidae). Aquatic Biology 16, 287-297.



Capitulo Il

Introduccion

Debido a la variacion estacional y distribucion heterogénea del alimento, los
invertebrados acuaticos pueden verse expuestos a periodos de inanicion (Thorson
1950). Consecuentemente, éstos han desarrollado una amplia variedad de estrategias
qgue les permiten sobrevivir bajo condiciones limitadas de alimento, incluyendo una
reduccion del gasto de energia metabdlica (McCue 2010) y cambios
comportamentales, como reduccién de la locomociéon o cambios en el patrén de
alimentacion (Lopez y Levinton 1987; Taghon y Greene 1992; Zhao et al. 2011). Cuando
las condiciones son favorables, la mayoria de los animales pueden acumular energia en
organos de reserva, garantizando el crecimiento y la reproduccién durante los
periodos de escasez de alimento (Nakaoka 1992; Brockington y Clarke 2001; Hu et al.
2011).

El hepatopancreas de los crustdceos decdpodos, como se indicd en la introduccion
general, no solo es el principal sitio de sintesis y secrecion de enzimas digestivas, sino
también el érgano de digestidn, absorcion y reserva de nutrientes que pueden ser
utilizados durante periodos de baja disponibilidad de alimento (Icely y Nott 1992; Ong
y Johnston 2006). La capacidad de un crustaceo decapodo de sobrevivir a la falta de
alimento temporal y posteriormente recuperarse de esos periodos, depende de las
caracteristicas fisiolégicas, comportamentales y particularmente de su capacidad de
acumular energia. Esto varia en gran medida entre grupos filogenéticos, estadio del

desarrollo, periodo reproductivo y habitat de los adultos (Sulkin et al. 1998; Sulkin y
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McKeen 1999; Paschke et al. 2004; Giménez y Anger 2005; Bas et al. 2008; Calado et
al. 2010).

Una particular resistencia a la inanicidon ha sido observada en larvas de decapodos de
agua dulce, en especies de altas latitudes, o en otros habitats variables, donde Ia
produccién de plancton podria ser impredecible o escasa (Anger 1995a; Anger et al.
2004; Paschke et al. 2004; Auerswald et al. 2009). Sin embargo, la mayoria de los
estudios sobre efectos nutricionales en decapodos se han focalizado en especies
marinas (Giménez 2002; Liddy et al. 2003; Harris y Sulkin 2005; Bas et al. 2008;
Figueredo et al. 2008; Zhang et al. 2009; Calado et al. 2010; Gebauer et al. 2010), y
solo algunos, en especies de agua dulce (Jones y Obst 2000; Anger et al. 2007; Anger y
Hayd 2009, 2010; Powell y Watts 2010; Stumpf et al. 2010).

Anger (1995b) cuando compard caracteristicas de cangrejos grapsidos demostrd que
las larvas de las especies terrestres y de agua dulce poseen mayor independencia
nutricional. De este modo se esperaria que los juveniles de Cherax quadricarinatus
sean mas resistentes a la inanicién que las especies marinas.

Utilizando como modelo las larvas del cangrejo araia Hyas araneus, Anger y Dawirs
(1981) demostraron, por primera vez en crustaceos, la existencia de dos puntos
nutricionales criticos: el punto de saturacidn de reserva (PRS) y el punto de no retorno
(PNR). El primero fue analizado en el capitulo | para los juveniles de C. quadricarinatus
y el segundo, se define como el tiempo umbral sin alimento en el cual las
larvas/juveniles pierden la capacidad de recuperarse del estrés nutricional, aunque
posteriormente sean alimentadas ad libitum.

En este capitulo se estimara el PNRsq definido como el tiempo sin alimento en el cual el

50/ de los juveniles muere sin poder mudar al estadio siguiente. Anger y Dawirs
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(1981) expusieron que este punto ocurre alrededor de la mitad la duracién del estadio,
basandose en los estudio de los estadios larvales del cangrejo Hyas araneus (zoea | y
zoea ll).

Como se menciond en el capitulo anterior estos dos puntos criticos han sido utilizados
como indices experimentales para cuantificar la “vulnerabilidad nutricional” y la
“flexibilidad nutricional” (para terminologia ver Sulkin 1978; Sulkin y van Heukelem
1980) de un determinado estadio del desarrollo (ej. Anger 2001; Paschke et al. 2004;
Figueiredo et al. 2008; Zhang et al. 2009; Gebauer et al. 2010; Stumpf et al. 2010).

El crecimiento de las langostas de agua dulce, en general, estd influenciado por
muchas variables ambientales. Factores abidticos como la temperatura, oxigeno
disuelto, pH, niveles de nutrientes, calidad del agua y composicion del habitat y
factores bidticos como el alimento, presencia de predadores y densidad de la especie
son significativos moduladores del crecimiento (Reynolds 2002). Como parastacido, la
langosta de agua dulce C. quadricarinatus, frecuentemente experimenta escasez de
alimento (Jones y Obst 2000), por lo que estaria adaptada a periodos de inanicién
extensos, y por lo tanto, podria ser considerado un modelo apropiado para estudios de
flexibilidad nutricional.

El habitat natural de C. quadricarinatus consiste en cuerpos de agua permanentes que
se caracterizan por condiciones de estancamiento o lento flujo al menos en algunos
periodos del afo (Jones y Ruscoe 2001). En éstos, las langostas soportan altas
temperaturas (hasta 29°C), baja concentracion de oxigeno (> 1ppm) y alta variabilidad
de pH (6,5-9) (Masser y Rouse 1997). Esta especie sin embargo muestra la habilidad de
sobrevivir y reproducirse en zonas tropicales y templadas con condiciones bidticas y

abidticas significativamente variables (Jones 1995b; Karplus et al. 1998).

48



Punto de no retorno

Los primeros estudios experimentales en laboratorio sobre vulnerabilidad nutricional
de C. quadricarinatus demostraron que el valor de PNRsg en juveniles Ill (estadio post-
independencia) fue similar al 50/ de la duracién del estadio pero se desconocen los
efectos a largo plazo de la inanicién. (Stumpf et al. 2010). Los experimentos de PSR
(capitulo I) mostraron que los efectos de la restriccidon del alimento difirieron entre
tratamientos y estuvieron modulados por el tiempo de alimentacion durante el
estadio. Sin embargo no existen, hasta el momento, experimentos llevados a cabo en

otro estadio juvenil o a través de periodos de inanicién mas extensos.
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Objetivo

Estimar el punto de no retorno 50 (PNRsg) de juveniles de estadio Il y de un gramo de
Cherax quadricarinatus y evaluar los efectos de la inanicion cercanos al PNRsgsobre el

crecimiento, la sobrevida y la estructura del hepatopancreas.

Hipdtesis 1: El valor estimado del PNRsg de los juveniles 11l y de 1 gramo de la langosta
de agua dulce C. quadricarinatus es similar o mayor a la mitad de la duracién de su

estadio.

Hipdtesis 2: Los juveniles Il y de 1gramo de la langosta de agua dulce C.
quadricarinatus sometidos a un protocolo de restriccion de alimento igual al PNRsg
presentan menor crecimiento que juveniles alimentados diariamente o efectos en la

estructura del hepatopancreas.
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Materiales y métodos

Para el desarrollo de los objetivos propuestos de este capitulo se realizaron 2 ensayos:
el primero con juveniles Ill y el segundo con juveniles de 1g. En ambos ensayos se
expuso a los individuos a un periodo de inanicién seguido de un periodo de

alimentacién y se evaluaron los efectos a corto y largo plazo.

Obtencion de los juveniles

Los juveniles utilizados para llevar a cabo este objetivo fueron obtenidos bajo las
condiciones de laboratorio descriptas en el capitulo |, a partir de un lote de animales

reproductores suministrado por el criadero Pinzas Rojas, Tucuman, Argentina.

Diseiio experimental

Experimento 1

Con el fin de estimar el valor del PNRsg de Jlll y evaluar los efectos de la inanicién se
estudiaron tratamientos que fueron elegidos tomando como base ensayos realizados
previamente (Calvo et al. 2009 a,c; Stumpf et al. 2010).

El experimento consisti6 en exponer a los juveniles de C. quadricarinatus a
tratamientos con diferentes periodos de inanicion seguidos de alimentacién hasta la

finalizacion del ensayo (60 dias).
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Para esto, 210 juveniles provenientes de 5 madres diferentes fueron secados con papel
absorbente, y pesados (Peso inicial: P;) con una balanza de 0,1mg de precisién. Luego,
cada juvenil fue asignado aleatoriamente a uno de 7 tratamientos: uno con
alimentacioén diaria (AC), uno con inanicién continua (IC) y 5 con diferente nimero de
dias de inanicién (de 4 a 8 dias denominados |4 hasta 18) seguido de dias de
alimentacién (Figura 2.1). Cada tratamiento conté con 30 réplicas (6 juveniles de cada
una de las 5 madres seleccionadas). Los dias de alimentacién, teniendo en cuenta el
protocolo, se ofrecié a los juveniles alimento balanceado TETRA® Tetracolor (ver

capitulo 1) ad libitum.

Dias I T 1
0 30 60
Tratamientos

Figura 2.1 Disefio del experimento 1 y protocolo de alimentacidn de tratamientos aplicados a
los juveniles del estadio Ill de Cherax quadricarinatus. B simboliza dias de alimentacién y ]
dias sin alimentacién.

Las condiciones experimentales fueron iguales a las descriptas para el Experimento 1
del capitulo anterior (Figura 1.2). Se recambid el agua tres veces por semana y los
parametros de calidad de agua fueron monitoreados semanalmente manteniéndose
similar a lo registrado para el capitulo | y dentro de los rangos éptimos recomendados
(Jones 1997).

Se realizaron 2 observaciones diarias (mafana y tarde) contabilizando las mudas y

muertes y registrandose el nimero de juveniles que consiguid mudar al estadio IV, el
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tiempo a la muda (duracidn del estadio lll) y el peso de los juveniles luego de la ecdisis,
alos 30y a los 60 dias.

Para estimar el PNRsg de los Jlll se graficé la mortalidad durante el estadio Il (el
porcentaje de juveniles dentro de cada tratamiento que murid sin conseguir mudar al
estadio siguiente) en funcion de la cantidad de dias del periodo de inanicion
(tratamientos) y se ajustaron los datos a una funcidn sigmoidea. Ademas, se calculd el
incremento porcentual del peso (IP) luego de la ecdisis, a los 30 y 60 dias (IP= 100x((
P+~ P;)/ P;) siendo P; y Ps los pesos inicial y final respectivamente alcanzados por los
juveniles).

Para hacer una evaluacién histoldgica del hepatopdncreas a corto y largo plazo fueron
sacrificados 5 juveniles por tratamiento al dia 30 y todos los sobrevivientes al finalizar
el experimento (dia 60). Se midid el largo total del cefalotérax (LT) y se removieron y
pesaron el hepatopancreas y el abdomen de cada animal. Los hepatopancreas fueron
fijados y procesados histolégicamente (ver capitulo I).

En funcidn de los resultados obtenidos en el capitulo 1 sobre el indice hepatosomatico
(en base humeda), al final del ensayo se separaron 6 hepatopancreas de cada
tratamiento para determinar el peso seco colocandolos a 50°C durante 48 horas.
Ademas se calculd el indice hepatosomdtico en base al peso humedo del
hepatopéancreas (IHSy = 100*peso humedo del hepatopancreas/peso hiumedo total del
cuerpo), el indice hepatosomatico en base al peso seco del hepatopancreas (IHSs=
peso seco del hepatopancreas (mg)/peso himedo total del cuerpo (g)) de acuerdo a
Jones y Obst (2000) y el indice del abdomen (IA=100*peso humedo del abdomen/peso

himedo total del cuerpo).

53



Capitulo Il

Experimento 2

Con el fin de estimar el valor del PNRsy de juveniles de 1g y evaluar los efectos de la
inanicion se estudiaron tratamientos que fueron elegidos tomando como base ensayos
realizados previamente.

El experimento consistio en tratamientos con diferentes periodos de inanicidn
seguidos de alimentacién hasta la finalizacién del ensayo (90 dias). Para esto, 288
juveniles provenientes de 4 madres diferentes fueron secados con papel absorbente y
pesados (peso inicial: P;) con una balanza de 0,1mg de precisién. Luego, cada juvenil
fue asignado aleatoriamente a uno de 12 tratamientos. Uno con alimentacion diaria
(AC), uno con inanicién continua (IC) y 10 con diferente nimero de dias de inanicién
(19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 41 y 51 dias denominados 119, hasta 151; Figura 2.2).
Cada tratamiento contd con 24 réplicas. En los dias de alimentacion, teniendo en
cuenta el protocolo, se ofrecid a los juveniles alimento balanceado TETRA® Tetracolor

(capitulo | y experimento 1 del presente capitulo) ad libitum.

