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Resumen

Los crustaceos anostracos d el g énero A rtemia se encuentran globalmente distribuidos
en todos los continentes excepto la Antéartica. A pesar de la amplia distribucién del género, los
habitats que puede ocupar se encuentran restringidos a salinas y lagos o lagunas salados,
donde la salinidad puede variar ampliamente entre 30 y 300 g I"'. Estos crustaceos anostracos,
son utilizados habitualmente en Acuicultura, como presa viva en la cria de peces y crustaceos
marinos y /o de agua dulce de interés comercial.

El género Artemia muestra una notable flexibilidad reproductiva que le permite
adecuarse a las mas diversas presiones de seleccion del medio; variando el tipo de
descendencia que es liberada al medio en forma de quistes o larvas vivas, (reproduccién ovipara
u ovovivipara), y distribuyendo temporalmente la descendencia durante el periodo reproductivo.
La reproduccién es generaimente bisexual, aunque en Artemia puede presentarse también
partenogénesis; en este Ultimo caso ambas modalidades son excluyentes. Esta variedad de
estrategias reproductivas, sumada al potencial econémico de este recurso natural, resalta la
necesidad de profundizar el conocimiento de la biologia de la reproduccion de cada poblacion.

Esta tesis analiza en detalle la biologia reproductiva de Artemia, realizando la
caracterizacién morfolégica, morfométrica y reproductiva de una poblacién Argentina localizada
en la provincia de La Pampa. Los resultados obtenidos nos permiten confirmar la ubicacién
taxonémica de la poblacién de Artemia de la laguna Colorada Chica dentro de la especie A.
persimilis mediante el uso de caracteres morfolégicos simples y morfometria. Se caracterizaron
los 5 estadios que forman parte del ciclo reproductivo de las hembras y se determinaron las
fases que forman parte del ciclo de puesta, como resultado de la superposicién de ciclos
reproductivos sucesivos. El ciclo reproductivo tiene una duracién aproximada de 6 dias y
presenta dos periodos principales, uno que transcurre en los ovarios (aproximadamente 3 dias) y
otro que transcurre en los oviductos y el utero. Mediante el analisis del comportamiento
reproductivo de las hembras mantenidas en estado virginal (aisladas de machos) se descart6 la
presencia de partenogénesis como una modalidad reproductiva de esta poblacion. El estudio de
las variables reproductivas revel6 la presencia de un mayor porcentaje de oviparismo que
ovoviviparismo, encontrandose hembras que fueron capaces de presentar estas dos
modalidades reproductivas en camadas sucesivas. Las hembras criadas en diferentes
condiciones de salinidad presentaron un mayor rendimiento reproductivo en la salinidad de 90 g
I'', medido en funcién del nimero total de descendientes producidos por una hembra y al niumero
total de puestas. Finaimente, un estudio a nivel microscépico, realizado en hembras y machos de
las especies A. persimilis y A. franciscana, permite describir la morfologia de la zona involucrada

en el abrazo copulatorio.
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Prélogo

En nuestro pais el conocimiento de la biota de los cuerpos de agua salados es
incipiente y ha despertado hasta el momento poco interés. Probablemente esto
es consecuencia de la relativa inaccesibilidad y/o de la baja diversidad biolégica
de estos biotopos, ya que muy p ocos organismos p ueden tolerar c ondiciones
ambientales tan desfavorables. Sélo ha habido emprendimientos interesados en
estos ambientes como fuente de productos minerales u organicos o, por su valor
recreativo y estético (Williams, 1996), y como reservas naturales de
biodiversidad (Williams, 2000). Sin embargo, estos biotopos cuentan con una
fauna y flora haléfilas caracteristicas y de alto grado de endemismo, con
interesantes adaptaciones a condiciones ambientales extremas. Los “camarones
de la salmuera” (brine shrimp) crustaceos anostracos del género Artemia, son de
sus habitantes mas conspicuos. Estos organismos constituyen un recurso
natural de preferencia utilizado en todo el mundo y a gran escala en acuicultura,
como presa viva en la cria de peces y crustaceos marinos y de agua duice, de
interés comercial. Debido al creciente incremento a partir de la década del 80°
de la demanda mundial de Artemia para su aplicacién a la piscicultura y
camaronicultura, la disponibilidad y la calidad de las fuentes tradicionales, Bahia
San Francisco (California) y Gran Lago Salado (Utah) en EE.UU., han ido
disminuyendo considerablemente (Amat et al., 1990). El panorama se ha
complicado aun mas a partir de 1997, ya que un organismo de control, la UDWR
(Utah Division of Wildlife Resources), ha determinado una veda (por debajo de
cierta densidad minima) en la cosecha en el Gran Lago Salado, debido
fundamentalmente a dos razones que afectaron la disponibilidad del recurso: la
sobre-explotacion y la dilucién de la salinidad del lago como consecuencia de

lluvias excepcionales derivadas del fendbmeno de “El Nifio” que permitieron la
aparicion de predadores (Abelin, 1997). Ante la gran vulnerabilidad e
imposibilidad de control de la principal fuente mundial de quistes (van Stappen,
1997), se ha iniciado recientemente en todo el mundo una intensa actividad de

localizacién y estudio de nuevas poblaciones de Artemia que ofrezcan fuentes
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alternativas de explotacion. En este sentido nuestro pais presenta muy buenas
perspectivas, teniendo e n cuenta las grandes s uperficies de cuerpos de agua
salados que podrian sustentar poblaciones de este crustaceo tanto en forma de
quistes (embriones criptobidticos) como en forma de larvas y / o adultos (Drago
& Quiros, 1996).

El desarrollo de la acuicultura en Argentina ha estado tradicionalmente limitado a
plantas piloto 0 emprendimientos comerciales menores, probablemente debido a
la fuerte tradicion en el consumo interno y la exportacion de carnes rojas. En
nuestro pais el consumo de peces y /o crustaceos como fuente proteica no es
parte habitual de la dieta humana y, a diferencia de lo que ocurre en algunos
paises latinoamericanos como Chile, Ecuador, Pert y Brasil, tampoco forma
parte de la alimentacion de los sectores de menos recursos. Por el contrario, es
considerado como un plato exquisito, no frecuente y propio de sectores de
mayor poder adquisitivo (Saint-Paul, 1992).

Desde 1980 y debido a su disponibilidad, facilidad de cria y conservacion, las
especies de Artemia han sido el “caballito de batalla experimental” en
numerosas areas del conocimiento basico (genética, morfologia, taxonomia,
biologia celular, biologia molecular, bioquimica, etc.) y fundamentalmente
aplicado (ecologia, toxicologia, acuicultura, etc.). Por ello tienen especial
importancia: la correcta identificaciéon especifica de cada poblacién, su
caracterizacion reproductiva y la forma en que la variacion local de los factores
ambientales, particularmente la salinidad, afecta las diversas variables
reproductivas. Aun cuando los datos de campo son limitados, los resultados
obtenidos a partir de la cria de los animales en el laboratorio bajo condiciones
estandarizadas pueden aportar una informacion valiosa sobre las diferentes
estrategias reproductivas de las poblaciones silvestres, bajo diversos regimenes
climaticos.

El conocimiento de estos aspectos en cada poblacion argentina de Artemia,
permitird comprender mejor los mecanismos de adaptacion al habitat de estos
anostracos; podra facilitar la eleccién de la poblacion mas adecuada para ser
utilizada en técnicas de inoculacién artificial (ya bastante extendidas) para
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generar nuevas poblaciones en ambientes desprovistos naturalmente de este
crustaceo; finalmente, también permitira hacer una evaluacion de la calidad del
recurso (% oviparismo; tamano de quistes y larvas; fertilidad; cantidad de
puestas/ hembra, etc.) para atender adecuadamente las demandas del mercado.
Los registros argentinos sobre Artemia han sido hasta hace poco tiempo muy
escasos (Birabén, 1954; Guifazu, 1960) hasta que recientemente nuestro
equipo de investigacion bajo la direccidén de la Dra. Rosa Graciela Cohen,
empezé a desarrollar un proyecto sobre la localizacion e identificacion especifica
de las poblaciones argentinas de este crustaceo, en cooperacion con grupos de
investigacion de otras partes del mundo (Proyectos UBACYT, Proyecto ICI de la
AECI, Proyecto CYTED, Proyecto INCO de la Unidbn Europea) dando un
importante impulso al tema y produciendo los primeros resultados. (Amat et al.,
1994; Cohen, 1995,1998; Cohen & Amat, 1998 a y b; Rodriguez Gil et al., 1998,
Cohen et al. 1999 a, b; Papeschi et al., 2000; Pastorino et al., 2002).

En el presente trabajo se analizan diversos aspectos de la biologia reproductiva
de Artemia y se hace particularmente la caracterizacion morfolégica,
morfométrica y reproductiva de una poblacion Argentina de Artemia de la

provincia de La Pampa.
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1.1- Ubicacién taxonoémica del grupo en estudio

Phylum Arthropoda
Subphylum Crustacea Pennant, 1777
Clase Branchiopoda Latreille, 1816
Orden Anostraca Sars, 1867: 8*-9** familias
Fam. Artemiidae Grochowski, 1895
Género Artemia Leach, 1819
Artemia persimilis Piccinelli y Prosdocimi, 1968
Artemia franciscana franciscana Kellogg, 1906
Artemia franciscana monica Verrill, 1869
Orden Notostraca Sars, 1867: 1 familia
Orden Spinicaudata Linder, 1945: 4*-5** familias
Orden Laevicaudata Linder, 1945: 1 familia h

“Conchostracos”

Orden Anomopoda Sars, 1865: 5 familias =i

Orden Ctenopoda Sars, 1865: 2 familias
“Cladoceros”
Orden Onychopoda Sars, 1865: 3 familias

Orden Haplopoda Sars, 1867: 1 familia

*Segun Belk, 1982, Fryer, 1987: no se incluye fam. Artemiopsidae en Anostraca, ni fam. Limnadopseidae
en Spinicaudata
** Segun: Brtek, 1997

1.2- Generalidades de la clase Branchiopoda

El nivel taxonémico de los Branchiopoda ha sido alternativamente de clase o subclase
segun el tratamiento otorgado por diversos autores a las categorias taxondmicas
superiores (Alonso, 1996).

Los branquiépodos son crustaceos generalmente pequefios, con un tamafo que varia
entre un minimo de 0.26 mm (hembra del cladécero Anomopoda Alonella nana) y un
maximo de 100-120 mm (Anostraca: Branchinecta gigas y algunos Notostraca).

La mayoria de las especies habitan cuerpos de agua dulce (charcos o lagunas)

generalmente temporarios aunque a veces pueden ser permanentes; algunos viven en
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ambientes salinos a hipersalinos, y muy pocos son marinos (algunos cladoceros
Ctenopoda y Onychopoda). No esta claro si el grupo se diversifico en estos ambientes
a partir de multiples radiaciones desde el mar, o si hubo una Unica invasién que
precedié la gran radiacion morfologica del grupo en los ambientes continentales
(Martin,1992).
Los Branchiopoda constituyen un grupo extremadamente heterogéneo y muy
generalizado. La gran heterogeneidad podria asociarse con un largo tiempo de
evoluciéon, ya que algunos registros fosiles asignados a los anostracos, datan del
Cambrico superior (Walofek, 1995), y particularmente el género Artemia tiene un
registro que se remonta al Pleistoceno (Abele, 1982). Tal vez como consecuencia de
esto, muchas peculiaridades del grupo podrian considerarse como adaptaciones
convergentes ante presiones de seleccion semejantes (homoplasias) mas que
homologias (Martin, 1992). Se observan, ademas, muchas excepciones e incluso, son
mas frecuentes las diferencias entre algunos taxones que las semejanzas, lo que
indicaria una gran radiacion adaptativa (Fryer, 1987). Ademas, a pesar de su
organizacion muy generalizada, presentan algunos mecanismos complejos y
estructuras altamente especializadas para sobrevivir en ambientes muy desfavorables.
A pesar de |as grandes diferencias morfoldgicas, |a m ayoria d e | 0s carcinélogos | os
consideran un taxon natural (Schram, 1986, Fryer, 1987, Martin, 1992),
fundamentalmente sobre la base de una combinacién de caracteres unica entre los
crustaceos:

larva nauplio con anténula pequefa, uniartejada, s6lo con setacidén distal; con

protopodito de la antena grande, de mas de la mitad de la longitud total del

apéndice

aparato de alimentacién de filtro no selectivo, postmandibular;, labro muy

glandular, alargado posteriormente, cubriendo ventralmente las piezas bucales;

mandibulas de tipo roller-grinding; 2 pares de maxilas reducidas o ausentes;

surco alimentario esternal;, apéndices bucales y toracépodos (filopodios) con

armadura setosa especialmente modificada.

espermatozoides ameboides sin acrosoma (Wingstrand, 1978).
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Trabajos recientes en los que se utilizan técnicas de biologia molecular (Hanner &
Fugate, 1997, Spears & Abele, 1999, 2000) apoyan la monofilia del taxon.

1.3- Caracteristicas generales del orden Anostraca

1.3.1- Morfologia

Los anostracos son animales inermes, de cuticula muy poco esclerotizada que, como
su nombre lo indica, carecen de caparazdn. Los adultos miden generalmente de 1 a 3
cm, aunque pueden alcanzar 10-12 cm en la especie neartica Branchinecta gigas. Son
generalmente de color blanquecino, aunque pueden presentar color rojo o anaranjado,
verde azulado, verde brillante, etc., en todo el cuerpo o en parte de él. La coloracion es
inespecifica, y puede cambiar entre poblaciones de la misma especie. Frecuentemente,
un sexo es blanquecino y el otro coloreado (Cohen, com. pers.). Esta coloracion puede
deberse a la presencia de epibiontes, a pigmentos en la cuticula o epidermis, al
alimento ingerido o a pigmentos circulantes.

Poseen un cuerpo alargado dividido en tres tagmas bien diferenciados, que en la clase

reciben los nombres de cabeza (céfalon), térax y abdomen. La cabeza (Fig. 1 A) es

corta y redondeada; posee cinco somitos. En la parte anterior se encuentra el ¢jo
naupliar impar y lateralmente se desarrolla un par de ojos compuestos pedunculados.
Lieva dos pares de antenas unirramosas: un par de anténulas o antenas 1, delgadas y
no segmentadas; un par de antenas o antenas 2 con un dimorfismo sexual muy
notable: no segmentadas y bastante reducidas en las hembras; robustas, biarticuladas
y modificadas para el abrazo copulatorio en los machos.

Las mandibulas, de tipo “roller-grinding”, con palpos reducidos (Cohen, 1989 (1991)),
son simétricas o asimeétricas.

Con 2 pares de maxilas reducidas o vestigiales.

El labro, flexible, esta provisto de glandulas secretoras; se proyecta posteriormente por
debajo de la region maxilar y limita la boca ventraimente.
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CABEZA

Ovario

Organo
nucal

Ojo
naupliano

Toracdpodos Huevo
Ovisaco

Anténula Ojo
compuesto

Cercépodo
Telson

Exopodito Sedas

/

posteriores

Endopodito

Epipodito =
% Sedas anteriores

Preepipodito

Protopodito

Figura 1. Morfologia general de Anostraca. (A) Vista lateral de una hembra, (B) Filopodio, (C)
Detalle de las enditas del filopodio (Tomado de Alonso M., 1996).
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El térax (Fig. 1 A) presenta generalmente 11 somitos, cada uno con un par de
apéndices foliaceos dirigidos ventralmente y muy similares entre si. La estructura de los
toracopodos corresponde al tipo filopodial (Fig. 1 B) con un protopodito basal, que lleva
distalmente dos I6bulos setosos: un exopodito externo y un endopodito interno (Fig. 1
C). En la porcion proximal del protopodito se desarrollan: hacia el lado interno, cinco
enditas cortas, con una armadura setosa caracteristica; hacia el lado externo, un
epipodito osmorregulador y un preepipodito simple o dividido parcial o totalmente. Los
esternitos de los segmentos toracicos son ventralmente concavos, formando entre las
bases de los filopodios, el surco alimentario longitudinal ventral.

El abdomen posee ocho segmentos desprovistos de apéndices y un segmento anal (9°
somito O telson) que lleva un par de urdépodos o ramas furcales. Los dos primeros
segmentos, segmentos genitales, estan parcialmente fusionados. En el macho, estos
segmentos presentan un par de penes bien desarrollados (Fig. 2 B) con una parte
basal rigida y otra apical retractil. En la hembra, presentan un anico saco ovigero mas o

menos alargado posteriormente (Fig. 1 A).

En una resumida descripcion de la anatomia interna podemos destacar que el sistema
nervioso consta de un cerebro rudimentario seguido de una cadena nerviosa con 13
ganglios metaméricos (sistema nervioso en escalera). Los primeros once ganglios
inervan la region toracica y los dos ultimos son los ganglios genitales. El sistema
circulatorio es abierto, con un vaso dorsal extendido longitudinalmente, con ostiolos
metaméricos. Presentan una hemolinfa formada p or plasma, h emoglobina disuelta y
células incoloras ameboideas. El aparato digestivo empieza en la boca ventral, sigue
en un esoéfago vertical que alcanza la parte dorsal de la cabeza y se dilata en un par de
sacos digestivos; a partir de alli se inicia un intestino rectilineo que desemboca en el
ano, localizado posteriormente en una invaginacién del segmento anal o telson, entre

los urépodos o ramas furcales.
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Artejo Artejo
basal apical

Vesicula seminal

Parte basal del pene

Ojo nauplius

Mandibula

Parte retractil
del pene

Labro

Maxﬂula\C

Maxlla

i
Primer endlto Wﬂé i%’M
1

del primer toracépodo

kY
———’—"/ 1
Canal alimentario. ‘

Figura 2. Morfologia general de Anostraca. (A) Antena 2 izquierda del macho, vista anterior, (B)
Vista ventral de los segmentos genitales del macho, donde se encuentran los penes, (C) Vista
ventral de la cabeza mostrando los apéndices cefalicos utilizados en la alimentacién (Tomado
de Alonso M., 1996).
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En el macho un par de testiculos alargados se extienden a lo largo del abdomen hasta
el primer somito genital; los vasos deferentes se dirigen en sentido anterior y, en
conexion con los penes, pueden o no dilatarse para formar un par de vesiculas
seminales (Fig. 2 B). En la hembra, dos pares de ovarios, también alargados
longitudinalmente, pueden extenderse posteriormente por un numero diverso de
segmentos, o bifurcarse en una porcion toracica que se extiende anteriormente y una
porcién abdominal que se extiende posteriormente. Los ovarios conectan con un par de
oviductos laterales que desembocan en un atero impar, contenido en el ovisaco. Alli
también desembocan las secreciones de las glandulas de la cascara, que recubren los
huevos (quistes), formando el corion o cascara que les permite soportar condiciones de

stress ambiental.

1.3.2- Historia natural

Los anostracos viven limitados a aguas con pocos depredadores ya que son presa facil
debido a su tamafo macroscépico, movimiento predecible, y su carencia de estructuras
defensivas. Se ha sugerido que el escape a la predacion fue una de las fuerzas mas
importantes que impulsé la evolucién de sus complicadas estrategias de supervivencia
(Brendonck & Persoone, 1993) y su adaptacion a ambientes muy desfavorables e
inestables. En estos cuerpos de agua extremos, sometidos constantemente a grandes
variaciones ambientales diarias y estacionales que en algunos casos llevan a la
desaparicion completa del habitat, muy pocos organismos son capaces de sobrevivir,
incluyendo los posibles predadores. Estos biotopos de muy baja biodiversidad, son de
extension muy diversa, desde charcos a lagunas generalmente temporarios o efimeros,
de agua dulce o salobre hasta lagunas o lagos salados y salinas costeras o
continentales. Dentro del grupo Artemia es uno de los pocos anostracos que frecuenta

tipicamente ambientes con salinidades que van desde 20 a 300 g I"".
El desplazamiento y la alimentacién se realizan conjuntamente mediante el batido de

los filopodios. Mientras el animal se traslada con su parte ventral hacia arriba, los

filopodios van filtrando y reteniendo particulas (fitoplancton, bacterias, protozoos,
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detritos organicos, arcillas con materia organica adsorbida, etc) que se acumulan en el
surco alimentario ventral (Fig. 2 C) formando un bolo alimenticio aglutinado por
secreciones de los apéndices que va siendo empujado por las primeras enditas hacia la
boca. El tamafo de las particulas ingeridas esta en proporcién al tamafo del animal,
por lo cual las especies gigantes (Branchinecta gigas, B. ferox) son predadoras o
combinan un tipo de alimentacién filtrador-predador y son capaces de ingerir incluso a
otros anostracos, cladéceros y copépodos del plancton.

Dada la delgadez de la cuticula, la respiracién se realiza a través de toda la superficie

del cuerpo y apéndices.

La reproduccion es generalmente bisexual, aunque en Artemia puede presentarse
también partenogénesis; en este ultimo caso ambas modalidades son excluyentes. El
binomen Artemia parthenogenetica agrupa poblaciones partenogenéticas con
individuos di, tri, tetra, pentaploides o0 mezcla de varias ploidias (Triantaphyllidis et al.,
1998). La forma de reproduccion bisexual seria propia de las especies diploides y la
asexual de las poliploides (Amat, 1985). En las especies que necesitan la participacion
de los dos sexos para la reproduccion, durante la gametogénesis varios oocitos
maduran simultdneamente en los ovarios, los oocitos maduros quedan retenidos en los
oviductos y luego pasan al utero (en el ovisaco), donde seran fecundados. En algunas
especies, el paso desde los oviductos al utero no se realiza hasta después de la
copula. La modalidad de acoplamiento puede variar ligeramente segin las especies.
En general el macho abraza a la hembra con las segundas antenas por la parte anterior
del ovisaco (Rogers, 2002) y luego de un tiempo, en que la pareja nada abrazada, el

macho introduce uno de los penes en el orificio de salida del ovisaco (gonoporo).