Diasy T
0 45
Tratamientos

0
o=

b3
Lp]

119
121
123
125
127
129
131/
133/
141
151 |
Ic

Figura 2.2 Disefio del experimento 2 y protocolo de alimentacidn de tratamientos aplicados a
los juveniles de un gramo de Cherax quadricarinatus. B simboliza dias de alimentacion y ]
dias sin alimentacién.
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Las condiciones experimentales fueron iguales a las descriptas para el experimento
anterior. Se recambio el agua tres veces por semana y los pardmetros de calidad de
agua fueron monitoreados semanalmente manteniéndose dentro de los rangos
Optimos recomendados.

Se realizaron observaciones diarias contabilizando mudas y muertes y se registrd el
numero de juveniles que consiguid mudar al estadio siguiente en cada tratamiento, el
tiempo a la muda y el peso de los juveniles luego de la ecdisis, a los 45 y 90 dias.

Para estimar el PNRsq de los J1g se graficd el porcentaje de juveniles dentro de cada
tratamiento que murié sin conseguir mudar al estadio siguiente (mortalidad) en
funcidon de la cantidad de dias de inanicidon (tratamientos) y, al igual que en el
Experimento 1, se ajustaron los datos a una funcion sigmoidea. Ademas, se calculé el
incremento porcentual del peso (IP) luego de la ecdisis, a los 45 y 90 dias.

Para hacer una evaluacion histoldgica del hepatopancreas a corto y largo plazo fueron
sacrificados 4 juveniles por tratamiento al dia 45 y todos los sobrevivientes al finalizar
el experimento (dia 90). Se midié el largo total del cefalotérax (LT) y se removieron y
pesaron el hepatopdancreas y el abdomen de cada animal. Los hepatopancreas fueron
fijados y procesados histolégicamente (capitulo 1). Al final del ensayo se separaron 7
hepatopancreas de cada tratamiento para determinar el peso seco colocandolos a
502C durante 48 horas. Luego se calculd el indice hepatosomatico humedo (IHSy), el

indice hepatosomatico seco (IHSs) y el indice del abdomen (IA).
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Anadlisis estadistico

Todas las variables fueron expresadas como media + DE. Se realiz6 un analisis de
varianza de 1 factor (ANOVA) para comparar el tiempo a la muda, el IP, el LT, el IHSy,
IHSs y el IA, entre tratamientos. Posteriormente se realizaron contrastes utilizando el
Test de Tukey. En aquellos casos en los que no se cumplieron los supuestos de
homogeneidad de varianzas (Test de Levenne) o normalidad, se aplicdé el test no
paramétrico Kruskal-Wallis y luego un Test homdlogo a Tukey no paramétrico (Zar
2010). Se utilizd un analisis de varianza para medidas repetidas (ANOVA de medidas
repetidas) para evaluar el peso en el tiempo y posteriormente se realizaron contrastes
utilizando el test de Dunnet (Zar 2010). Al final del cada ensayo la mortalidad final de
todos los tratamientos fue comparada contra el tratamiento control AC utilizando un
procedimiento no paramétrico analogo al Test de Dunnet para comparar proporciones

(zar 2010).
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Resultados

Experimento 1

Las mortalidades antes de mudar obtenidas se ajustaron a una curva sigmoidea en
funcién de la cantidad de dias de inanicion a los que fueron expuestos los juveniles. El
valor de PNRsq obtenido de la curva sigmoidea que se muestra en la Figura 2.3a fue
8,710,3 dias. Los juveniles Jlll sometidos a inanicidn continua murieron a los 15,0 + 2,6

dias.

(a) (b)
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Periodo de inanicion (Dias) Periodo de inanicién (Dias)

Figura 2.3 Mortalidad antes de mudar de (a) Juveniles Ill y (b) Juveniles de 1g de Cherax
quadricarinatus en funcién de los dias de inanicién o de no alimentacion en ambos
experimentos. Los datos fueron ajustados a una curva sigmoidea (M=a/{1+exp.—[(x-xo)/b1}).

El tiempo a la muda registrado para los juveniles fue diferente entre tratamientos (Test
Kruskal-Wallis; p=0,001). Todos los juveniles que fueron expuestos a inanicidn

extendieron el tiempo a la muda significativamente (Figura 2.4a). Los juveniles con
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alimentacién diaria (AC) mudaron a los 6,910,7 dias y ningun juvenil logré mudar sin
alimento (IC). El incremento de peso (IP) alcanzado por los juveniles luego de mudar al

estadio IV fue similar entre tratamientos (ANOVA; p=0,177; Figura 2.5a).

(a) (b)
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Tratamientos Jlil Tratamientos J1g

Figura 2.4 Tiempo a la muda (media+desvio estandar) registrado para (a) juveniles lll y (b)
juveniles de 1 gramo de Cherax quadricarinatus para cada tratamiento en ambos
experimentos. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).
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Figura 2.5 Incremento de peso al mudar (media+desvio estandar) registrado para (a) juveniles
lIl'y (b) juveniles de 1 gramo de Cherax quadricarinatus para cada tratamiento en ambos
experimentos. (*) Indica diferencias significativas respecto de AC (p<0,05).

El peso de los juveniles en el tiempo no mostro diferencias entre tratamientos (ANOVA
de medidas repetidas; p=0,183; Figura 2.6a). Sin embargo el incremento de peso (IP)

mostré diferencias entre tratamientos a los 30 dias (ANOVA; p=0,0009), siendo los
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valores de los tratamientos 15, |7 e I8 significativamente menores que el de AC. A los

60 dias los IP de todos los tratamientos fueron similares (ANOVA; p=0,204; Tabla 2.1).
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Figura 2.6 Pesos medios de (a) juveniles Ill y (b) juveniles de 1 gramo de Cherax

quadricarinatus al inicio, a la mitad y al finalizar cada experimento.

A los 30 dias no se encontraron diferencias entre tratamientos en IHSy, IA ni el LT
(ANOVA; p=0,148, p=0,519, p=0,878, respectivamente). Al finalizar el ensayo (dia 60),
los valores registrados para IA y LT fueron similares entre tratamientos (ANOVA;

p=0,823, p=0,106, respectivamente), sin embargo se encontraron diferencias en el
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IHSy siendo el valor de 18 mayor que el de AC (ANOVA; p=0,006). El IHSs no pudo ser
comparado estadisticamente entre los tratamientos debido al insuficiente nimero de
muestras (AC: n=5, 14: n=2, I5: n=2, 16: n=6, 17: n=6, 18: n=2, IC: n=0). Se agruparon los
datos obtenidos (Grupol: Ac; grupo 2: 14 e I5; grupo 3: 16; y grupo 4: 17 e 18) y no se
encontraron diferencias entre grupos. A los 60 dias solo la mortalidad final de IC

resultd diferente de la mortalidad registrada en AC (Tabla 2.1).

Tabla 2.1 Incremento de peso (IP), indice hepatosomatico himedo (IHS), indice abdominal
(IA) y largo total del cefalotorax (LT) como mediatdesvio estandar de juveniles Ill de Cherax
quadricarinatus expuestos a tratamientos con distintos periodos de inanicién, seguidos de
alimentacién a la mitad (dia 30) y al finalizar (dia 60) el experimento. indice hepatosomatico
seco (IHS,) y mortalidad final (M) a los 60 dias. (*) Indica diferencias significativas respecto de
AC (p<0,05).

Experimento 1 - Juveniles Il|

30 dias
Tratamientos IP (%) 1A (%) LT (mm) IHS,, (%)
AC 973 £ 354 28,3 £3,5 11,8 +2,7 54 t 1,9
14 760 + 305 28,7 + 4,4 9,8 +3,1 7,0 + 1,4
I5 625 + 284* 25,6 £ 5,7 9,6 + 0,7 9,9 + 4,6
16 768 + 330 26,1 +£2,1 10,3 £ 1,0 74 £ 1,7
17 648 + 290%* 296 +3,8 103 +14 7,1 +£0,7
18 458 +219* 30,1 £3,2 9,1+20 7,7 1,4
IC = - - %
60 dias

M%)  IP(%)  IA(%)  LT(mm) IHS,(%) IHSs (mg/g)
AC 58 2641 £ 796 303 +1,8 14,2 £ 1,5 7,0 10,7 12,25 + 4,00
14 68 3380 + 794 294 +19 15,4 £ 0,7 76 +1,1 941 + 1,50
15 68 2382 + 977 303 +£20 133+14 89 +1,7 15,88 + 1,40
6 44 2747 + 1168 30,4 £2,5 14,0 £ 2,3 93 +2.0 15,92 + 4,90
17 32 2388 £ 669 29,7 £3,1 136 £ 1,3 93123 14,23 + 3,50
18 77 2490 £ 1113 29,7 £2,9 13,8 £ 2,0 10,1 £ 1,5% 8,07 £+ 7,30
Ic 100* 3 - - - 5

El analisis histoldgico del hepatopancreas a los 30 dias reveld desorganizacién parcial

de los tubulos en juveniles del tratamiento 8. Ademads, todos los tratamientos
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mostraron ensanchamiento del lumen del tubulo e hipertrofia de las células B. Al final
del experimento (dia 60) solo los tratamientos 17 e I8 mostraron ensanchamiento del

lumen tubular (Figura 1.10, capitulo I).

Experimento 2

Las mortalidades antes de mudar obtenidas se ajustaron a una curva sigmoidea en
funcién de la cantidad de dias de inanicion a los que fueron expuestos los juveniles. El
valor de PNRso obtenido de la curva sigmoidea que se muestra en la Figura 2.3b fue de
50,9+1,5 dias. Los juveniles sometidos a inanicion continua (IC) murieron después de
64,5 + 16,1 dias.

El tiempo a la muda registrado para los juveniles fue diferente entre tratamientos (Test
Kruskal-Wallis; p=0,001), siendo éste mayor cuanto mayor fue el periodo de inanicidon
(Figura 2.4b). Los juveniles con alimentacion diaria (AC) mudaron antes que los demas
tratamientos (22,8 + 4,1 dias) y ningun juvenil logré6 mudar sin alimento (IC). El
incremento de peso (IP) alcanzado por los juveniles luego de mudar al estadio
siguiente también fue diferente entre tratamientos (ANOVA; p<0,001). Los juveniles
que fueron expuestos a mas de 26 dias de inanicion alcanzaron un IP luego de la muda
menor que los de AC (Figura 2.5b).

El peso de los juveniles en el tiempo no pudo ser analizado estadisticamente ya que los
datos no cumplieron con los supuestos del método. Sin embargo, en la Figura 2.6b se
observa que el peso de los juveniles del tratamiento control (AC) tiende a ser mayor

que el de los demas tratamientos. A los 45 y 90 dias el IP fue diferente entre
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tratamientos (Test Kruskal-Wallis; p<0,001 para ambos tiempos), siendo los valores de
todos los tratamientos con un periodo de inanicién, menores que AC (Tabla 2.2).

A la mitad (dia 45) y al finalizar el experimento (dia 90) no se encontraron diferencias
entre tratamientos en el IA (Test Kruskal-Wallis p=0,248; ANOVA; p=0,627
respectivamente). Sin embargo en ambos momentos (dia 45 y 90) el LT mostré
diferencias entre tratamientos (Kruskal-Wallis, p=0,009; ANOVA, p=0,005
respectivamente). Al dia 45 los juveniles expuestos mas de 24 dias de inanicién
mostraron valores menores de LT que AC, mientras que al final del ensayo solo 151 fue
menor que AC (Tabla 2.2).

A los 45 dias el IHSy fue diferente entre tratamientos (ANOVA, p<0,001); los valores de
los animales de inanicidén continua (IC) fueron significativamente menores que de los
de AC y ningun animal de IC sobrevivid al final del experimento. A los 90 dias los IHSy y
IHS; tendieron a aumentar con el incremento en los dias de inaniciéon de los
tratamientos, sin embargo no se encontraron diferencias significativas (ANOVA,
p=0,055; ANOVA, p=0,051 respectivamente). Al finalizar el experimento solo la
mortalidad de IC resultd diferente de la mortalidad final registrada en AC (Tabla 2.2).
Las observaciones histoldgicas revelaron en el hepatopancreas diferencias
estructurales entre el control (Figura 2.7a, b, c) y los tratamientos. En el dia 45 se
observé desorganizacion tubular y ensanchamiento del lumen en todos los
tratamientos con algun periodo de inanicion. Estas alteraciones fueron mas
pronunciadas en los tratamientos 151 e IC, donde los espacios intertubulares fueron
mayores que en el control. No se reconocieron células R, E ni F, siendo solo las células
B distinguibles de las otras. Ademas, la altura del epitelio fue cualitativamente menor

que la del control (Figura 2.7d, e, f).
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Al final del experimento todos los tratamientos mostraron hipertrofia de las células B.
Asimismo, los juveniles de los tratamientos con periodos de inanicion mayores a 24
dias mostraron desorganizacidon estructural de los tubulos y ensanchamiento del
lumen tubular (Figura 2.7g, h, i).