En Artemia el desarrollo embrionario de los huevos puede completarse en el Gtero
siguiendo un proceso ovoviviparo, tras el cual los nauplios abandonan el utero
totalmente formados, o puede interrumpirse en alguna fase temprana (criptobiosis). En
este ultimo caso, que corresponde a un proceso oviparo, los embriones en desarrollo,
son recubiertos por secreciones hematinicas de las glandulas de la cascara,
constituyendo quistes, embriones criptobi6ticos rodeados de un corion o envoltura
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terciaria. EI mecanismo de criptobiosis tiene dos componentes: una inactivacion
metabdlica endbégena, que depende del medio interno del individuo y otra exégena, que
depende del medio ambiente. Normalmente, los quistes son expulsados desde el
ovisaco al medio exterior y su eclosion requiere de mecanismos previos de activacion.
En general, para suspender la latencia endégena es necesario que los quistes pasen
por una etapa de congelamiento o deshidratacion (Thiéry, 1987). Posteriormente, la
vuelta de las condiciones ambientales favorables (inundacién por descongelamiento o
precipitacion) suspende la latencia exbégena y se reanuda entonces el desarrollo. A
partir de este momento los quistes estan en condiciones de eclosionar. La mayoria de
las especies de anostracos son oviparas; sin embargo, las especies de Artemia pueden
presentar ambas modalidades reproductivas. La eclosion de los quistes no es
generalmente inmediata. Esto tiene un importante significado ecoloégico para la
supervivencia en cuerpos de agua temporarios, en los que la aparicién de condiciones
favorables o adversas suele ser frecuente e impredecible. En condiciones adversas, la
situacion mas ventajosa para la poblacion sera ser sorprendida cuando la proporcion
de formas criptobidticas sobre formas totales o parcialmente desarrolladas sea lo mas
elevada posible. Cuando las condiciones ambientales mejoren, los quistes podran
eclosionar y las larvas nacidas seran capaces de crecer y completar en un corto tiempo
su desarrollo post-embrionario, alcanzando rapidamente la maduraciéon sexual
(Brendonck & Persoone, 1993).

La ubicacion de los anostracos en determinados cuerpos de agua no sigue un patrén
regular y definido. Ademas su abundancia en un mismo cuerpo de agua puede variar
considerablemente en temporadas sucesivas. Existen varias hipbtesis para explicar
esta situacion que hace tan dificil poder comprender la distribucién local y temporal de
este grupo animal. Por un lado, existiria una discontinuidad en el habitat reflejada en
condiciones micro climaticas dentro del cuerpo de agua. Estos microhabitats se
producirian por el establecimiento de gradientes resultante de las condiciones locales
de inundacioén y no serian los adecuados para permitir la eclosién de los quistes. Por
otro lado, existiria una variabilidad intrinseca de los quistes en los requerimientos
ambientales necesarios para la eclosion. En algunos casos existe solo un porcentaje de
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quistes dentro de la puesta que se encuentran activados y la ocurrencia de varios ciclos
de deshidratacion-hidratacion es necesaria para que 100% de la puesta logre

eclosionar.

1.3.3- Distribucién geografica

Actualmente los anostracos son encontrados en zonas aridas, en estepas subtropicales
y en desiertos de todos los continentes (Banarescu, 1990). Cuando se trata de
entender la distribucion tan amplia que presenta este grupo de animales hay que tener
en cuenta que los anostracos estarian presentes en la tierra a partir del Cambrico
superior o Devonico inferior (Alonso, 1996, WaloRek, 1995). Al parecer, su distribucion
responderia a los movimientos geoldgicos que han sufrido los continentes en el pasado
dado que algunos géneros (Artemia, Branchinella y Branchinecta) tendrian una
representacion en el supercontinente Pangea (Belk, 1984a). Mas tarde, la distribucion
pudo haberse ampliado por intermedio de factores bidticos (transportados en las patas
de aves) o abitticos (viento) que permitieron y permiten la dispersion de los quistes. La
mayor diversidad de anostracos se encuentra actualmente en las zonas templadas y
debe ser interpretada como el resultado de una importante radiacién que sufrié este
grupo al adaptarse a vivir en ambientes tan inestables. Las condiciones abiéticas
(composicion quimica del agua y temperatura) de estos ambientes serian unos de los
determinantes para entender la distribucion geografica de este grupo (Dimentman,
1981 en Cohen, 1998). Teniendo en cuenta que estos animales habitan ambientes
acuaticos efimeros que en general no son muy extensos, no debe ignorarse la actividad
del hombre cuando se analiza la presencia actual de estos crustaceos (Belk, 1998). El
uso indiscriminado de la tierra por parte del hombre ha producido la desaparicion de
varios humedales y cuerpos de agua temporarios que son el habitat por excelencia de
los anostracos. En adicion a esto, la inoculaciones artificiales con fines comerciales de
especies foraneas, en cuerpos de agua habitados por especies endémicas, ha
producido cambios radicales en la presencia geografica de determinados grupos
(Camara, 2001).
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1.4- La familia Artemiidae

La familia Artemiidae , posee las siguientes caracteristicas:

Contiene un solo género cosmopolita halobionte: Artemia

Antenas 2 del macho con los artejos basales unidos medialmente; con tubérculo
frontal redondeado ornamentado, proximal-medial. Con artejos apicales anchos vy
aplanados (Fig. 3 C).

Maxilas 2 tipicas, con unas pocas sedas dirigidas anteriormente y una seda
adicional en posicién mas distal, dirigida posteriormente.

Once pares de apéndices toracicos de tipo filopodial, con un solo preepipodito.

Ovisaco corto y ancho, con un par de lébulos laterales con o sin espinas y dos
espinas ventrales (Fig. 3 B). Quistes esféricos de corion liso.

Vesiculas seminales poco definidas. Los penes se proyectan ventralmente, con las
bases proximas entre si (Figs. 3 F, 3 G). Partes basales rigidas, no retractiles, a veces
con evaginaciones espiniformes medioventrales; partes distales retractiles, poco
ornamentadas, con o sin proceso distal (Torrentera & Belk, 2002).

Membrana de articulacién entre el octavo y noveno segmento abdominal (o telson)

muy poco definido o ausente (Figs. 3 B, 3 F)

1.5- El género Artemia.

Aun cuando el primer registro cientifico sobre la presencia de Artemia en un cuerpo de
agua data de 1755, este animal era conocido popularmente desde mucho antes
(Schlosser en Kiienen y Baas-Becking, 1938). Al parecer varios grupos étnicos le
atribuian la propiedad de mejorar la producciéon de sal en los lugares donde se los

encontraba.
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Figura 3. Morfologia general de Artemia sp. (A) Vista anterior de la cabeza de la hembra, (B)
Vista lateral y ventral del abdomen de una hembra, dénde se observan los segmentos genitales
y el saco ovigero (ovisaco) lleno de huevos, (C) Vista anterior de la cabeza del macho, (D)
Detalle del tubérculo frontal, (E) procesos antenales, (F) Vista lateral y ventral del abdomen de
un macho, dénde se observan los segmentos genitales con los penes, (G) Vista ventral de los
penes (Tomado de Alonso M., 1996).
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Desde la segunda mitad del siglo XIX Artemia se ha transformado en uno de los
objetos de estudio de mayor disponibilidad e interés en muchas areas de investigacion
y en diversas disciplinas (histologia, genética, radiologia, toxicologia, biologia

molecular, ecologia, evolucion, etc.).

1.5.1-Taxonomia del género Artemia

El género Artemia esta considerado como un complejo de especies hermanas y super-
especies (grupos de especies incipientes in statu nascendi) definido por el criterio de
aislamiento reproductivo (Bowen et al., 1985,1988). Como muchas de estas especies
habrian surgido recientemente (a escala geoldgica) en la radiacién del holoceno se
observan entre ellas minimas diferencias morfolégicas y un espectro diverso en el
grado de aislamiento reproductivo. Existen problemas taxonémicos motivados por la
presencia de barreras parciales frente al flujo génico por los cuales algunas
poblaciones serian intermedias entre razas y especies (Browne y Bowen, 1991).
Algunos e xperimentos d e cross-breeding e ntre d iversas p oblaciones, evidenciaron la
presencia de un aislamiento reproductivo entre algunas de ellas que, hasta ese
momento, habian sido errbneamente incluidas en Artemia salina (Halfer-Cervini et al.,
1968; Barigozzi, 1972, 1974, 1990; Clark & Bowen, 1976; Bowen et al., 1978; Browne,
1983). Estos experimentos condujeron al reconocimiento de especies hermanas o
cripticas (sibling species), términos que se refieren a especies reproductivamente
aisladas en la naturaleza, pero muy similares en su apariencia externa (Bowen et al.,
1980). Los nombres de esas entidades taxondmicas han sido asignados en acuerdo
con las Convenciones Internacionales de Nomenclatura Zoolégica (Bowen & Sterling,
1978).

El binomen Artemia salina se establecié para designar a la poblacién original que se
encontr6 en el lago salado de Lymington, Inglaterra. Algunos ejemplares de esa
poblacién fueron empleados por Schlésser en 1755 para hacer la primera ilustracion, y
por Linnaeus en 1758 para hacer la descripcion de la especie (Kuenen & Baas-
Becking, 1938). En estudios recientes se han encontrado grandes similitudes
morfolégicas, entre ejemplares africanos, descriptos como Artemia tunisiana y
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ejemplares d e | a poblacion original d e L ymington, que justifican considerar a ambos
nombres (A. salina y A. tunisiana) como sinénimos (Mura, 1990). Actualmente, el lago
salado de Lymington ha desaparecido, y Artemia no ha sido encontrada nuevamente
en Inglaterra. Por tal motivo, la Gnica comparacion que puede realizarse entre las
poblaciones actuales de Artemia y la poblacién extinta de Lymington, implica el estudio
comparativo de caracteres morfolégicos con los especimenes de la serie tipo
preservados en la coleccion del Museo Britanico de Historia Natural de Londres
(Triantaphyllidis et al., 1997). El binomen A. salina (Linnaeus, 1758) tiene prioridad
sobre el binomen A. tunisiana Bowen, 1965. Por lo tanto, el primer nombre utilizable
mas antiguo es el nombre valido y el segundo pasa a ser un sindnimo.