Tabla 2.2 Incremento de peso (IP), indice hepatosomatico himedo (IHSy), indice abdominal
(IA) y largo total del cefalotérax (LT) como media + desvio estandar de juveniles de 1 g de
Cherax quadricarinatus expuestos a tratamientos con distintos periodos de inanicién, seguidos
de realimentacién a la mitad (dia 45) y al finalizar (dia 90) el experimento. indice
hepatosomatico seco (IHS) y mortalidad final (M) a los 90 dias. (*) Indica diferencias
significativas respecto de AC (p<0,05).

Experimento 2 - Juveniles de 1g

45 dias

Tratamientos IP (%) 1A (%) LT (mm) IHS, (%)
AC 78,3 + 40,9 284 +16 21,7 2,4 8608
119 39,9 + 14,5% 298 +1,6 18,8 + 1,2 82 +0,7
121 38,1 + 16,0* 30523 19,4 £+ 0,5 86 %20
123 24,5 + 21,6% 319+24 180 +£ 3,1 7,8+14
125 20,8 £ 19,1* 27,4 +£1,0 15,8 +2,8* 7,8+34
127 13,5 + 16,8* 30,8 £2,1 18,0 £ 0,9* 84+1,2
129 16,7 + 18,5* 286 +2.4 18,9 +0,3* 71+11
131 11,0 + 13,5* 26,1 +73 17,5 +1,2* 86+1,1
133 3,20 £ 3,66* 30,1 +£1,1 18,0 + 0,6* 8,1+08
141 1,60 % 3,19* 30,1 £+1,0 18,0 + 0,8* 65108
151 0,79 +2,17* 293 +15 18,0 + 1,1* 51+£15

IC -1,74 + 6,01* 290+1,9 17,7 £ 0,7%* 3,0 £0,8*%
90 dias

M(%) IP (%) 1A (%) LT (mm)  IHS, (%) IHS, (mg/g)

AC 15 126,0 £44,0 31,2 +7,2 23,2 £2,7 78113 14,14 + 12,5
119 20 91,1 + 36,3* 306 +1,7 21,8 +1,1 7,7 2,3 14,64 + 23,1
121 15 90,2 + 39,0% 29,7 £ 2,1 210 1,2 82115 13,20 + 14,7
123 15 87,9 +466* 306+15 21,612 78%10 1499 + 10,2
125 10 888+387* 31,4:21 21315 80%12 1290+ 12,1
127 5 689 :315* 28867 21208 8612 17124123
129 30 758%335* 31330 20814 8510 1663+ 93
131 20 72,1+300* 301%20 20813 8408 1605+ 75
133 15 72,1+288* 299+15 21213 8414 1530+ 13,8
141 30 445+168* 30817 20108 9311 1978+ 110
151 35 41,2 + 15,7% 302 14 19,2 +1,2* 901,11 20,33 + 11,1
IC 100* - - - = -

Figura 2.7 (pagina siguiente) Secciones histoldgicas del hepatopancreas de juveniles de Cherax
quadricarinatus de 1 g coloreadas con hematoxilina-eosina; (a), (b), (c) Juveniles alimentados
diariamente; (d), (e), (f) Juveniles expuestos a inanicidon durante 45 dias; (g), (h), (i) Juveniles
expuestos a inanicién por 51 dias y luego realimentados hasta los 90 dias. Barras de escala: (a),
(d), (g) 360um; (b), (e), (h), (i): 110um; (c), (f): 30um. B: Célula B (blisterlike); E: célula
(embrionaria); e: epitelio; ei: espacio intertubular F: célula F (fibrilar); L: Lumen del tubulo; R:
célula R (resortiva), t: tubulo.
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Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que, en comparacién con otros
decapodos, los juveniles de C. quadricarinatus poseen una alta resistencia a la
inanicion.

Los valores de PNRso presentados en este capitulo son los mas altos reportados para
especies de decapodos (Giménez 2002; Paschke et al. 2004; Bas et al. 2008; Gebauer
et al. 2010). Asi mismo, estos valores son mayores que el total de la duracidn del
estadio representando el 125 y el 220/ de la duracién del mismo para juveniles Jlll y
J1g respectivamente y por tanto se rechaza la hipétesis 1 planteada en este capitulo.
Estos juveniles no son capaces de mudar sin alimentarse (Stumpf et al. 2010 y presente
estudio). Sin embargo, de acuerdo a los resultados del capitulo | los JIll y J1g necesitan
solo 2 o 9 dias de alimentacién inicial, respectivamente, para acumular las reservas
necesarias para mudar al estadio siguiente (valores estimados de PSRso en el capitulo
[). Ambas tallas de juveniles con un corto periodo para llegar al PSRso y un largo
periodo para llegar al PNRsg, confirman que los juveniles de C. quadricarinatus son muy
resistentes a la inanicion transitoria en comparacién con estadios tempranos de otros
crustaceos decapodos.

Gebauer et al. (2010) propusieron el “indice de vulnerabilidad nutricional”, definido
como el cociente entre los dos punto criticos (IVN =PSRso/PNRsg) y establecieron que
valores menores que 0,5 representarian baja dependencia del alimento (baja

vulnerabilidad nutricional), valores entre 0,5 y 1 representarian dependencia
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intermedia y valores mayores a 1, alta dependencia (alta vulnerabilidad nutricional).
Considerando los valores de PSRsy obtenidos previamente y los valores de PNRsg
estimados en este capitulo, los valores del IVN para Jlll y J1g de C. quadricarinatus
serian 0,24 y 0,18 respectivamente. Ambos fueron menores a 0,5, sin embargo
demuestran que la talla de los juveniles (tempranos o tardios; JIll o J1g) influye en la
vulnerabilidad nutricional y que los juveniles mas avanzados de C. quadricarinatus
serian menos vulnerables a las situaciones de estrés nutricional.

Garcia-Guerrero et al. (2003) indicaron que los primeros dos estadios luego de la
eclosién (juvenil | y 1l) presentan un aumento en la tasa de consumo de proteinas,
probablemente relacionado con la gran demanda de energia para la diferenciacion y
crecimiento en estos estadios. Después de agotar las reservas de vitelo, el juvenil IlI
(primer estadio de vida libre) debe alimentarse para mudar al estadio siguiente (Levi et
al. 1999; Stumpf et al. 2010). Esto podria explicar la menor resistencia relativa a la
inanicion de los juveniles Ill con respecto a los de 1 gramo.

Los valores del IVN obtenidos para C. quadricarinatus en este estudio son similares a
los obtenidos para larvas de crustdceos que se desarrollan en dareas con baja
productividad (Bas et al. 2008; Paschke et al. 2004) y menor que varias especies
marinas (Anger y Dawirs 1981; Mikami et al. 1995; Giménez 2002; Liddy et al. 2003;
Gebauer et al. 2010).

De acuerdo con Gebauer et al. (2010), el desempefio de las larvas refleja no solo su

I”

“calidad inicial” sino también las condiciones bajo las cuales éstas se desarrollan. En su
trabajo con larvas del cangrejo anomuro Petrolisthes laevigatus encontraron

diferencias entre la vulnerabilidad nutricional de las larvas (IVN) eclosionadas en

diferentes momentos del ano (agosto, octubre, noviembre, enero). Esto también fue
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observado por Anger y Dawirs (1981) en larvas del cangrejo majido Hyas araneus y por
Paschke et al. (2004) en larvas del camardn Crangon crangon. Estos trabajos
demostraron que los juveniles eclosionados en el momento del afio con mayores
fluctuaciones o escasez de plancton tendrian reservas energéticas mas importantes o
mas eficientes permitiéndoles mayor resistencia a la inanicidn.

Jalihal et al. (1993) destacé en camarones carideos de agua dulce la tendencia a
aumentar el tamaio de los huevos y mayor resistencia a la inanicién, proponiendo un
proceso evolutivo gradual de adaptacion a los ambientes de agua dulce que denominé
"freshwaterization". Patrones similares fueron observados en cangrejos grapsoideos
(Anger 1995b). Es posible que en el ambiente de agua dulce al ser mas inestable se
hayan seleccionado caracteristicas como la resistencia a la inanicién o una menor
vulnerabilidad nutricional en los decapodos como es el caso de la especie objeto de
esta tesis, C. quadricarinatus. Dado que este estudio es el primero realizado en
decapodos de desarrollo directo, son necesarios mas estudios en modelos biolégicos
de agua dulce y de desarrollo directo para permitir conclusiones generalizadas en este
contexto.

Los juveniles de C. quadricarinatus, fueron afectados por los periodos de inanicidn
iniciales en ambos experimentos. Independientemente de la talla de los juveniles, el
tiempo desde el comienzo del experimento hasta a la primera ecdisis (tiempo a la
muda) se incrementd con el aumento del periodo de inanicidn. Este patrén también
han sido documentado para larvas de varias especies de decapodos, pero en muchos
casos el retraso de la ecdisis ha sido mdas importante que lo observado en C.

quadricarinatus (Anger y Dawirs 1981; Giménez 2002; Paschke et al. 2004; Giménez y
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Anger 2005; Bas et al. 2008; Gebauer et al. 2010) mostrando nuevamente la capacidad
de resistencia a la inanicién de la especie.

En el experimento de Jlll, el retraso de la muda se asocié con una reduccién en el
incremento de peso al evaluarse al dia 30. Sin embargo, estos juveniles se recuperaron
durante el periodo siguiente de alimentacion y a los 60 dias mostraron un crecimiento
similar que los que fueron alimentados diariamente (AC).

Esta capacidad de recuperacién de los juveniles de C. quadricarinatus luego de una
fase de restriccidn de alimento ha sido indicada anteriormente por Stumpf et al. (2010,
2011) en ensayos en que los juveniles fueron sometidos a alimentacion intermitente.
Sin embargo, el presente trabajo demuestra que los juveniles son capaces de
compensar periodos de inanicion mucho mas extensos que los reportados
anteriormente.

Un valor de IHSy elevado observado al final del experimento podria reflejar la
reposicion de los nutrientes de reserva catalizados en el hepatopancreas durante la
inanicidn (Jones y Obst 2000). Esto también es sugerido por los cambios histolégicos
observados incluyendo la hipertrofia de las células B que intervienen en la absorcion,
digestion y acumulacién de nutrientes, (Al-Mohanna y Nott 1986, 1987; Sousa y
Petriella 2000) y las vacuolas de mayor tamafio observadas en las células R
(responsables de la absorcidn y reserva de lipidos y glucégeno, Sousa y Petriella 2000).
Sin embargo, dada la alta variabilidad observada entre los crustaceos en el patrén de
movilizacion de reservas energéticas durante periodos de inanicién (Sdnchez Paz et al.
2006), es necesaria mas informacion sobre el consumo de los nutrientes en los érganos
de reserva para inferir qué caracteristicas fisioldgicas determinan el umbral en el cual

los juveniles de C. quadricarinatus pierden la capacidad de mudar al estadio siguiente
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(PNR). En particular, es necesario cuantificar el consumo de estos nutrientes y la
actividad enzimatica que los cataliza alrededor de este punto critico.

En los juveniles avanzados (J1g), los periodos de inanicion mas extensos, afectaron el
crecimiento mas alla de la primera muda. Los valores de IP y LT medidos al final del
experimento sugieren que el efecto de la inanicion no pudo ser compensado
completamente durante el periodo siguiente de alimentacion. Sin embargo, al final del
experimento, los valores de IHSy y IHS;, las observaciones histolédgicas y la mortalidad
similar entre tratamientos (con excepcidn de IC), indicarian una recuperacién notable
de los juveniles. Considerando los efectos histologicos encontrados en los
hepatopancreas de ambos experimentos y las diferencias encontradas en el

crecimiento del experimento 2, se acepta la hipédtesis 2.

La capacidad de resistir largos periodos de inanicion y la de recuperarse en un plazo
relativamente corto, demostradas en este capitulo, se suman a otras caracteristicas de
la especie como el rapido crecimiento, la habilidad de generar multiples desoves
anuales y de sobrevivir y reproducirse en condiciones variables desde zonas tropicales
hasta templadas (Jones 1995b; Karplus et al. 1998). En su conjunto, éstas hacen a la
especie interesante desde un enfoque comercial por su importancia para la acuicultura
(Cortés Jacinto et al. 2004). Pero, por otro lado, las mismas caracteristicas hacen que
esta especie sea potencialmente invasora y por lo tanto, una amenaza desde el punto
de vista de la conservacién. Crustaceos de agua dulce introducidos en varias partes del
mundo que poseen grandes tasas de consumo y rapido crecimiento poblacional,
frecuentemente causan un fuerte impacto en la estructura de cadenas troéficas
acuaticas (Nystrom 2002). Dado que ya ha se ha reportado a C. quadricarinatus como

una especie invasora en varios paises (Ahyong y Yeo 2007; Jakli¢ y Vrezec 2011;
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Snovsky y Galil 2011;) es necesario tomar las medidas necesaria como control de los
criaderos o estudios de impacto ambiental al momento de introducir una especie con

estas caracteristicas.
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Capitulo 1l
Anadlisis bioquimicos en juveniles de la langosta de agua
dulce Cherax quadricarinatus en la proximidad al
Punto de No Retorno:

Reservas energéticas y actividad de enzimas digestivas.

Los objetivos particulares del presente capitulo han sido parcialmente publicados

como:

Calvo NS, Stumpf L, Sacristan HJ, Lépez Greco LS. (2013) Energetic reserves and digestive enzyme
activities in juveniles of the red claw crayfish Cherax quadricarinatus nearby the point-of-no-return.

Aquaculture. 416—417, 85-91
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Introduccion

El crecimiento de los crustaceos es el resultado de mudas sucesivas (ecdisis), un
proceso complejo controlado hormonalmente que demora dias o semanas y es
acompafiado por cambios morfoldgicos, fisioldgicos y comportamentales (Anger 2001).
Durante este proceso se evidencian periodos alternados de alimentacion y no
alimentacion.

Cuando hay alimento disponible, los crustaceos pueden acumular reservas energéticas
en organos especiales. En los crustaceos decapodos el musculo y el hepatopancreas
son los principales drganos de reserva y movilizacion de sustratos. En el musculo se
almacenan fundamentalmente glucégeno y proteinas, aunque también existen
reservas de lipidos (Tse et al. 1983; Longo y Diaz 2011; Pinoni et al. 2011). El
hepatopancreas, como se describié en capitulos anteriores, no es solo el sitio mas
importante de sintesis y secrecidn de enzimas digestivas, sino también el principal
organo de digestidn, absorcion y acumulacion de nutrientes (lipidos y en menor grado
glucégeno), que pueden ser movilizados en periodos sin alimento (lcely y Nott 1992;
Ong y Johnston 2006).

La revision bibliografica realizada por Sdnchez Paz et al. (2006) ha demostrado que el
patron de movilizacion de reservas energéticas, y en particular la secuencia en que
éstas son consumidas durante periodos de inaniciéon cortos o largos, es altamente
variable entre los crustaceos. De la Figura 3.1 extraida de la publicacion mencionada

podria generalizarse que la mayoria de las especies que fueron expuestas a largos
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periodos de inanicion consumen principalmente lipidos, sin embargo no hay un patrén
claro. Esta variabilidad podria ser el resultado de la vasta diversidad de ambientes que
habitan los crustaceos y sus historias evolutivas (Sanchez Paz et al. 2007).

Bajo condiciones de inanicidn, la mayoria de los decdpodos reducen su tasa metabdlica
y consumen las reservas de proteinas, glucégeno vy lipidos (Vinagre y Da Silva 1992;
Oliveira et al. 2004; Comoglio et al. 2005, 2008). La comprension de las necesidades
metabdlicas de los crustaceos, especialmente de aquellos de importancia comercial,
permitiria que las futuras investigaciones se centren en temas mas complejos. El
estudio de los genes implicados en el metabolismo energético y la respuesta de éstos a
la inanicién podria proporcionar una base para proponer estrategias que mejoren la

salud y productividad de los crustaceos cultivados (Sanchez Paz et al. 2006).

Crustacean Preferential energy supply depleted Starvation period Reference

Penaeus japonicus Glycogen 28 days Cuzon et al., 1980

Penaeus duorarum Glycogen Schafer, 1968

Crangon crangon Glycogen Cuzon and Ceccaldi, 1973
Palaemonetes argentivis Carbohydrates 15 days Neves et al., 2004
Stenasellus vivet Glycogen and arginine phosphate 120 days Hervant and Renault, 2002

Triacylglycerides
Proteins and lipids

Calanus finmarchicus Carbohydrates and lipids First 10 days Helland et al., 2003
Protein Next 21 days

Penaeus esculentis Proteins and lipids 14 days Barclay et al., 1983

Jasus edwardsit Protein 8 days Johnston et al., 2004

Hemigrapsus nudus Protein 23 days Neiland and Scheer, 1953

Jasus edwardsii® Lipid 6-11 days Ritar et al., 2003

Niphargus virei Lipids 180 days Hervant et al., 1999

Niphargus rhenorfiodanensis Lipids 180 days Hervant et al., 1999

*Phyllosoma larval stages 1 and 1V.
"Ph}_.-']]osnnu larval stages from hatching to stage VL

Figura 3.1 Usos preferenciales de reservas energéticas de distintos crustdceos bajo condiciones
prolongadas de inanicién. Reproducido de Tabla 1 Sdnchez Paz et al. 2006.

Como se ha demostrado en los capitulos anteriores, Cherax quadricarinatus es una
especie robusta que posee una alta resistencia a la inanicién. En el capitulo Il se ha
estimado el punto de no retorno (PNR) de los juveniles de esta especie y
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particularmente de la Figura 2.3b se observa que el 25/ de los juveniles de un gramo
llega al PNR después de 40 dias de inanicidn (PNRys = 41,2 £ 0,1) y que el 50/ de ellos
lo hace luego de 50 dias de inanicién (PNRsp = 50,9+1,5 dias). Esto hace a la especie un
modelo interesante para estudiar el patron de utilizacion de las reservas energéticas
bajo periodos de restriccién de alimento prolongado y su capacidad de recuperacién al

reanudarse la alimentacion.
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Objetivo

Caracterizar el uso de las reservas energéticas a través del andlisis de la actividad de
enzimas digestivas y de la concentracién de lipidos, proteinas y glucdégeno en el
hepatopancreas y musculo del abdomen, en la proximidad al PNR,s y PNRsg y después

de un periodo de alimentacidn en juveniles de la langosta C. quadricarinatus.

Hipdtesis 1: Las concentraciones de lipidos, proteinas y glucégeno en el
hepatopancreas y musculo del abdomen de juveniles de un gramo, después de 40
(PNR3s), 50 (PNRsg) dias de inanicién y después de un periodo de alimentacién, son

distintas a las concentraciones de estas reservas de animales alimentados diariamente.

Hipdtesis 2: La actividad de las lipasas, proteasas y amilasas del hepatopdancreas de
juveniles de un gramo después de 40 (PNR;s), 50 (PNRsp) dias de inanicién y después
de un periodo de alimentacion es distinta a la actividad de estas enzimas digestivas en

animales alimentados diariamente.
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Materiales y métodos

Para el desarrollo del objetivo propuesto de este capitulo se realizé un ensayo con
juveniles de 1gramo. En éste se expuso a los individuos a un periodo de inanicién

seguido de un periodo de alimentacién y se evaluaron los efectos a los 40, 50 y 90 dias.

Obtencion de los juveniles

Los juveniles utilizados para llevar a cabo este objetivo fueron obtenidos bajo las
condiciones de laboratorio descriptas en el capitulo |, a partir de un lote de animales
reproductores suministrado por el Centro Nacional de Desarrollo Acuicola (CENADAC),

Corrientes, Argentina.

Diseiio experimental

El experimento consistié en dos protocolos de alimentacion basados en los resultados
anteriores (capitulo Il). Para esto, 240 juveniles (peso medio * SD: 0,94 + 0,13 g)
provenientes de 4 madres diferentes fueron secados con papel absorbente y pesados
con una balanza de 0,1mg de precisién. Luego, fueron asignados al azar a dos grupos
(control y tratamiento).

Los juveniles del grupo control fueron alimentados diariamente durante los 90 dias del

experimento. Los juveniles del grupo tratados no fueron alimentados por 50 dias y
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luego fueron alimentados diariamente durante 40 dias hasta finalizar el experimento.
A los juveniles de cada grupo (120) se los asigno a 3 sub-grupos (de 40 cada uno) para
ser sacrificados a los 40, 50 y 90 dias. El periodo de 40 y 50 dias corresponde a los
puntos PNRs y PNRsg respectivamente (capitulo Il y Figura 3.2).

Durante el experimento los juveniles fueron mantenidos en recipientes individuales
con temperatura y aireacion constante como se describié en el capitulo | (Figura 1.2).
Se recambié el agua tres veces por semana y los parametros de calidad de agua fueron
monitoreados semanalmente manteniéndose similares a lo registrado para el capitulo
| y dentro de los rangos Optimos recomendados (Jones 1997). En los dias de
alimentacion, teniendo en cuenta el protocolo, se ofrecid a los juveniles alimento

balanceado TETRA® Tetracolor (ver capitulo |) ad libitum.

M Dias de alimentacion PNR,; PNR, Final
[ Dias de no alimentacion

Control

Tratamiento

Periodo

Ee;i;;i?mental 0 40 50 90

Figura 3.2 Esquema general de los protocolos de alimentacidn aplicado a juveniles de un
gramo de Cherax quadricarinatus. Las flechas negras indican los momentos (dias) en los que
fueron sacrificados los juveniles.

En el dia correspondiente (40, 50 o 90) los juveniles sacrificados fueron secados con
papel absorbente, pesados y medidos (LT, ver capitulo 1). Se cuantificé el crecimiento
en términos de incremento de peso porcentual (IP= 100x(( P+~ P;)/ P;) siendo P; y Ps los

pesos inicial y final respectivamente alcanzados por los juveniles).
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El hepatopancreas y el abdomen fueron removidos y pesados separadamente. Del
total de las 40 réplicas previstas para cada tiempo, 3 fueron secadas a 50°C para
determinar el peso seco de ambos odrganos; 3 fueron fijadas para los andlisis
histolégicos; y el resto de las muestras fueron almacenadas a -80°C para los
posteriores analisis bioquimicos.

Se calculé el indice hepatosomatico en base al peso humedo del hepatopancreas
(IHSH=100*peso humedo del hepatopancreas/peso humedo total del cuerpo), el indice
hepatosomatico en base al peso seco del hepatopdncreas (IHSs=100*peso seco del
hepatopancreas/peso humedo total del cuerpo), indice abdominal en base al peso
himedo del abdomen (IA4=100*peso hiumedo del abdomen/peso himedo total del
cuerpo) e indice abdominal en base al peso seco del abdomen (IAs=100*peso seco del
abdomen/peso humedo total del cuerpo). Las variables IP, IHSy y IA4 se calcularon para
cada juvenil sacrificado, y IHSs y IAs se calcularon para los juveniles sacrificados para
ese fin. No pudieron ser calculados para los juveniles tratados a los 50 dias debido a

gue no hubo muestras suficientes.

Andlisis Bioquimicos

Se estimd la concentracidn de lipidos totales y glucégeno en homogenatos de musculo
del abdomen y del hepatopancreas realizados cada uno a partir muestras de 2 o 3
juveniles. La concentracion de proteinas totales se estimd en homogenatos de ambos
tejidos realizados cada uno a partir de 5 juveniles.

De los mismos homogenatos de hepatopancreas utilizados para medir la

concentracion de proteinas se obtuvo el extracto enzimatico donde se cuantifico la
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actividad lipasa, amilasa y proteasa. Todas las determinaciones fueron realizadas por
triplicado utilizando métodos espectrofotométricos. Todas las comparaciones fueron
realizadas con al menos 3 y hasta 8 réplicas dependiendo de la sobrevida y el peso de
los animales.

Los lipidos se extrajeron homogenizando el tejido en una mezcla de cloroformo-
metanol (2:1 v/v) segun Folch et al. (1957). El homogenato se filtré para recuperar la
fase liquida. Las muestras se lavaron con una solucion de NaCl (0,9/ ) para obtener 2
fases. Luego, la determinaciéon fue realizada usando el método de sulfovanilina que
consiste en la digestion de los lipidos con dacido sulfurico concentrado caliente y
posterior adicion de una solucién de vanilina y acido fosférico. La reacciéon forma un
complejo rojo que puede ser medido espectrofotométricamente a 530nm (Frings y
Dunn 1970).

El glucégeno de extrajo de los tejidos siguiendo el método descripto por Van Handel
(1965) y los niveles de glucégeno se determinaron como glucosa equivalente (método
glucosa-oxidasa), posterior a la hidrdlisis (HCI) y neutralizacion (Na,COs3) (Geary et al.
1981). La glucosa se cuantificé usando el kit comercial para glucemia Wiener-Lab AA®
midiéndose espectrofotométricamente a 505nm.

Las proteinas solubles totales se determinaron con el método colorante azul de
Coomassie, usando albumina de suero bobino como el estandar (Bradford 1976) y
midiéndose espectrofotométricamente a 595nm. Todas las concentraciones se
expresaron en mg/mg de tejido.

Ademas, se determind la actividad enzimatica de lipasa, amilasa y proteasa del
hepatopancreas. La preparacién enzimatica consisti6 en homogeneizar el

hepatopancreas en un buffer Tris HCl (50mM, pH 7,5) en una proporciéon 1:4 vy
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centrifugar a 10000Xg por 30min a 4°C (Sacristan et al. 2012 en prensa). La capa de
lipidos fue removida y el sobrenadante obtenido (extracto enzimatico) se almacend a
-20°C hasta su posterior analisis.