Teniendo en cuenta las importantes diferencias genéticas que existen entre las
poblaciones de Artemia que presentan un modo de reproduccioén partenogenético, la
definicién de especie dentro del género se ha transformado en algo confusa (Abreu-
Grobois, 1987).

Existen numerosos problemas en reconocer y poder asignar correctamente las nuevas
poblaciones que estan siendo encontradas, a una especie en particular. Como ejemplo
de estas dificultades podemos mencionar la coexistencia de dos poblaciones de
Artemia con diferente modo reproductivo en el mismo cuerpo de agua. Esto ocurre en
algunas salinas espanolas y portuguesas donde se encuentran mezclas entre
poblaciones partenogenéticas y otras bisexuales (Amat, 1983; Sorgeloos, 1985;
Baitchorov & Nagorskaja, 1999). Se agrega a lo anterior que algunas salinas han sido
artificialmente i noculadas con p oblaciones d e A rtemia que no son endémicas de las
regiones donde se localizan esos cuerpos de agua (Camara & Medeiros Rocha, 1987).
El mayor problema para realizar una correcta identificacion de las poblaciones radica
en la falta de caracteres diagnésticos confiables y convenientes que puedan ser
utilizadas en una descripcion. En general los machos son los portadores de los
caracteres morfologicos mas conspicuos, tradicionalmente utilizados para la
identificacion especifica. En cambio las hembras de las diversas especies suelen ser
muy parecidas, lo que dificulta su asignacibn a una especie en particular. Segun
Brendonck y Coomans (1994b) los caracteres diagnésticos de las especies de
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anostracos deben buscarse en las estructuras relacionadas con la reproduccién porque
son éstas las implicadas en el reconocimiento y estimulacién sexual ademas del
enganche de la pareja durante el abrazo copulatorio. En otras palabras; los caracteres
sexuales externos y el comportamiento durante el cortejo y apareamiento son muy
conservativos para cada especie. Por ej., en un estudio realizado por Abreu-Grobois
(1987) se tabulan las diferencias entre las especies en cuanto al numero de
cromosomas y cromocentros asi como las diferentes morfologias de la furca ,ovisaco,
penes y l6bulos frontales del macho. No obstante, los estudios morfolégicos son
habitualmente realizados para unas pocas poblaciones y los caracteres considerados
podrian “no” ser idénticos para todas las poblaciones dentro de una especie en
particular. Para aquellos casos frecuentes entre los anostracos en los que sélo se
encuentran en la naturaleza las hembras ovigeras o simplemente los quistes, diversos
autores han investigado la forma y estructura de los quistes y han disefiado claves de
identificacion especifica sobre la base de caracteres tales como la ornamentacion
superficial, el diametro y/o el espesor del corion (Brendonck & Coomans, 1994 a y b;
Thiéry & Gasc, 1991). El uso de estos caracteres para la taxonomia tiene una utilidad
muy variada segun las familias, géneros o especies (Mura, 1991). Para el caso
particular de Artemia, si bien puede haber diferencias interespecificas en los diametros
y espesores del corion (con una gran variabilidad inter-poblacional agregada), la
cubierta terciaria es lisa en todas las especies conocidas. Por lo tanto en este caso, no
son caracteristicas utiles a nivel especifico. Por otro lado, estos caracteres podrian
llegar a tener alguna utilidad para identificar especies presentes en el pasado, ya que
muchas veces se encuentran quistes como microfésiles en los sedimentos (Shepard &
Hill, 2001).

Tratandose de especies cripticas como es el caso de las de Artemia, para asegurar la
asignacion a una determinada especie, deben utilizarse complementariamente,
diversas tipos de caracteres: ecolégicos, biométricos, morfolégicos, morfométricos,
citogenéticos, moleculares, electroforéticos, cruzamientos inter e intraespecificos,
perfiles bioquimicos, etc. (Amat et al., 1994; Triantaphyllidis et al., 1997; Rodriguez Gil
etal., 1998; Cohen et al, 1999; Sun et al., 1999; de los Rios, 2000; de los Rios &
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Zuiiga, 2000; Papeschi et al., 2000; Torrentera & Belk, 2002, Camargo et al., 2002;
Abatzopoulos et al., 2002).

1.5.2- Ciclo ontogenético

El desarrollo post-embrionario de Artemia puede dividirse en una serie de estadios
larvales determinados por sucesivas mudas en las cuales la fisonomia del animal
cambia hasta alcanzar el estado adulto. Durante la vida adulta, las mudas continGan,
pero sélo producen pequenos cambios corporales, a veces no asociados con cambios
del tamano del animal.

Las hembras bisexuales son fecundadas varias veces durante la vida adulta. Cada
fecundacién origina una puesta:

a) de tipo oviparo, constituida por quistes o embriones criptobibticos, que luego de
un tiempo de retencion son liberados al medio

b) de tipo ovoviviparo, en la que las hembras liberan directamente las larvas
nauplio al medio acuoso.

En el caso de las puestas oviparas, existe un periodo de tiempo, que podriamos
considerar como “indeterminado”, que transcurre entre el momento de la liberaciéon de
los quistes al medio y el momento de su eclosién. Este tiempo puede ser muy corto,
como ocurre en los llamados huevos subitdneos que eclosionan a las pocas horas de
ser liberados, o ser muy largo como ocurre con la mayoria de los quistes que
permanecen quiescentes un tiempo, en la orilla de los cuerpos de agua, hasta poder
eclosionar.

El ciclo ontogenético tiene una duracion diferente segun las especies. En una poblacion
de A. persimilis de la provincia de La Pampa, el desarrollo postembrionario a partir de
la eclosion de quistes o a partir de larvas nauplio, hasta alcanzar el estado adulto,
puede completarse en un periodo de tiempo que varia entre 9 a 21 dias y la longevidad
promedio es de 30 a 50 dias (Fig. 4).
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Figura 4. Ciclo ontogenético en una poblacién de A. persimilis de la provincia de La Pampa.

1.5.2.1- Estadios en el desarrollo post-embrionario

El desarrollo ontogenético de Artemia puede seguirse observando a través de la serie
de mudas, el agregado sucesivo de segmentos o grupos de segmentos al cuerpo del
nauplio hasta alcanzar el numero definitivo; la formacién gradual a partir de brotes, de
los apéndices (piezas bucales vy filopodios, con sus I6bulos y armaduras setosas), los
cambios graduales en la forma, tamano, armadura setosa, orientacién y adquisiciéon de

ornamentaciones, de las antenas segun los sexos, ademas de los cambios funcionales;

Tesis Doctoral. Ximena I. Pastorino 17



Introduccién General

el pasaje gradual de los sistemas alimentario y locomotor d e las larvas al adulto; la
delimitacion de los segmentos genitales y evolucion de los 6rganos sexuales externos;
la aparicién de los segmentos abdominales y furcas caudales (Schrehardt, 1987;
Cohen et al., 1999). Varios autores relacionan estos cambios de apariencia con las
sucesivas mudas, pero como no existe un consenso en el numero de mudas, que
puede variar segun los autores entre 9 y 17, es esperable la existencia de
discrepancias en el numero total de estadios larvales durante el desarrollo post-
embrionario (Anderson, 1967; Schrerhardt, 1987; Criel, 1991b; Cohen et al.1999). El
desarrollo post-embrionario de A. persimilis segun Cohen et al. (1999) consta de dos
estadios naupliares, tres metanaupliares, siete post-metanaupliares y cinco post-
larvales, incluidos en 4 periodos, hasta alcanzar el estado adulto. Una descripcion mas
completa de todos los estadios larvales desde L1 hasta L17 puede encontrarse en
Cohen et al. (1999).

Puede hacerse una breve descripcion de los 4 periodos, segun estos Gltimos autores:

Periodo naupliar: estadios larvales 1 a 2

El primer estadio en el ciclo ontogenético de Artemia es el caracteristico estadio
naupliar de los crustaceos, aunque con ciertas caracteristicas propias de los
Branchiopoda. El nauplio recién eclosionado (Fig. 5) posee el ojo nauplio ubicado en el
centro de la frente y tres pares de apéndices cefalicos: antena 1; antena 2 y
mandibulas birramosas. El cuerpo presenta forma sub-cénica, es de color anaranjado
debido a la gran cantidad de vitelo acumulado y su tamafo ronda los 0.4-0.5 mm.
Durante las primeras 24 a 48 hs después de la eclosion el nauplio se alimenta de las
reservas que posee en el vitelo y utiliza la antena para desplazarse en la columna de

agua.

Periodo metanaupliar: estadios larvales 3 a 5

El desarrollo continia con estadios metanaupliares poco coloreados, en los que el
intestino tiene un contenido oscuro, y el ano esta abierto al exterior. Esto indica que las

reservas de vitelo se han terminado, y el animal se estd alimentando por sus propios
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medios. El cuerpo se alarga posteriormente agregandose con cada muda uno a varios
somitos. La antena 1 desarrolla nuevas estructuras sensoriales. La antena 2 actua
activamente en la locomocién pero ahora también interviene junto con la mandibula, en
la captura del alimento, acarreandolo hacia el labro que es de gran importancia en el
proceso alimentario. Al final de este periodo se encuentran definidos todos los
apéndices bucales, seis a 7 segmentos toracicos y los brotes ya lobulados o no, de

hasta 4 pares de filopodios.

Ojo nauplius

Anténula

\ '
Mandibula

Labro

Figura 5. Larva nauplio de Artemia (Tomado de Alonso M, 1996).
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Periodo post-metanaupliar: estadios larvales 6 a 12

En la antena1 se completa el desarrollo del aparato sensorial. Los ojos compuestos se
desarrollan y trasforman en ojos pedunculados. Las estructuras de la antena 2 que
intervienen en la nataciébn o que asisten en la captacion de alimento comienzan a
reducirse a medida que se va completando el desarrollo de los filopodios, los que van
asumiendo gradualmente la funcion locomotora, filtradora y transportadora de alimento
hacia la regién bucal. La mandibula comienza a reducir los caracteres larvales y a
adquirir la morfologia del apéndice adulto. Los dos pares de maxilas alcanzan su forma
y funcién adulta. A partir del estadio post-metanaupliar VI (estadio larval 11) pueden
diferenciarse los sexos. En la larva masculina, la region genital (que corresponde a los
dos primeros segmentos del abdomen) presenta ventralmente un par de monticulos
globulares por segmento, que corresponden a los brotes de los penes (Fig. 54 en
Cohen et al., 1999). En la larva femenina, esta regién genital presenta el brote del
ovisaco, que se observa como un unico promontorio de forma globosa y con un

pequeno gonoporo (Fig. 47 en Cohen et al., op.cit.).

Periodo post-larval (estadios larvales 13 a 17)

Durante este periodo se completan todos los cambios morfolégicos en el cuerpo y en
los apéndices, que determinan la diferenciacion entre los sexos.