La actividad lipasa de cada extracto enzimatico fue determinada de acuerdo a Versaw
et al. (1989) con B -naftil caprilato [100mM en dimetil sulféxido (DMSO)] como
sustrato. Para esto se incubd por 30min a 252C 100pL de tauracolato de sodio
(100mM), 920uL TRIS HCI (50mM, pH 8) y 10uL de extracto enzimatico con 10uL de
sustrato. Luego, se agregd 10uL de Fast Blue BB (100mM en DMSO) y la mezcla se
incubd a la misma temperatura por 5min. Se detuvo la reaccion agregando 100uL TCA
(12/) y se clarificd con 1,35mL de acetato de etilo (1:1 v/v). Los tubos blanco para cada
muestra fueron preparados siguiendo el mismo protocolo con la modificacion de que
el agregado extracto enzimatico fue posterior a la solucion de TCA.

La actividad lipasa se expresé como U lipasa/mg de prot*min, siendo una unidad lipasa
la cantidad de enzima requerida para incrementar 0,01 la absorbancia (540nm) en un
minuto (Lépez-Lépez et al. 2005).

La actividad amilasa de cada extracto enzimatico fue determinada de acuerdo a Vega-
Villasante et al. (1993) con modificaciones. Para esto se incubé por 10min a
temperatura ambiente 500uL de solucién amortiguadora Tris HCI (50 mM, pH 7,5), 5uL
de extracto de enzima y 500uL de la solucion de almidén (1/ en Tris HCI, 50 mM, pH
7,5). Luego, se cuantificd la produccién de azlucares reductores por la hidrélisis del
almidén como se explica a continuacion. Inmediatamente después de la incubacidn se
agregd 200uL de carbonato de sodio (2N) y 1,5mL del reactivo acido dinitrosalicilico
(DNS) y se colocd en bafio a 100°C por 15min. Se ajustd el volumen a 7,5mL con agua

destilada y se midid6 en espectrofotémetro a 550nm. Los tubos blanco para cada
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muestra fueron preparados siguiendo el mismo protocolo con la modificacién de que
el extracto enzimdtico fue agregado posteriormente al de la solucién de DNS. La
actividad de amilasa se expresé como U amilasa/mg de prot*min, siendo una unidad
amilasa la cantidad de enzima requerida para incrementar 0,01 la absorbancia (550nm)
en un minuto.

La actividad proteasa de cada extracto enzimatico fue determinada de acuerdo a Vega-
Garcia-Carrefio (1992), con azocaseina (0,5/ en Tris HCl (50mM, pH 7,5) como
sustrato. Para esto se incubaron por 30min a temperatura ambiente 230uL Tris HCI
(50mM, pH 7,5) y 20uL de extracto de enzima con 500ul de sustrato. Luego, se detuvo
la reaccién agregando 500ulL de acido tricloroacético (TCA 20/ ), se centrifugd por
5min a 10000xg y se midi6 en espectrofotémetro a 440nm. Los tubos blanco para cada
muestra fueron preparados siguiendo el mismo protocolo con la modificacion de que
el agregado de extracto enzimatico fue posterior al de la solucién de TCA. La actividad
de proteasa se expresé como U proteasa/mg de prot*min, siendo una unidad proteasa
la cantidad de enzima requerida para incrementar 0,01 la absorbancia (440nm) en un

minuto.

Andlisis Histoldgicos

Los tejidos extraidos de 3 individuos por tratamiento (hepatopancreas y musculo del
abdomen) a los dias 40, 50 y 90 se dividieron en 2 sub-muestras que fueron fijadas en
solucién de Baker vy liquido de Bouin. Las sub-muestras fijadas en solucion de Baker
fueron incluidas en CRIOPLAST®, cortadas con cridstato en secciones de 10um vy

coloreadas con la técnica de Sudan IV para detectar la presencia de lipidos. Las sub-
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muestras fijadas con liquido de Bouin fueron incluidas en Paraplast, cortadas en
secciones de 6um y coloreadas con el método Acido Peryddico-Schiff (P.A.S.) para

detectar glicocconjugados o la técnica de carmin de Best para detectar glucégeno.

Andlisis estadistico

Todas las variables fueron expresadas como media + DE. Se realizé un analisis de

varianza de 1 factor (ANOVA) para comparar todas las variables analizadas entre el

control y el tratamiento a cada tiempo (Zar 2010).
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Resultados

Los resultados mostraron que el incremento porcentual del peso (IP), el largo total (LT)
y los indices hepatosomaticos (IHSy, IHSs) y abdominales (IA4, 1As) difirieron entre los
grupos experimentales (ANOVA; p<0,05) durante el periodo de inanicién (40 y 50 dias)
siendo mayores los valores registrados en los juveniles del control.

Al final del periodo experimental (dia 90), los juveniles tratados mostraron un
incremento en los valores de las variables antes mencionadas y no se encontraron
diferencias significativas en [HSy Ay y IAs (ANOVA; p=0,683, p=0,755, p=0,389,

respectivamente) a los del control (Tabla 3.1).

Andlisis bioquimicos

La concentracion de lipidos totales fue significativamente menor (ANOVA; p<0,05) en
el hepatopancreas y el abdomen de los juveniles tratados a los 40 y 50 dias. La misma
mostré niveles similares entre los juveniles tratados y control luego de la alimentacién
(Figura 3.3a,b).

La concentracion de glucégeno no mostrd diferencias en hepatopdancreas ni en
abdomen (ANOVA; p>0,05) entre los grupos experimentales durante el periodo de
inanicion (dias 40 y 50). Sin embargo, luego de la alimentacién (dia 90) los valores de
glucégeno en el abdomen de los juveniles tratados fueron significativamente

superiores (ANOVA; p=0,001) a los registrados para el grupo control (Figura 3.3c,d).
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Tabla 3.1 Mortalidad, incremento de peso (IP), largo total (LT), indice hepatosomatico en base
hameda (IHS;), indice hepatosomatico en base seca (IHSs), indice abdominal en base humeda
(IAy) e indice abdominal en base seca (lAs) calculados para juveniles de Cherax quadricarinatus
del grupo control y tratado a los 40, 50 y 90 dias. Sd significa sin determinar por falta de
muestras. Los asteriscos (*) simbolizan diferencias significativas (p<0,05) entre el grupo control
y el tratado para cada tiempo.

Control Tratamiento
Dias
Mortalidad (/) 40 > 0
50 10 15
90 30 25
P() 40 50,0 + 21,7 18t67 ¥
50 65,5 + 37,8 34+153 *
90 149,8 *+ 48,6 98,4 +29,7 *
LT (mm) 40 20011 17,7 £ 0,8 *
50 20,5 +1,3 12,1 +1,0 *
90 23,1 +1,3 15,3 +1,4 *
—
|HSH(/ ) 40 72%+1,1 42 +1,1
50 75 %15 4,2 +0,7 *
90 7,8 +1,8 7,9 0,9
+ + *
IHS¢(mg/g) 40 20,2 + 6,7 39+1,4
50 22,0 £5,8 nd
90 35,7 +6,4 32,6 6,4 *
—
1AL(/) 40 29,7 £ 1,7 25372
50 29,2 +4,0 25,7 + 6,1 *
90 29,154 29,5 +1,1
IA¢(mg/g) 40 661 £ 22,9 258,4 £23,7  *
50 746 + 79,5 nd
90 632 +147,6  715,6 + 56,5

La concentracién de proteinas totales en el hepatopancreas de los juveniles tratados
(Figura 3.3e) fue significativamente menor que en los del grupo control a los 40 dias
(ANOVA; p=0,003), y luego alcanzé valores similares al control a los 50 y 90 dias
(ANOVA; p=0,088, p=0,327, respectivamente). En el musculo abdominal de los
animales tratados los valores de concentracidn de proteinas fueron significativamente

menores a los registrados en el grupo control durante el periodo de inanicién (40 y 50
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dias; ANOVA; p=0,037, p=0,002, respectivamente), y al final del experimento en ambos

grupos la concentracién de proteinas fue similar (ANOVA; p=0,436; Figura 3.3f).
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Figura 3.3 Concentraciones de lipidos totales, glucégeno y proteinas totales (media+desvio
estandar) medidos en juveniles de Cherax quadricarinatus del grupo control y el grupo tratado
a los 50, 40 y 90 dias (*) Indica diferencias significativas entre grupos (p<0,05) para cada
tiempo.

En referencia a las enzimas digestivas la actividad lipasa registrada en los juveniles

tratados fue menor que la de los juveniles control durante el periodo de inanicién (40 y
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50 dias; ANOVA, p=0,007, p=0,015, respectivamente), pero fue similar entre los grupos
luego del periodo de alimentacion (dia 90; ANOVA; p=0,929; Figura 3.4a).
La actividad proteasa y la actividad amilasa registrada en ambos grupos fue similar

(ANOVA; p>0,05) a lo largo del experimento (Figura 3.4b,c).
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Figura 3.4 Actividad enzimatica de lipasas, amilasas y proteasas (media+desvio estandar)
medidos en hepatopancreas de juveniles de Cherax quadricarinatus del grupo control y el
grupo tratado a los 50, 40 y 90 dias (*) Indica diferencias significativas entre grupos (p<0,05)
para cada tiempo.
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Andlisis histologicos

Las observaciones histoldgicas revelaron en el hepatopancreas diferencias entre los
animales del grupo control y los del grupo tratado (Figura 3.5). A los 50 dias del
experimento la coloracion P.A.S. mostré pequefias reservas de glicoconjugados
neutros en las células F del hepatopancreas de los juveniles control (Figura 3.5¢) que
no fueron observadas en los tratados a los 50 ni a los 90 dias (Figura 3.5d,e).

El musculo, a los 50 dias, mostré mds depdsitos de glicoconjugados en los animales
control que en los tratados (Figura 3.6a,b). A los 90 dias se observé un mayor nimero
de depdsitos de glicoconjugados neutros en el musculo de los juveniles tratados que
en el del control (Figura 3.6¢,d). La coloracién con Carmin de Best confirmd que los
depdsitos de glicoconjugados observados en hepatopdncreas y en musculo
corresponden a depdsitos de glucdgeno (Figura 3.7).

La coloracién con técnica de Sudan IV mostré depdsitos de lipidos en las vacuolas de
las células R del hepatopancreas. Estas fueron mas grandes en los juveniles control que
los tratados tanto a los 50 como a los 90 dias (Figura 3.8). En el musculo esta técnica

no detectd lipidos en los animales control ni en los tratados.
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Figura 3.5 Secciones histoldgicas del hepatopancreas de juveniles de Cherax quadricarinatus
de 1g coloreadas con el método Acido Peryddico-Schiff (P.A.S.); (a), (c), (d) Juveniles control;
(b), (d), (e) Juveniles tratados; (a), (b), Vista general a los 50 dias del experimento; (c), (d)
Detalle de corte transversal de tubulos del hepatopancreas a los 50 dias del experimento; (e),
(f) Detalle de corte longitudinal de tubulo de hepatopancreas a los 90 dias del experimento.
Barras de escala: (a), (b): 100um; (c), (d), (e), (f): 20um; B: Célula B; E: célula; F: célula F; L:
Lumen del tubulo; R: célula R; Flecha gris: vacuola con reserva de glicoconjugado neutro.
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Figura 3.6 Secciones histoldogicas del musculo abdominal de juveniles de Cherax
quadricarinatus de 1g coloreadas con el método Acido Peryddico-Schiff (P.A.S.); (a), (c)
Juveniles control; (b), (d) Juveniles tratados; Barras de escala: 20um. La flecha indica la
presencia de glicoconjugados neutros.

Figura 3.7 Secciones histoldgicas del (a) hepatopancreas y de (b) musculo de juveniles de
Cherax quadricarinatus de 1g coloreadas con Carmin de Best; Barras de escala: (a): 20um, (a):
10um. La flecha indica la presencia de depdsitos de glucdgeno.
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Figura 3.8 Secciones histoldgicas del hepatopancreas de juveniles de Cherax quadricarinatus
de 1g coloreadas con Rojo Escarlata (Sudan 1V); (a), (c) Juveniles control; (b), (d) Juveniles
tratados; (a), (b), Corte transversal de tubulo de hepatopdncreas a los 50 dias del experimento;
(c), (d) Corte transversal de tubulo de hepatopancreas a los 90 dias del experimento. Barras de
escala: 20um
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Discusion

Los resultados obtenidos en este capitulo muestran que las reservas energéticas de los
principales o6rganos de reserva de los juveniles de Cherax quadricarinatus son
afectadas de manera diferente por un periodo de inanicién largo préximo al PNRsg (50
dias).