La antena 2, empieza a desarrollar su dimorfismo sexual a partir de la postlarva 1. En el
macho la antena 2, progresivamente mas robusta, va rotando hasta alcanzar la
posicion ventral tipica del apéndice en el adulto. En la hembra la antena es triangular,
latero-ventral y se va reduciendo de tamafio hacia el final del periodo. En ambos sexos
la armadura setosa larval desaparece gradualmente y el endopodito se reduce. El
cuerpo de la antena adulta va a quedar limitado al exopodito larval. En el macho, las
bases de ambas antenas quedan unidas por un puente medio. A fines del periodo post-
larval aparece, en la parte media del puente, un par de monticulos espinosos. Se
desarrolla también una articulacion secundaria, que divide ambos exopoditos antenales
en una parte basal cilindrica y robusta y una distal, aplanada y falciforme; en la parte
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basal, el I6bulo frontal, que ya habia aparecido a fines del periodo anterior, se hace
progresivamente mas conspicuo y ornamentado. En la region genital los 6rganos
sexuales externos, penes pares y ovisaco impar completan su desarrollo. En la porcién
rigida de cada uno de los penes aparece una espina medio-proximal. En el ovisaco, de
forma triangular aparecen un par de pequenas espinas puntiagudas en posicion ventral
y otro par de espinas mas grandes y de punta roma, en posicion lateral. Al final del
periodo los ovarios muestran oocitos, que en algunos pocos casos ya han bajado hacia

los oviductos.

1.5.3- Sistema reproductor de Artemia

1.5.3.1- Masculino

El sistema reproductor masculino consta de un par de testiculos, un par de conductos
deferentes, glandulas accesorias, y penes (Criel, 1991a). Los testiculos son estructuras
tubulares simples y huecas rodeadas por una delgada membrana testicular hialina.
Histolégicamente presentan dos tipos celulares principales: células somaticas de
soporte y células germinales. Los conductos deferentes se unen a los extremos
anteriores de los testiculos, formando un lazo y terminado en el extremo superior de los
penes. Los espermatozoides son almacenados todo a lo largo de los vasos deferentes
y son mantenidos en movimiento por medio de contracciones ritmicas de la
musculatura de los mismos (Brown, 1970). Los penes estan compuestos por dos
partes: la basal fija (o rigida) y la distal que es retractil y se invagina en la basal. Las
partes fijas de ambos penes forman una pieza Unica pero bifurcada distalmente, que
esta cubierta de una cuticula similar a la que cubre el resto del cuerpo. Las partes
evaginables que se proyectan hacia afuera durante la copula, son tubos parcialmente
invaginados en “dedo de guante”, que conectan el extremo distal del vaso deferente
con el exterior. Cuando las partes retractiles de los penes se encuentran extendidas, el
revestimiento del lumen se transforma en la cubierta exterior y ambos vasos deferentes
se convierten en las partes mas distales del tracto reproductivo (Fig. 6). Unas glandulas
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accesorias se localizan cerca de la unién entre los conductos deferentes y la porcion

retractil de los penes, pero su funcién es aun desconocida.

C
A
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Figura 6. Representacion esquematica en vista ventral del sistema reproductor masculino. En la
zona superior del dibujo se muestra un pene evertido y en la inferior el pene se encuentra
retraido como se lo observa normalmente. Las flechas muestran la union entre la parte rigida y
la retractil de los penes. A, glandula accesoria; C, ducto colector; P porcion retractil del pene; T,
testiculo; V, vaso deferente. (Tomado del Criel, 1991a)

1.5.3.2- Femenino

El sistema reproductor femenino consta de un par de ovarios y un par de oviductos que
desembocan en el Gtero al que se abren varios grupos de glandulas de la cascara
(Criel, 1991a). Los ovarios son estructuras tubulares pares que se extienden desde el
ultimo segmento toracico, pasando a través de los segmentos genitales hasta
aproximadamente el tercer o cuarto segmento abdominal. Microscépicamente, se
observan en los ovarios cambios ciclicos que reflejan los diferentes estados de
maduracién de los oocitos en el ciclo reproductivo (vitelogénesis). A nivel del primer
segmento abdominal los ovarios se conectan con los oviductos o “bolsas laterales”, que
son esféricos y se proyectan hacia los lados del ovisaco para desembocar en el borde
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antero-lateral del utero a través de una membrana u obturador. Los oviductos poseen
un epitelio secretor rodeado por fibras musculares en disposicién longitudinal y circular.
Cuando los oocitos estdn maduros, son movilizados desde los ovarios hacia los
oviductos donde permanecen algun tiempo, rodeandose de secreciones glandulares.
Una vez alli, los oocitos completan la primera divisibn meiética y desarrollan una
membrana de fertilizacion (Fautrez-Firlefyn, 1971; Criel, 1989; Murugan et al., 1996).
Durante la copula, el utero funciona como un receptaculo seminal mientras los oocitos
permanecen en los oviductos. De esta forma, los procesos de copula y fertilizacion
estan separados. Luego de un tiempo los oocitos pasan al utero donde se produce la

fertilizacion.

Glandulas de la cascara. La envoltura terciaria

Las especies del género Artemia presentan tres pares de glandulas de la cascara
ubicadas en el utero de forma péstero-lateral dorso-medial y antero-lateral. Las mismas
estan formadas por varios grupos de unidades glandulares. Generalmente cada unidad
esta formada por dos células oblongas separadas por un lumen que comunica con el
atero por medio de un conducto. Este conducto esta formado por una célula “cuello” y
un pequeio numero de células “conducto” (Anderson et al., 1970). La matriz
citoplasmatica de las células glandulares contiene glucégeno, lipidos, numerosas
mitocondrias y un aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico rugoso bien
desarrollados. Cuando las hembras producen huevos con envoltura terciaria (quistes),
el material para formar la porcion mas externa de esa cascara es sintetizado en las
glandulas de la cascara. Durante esta sintesis se forman en las glandulas un gran
ndimero de vesiculas membranosas que contienen lipoproteinas y cuya acumulacion le
confieren coloracion a las glandulas. En los diferentes ciclos reproductivos el color de
las glandulas puede variar desde un castafio oscuro hasta la casi total transparencia.
La gruesa envoltura terciaria (cascara o corion) que se deposita rodeando a los
embriones, es inicialmente homogénea y mas tarde se hace esponjosa, llenandose de
estructuras similares a alvéolos. Cuando termina la maduracién de la cascara se

adiciona a los embriones una capa mas externa y homogénea. La envoltura terciaria
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queda asi formada por dos capas: una alveolar (mas interna) y una cortical o cuticular
(mas externa). Esta envoltura terciaria no protege a los embriones contra la pérdida de
agua pero les brinda una proteccion contra dafio mecanico, radiaciones ultravioletas y
hongos (Belk & Cole, 1975).

1.5.4- Modalidades reproductivas. Oviparismo y ovoviviparismo

Las hembras de Artemia pueden producir dentro del Utero algunas camadas de
embriones que tienen una cascara delgada y completan su desarrollo embrionario en el
ovisaco, liberando larvas nauplio al medio (ruta ovovivipara). Otras camadas de
embriones, en cambio, presentan una gruesa cascara y detienen su desarrollo
embrionario (diapausa) en estado de gastrula temprana antes de ser liberadas al medio
como quistes (proceso oviparo). Se ha sugerido que el destino de cada camada estaria
determinado completamente por el tipo y cantidad de secrecion liberada en el Gtero por
las glandulas de la cascara (Dutrieu, 1960; Lochhead & Lochhead, 1940). Sin embargo,
no se ha determinado aun el verdadero papel que cumplen estas glandulas en la
determinacion del tipo de descendencia, ovipara u ovovivipara, que pueden presentar
las hembras de Artemia. La actividad secretora de las glandulas de la cascara en las
hembras de los anostracos esta sincronizada (a pesar de mostrar cierto grado de
variacién), con el pasaje de los oocitos desde los oviductos hacia el ovisaco (Fautrez-
Firlefyn,1971)

1.5.4.1- Detencién del desarrollo embrionario: diapausa y quiescencia.

Los embriones en diapausa son aquellos cuyo desarrollo embrionario esta detenido
debido a algunas sefiales endégenas (procesos fisioldgicos o cambios estructurales).
Estos embriones no reiniciaran su actividad metabdlica hasta que la diapausa finalice,
aunque las condiciones del medio sean favorables (Clutter,1978; Drinkwater & Clegg,
1991). Muchos organismos entran en diapausa al captar “claves” ambientales que
pueden ser interpretadas por su medio interno como indicadores de condiciones
negativas; de esta forma entran en detencion metabdlica antes que estas condiciones
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desfavorables los afecten. La salida de la diapausa, llamada “activacion”, requiere la
exposicion especifica a determinados factores ambientales estimulantes (desecacion,
congelamiento, falta de oxigeno, disminucién de la salinidad, disminucién del alimento,
polucién ambiental, etc.). Como estas condiciones ambientales son desfavorables para
reiniciar el desarrollo, el embrién entra en un estado hipometabdlico consecutivo a la
diapausa, llamado quiescencia. En este estado el embrién responde directamente a las
condiciones del medio externo (factores exogenos). ElI metabolismo normal se

restablecera cuando las condiciones ambientales sean favorables (Fig. 7).

Claves ambientales QUISTES EN DIAPAUSA
Condiciones favorables para Condiciones desfavorables para
terminar con la diapausa terminar con la diapausa
QUISTES ACTIVADOS QUISTES EN DIAPAUSA
(en quiescencia) Los quistes permanecen
Y N inactivos
Condiciones favorables Condiciones desfavorables
para la eclosion para la eclosion
NAUPLIOS QUISTES EN QUIESCENCIA
ANHIDROBIOSIS Desecacion
ANOXIBIOSIS Falta de oxigeno
CRIOBIOSIS Baja temperatura

Figura 7. Diferentes rutas metabdlicas que p ueden s eguir |os e mbriones de Artemia que se
encuentran en diapausa. (Tomado de Drinkwater & Clegg, 1991)

Tesis Doctoral. Ximena I. Pastorino 25



Introduccién General

La trehalosa

En el género Artemia la diferencia entre los embriones que entraran en diapausa y los
que seguiran la ruta del ovoviviparismo se daria, aparentemente, muy temprano en el
desarrollo. A un tiempo determinado, los embriones que seran presumiblemente
diapausicos, presentaran grandes reservas de trehalosa, un disacarido no reducido,
que se sintetiza aparentemente en los embriones cuando estan en el utero.

La trehalosa forma parte de 15% del peso seco del quiste y se ha propuesto que su uso
como carbohidrato de reserva, en lugar del glucégeno, tiene un importante valor
adaptativo relacionado con la habilidad de este disacarido para preservar las
membranas y organelas celulares sin cristalizarse en condiciones de sequedad
extrema (Clegg, 1964 y 1974).

1.5.5- Tacticas reproductivas

El género Artemia muestra una notable flexibilidad reproductiva que le permite
adecuarse a las mas diversas presiones de seleccion del medio. Por un lado, variando
el tipo de descendencia que es liberada al medio y por otro distribuyendo

temporalmente la descendencia durante el periodo reproductivo.

1.5.5.1- Variacion en la modalidad reproductiva

Todas las poblaciones de Artemia conocidas combinan las modalidades reproductivas
ovovivipara y ovipara en una proporcién diversa (Gajardo & Beardmore, 1989). Segun
algunos autores los quistes son parte de una compleja tactica para la supervivencia en
ambientes temporarios e inestables (Lavens & Sorgeloos,1987; Drinkwater & Clegg,
1991, Fryer, 1996). Esto parece ser muy razonable considerando su compleja y
especializada morfologia y sus caracteristicas funcionales altamente especializadas.
Sin embargo, la produccion de quistes acarrearia multiples desventajas. En varias
poblaciones criadas y estudiadas en laboratorio se encuentra una baja produccion de
quistes en comparacién a la descendencia ovovivipara y una baja tasa de eclosién de
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los quistes producidos. En adicién a esto, cuando se promedian los datos para muchas
poblaciones de Artemia, se obtiene que una tipica puesta de quistes es 74% mas
pequena que una de nauplios (Browne, 1980a). Todo esto indicaria la existencia de un
balance o intercambio entre las ventajas y desventajas involucradas en la produccion
de quistes o nauplios. Resulta interesante destacar que, para una misma poblacién de
Artemia, el tamafio de los nauplios nacidos a partir de la eclosion de quistes es menor
que el de los nacidos en forma ovovivipara (Amat, 1980). Este fendmeno quedaria
explicado por el mayor gasto energético que significa el modo de reproduccion oviparo
cuando se lo compara con el ovoviviparo (Morris, 1971), teniendo en cuenta que 22%
de la masa del quiste es utilizada solamente para la encapsulaciéon (Clague, 1962). El
punto de vista mas generalizado entre los especialistas es que el cambio del
ovoviviparismo al oviparismo se encuentra bajo control ambiental. Producido por una
disminucion en la disponibilidad de alimento, una disminucidon en el contenido de
oxigeno, un incremento en la salinidad, etc. (D' Agostino & Provasoli, 1968; Browne,
1982; Amat, 1985). Inversamente, en un ambiente adecuado recientemente colonizado,
la proporciéon de ovoviviparismo, seria mayor para asegurar un rapido aumento del
namero de individuos. Sin embargo, algunos autores sefialan que en Artemia
franciscana el cambio del ovoviviparismo al oviparismo esta asociado, al menos en
parte, con el nivel de heterocigosis de las hembras, las cuales serian mas resistentes a
las condiciones adversas del medio cuanto mayor sea su numero de /oci heterocigotas
(Gajardo & Beardmore,1989). Posiblemente exista un componente ambiental y otro

genético en la determinacion del cambio de un tipo de reproduccién al otro.

1.5.5.2 Distribucion temporal de la descendencia

Las poblaciones de Artemia criadas y estudiadas en laboratorio muestran la capacidad
de producir muchas puestas en el tiempo que dura el periodo reproductivo y de
producir un gran numero de descendientes en cada una de ellas. Es decir tienen un
alto potencial bi6tico. La bibliografia clasica sugiere que el factor mas importante en la
determinacion del crecimiento inicial de una poblacion es la edad a la que ocurre la

primera puesta de las hembras (Cole, 1954).
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Por un lado, Artemia es un gran colonizador de ambientes salinos. La dispersion de los
quistes se realiza en forma pasiva principalmente por el viento o en las patas, plumas o
tubo digestivo de las aves acuaticas que frecuentan cuerpos de agua de ciertas
caracteristicas. También el hombre se ha convertido en tiempos recientes en un
importante medio de dispersién de los quistes, en relaciéon con un desarrollo poco
cuidadoso de su actividad econémica. Dado que los quistes tienen una gran capacidad
adaptativa para tolerar un intervalo muy amplio de variacion en los factores
ambientales, es muy probable que los quistes que alcancen un biotopo adecuado
puedan ser el comienzo de una nueva poblacién. Un gran nimero de descendientes
por puesta producidos lo mas rapido posible (ovoviviparamente) seria una gran ventaja
adaptativa para obtener una rapida explotacion del nuevo ambiente. Por otro lado, las
poblaciones ya establecidas estan sometidas a una elevada competencia
intraespecifica por los recursos. En este caso, la posibilidad de producir muchas
camadas de descendientes seria ventajosa ya que aseguraria la representacion en el
futuro d e un genotipo e special dentro del banco de genes de la poblaciéon (Browne,
1980a).

1.5.6- Costo reproductivo

Las modalidades reproductivas junto con el rendimiento, son dos factores criticos para
entender el potencial evolutivo de las poblaciones de Artemia. El costo asociado a la
reproduccién es un componente integral de la teoria de la evolucion y de la
determinacion de las diferentes tacticas evolutivas. Algunas hipétesis postulan que los
recursos energeticos e stan disponibles p ara | os organismos d e manera finita. Como
resultado de esto, existiria un gasto energético cuando las reservas destinadas al
mantenimiento y crecimiento del individuo son desviadas hacia la reproduccion. En este
caso y de acuerdo con esta premisa, seria de esperar un crecimiento mas lento del
individuo cuando este se reproduce. Sin embargo, en experimentos donde se comparo
la supervivencia entre hembras mantenidas en pareja y otras donde la reproduccion fue
retrasada artificialmente, no se encontrd que el retraso en la reproducciéon produjera un
aumento de la supervivencia (Browne, 1982). Segun Daly (1978), algunos costos
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reproductivos se pagan desde el momento de la madurez sexual cuando los recursos
son desviados hacia el desarrollo de los 6rganos del sistema reproductor. Los
resultados de las experiencias realizadas en laboratorio parecen concordar con lo
anterior, porque en condiciones de alimentacion ad /ibitum no se o bservan m ayores
supervivencias en los grupos con retraso reproductivo, indicando que mucho del gasto
reproductivo fue pagado antes d e que se produzca |l a reproduccién (Browne, 1982).
Cuando el alimento es escaso, una parte de las reservas que la hembra destina a la
produccion de zigotas podria ser reasignada, dando como resultado una mayor
supervivencia en las hembras virgenes que en los grupos apareados. Los machos no
parecen almacenar los recursos reproductivos y por lo tanto no tienen reservas para
soportar situaciones de baja alimentacion dando como resultado una supervivencia

similar entre los machos que se aparean y los que no.

1.5.7- Claves en el apareamiento

El cortejo entre hembras y machos de Artemia estaria relacionado con la presencia de
claves visuales y tactiles. Tanto machos como hembras llevan una cantidad de
estructuras y ornamentaciones cuticulares que posiblemente tengan alguna
intervencion en el reconocimiento y/o estimulacién de los sexos para el apareamiento.
Los machos de Artemia utilizarian claves visuales poco precisas para guiar su
comportamiento de seleccion de la hembra y posterior cépula, y las hembras usarian
claves tactiles reconociendo en el macho estructuras de la antena y de la parte basal
de los penes (Belk, 1991). Todavia no esta claro si pueden existir otros factores que
intervengan en los encuentros sexuales al momento de seleccionar pareja. En estudios
llevados a cabo en laboratorio, donde se realizaron pruebas de competitividad entre
poblaciones bisexuales y partenogenéticas, se encontré que los machos de Artemia no
parecen exhibir una preferencia por abrazarse a las hembras bisexuales (de su
especie) o a las partenogenéticas (Browne, 1980b). En la mayoria de los anostracos, la
estimulacion mecanica de los penes y/o el clasping del macho, ademas de la liberacion
de esperma durante la copula, podrian ser los desencadenantes naturales del
desplazamiento de los oocitos desde los oviductos hacia el ovisaco. Como la hembra
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de Artemia no tiene la capacidad de reservar el esperma del macho para fecundar
varias camadas de oocitos, cada coOpula corresponde a una unica puesta.
Posiblemente, como una forma de evitar un nuevo encuentro con otro macho antes de
liberar la puesta, la hembra permanece abrazada al macho mas alla de la copula, hasta
el momento de la oviposicidén y posterior muda (Bowen, 1962). Se ha mencionado en
algunos anostracos que, en ausencia de cOpula, los oocitos alojados en el tracto
femenino se reabsorben (Prophet, 1963; Munuswamy & Subramoniam, 1985;
Brendonck, 1991). Por otro lado, las hembras de Artemia presentarian un ciclo
endogeno del huevo por el cual, si el macho falla en abrazar y copular a la hembra, y
por lo tanto no ocurre la fertilizacion, los oocitos maduros no fecundados no se
reabsorben, sino que pasan desde los oviductos hasta el utero y desde alli, luego del
periodo usual de retencidén, son liberados del ovisaco como puestas de “huevos
infértiles” transparentes (Bowen, 1962; Belk, 1991). Ademas de Artemia, en otros
anostracos también se ha citado la liberacién al medio de gametas no fecundadas,
algunas rodeadas de una precaria cascara o totalmente desnudas (Garreau de
Loubresse, 1980). En tres especies de Streptocephalus, las hembras no fertilizadas
presentan también un ciclo endégeno y liberan al medio huevos infértiles que no
presentan cascara (Murugan et al, 1996). Esto significaria que aqui la copula seria
necesaria para desencadenar la actividad de las glandulas de la cascara. Por el
contrario en otros anostracos como Tanymastix se encontrd produccién y liberacién de
huevos con céascara (aunque alterada) en hembras mantenidas aisladas d e machos
(Garreau de Loubresse, 1980).

1.5.8- Distribucion mundial

El género Artemia Se encuentra ampliamente distribuido en todos los continentes con
excepcion de la Antartida (Fig.8). Entre las especies que son endémicas del viejo
Mundo se reconocen: A. parthenogenetica Barigozzi 1974, distribuida en Europa, Asia
y Australia; A. salina, Leach, 1819, en la region mediterranea de Europa; A. urmiana
Gunther ,1900, en Iran , A. sinica Yaneng, 1989, en China (Bowen & Sterling 1978) y A.
tibetiana Abatzopoulos, 1998, en Tibet (Abatzopoulos et al., 1998). Las especies
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reconocidas como endémicas del Nuevo Mundo son: A. franciscana Kellogg, 1906, que
presenta una amplia distribucién en toda América y cuya presencia se ha registrado en
forma natural o introducida en todo el continente; A. monica Verrill, 1869, considerada
por algunos autores como subespecie de A. franciscana, que esta muy restringida en
su distribucion y solo se la encuentra en el lago Mono en Estados Unidos; y A.
persimilis Piccinelli y Prosdocimi, 1968, que s6lo se ha registrado hasta el momento en
la Argentina y algunas localidades de Chile (Amat et al., 1994; Colihueque & Gajardo,
1996 a, b; Rodriguez Gil et al., 1998; Cohen et al., 1999; Gajardo et al. , 1998, 1999; de
los Rios, 2000).