El musculo abdominal fue mds afectado en su reserva proteica mientras que el
hepatopancreas, en su reserva lipidica y ambos se recuperaron totalmente después de
un periodo de alimentacion. Esto podria explicar la alta tolerancia a la inanicién de los
juveniles demostrada en los capitulos anteriores. Ademas, los resultados de este
capitulo muestran que el crecimiento (evaluado como IP y LT) se detiene durante el
periodo de inanicién. Incluso la locomocion de los animales tratados se redujo y la
cuticula mostraba un aspecto mds opaco que la de los animales control. Sin embargo,
los juveniles reanudaron su crecimiento y mantuvieron una sobrevida alta cuando se
les suministré alimento.

El hecho de que el incremento de peso de los juveniles tratados durante los 40 dias de
alimentacion haya sido mucho mayor que el registrado para los juveniles control
durante los primeros 40 dias de experimento (98/ y 50/, respectivamente), refleja su
relativamente alta capacidad de recuperacién (ver Tabla 3.1). Comoglio et al. (2004) y
Pascual et al. (2006) estudiaron la respuesta fisiolégica a la inanicién en otras especies
de crustaceos (Lithodes santolla y Litopenaeus vannamei respectivamente) y

concluyeron que “guardar” la energia que invertirian en la ecdisis, como la utilizada
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para movilizar reservas, para digerir quitina y la exuvia, es una adaptacién para tolerar
la inanicién. De acuerdo con esto, C. quadricarinatus podria ahorrar energia de la
ecdisis durante la inanicién hasta tener disponibilidad de alimento.

Los indices hepatosomatico y abdominal en base humeda (IHSy e IAy) del grupo
tratado decrecieron durante el periodo de inanicion y alcanzaron los valores del
control después de un periodo de alimentacidn. Sin embargo, los indices en base seca
(IHSs e 1As) mostraron que si bien el abdomen recuperdé materia organica consumida
durante el periodo de inaniciéon, el hepatopancreas recuperd peso humedo
incrementando su contenido de agua. La absorcidn de agua como resultado de la
utilizacion de la materia orgdnica bajo condiciones de inanicién, fue observada
anteriormente en otros crustdceos como camarones (Crangon septemspinosa) y
langostas marinas (Panulirus longipes) y de agua dulce (Cherax destructor) (Dall 1974;
Wilcox y Jeffries 1976; Jones y Obst 2000).

Por otro lado, las concentraciones de las reservas energéticas analizadas fueron

afectadas por la inanicién y por lo tanto la_hipétesis 1 planteada en este capitulo es

aceptada, sin embargo el efecto fue diferente en relacién a cada componente organico
en particular. Mientras las concentraciones de glucégeno en el hepatopancreas y en el
abdomen de los animales tratados no variaron durante el periodo de inanicidn, las
concentraciones de lipidos y proteinas en ambos 6rganos fueron menores que las del
grupo control. Este patron de utilizacion de reservas coincide con lo observado por
Barclay et al. (1983) en las reservas del hepatopancreas y del pleon de Penaeus
esculentus vy difiere de los estudiados por Cuzon et al. (1980) y Neves et al. (2002) en

los camarones Penaeus japonicus y Palaemonetes argentinus.
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El nivel de proteinas fue principalmente afectado en el abdomen, que es considerado
el érgano mas importante de reserva de proteinas en crustaceos (Barclay et al. 1983;
Dall y Smith 1986). Tomando en cuenta el valor de PNRsq estimado en el capitulo Il y el
consumo de las reservas de proteinas demostrado en el presente capitulo pareceria
ser que cuando la mitad de los juveniles de C. quadricarinatus esta cerca del PNR los
organos ricos en proteina, como el musculo abdominal, estan siendo degradados.
Anger (1984) ha observado previamente en este punto critico en larvas de Hyas
araneus signos de atrofia epidérmica, desintegracion de los tejidos y cambios en la
superficie muscular. Otros autores propusieron que los crustaceos podrian tener la
habilidad de usar proteinas como fuente energética para el crecimiento debido a su
alto requerimiento proteico y a su capacidad limitada para reservar lipidos y
carbohidratos (Dall y Smith 1986; Rosas et al. 2000; Sanchez Paz et al. 2006).

En el hepatopancreas de los juveniles tratados se observé una baja concentracién de
lipidos con respecto a los juveniles control alrededor del PNRso. Esto concuerda con las
observaciones histoldgicas que permitieron confirmar que las vacuolas con reservas
lipidicas coloreadas fueron menos y mas pequefas en los animales tratados. Anger et
al. (1985) sugirieron que en el PNRsq los individuos presentan una pérdida irreversible
de la capacidad para recuperar las reservas lipidicas consumidas durante el periodo de
inanicidon. Posteriormente Anger (2001) reconocidé tres fases diferentes durante la
inanicion en crustdceos: una inicial durante la cual las principales reservas movilizadas
son los lipidos, siendo ésta la respuesta tipica a la privacidon de alimento a corto plazo.
Cuando gran parte de los lipidos accesibles han sido consumidos (privacion de
alimento de largo plazo), comienzan a utilizarse las proteinas. Una parte significativa

de los lipidos estan ligados a estructuras celulares cruciales como membranas, y por lo
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tanto no estan normalmente disponibles para el metabolismo energético. Esta fase en
la que predomina el catabolismo de proteinas se refleja en la degradacion de
estructuras como el musculo y tejido nervioso. En la fase final de inanicién, previa a la
muerte del animal, los lipidos estructurales son también degradados; en esta condicién
los animales han pasado su PNR y no se recuperan aunque sean alimentados.

En el presente estudio, luego de 40 dias de alimentacion posteriores al PNRsg las
reservas lipidicas y proteicas han sido repuestas totalmente. Esto sugiere que a los 40y
50 dias de alimentacidn los juveniles de C. quadricarinatus se encontrarian aun en la
segunda fase del periodo de inanicién.

Se ha reportado que la hormona hiperglucemiante de crustdceos (CHH) incrementa la
glucemia como una respuesta adaptativa a situaciones de estrés como la inanicién
(Chang et al. 1999; Chang 2001) y por lo tanto se esperaria una disminucién en la
reservas de glucogeno. En contraposicion, los niveles de glucégeno obtenidos no
fueron afectados durante el periodo de inanicién. Sin embargo cuando hubo alimento
disponible, se dispard una acumulacién pronunciada de este nutriente en el musculo
abdominal. Ambas determinaciones concuerdan con las observaciones histolégicas. Si
en el habitat natural de esta especie el alimento se presenta en una distribucion de
parches espacial o temporal, una gran reserva de glucégeno permitiria que los
juveniles se desplacen en busca de otro parche de alimento. Son necesarios mas
estudio para poder abordar una conclusién mas sélida.

Una respuesta similar fue observada por Mendez y Wieser (1993) en juveniles de
Rutilus rutilus (Cyprinidae). En esta especie de pez la concentracién de glucdégeno
decrecid durante el periodo de falta de alimento e incrementd dramaticamente

después de la realimentacion sobrepasando los niveles de glucégeno de los peces
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alimentados en forma continua. Esta estrategia fue propuesta como una forma de
acumulacién rdpida de energia, la cual seria utilizada posteriormente para la
recomposicién de reservas y crecimiento somatico de los individuos.

El andlisis de las enzimas digestivas mostré que solo la actividad lipasa medida

disminuyé significativamente y por lo tanto la hipétesis 2 planteada en este capitulo

es aceptada parcialmente.

En general una disminucién en las reservas energéticas estd asociada con un
incremento en la actividad enzimatica, es decir que la alta actividad proteasa indicaria
catabolismo de proteinas, la alta actividad lipasa la utilizacidn de reservas lipidicas y la
alta actividad amilasa la movilizacion de carbohidratos (Kamarudin et al. 1994;
Rodriguez et al. 1994; Johnston 2003; Zhang et al. 2010). Sin embargo, en el presente
estudio ambas, las reservas lipidicas y la actividad lipasa, disminuyeron después del
periodo de inanicidn. Esta respuesta fue registrada anteriormente para dos especies
de camarones del género Penaeus (Cuzon et al. 1980; Muhlia-Almazan y Garcia-
Carrefio 2002). Ademads, Yudkovski et al. (2007) sugieren que la lipasa es secretada solo
para la funcidon digestiva debido a que encontré que en C. quadricarinatus los
transcriptos de la enzima digestiva decrecen durante los estadios en que no se
alimentan.

Rivera-Pérez y Garcia-Carrefio (2011) distinguieron en el camarén Penaeus vannamei
dos tipos de lipasas con ocurrencia alternante. Los autores observaron que durante el
periodo de inanicion los transcriptos de la lipasa digestiva decrecen mientras que los
transcriptos de la lipasa intracelular aumentan, sugiriendo que la lipasa intracelular es
la responsable del catabolismo de las reservas lipidicas. Basados en estos estudios

previos se propone que la actividad lipasa que se ha medido en este trabajo
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corresponderia a la lipasa digestiva que no es sintetizada cuando no hay alimento
disponible y por lo tanto no es la responsable del catabolismo de las reservas.

Aungue la inanicién no ha causado efectos en la actividad proteasa ni en la amilasa de
los juveniles de C. quadricarinatus, ambas tendieron a disminuir alrededor del punto
de no retorno (PNRs, dia 50) y a aumentar luego del periodo de alimentacién (dia 90).
La actividad amilasa medida en este estudio fue diferente a la reportada por Zhang et
al. (2010) y Comoglio et al. (2004) quienes informaron una asociacién entre el
aumento de esta actividad enzimatica y la falta de alimento. Por el contrario, la
actividad proteasa en el presente estudio mostré un patrdn similar a lo observado por
Zhang et al. (2010). Es importante ser prudentes al comparar los resultados de este
capitulo ya que los dos estudios antes mencionados han sido realizados en camarones
marinos y no hay informacion disponible sobre mediciones de la actividad enzimatica
durante periodos de inanicidn en otra especie de agua dulce.

En este contexto, este capitulo provee informacién bioldgica nueva y relevante sobre
las respuestas fisioldgicas y bioquimicas de los crustaceos en la proximidad del PNRys y
PNRso. Esta informacién refuerza el concepto de la importante resistencia a la inanicidn
de C. quadricarinatus y contribuye a entender el uso de las reservas energéticas y
actividad enzimatica digestiva en una especie de importancia para la acuicultura

mundial.
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Capitulo IV
Disposicion espacial y superficie de refugios

en el cultivo de juveniles de Cherax quadricarinatus

Los objetivos particulares del presente capitulo han sido parcialmente publicados

como:

Calvo NS, Tomas AL, Lopez Greco L.S. 2012. Influencia de la disposicidn espacial y la superficie de
refugios sobre la sobrevida y el crecimiento de juveniles de la langosta Cherax quadricarinatus

(Parastacidae) y su aplicacion al cultivo intensivo. Lat. Am. J. Aquat. Res. 41(1), 732-738
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Introduccion

El encuentro agresivo entre animales de la misma especie se ha denominado
comportamiento agonistico con el fin de diferenciar estas interacciones sociales de la
agresiéon en la relacion depredador-presa y otras interacciones no sociales. Las
interacciones agonisticas se producen cuando los individuos compiten por los recursos,
tales como alimento, pareja, habitat 6 refugio. El principal resultado de las
interacciones agonisticas es el establecimiento de una relacion de dominancia que
puede alterar el acceso a los recursos (Moore 2007). Las langostas de agua dulce han
sido observadas luchando por sus refugios (Moore 2007) y Hobbs (1991) incluso
sugiere que la disponibilidad de refugios es el principal recurso “cuello de botella” en
las poblaciones de langostas de agua dulce.

Cherax quadricarinatus, como se ha indicado en capitulos anteriores, posee numerosas
caracteristicas ventajosas para la acuicultura. Entre otras, se destaca que posee
tecnologias de produccién sencillas, que es una especie gregaria, no agresiva, no
cavadora y tolerante a densidades de cultivo relativamente altas (Masser y Rouse
1997; Saoud et al. 2013). Sin embargo, es una especie que presenta cierto grado de
canibalismo (Jones y Ruscoe 2000).

En condiciones de cultivo con alta densidad y sin limitantes de alimentacién, se ha
demostrado que la interaccién social lleva a una disminucién significativa de la
sobrevida (Karplus y Barki 2004; Barki et al. 2006) y que puede inhibirse el crecimiento

hasta en un 50/ (Karplus et al. 2004). Dado que C. quadricarinatus es una especie
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bentdnica de crecimiento rapido cuyos juveniles mudan frecuentemente y de modo
asincronico, su sobrevida no supera el 50/ cuando el tamafio de siembra es menor a
1g en estanques externos (Mills y McCloud 1983; Jones 1995b; Parnes y Sagi 2002).
Para varias especies de decdpodos de cultivo, entre ellas algunas langostas de agua
dulce, se ha reportado que la presencia de refugios aumenta la supervivencia y el
crecimiento (Mason 1978; Mills 1989; Du Boulay et al. 1993; Geddes et al. 1993;
Karplus et al. 1995; Steele et al. 1997). Jones y Ruscoe (2001) demostraron que
incrementando la complejidad del habitat mediante la provisién de refugios se
obtuvieron mejoras en la supervivencia y produccion de individuos pre-adultos de C.
quadricarinatus. Por lo tanto en la etapa de pre-engorde (juveniles de 1 a 10 g), el
mejoramiento de los refugios seria una de las estrategias propuestas para obtener
mayor crecimiento y minimizar el canibalismo entre los juveniles, ya que los protege
en el momento de la ecdisis cuando son mas vulnerables (Jones 1995b; Jones y Ruscoe
2001; Molony y Bird 2005; Wicki et al. 2008).