A pesar que A. persimilis fue también citada en la salina de San Bartolomeo, en
Cerdena (ltalia), los infructuosos intentos por cruzar machos y hembras de las
poblaciones argentinas e italianas han llevado a concluir que las dos poblaciones
pertenecen a e species diferentes (Halfer-Cervini ,1968; Piccinelli & Prosdocimi,1968;
Clark & Bowen, 1976). En las actualizaciones biogeograficas de Vanhaecke et al.
(1987) y Triantaphyllidis et al. (1998) se pueden encontrar listas extensas y detalladas a
escala mundial, de localizaciones del género Artemia.

En algunos casos es dificil reconocer si la aparicion de una especie en un cuerpo de
agua particular ocurrié naturalmente o por la accion del hombre. En 1977, quistes de A.
franciscana de la poblacion de la Bahia de San Francisco fueron introducidos
artificialmente en el Noreste de Brasil (Camara & Medeiros Rocha, 1987). Ademas de
este caso puntual la inoculacion artificial de Artemia, para ser utilizada en acuicultura
ocurrié y ocurre actualmente en casi todo el mundo (Narciso, 1989; Thiéry & Robert,
1992). Si estas introducciones no se realizan siguiendo criterios ecologicos, las
practicas de inoculacion artificial pueden ser una amenaza contra los patrones
biogeograficos de las especies de Artemia y su variabilidad natural.
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Figura 8. Distribucién mundial de Artemia: area comprendida entre las zonas sombreadas
rodeadas de lineas continuas. Las lineas punteadas indican que la conexion entre zonas
sombreadas es desconocida. Las flechas indican zonas de disyuncién en la distribucion
(Tomado de Brtek J. & Mura G, 2000).

1.5.8.1- Localizacion del género Artemia en la Argentina

La Argentina cuenta con grandes superficies de lagos, lagunas saladas y salinas bajo
distintas condiciones climaticas, que son potenciales biotopos naturales para la
instalacién de poblaciones de Artemia. Hasta el momento, el género se ha encontrado
en las provincias de Chaco, Cérdoba, Buenos Aires, La Pampa y Santa Cruz (Cohen,
1995). El registro correspondiente a la provincia de Santa Cruz (Birabén,1954) es muy
importante porque extiende considerablemente el limite austral del género. Artemia,
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identificada como A. salina, fue hallada en pequefios salares, cercanos a la costa
atlantica, a 48° 3’ de latitud Sur, en Bahia Laura y a 51° 4’ latitud Sur, al norte de Rio
Gallegos, cerca del Cabo Buen Tiempo. Este limite austral del género se ha
corroborado con el hallazgo reciente de una poblacion chilena, asignada primeramente
a A. franciscana y mas recientemente a A. persimilis, en la laguna La Amarga, en
Torres del Paine, a 51° de latitud Sur (Campos, 1996; Gajardo et al., 1998). Hasta el
momento la presencia de A. persimilis se ha confirmado en varias localidades
argentinas en las provincias de Buenos Aires y La Pampa, y en algunas chilenas
(Cohen et al., 1999; de los Rios, 2000). La especie A. franciscana se encuentra en todo
el continente americano incluyendo la Republica Argentina (Crespo, 2002) y se halla
actualmente en un proceso de especiacién incipiente, evidenciado por su gran
diversidad interpoblacional (Beardmore et al.,1996). Junto con el proceso evolutivo,
debe mencionarse la dispersion natural (edlica y por zoocoria) de los quistes y una
dispersion artificial producida por la accion del hombre que involuntaria o
deliberadamente, ha ido introduciendo quistes de esta especie, con fines econémicos.
En consecuencia, A. franciscana presenta una amplia distribucion en toda América y
existe una gran dificultad para definir limites en las areas de contacto, entre esta
especie y A. persimilis (Papeschi et al., 2000).

Vanhaecke et al. (1987) y Triantaphyllidis et al. (1998) mencionaron en sus trabajos no
mas de cuatro sitios donde se localiza Artemia en la Argentina pero es probable que en
los nombres de las localidades y coordenadas existan algunas confusiones entre la
ciudad de Buenos Aires y la provincia que tiene el mismo nombre donde se encuentran
varios lagos salados y salinas (Angelelli, et al.,1976; Drago & Quir6s,1996).
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1.5.9- Ecologia y variabilidad poblacional

A pesar de la amplia distribucién del género Artemia su habitat se encuentra
restringido a salinas (frecuentemente s ometidas a |a e xplotacién comercial de sal) y
lagos o lagunas salados, donde la salinidad puede variar ampliamente entre 20 y 300 g
I'" (Browne & MacDonald, 1982). El limite inferior de su intervalo de tolerancia a la
salinidad esta determinado principalmente por el limite superior de tolerancia de sus
predadores en un biotopo dado. La tolerancia poblacional a la salinidad es uno de los
factores esenciales para la colonizacion de nuevos ambientes, y su conocimiento
puede ser importante para la comprension del patron de distribucidn geogréfica.
Particularmente los anostracos del género Artemia se han adaptado a vivir en
ambientes sometidos a regimenes climaticos muy variados, con composiciones de
salmueras muy diversas y caracterizados por presentar comunidades de baja
diversidad y simples estructuras troficas. Como una consecuencia de la gran
plasticidad del grupo, cada poblacién en particular se adapta a las condiciones
climaticas generales de la regidn en la que se encuentra su cuerpo de agua y a las
condiciones particulares de este biotopo. El resultado es que cada poblacién presenta
variables reproductivas y de su ciclo ontogenético que estan en equilibrio con las
condiciones ambientales locales. Esto hace que sea sumamente importante tener
claramente identificada cada poblacion.

Existen estudios realizados en el laboratorio donde se demuestra que diferentes
poblaciones de Artemia, dentro de una misma especie, presentan diferencias
estadisticamente significativas con respecto a caracteristicas reproductivas (Lenz &.
Browne, 1991). De esta forma observando estas caracteristicas se podrian diferenciar
algunas especies. Por ejemplo, si se comparan poblaciones de A. salina (sinbnimo
valido de A. tunisiana) con poblaciones de A. parthenogenetica, se puede observar que
las primeras siempre presentan puestas mas pequeias, un menor numero de puestas/
hembra, una menor cantidad de descendientes totales/ hembra, un periodo
reproductivo mas corto y una menor longevidad, con respecto a las segundas. Ademas,
A. parthenogenetica presenta una mayor relacion entre cantidad de nauplios /cantidad
de quistes (Browne & Halanych, 1989). Las poblaciones americanas de A. franciscana
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y A. persimilis, se encuentran en las puntas opuestas de un variado espectro para
muchos parametros reproductivos y del ciclo de vida. Es asi como A. franciscana
presenta u na mayor cantidad d e descendientes por puesta, un mayor porcentaje de
eclosion de quistes, los mayores periodos reproductivos y una mayor longevidad de los
machos.

Se ha puesto a prueba la respuesta de las diferentes poblaciones de Artemia a
variaciones en las condiciones de salinidad y temperatura observandose importantes
variaciones en lo que se refiere a la tolerancia d e algunas p oblaciones a diferentes
composiciones ionicas de las salmueras en las que habitan (Browne et al., 1988;
Browne & Bowen, 1991). Animales provenientes de lagos poco clorurados con altos
niveles de carbonatos o sulfatos presentan muy poca viabilidad cuando se los cultiva
en agua de mar concentrada y los obtenidos de lagos con muy altas concentraciones
de cloruro de sodio que mueren cuando se los coloca en aguas altamente
carbonatadas (Bowen, 1964, Bowen et al., 1985; Bowen et al., 1988).

Las especies bisexuales y las partenogenéticas en el Viejo Mundo presentan
diferencias en cuanto a la temperatura éptima para desarrollarse (Lenz & Browne,
1991, Barata et al.,, 1996a y b; Browne &. Wanigasekera, 2000). A. parthenogenetica
muestra un mayor rendimiento en altas temperaturas y en las poblaciones bisexuales el
mayor rendimiento se observa a temperaturas bajas. También es interesante la
divergencia en la respuesta a la temperatura que se observa entre algunas poblaciones
de A. franciscana como la de Bahia de San Francisco (SFB) (EEUU), la de Macao
(MAC) (Brasil) y la de Barotac Nuevo (BN) (Filipinas). Las dos ultimas poblaciones
derivaron de inoculaciones artificiales a partir de quistes de la poblacion de SFB y se
encuentran en cuerpos d e agua que e stan sometidos a altas temperaturas. Al poco
tiempo de producida la inoculacién, las poblaciones MAC y BN mostraron una mayor
supervivencia a temperaturas superiores a los 30° C, que la poblacién norteamericana
original (SFB). Algunos autores (Gajardo & Beardmore, 1993; Gajardo et al., 1995) han
inferido rapidos cambios evolutivos, en unas pocas generaciones, en las poblaciones
MAC (Brasil) y de Salar de Atacama (Chile) por acumulaciéon de nuevos alelos, como
consecuencia de cambios estacionales drasticos en temperatura y salinidad, y de un
tipo de recoleccion sesgada para la explotacién comercial (Camara, 1996).También se
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encontraron diferencias al comparar animales de la poblacion SFB recolectados en el
ambiente natural y animales de la misma poblaciéon que fueron criados en laboratorio
durante 25 afos (Browne, 1985). Esto podria explicarse como una adaptacion
hereditaria a las altas temperaturas aunque la gran plasticidad que presenta A.
franciscana no puede tomarse como una regla general (Lenz & Browne, 1991). Las
diferentes condiciones climaticas (variaciones anuales de temperatura vy
precipitaciones) que se observan a través del continente americano, y particularmente
de nuestro extenso territorio, ademas de los cambios hidrobiol4gicos locales en cada
biotopo particular, se traducirian en una marcada y rapida tendencia a desarrollar
caracteristicas adaptativas locales, propias de cada poblacion (seleccion de formas o
cepas locales). Por otro lado, los datos experimentales sugieren que el género Artemia
ha sido sometido a una gran variedad de presiones selectivas que se refleja en la gran

variabilidad en sus caracteristicas reproductivas y del ciclo de vida.