La seleccién de refugios adecuados que minimicen las interacciones agonisticas es de
gran importancia en la fase de pre engorde del cultivo comercial de C. quadricarinatus
ya que en esta fase las densidades de cultivo son altas (Naranjo-Paramo et al. 2004) y
los juveniles mudan con frecuencia. Sin embargo, la provision de un habitat complejo
para los animales cultivables sera factible siempre que sea relativamente facil de
implementar y reducida en costos. Algunos productores de langostas han manifestado
que los refugios pueden complicar innecesariamente la cosecha aumentando los
costos operacionales (Fielder y Thorne 1990).

Al comparar distintos tipos de refugio, Viau (2010), observd que el tiempo consumido

durante la limpieza de los acuarios y la cosecha de los juveniles de los habitat mas
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complejos fue mucho mayor que el tiempo que demandaron hdabitat mas simples. En
consecuencia, buscando optimizar el rendimiento del cultivo, es prioritario el
mejoramiento de refugios econémicos para no incrementar los costos de produccién y
que no compliquen la cosecha desde el punto de vista operativo.

Jones y Ruscoe (2001) compararon la mortalidad y productividad de juveniles de C.
quadricarinatus (peso promedio 12,76g) en estanques (densidad de 12,5 juveniles/m?)
con distintos tipos de refugios: neumaticos, planchas prefabricadas de cemento
simples o combinadas con tubos de PVC, tubos de PVC y grupos de redes. Todos los
tipos de refugios mostraron un incremento en la produccion de los animales y
particularmente el dltimo produjo un impacto positivo en la supervivencia.

La red de tipo “cebollera” junto con tubos de PVC son los tipos de refugios usualmente
utilizado en juveniles de C. quadricarinatus desde los trabajos pioneros desarrollados
en la especie (Jones 1995b; Masser y Rouse 1997). Estas redes se unen entre si
semejando plantas acuaticas y ocupando la columna de agua. En esta superficie, en
estanques externos, se desarrolla y crece el biofiim que los juveniles utilizan como
alimento (FAO 2010; Viau et al. 2012). Las redes también proporcionan una mayor
superficie optimizando el espacio y protegiendo a los juveniles de otros de mayor
tamafio. Sin embargo no existe informacidn sobre la disposicion u ordenamiento ni de
la cantidad de red necesaria que se debe utilizar en la fase de pre-engorde de esta

especie.
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Objetivo

Proponer un habitat mas complejo que permita disminuir la mortalidad y mejorar el
crecimiento en la fase de pre-engorde de Cherax quadricarinatus en condiciones de
alta densidad a través de distintos disefos de disposicion espacial y superficie de red

cebollera.

Hipdtesis 1: La disposicién ordenada de la red cebollera, en forma horizontal o vertical,
en comparacién con su disposicién al azar permite disminuir la mortalidad y mejorar el
crecimiento de los juveniles de Cherax quadricarinatus en la fase de pre-engorde en

condiciones de alta densidad.

Hipdtesis 2: A mayor densidad de red cebollera, los juveniles de Cherax quadricarinatus
presentan menor mortalidad y mayor crecimiento en la fase de pre-engorde bajo

condiciones de alta densidad.
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Materiales y métodos

Para cumplir con los objetivos propuestos para este capitulo se realizaron 2 ensayos: el
primero donde se puso a prueba la disposicion espacial y el segundo donde se evalué
la superficie de red cebollera en cultivo con alta densidad (41,7 juveniles/mz) de

juveniles de C. quadricarinatus

Obtencion de los juveniles

Los juveniles utilizados para llevar a cabo este objetivo fueron obtenidos bajo las
condiciones de laboratorio descriptas en el capitulo I. El lote reproductor utilizado para
el primer experimento fue suministrado por la granja Las Golondrinas de Entre Rios, y
el utilizado para el segundo, por el Centro Nacional de Desarrollo Acuicola (CENADAC)

de Corrientes, Argentina.

Diseiio experimental

En ambos ensayos, cada unidad experimental consistido en un acuario de 60x40x30cm,
conteniendo 48L de agua declorada, 6 refugios cilindricos de PVC de 5cm de largo y
2cm de diametro, y 10 juveniles. Los acuarios fueron mantenidos con aireacién y
temperatura constante (27+12C), y los juveniles alimentados diariamente con Elodea

sp. y alimento balanceado ad libitum (Tetracolor, TETRA®) durante 60 dias. Se
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recambid el 50/ del volumen de agua las semanas impares (7, 21, 35 y 49dias) y
totalmente en las semanas pares (14, 28, 42 y 60dias). Cada 14 dias se registro el
numero y peso de los juveniles, y se calculd la mortalidad y biomasa (peso de todos los

juveniles del acuario (g)/ volumen de agua (m®)).

Experimento 1

Se seleccionaron 120 juveniles de 0,95+0,15 g (mediatDE) que fueron distribuidos al

azar en 12 acuarios cada uno de ellos conteniendo 0,612m? de red cebollera (mallas de

alta densidad Netting®) con un tamafio de poro de 11mm.

Se pusieron a prueba 3 disefios ensayados por cuadruplicado que se describen a

continuacion.

v"  Disposicién vertical: 6 pafios de 60x17cm sostenidos en forma vertical por
ventosas (Figura 4.1a).

v"  Disposicién horizontal: 3 pafios de 60x34cm sostenidos en planos horizontales
por ventosas (Figura 4.1b).

v' Disposicion Azar: 3 pafios de 60x34cm colocados en forma aleatoria (Figura

4.1c).
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(a (b) ()

40 cm

i /

Figura 4.1 Esquema de las disposiciones de redes cebolleras ensayadas con juveniles de un
gramo de Cherax quadricarinatus en el Experimento 1: disefio vertical (a), horizontal (b) y al
azar (c).

30cm

Experimento 2

Se seleccionaron 120 juveniles de 0,93+0,13g (mediazDE) que fueron distribuidos al
azar en 12 acuarios conteniendo distintas superficies de red cebollera con un tamafio
de poro de 1cm.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el experimento anterior se pusieron a
prueba 3 superficies de red colocadas al azar por cuadruplicado que se describen a

continuacion.

v' Densidad baja de redes: 3 pafios de 60x34cm (0,612m?)
v' Densidad media de redes: 6 pafios de 60x34cm (1,224m?)

v' Densidad alta de redes: 9 pafios de 60x34cm (1,836m?)

Se comparé la mortalidad, el peso promedio de los juveniles y la biomasa por acuario
(gramos de langosta/metros’ de superficie) entre tratamientos en ambos
experimentos. Ademas, para estimar las interacciones agonisticas entre los juveniles,
al finalizar el segundo experimento (60 dias) se contabilizdé la cantidad de quelas
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faltantes y la cantidad de juveniles con todos los apéndices (animales intactos) por

acuario.

Andlisis estadistico

Todas las variables fueron expresadas como media + DE. La mortalidad, biomasa,

numero de juveniles sin lesiones por acuario y quelas faltantes por acuario en cada

caso fueron evaluadas estadisticamente a los 60 dias mediante ANOVA de 1 factor

seguido del test de Tukey para comparaciones multiples (Zar 2010).
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Resultados

Experimento 1

En el experimento 1, la mortalidad promedio registrada en el tratamiento con
disposicion al azar de redes tendié a ser menor a lo largo de todo el experimento

(Figura 4.2) siendo significativamente menor a los 60 dias (ANOVA; p=0,027).
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Figura 4.2. Mortalidad acumulada (media+DE) de juveniles de Cherax quadricarinatus
mantenidos en acuarios con disposicion vertical, horizontal y al azar de la red cebollera, a lo
largo del periodo experimental (dias).

La biomasa de este tratamiento también tendié a ser mayor a lo largo del
experimento (Figura 4.3), sin embargo a los 60 dias no se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos (ANOVA; p=0,376). El peso promedio de los juveniles
a los 60dias fue de 6,52+0,55g para la distribucidon vertical, 5,93+0,26g para la

distribucién horizontal y 5,52+0,90g para la distribucién al azar.
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Figura 4.3. Biomasa (mediatDE) de juveniles de Cherax quadricarinatus mantenidos en
acuarios con disposicion vertical, horizontal y al azar de la red cebollera, a lo largo del periodo
experimental (dias).

Experimento 2

La mortalidad promedio registrada en el tratamiento con baja densidad de redes
tendidé a ser menor a lo largo de todo el experimento (Figura 4.4) y a los 60dias fue
significativamente menor que el tratamiento con densidad alta (ANOVA; p=0,0367). La
biomasa aumentdé en forma similar entre tratamientos (Figura 4.5) y a los 60 dias no se

encontraron diferencias significativas (ANOVA; p=0,248).
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Figura 4.5. Mortalidad acumulada (media+DE) de juveniles de Cherax quadricarinatus
mantenidos en acuarios con superficie alta, media y baja de la red cebollera, a lo largo del

periodo experimental (dias).
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Figura 4.3. Biomasa (mediatDE) de juveniles de Cherax quadricarinatus mantenidos en
acuarios con superficie alta, media y baja de la red cebollera, a lo largo del periodo
experimental (dias).

El peso promedio de los juveniles a los 60 dias fue de 4,9310,38g para el tratamiento
de densidad alta, 4,29+0,41g para el de densidad media y 4,28+0,41g para el de
densidad baja (Tabla 4.1). No se encontraron diferencias en el porcentaje de juveniles

p=0,855 respectivamente).

Tabla 4.1 Porcentaje de juveniles intactos de Cherax quadricarinatus y quelas faltantes
(promedio + DE) a los 60 dias en acuarios con alta, media y baja densidad de red cebollera.

Densidad Peso de los Densidad Juveniles sin  Quelas faltantes
de redes juvenil (g) (g/m?) lesiones (/) )
Alta 4,93 £ 0,38 31,71 + 5,27 72,65 £ 22,66 14,29 + 17,65
Media 4,29 £+ 0,41 45,93 + 5,33 61,81 + 8,20 13,54 + 10,42
Baja 4,28 + 0,41 72,30 + 8,90 60,06 + 5,23 18,08 + 5,07
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Discusion

Los resultados indican que el ordenamiento espacial vertical u horizontal de la red
cebollera no mejoran el crecimiento ni disminuyen la mortalidad de los juveniles de C.

quadricarinatus durante la fase de pre-engorde, por lo tanto se rechaza la hipétesis 1.

Si bien la produccion fue similar entre tratamientos en términos de biomasa, la
sobrevida fue superior con la disposicién de redes al azar. Debido a que es
recomendable la obtencion de un mayor nimero de juveniles para la siembra en los
estanques de engorde (Wicki et al. 2008) se sugiere la disposicidon a azar para el cultivo
de juveniles de C. quadricarinatus. Ademas esta disposicion es mas econdmica en
términos de costos de manejo (bajo costo de instalacién), sencilla de colocar y facilita
la cosecha de los animales.

Por otro lado, en el segundo ensayo se demuestra que si bien los refugios en cultivo
maximizan la sobrevida y el crecimiento de los juveniles de C. quadricarinatus, el
exceso de red puede ser contraproducente. El desarrollo de los juveniles se ve
afectado por los refugios impidiendo que éstos accedan facilmente al alimento
(observaciones de laboratorio) ademas de incrementar los costos de produccién. De

este modo la hipdtesis 2 es rechazada, ya que a mayor densidad de red cebollera los

juveniles de C. quadricarinatus presentan mayor mortalidad en la fase de pre-engorde
en condiciones de alta densidad.
En este trabajo no hubo colonizacién de biofilm ya que los experimentos fueron

realizados en condiciones controladas de laboratorio con recambio de agua y sin
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exposicién a la luz solar. Sin embargo el exceso de red también podria ser una
desventaja para el cultivo a cielo abierto ya que impediria el paso de luz (Parnes y Sagi
2002) evitando que las comunidades de micro-organismos (biofilm) la colonicen,
mejoren la calidad de agua y constituyan una fuente adicional de alimento para los
juveniles (Viau et al. 2012).

El nimero de quelas faltantes y el de juveniles intactos fue similar entre tratamientos
sugiriendo que la agresién entre juveniles no se vio afectada por la cantidad de
refugios. C. quadricarinatus es considerada una especie relativamente no agresiva, sin
embargo se ha observado una interaccion negativa entre el aumento de la densidad y
la mortalidad o el crecimiento (Jones 1997; Naranjo-Paramo et al. 2004). Se especula
sobre algunos factores comportamentales que explicarian la disminucion del
crecimiento como el aumento del gasto energético (estrés) o interrupcion en la
alimentaciéon (Jones y Ruscoe 2000). Esto explicaria por que a pesar de observarse
diferencias en la mortalidad entre los tratamientos en ambos experimentos la biomasa
final fue similar.

Por cada m? de fondo con la inclusién de los tubos de PVC (normalmente utilizados en
estanques), 2,55 m? de red cebollera colocada en forma aleatoria seria suficiente como
refugio para una densidad alta de juveniles (41,7juveni|es/m2).

La mortalidad media observada en el tratamiento con estas condiciones (disposicién al
azar y densidad baja) fue de 12/ para experimento 1y de 25/ para el experimento 2.
Esta fue similar a la observada por Viau y Rodriguez (2010) para juveniles de igual talla
y mucho menor que la registrada por otros autores para la fase de pre-engorde y con
alta densidad de cultivo (Jones 1995a,b; Karplus et al. 1995; Sagi et al. 1997; Manor et

al. 2002, Naranjo-Paramo et al. 2004).
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La necesidad de incrementar la produccién implica, entre otros factores, el aumento
de la densidad de cultivo en los estanques. Sin embargo, una mayor cantidad de
organismos conduce al canibalismo y/o la disminucidn del crecimiento (Jones y Ruscoe
2000; Barki et al. 2006). Normalmente en los estanques se utilizan refugios de PVC
para disminuir la probabilidad de encuentro entre los animales. Villarreal y Peldez
(1999) mencionan que los juveniles viven exclusivamente en los refugios formados por
las mallas plasticas durante los primeros 60 dias. Futuros trabajos podrian determinar
si en las condiciones del presente trabajo es prescindible la colocacién de tubos de PVC
gue se utilizan como rutina en el cultivo de la especie. Entre tanto se recomienda
agregar a los tanques de pre-engorde la red cebollera como refugio para juveniles ya
gue amplia la superficie del sustrato. Adema3s, la red se distribuye por todo el volumen
del tanque permitiendo la utilizacion completa de la columna de agua (Parnes y Sagi
2002).

Con el propésito de disminuir la mortalidad y mejorar el crecimiento en la fase de pre
engorde en condiciones de alta densidad, este estudio determiné que el ordenamiento
al azar de la red es la disposicion mas adecuada y econdmica para los juveniles de C.
quadricarinatus, sin embargo el exceso de la misma podria perjudicar la sobrevida. Aun
quedan por evaluar otros posibles factores como el tamafio de poro, materiales-
texturas de la red o la combinacién entre redes y disposiciones espaciales de tubos de

PVC.
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Este proyecto de investigacion se propuso generar informacién y proponer
herramientas para disminuir la mortalidad en las fases juveniles (hatchery y pre-
engorde). Dado que en estas fases los juveniles pueden alcanzar altas mortalidades
(Jones 1995a, Masser y Rouse 1997) el mejoramiento de las practicas habituales de su
cultivo es prioritario para obtener mayor numero de semilla para los estanques de
engorde.

En este contexto la presente tesis abarcd dos temas principales: el primero se refirio al
estudio de la vulnerabilidad nutricional de los juveniles de 20mg (inicio del estadio de
harchery) y de 1g (inicio del estadio de pre-engorde) informacién que puede ser
utilizada para disefar nuevos protocolos de suministro de alimento. El segundo se
basé en el mejoramiento del sistema de refugios de cultivo en particular de la “red
cebollera” en cuanto a su superficie y forma de colocacidon en los tanques a fin de
reducir el canibalismo en la etapa de pre-engorde.

Para el estudio de la vulnerabilidad nutricional se determind el punto-de-saturacién-
de-reserva y el punto-de-no-retorno. De los resultados obtenidos se desprende la gran
capacidad de esta especie de tolerar largos periodos sin alimentacién y de recuperar
sus reservas nutricionales luego de un periodo relativamente corto de alimentacién.
Los juveniles de Cherax quadricarinatus no son capaces de mudar sin alimentarse, sin
embargo, de acuerdo con los resultados del capitulo 1, los JIll y J1g necesitan sélo 2y 9
dias de alimentacion inicial, respectivamente, para acumular las reservas necesarias
para mudar al estadio siguiente (valores de PSRs estimados en el capitulo ).

Ademas se demostré que una restriccion de alimento similar al PSRsg en JIII podria ser
utilizada como herramienta para evaluar la calidad de las progenies y para reducir

costos de mantenimiento de juveniles de baja calidad ya que los Jlll sometidos a este
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protocolo de alimentacion presentan aproximadamente la mortalidad que ocurriria en
estadios siguientes (capitulo I).

Asimismo, el tiempo sin alimento que lleva a la muerte a los juveniles sin poder mudar
al estadio siguiente (valores de PNRso estimados en el capitulo Il) es de los mas altos
reportados para especies de decdpodos (Giménez 2002; Paschke et al. 2004; Bas et al.
2008; Gebauer et al. 2010).

Estos conocimientos adquiridos (valores de PSRsg y PNRsg) podrian ser utilizados para
definir nuevos protocolos de manejo del cultivo en los que no se alimente diariamente.
En la fase de hatchery, en la cual se alimenta diariamente con alimento balanceado de
alto contenido proteico y el recambio de agua es continuo, la reduccién de alimento
suministrado a los juveniles permitiria disminuir significativamente la descarga de
nutrientes. Esto reduciria el impacto ambiental del cultivo y bajaria de modo directo
los costos operativos dentro de los cuales el alimento puede representar de un 50/ a
un 70/ (Cortés-Jacinto et al. 2005; Thompson et al. 2005).

Una potencial estrategia para reducir el alimento ofrecido a los tanques es la
alimentaciéon intermitente (dias de alimentacién y dias de no alimentacién) que fue
ampliamente estudiada en peces de interés comercial (Kindschi 1988; Turano 2007) y
recientemente estd siendo evaluado en crustaceos deciapodos (Wu y Dong 2002;
Mazlum et al. 2011), particularmente en C. quadricarinatus (Stumpf et al. 2010, 2011,
2012y 2013).

El valor del indice de vulnerabilidad nutricional (IVN=PSRso/PNRsg) obtenido en el
capitulo Il para C. quadricarinatus es similar a los obtenidos para larvas de crustaceos
qgue se desarrollan en areas con baja productividad (Bas et al. 2008; Paschke et al.

2004) y menor a los de varias especies marinas (Anger y Dawirs 1981; Mikami et al.
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1995; Giménez 2002; Liddy et al. 2003; Gebauer et al. 2010). Es posible que en el
ambiente de agua dulce, al ser mas inestable, se hayan seleccionado caracteristicas
como la resistencia a la inanicién (Anger 1995b) o una menor vulnerabilidad
nutricional en esta especie. Debido a que este estudio representa la primera referencia
de estos puntos criticos en juveniles de crustaceos decapodos de desarrollo directo y
agua dulce, son necesarios mas estudios para permitir conclusiones generalizadas
sobre este aspecto. Aun asi, se propone la utilizacién del IVN definido por Gebauer et
al. (2010) como una herramienta de evaluacién de robustez de una especie para
seleccionar cultivos de alta resistencia, o del potencial impacto de una especie
introducida (capitulo Il).

La baja vulnerabilidad nutricional de la especie se podria explicar por su capacidad de
“administrar sus recursos” mediante cambios comportamentales, morfoldgicos vy
fisiologicos. Bajo condiciones de inanicidn los juveniles de C. quadricarinatus detienen
el crecimiento (redestinando la energia de la ecdisis), disminuyen la locomocidn,
cambian el aspecto de la cuticula y consumen las reservas de proteinas y lipidos
almacenadas en el hepatopdncreas y musculo abdominal.

Del mismo modo, cuando el alimento esta disponible los juveniles hambreados
muestran gran capacidad de recuperacién, reanudando su crecimiento rapidamente,
completando sus reservas (hepatopancreas y musculo) y generando nuevas reservas
de glucégeno en el musculo abdominal (capitulo Il1).

No se observo actividad enzimdtica asociada a la movilizacidon de reservas y solo la
actividad lipasa (digestiva) se mostré afectada por la inanicidon. Sin embargo, queda
pendiente el estudio de los genes implicados en el metabolismo energético y la

respuesta de éstos a la inanicién, lo que podria proporcionar una base para estrategias
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que mejoren la salud y productividad de los crustaceos cultivados (Sanchez Paz et al.
2006).

Por otro lado, se han demostrado las falencias del IHS en base himeda y la
importancia de calcular el IHS en base seca para detectar efectos de la inanicién
(capitulo 11). Ademas, se han descripto las alteraciones histoldgicas producidas por la
restriccidon de alimento en el hepatopdncreas de C. quadricarinatus (capitulo I). De esta
manera, se ha aportado informacion util para detectar posibles efectos producidos por
el estrés nutricional de las langostas siendo ésta una herramienta adecuada para
monitorear la salud del cultivo.

En cuanto al segundo aspecto abordado en esta tesis, el mejoramiento de refugios de
cultivo de la fase de pre-engorde, se demostré que 2,55 m? de red cebollera colocada
en forma aleatoria por m? de tanque (con la inclusién de los tubos de PVC) seria
suficiente como refugio para una densidad de 41,7 juveniles/mz. Bajo estas
condiciones, la sobrevida observada se mantuvo entre el 75 y el 78/, siendo muy
superior que la registrada por otros autores para la fase de pre-engorde o con alta
densidad de cultivo (Jones 1995a; Karplus et al. 1995; Sagi et al. 1997; Manor et al.
2002).

Es importante destacar que los resultados obtenidos en todos los experimentos de la
presente tesis son relativos a las condiciones experimentales aplicadas en el
laboratorio. Las mismas no son iguales a las condiciones de un criadero y por tanto son
necesarios ajustes para hacer extensible estos resultados a la produccidon a mediana y
gran escala.

En nuestro pais, desde el Estado Nacional, se promueve el desarrollo de tecnologias

para el cultivo de especies autéctonas y exodticas existentes. De esta manera, es
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necesario considerar aquellas metodologias que reduzcan los costos productivos asi
como el mejoramiento de las tecnologias de manejo durante la produccién para
obtener una adecuada rentabilidad y mantener la sustentabilidad ambiental y
econdmica en acuicultura (Luchini y Panné 2008).

En resumen, esta tesis constituye un avance en el conocimiento tedrico de la
vulnerabilidad nutricional de las especies de agua dulce en general y de C.
quadricarinatus en particular, con una aplicacién potencial a la acuicultura (fase de
hatchery). Ademas representa un aporte directo al manejo de refugios en la fase de
pre-engorde para el mejoramiento de la produccién de una especie con importancia

para la acuicultura de nuestro pais.
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Conclusiones

Los juveniles Il y de 1g de Cherax quadricarinatus necesitan sélo 2 y 9 dias de
alimentacion inicial, respectivamente, para acumular las reservas necesarias
para mudar al estadio siguiente (PSRso) lo que permitiria reducir la cantidad de

alimento suministrado.

El tiempo sin alimento que lleva a la muerte a los juveniles Il y de 1g sin poder
mudar al estadio siguiente es de 9 y 51 dias respectivamente (PNRs), y son los

valores mas altos hallados para especies de decdpodos.

Ambos valores, PSRsqy PNRsq (y el estimado indice de vulnerabilidad nutricional
a partir de ellos) demuestran la significativa tolerancia a la inanicién de la

especie.

Las alteraciones estructurales principales asociadas a la restriccion de alimento
fueron: la desorganizacion de la estructura tubular, ensanchamiento del lumen
del tubulo e hipertrofia de las células B, y podrian ser utilizadas para la

evaluacion de estrés nutricional en cultivo.

Durante largos periodos de inanicién (préximos al PNRsg) los juveniles
consumen las reservas de proteinas vy lipidos almacenadas en el

hepatopancreas y musculo abdominal.



Conclusiones

e Los juveniles sometidos a estos periodos de inanicién muestran gran capacidad
de recuperacidn, reanudando su crecimiento rapidamente, completando sus
reservas energéticas en hepatopdncreas y musculo y generando nuevas

reservas de glucégeno en el musculo abdominal.

e No se observd actividad enzimatica digestiva asociada a la movilizacién de
reservas en los tiempos de restriccion de alimento ensayados y solo la actividad

lipasa (digestiva) se mostroé afectada por la inanicion.

e Por m’de tanque en la fase de pre-engorde, 2,55 m?* de red cebollera colocada

en forma aleatoria es suficiente para disminuir la mortalidad

e Las disposiciones espaciales de mayor complejidad (disposicién vertical vy

horizontal) no mejoraron los resultados de la disposicion al azar.
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