1.5.9.1- Aislamiento ecoldgico

Dado el relativo aislamiento de cada biotopo habitado por Artemia y el particular
método de dispersion de los quistes por vientos o aves limicolas migratorias,
probablemente se estén dando fendmenos de deriva genética que promuevan la
diferenciacion de formas locales en ambientes sometidos a cambios de tamafo
poblacional causados por los sucesivos ciclos de extincidén y recolonizacion, tipicos de
los ambientes temporarios (Gajardo et al. 1998). Como consecuencia existiria una gran
heterogeneidad genética aun entre poblaciones de la misma especie (Gajardo et al.,
1995; Camara, 1996; Gajardo & Beardmore, 2001). Esta es la razén por la cual muchas
poblaciones dentro de la ‘super-especie’ A. franciscana se encuentran aisladas
ecolégicamente. Por ejemplo, las poblaciones existentes en los salares continentales
de América del Norte han experimentado grandes cambios en la composicién de sus
salmueras durante el Holoceno y en apariencia, algunas ‘semi-especies’ (especies
incipientes) de A. franciscana no se han adaptado a esos cambios en el ambiente
(Lenz & Browne, 1991). Existen estudios que han evidenciado la presencia de barreras

genéticas entre poblaciones de A. franciscana parecidas morfolégicamente que habitan
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biotopos con similares concentraciones y tipos de salmueras pero que estan
geograficamente aisladas. Cuando este tipo de barreras genéticas limitan la
supervivencia de la progenie hibrida es correcto describir a la poblacién como una sub-
especie dentro del complejo de especies, es decir que esta proxima a alcanzar una
nitida especiacion. A partir del desarrollo de medios sintéticos fue posible poner a
prueba el aislamiento reproductivo entre algunas poblaciones de A. franciscana que
estan aisladas ecologicamente en la naturaleza. Estas poblaciones pudieron ser
hibridizadas artificialmente bajo condiciones muy restrictivas demostrandose que todas
ellas forman parte de la misma super-especie (Browne & Bowen , 1991). Esto significa
que todas representan un grupo monofilético de poblaciones alopatricas en el que se
incluyen especies hermanas, semi-especies y sub-especies (Abreu-Grobois, 1987;
Bowen et al., 1985; Bowen et al., 1988.

1.5.10- Importancia econémica

A pesar que el camaron de la salmuera (brine shrimp) es conocido por el hombre desde
hace cientos de afios, su uso para emprendimientos comerciales comenz6 a mediados
del siglo 20, cuando muchos investigadores encontraron que las larvas de Artemia
podian ser usadas como alimento en la cria de otras especies. Los nauplios de Artemia
son un recurso natural utilizado habitualmente a gran escala como presa viva en la cria
comercial de peces (piscicultura) y crustaceos marinos (camaronicultura); a escala
menor, son utilizados en acuarofilia. Ademas, junto a otras especies de anostracos han
sido propuestos como eslabén trofico en cadenas simples de reciclado de desechos
industriales, agropecuarios o incluso domiciliarios por su gran capacidad para la
filtracion no selectiva (Sorgeloos, 1980; Jawahar & Brendonck, 1995). Una importante
ventaja que presentan Artemia con respecto a las dietas inertes consiste en que
pueden obtenerse facilmente larvas en estado fresco, a partir de la eclosion de quistes
producidos en el medio natural y que luego de ser procesados, estos quistes pueden
ser almacenados en los laboratorios hasta el momento de su uso.

La historia de la comercializacién y cosecha de los quistes de Artemia presenta una
evolucion muy interesante (Bengtson, 1991). En la década del 50’ los suministros
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comerciales de quistes de Artemia para uso como alimento para peces de acuario
provenian de los EE.UU. Con el inicio de las investigaciones en la cria de peces y
crustaceos marinos a gran escala a comienzos de los 60’, surgieron nuevas
oportunidades de comercializacion para los quistes de Artemia. Dado el creciente
incremento de la demanda de Artemia para el uso en investigaciones en acuicultura y
camaronicultura en todo el mundo, la disponibilidad e incluso la calidad de las fuentes
tradicionales (Bahia de San Francisco y el Gran Lago Salado) fueron disminuyendo,
produciéndose ademas un aumento muy importante en el precio de los quistes. Este
fue el principal motivo por el cual en todo el mundo se comenzé a desarrollar una
intensa actividad de localizacion y estudio de nuevas poblaciones de Artemia que
pudieran ofrecer fuentes alternativas de explotaciéon (Amat et al.,, 1990; Lavens &
Sorgeloos, 2000). En la Universidad de Ghent se empezaron a desarrollar estudios
teoricos y aplicados sobre la biologia de Artemia. Desde alli algunos investigadores
proclamaron que “el problema del desabastecimiento mundial de quistes era algo
artificial y temporario”. Efectivamente esto se verificO6 cuando comenzd la
comercializacion de quistes procedentes de otras partes del mundo, facilitada por la
ayuda de organizaciones internacionales y empresas privadas. Para mediados de los
80’ los cambios en la situacion con respecto al desabastecimiento de los quistes de
Artemia fueron obvios, con nuevos productos comerciales disponibles en el mercado
que venian desde la Argentina, Australia, Brasil, Colombia, Francia y Tailandia. Los
precios bajaron considerablemente y la competencia entre los nuevos paises
productores fue agresiva. Sin embargo, la calidad de eclosion de los productos
comerciales no era constante y el valor nutricional variaba entre las diferentes fuentes
comerciales y los diferentes lotes (Vanhaecke & Sorgeloos, 1983). Se agregd a esto
que algunos sitios productores tradicionales (Gran Lago Salado de Utha) dejaron de
existir temporariamente, debido a que ciertas condiciones ambientales fueron
desfavorables durante largos periodos de tiempo (van Stapen & Sorgeloos, 1993;
Sorgeloos, 1995). Actualmente, la produccién de quistes, viabilidad y precio son
relativamente estables gracias a los esfuerzos en las crecientes investigaciones sobre
la biologia de Artemia y la evaluacién y prospeccion de nuevos sitios de extraccion que
se realizan en todo el mundo (Vu Do et al., 1988; Barata, Hontoria, Amat, 1996; Mejia
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Castro, et al., 1999, Correa & Tapia, 1998; Alvarez & Sanchez, 1994; van Stappen, et
al., 2001, Zmora et al., 2002). Ademas, constituyen factores importantes el
mejoramiento en los métodos de cosecha y procesamiento de los quistes, la
implementacion de certificaciones de calidad y las modernas técnicas de mejoramiento
del valor nutricional de Artemia mediante el uso de dietas de enriquecimiento (Garcia-
Ortega et al.,1998; Nghia et al., 2001). El precio de los quistes es ahora dependiente de
la calidad, encontrandose tipos mas economicos (de baja calidad) caracterizados por
nauplios grandes con pocos niveles de acidos grasos esenciales y quistes de gran
calidad que eclosionan de manera sincronizada dando pequefios nauplios libres de
contaminantes y con altos niveles de acidos grasos esenciales. EI consumo de quistes
de Artemia desde mediados de los 80’ ha aumentado a cientos de toneladas anuales
como resultado de la expansién mundial en el cultivo comercial de peces marinos,
camarones y langostas ( Triantaphilidis et al., 1994). P ara muchas especies que son
fuertes candidatos para su aplicacion en acuicultura, la transicion desde los proyectos
piloto hasta la comercializacién ha comenzado desde hace poco tiempo. En vista de la
creciente demanda de larvas de peces y camarones y la esperada extension de la lista
de nuevas especies de peces con capacidad para el cultivo comercial (e. g., mahi-mahi,
mero, etc.) la demanda de quistes de Artemia se presume que ird en aumento en los
anos venideros (Sorgeloos, 1989; Sorgeloos & Sweetman, 1993; Naihong, et al.,1999).
La produccion artesanal, a pequefia escala, a pesar de que presenta un buen
desarrollo técnico en varios paises de Latinoamérica y el sur de Asia (Sorgeloos, 1987;
Naihong et al., 1994), no contribuira significativamente al abastecimiento mundial de
quistes. Sin embargo, estos emprendimientos comerciales pueden proveer interesantes
posibilidades para el desarrollo de economias locales con restringidas posibilidades
para la importacién (Hendry, et al., 2001; Djunaidah, et al., 2001).

Tesis Doctoral. Ximena |. Pastorino 39



2. Hipotesis y Objetivos



2. Hipétesis y Objetivos

2.1-Hipétesis principales

v Tratandose de especies cripticas como es el caso de las de Artemia, para asegurar
la asignacion a una determinada especie, debe recurrirse a diversas metodologias.
(Triantaphyllidis 1997; De los Rios, 2000; Amat et al., 1994; Rodriguez Gil et al.,
1998; Cohen et al., 1999)

v Dado que, antes que una hembra ovigera de anostraco libere al medio los
productos de una puesta (quistes o “nauplii’) ya se ha iniciado en sus vias
reproductivas la maduracién de una segunda camada, es posible reconocer una
secuencia de estadios reproductivos (etapas de maduraciéon de oocitos = ciclo
reproductivo) y una secuencia de figuras (superposicion de estadios de 2 ciclos

reproductivos sucesivos = ciclo de puesta) (Brendonck, 1991).

v' Las hembras de Artemia persimilis, liberan en ausencia de machos, oocitos no

fecundados al medio.

v" Poblaciones de una misma especie presentan variaciones locales en algunos
parametros reproductivos y en caracteristicas del ciclo de vida que se relacionan
con las condiciones climaticas del biotopo natural al que estan adaptadas. La
salinidad es un factor ambiental que afecta la morfologia y morfometria, las
variables reproductivas y la longevidad. (Browne,1988; Williams, 1998,
Triantaphyllidis, 1995).

v Ambos sexos presentan en las antenas y/o en los segmentos genitales, estructuras
cuticulares que estan relacionadas con el reconocimiento o la estimulacién sexual a
nivel de especie durante la busqueda de pareja y el amplexo.( Wilson et al., 1993;
Cohen et al., 1999; De Los Rios, et al. 2000)
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2.2-Objetivos

v Confirmar la identidad especifica de la poblacion de Artemia de la laguna Colorada
Chica (La Pampa, Argentina), y su grado de semejanza con otras poblaciones de las
2 especies americanas de Artemia, por medio de la morfometria y la morfologia, en
hembras y machos. Proponer nuevas variables morfométricas y describir algunas

diferencias morfolégicas especificas en ambos sexos.

v' Describir los diferentes estadios en el ciclo reproductivo (del oocito en el ovario,
hasta el quiste o larva nauplio, liberados al medio), caracterizarlos morfolégicamante
y postular un modelo de secuencia de las diferentes figuras de puesta (superposicion
de ciclos reproductivos entre dos puestas consecutivas) y su duracion relativa en
hembras maduras de una poblacién argentina de Artemia persimilis Piccinelli y

Prosdocimi en condiciones estandarizadas de laboratorio.

v’ Describir los ciclos reproductivo y de puesta de hembras aisladas de machos

(virgenes).

v’ Determinar si existen factores masculinos que influyan sobre la madurez sexual de

la hembra.

v' Medir diversas variables reproductivas y del ciclo de vida de la poblacién
experimental y d eterminar e xperimentalmente de qué forma influye la salinidad del
medio sobre las variables reproductivas y del ciclo de vida.

v' Estudiar si algunas estructuras cuticulares masculinas y femeninas tienen alguna

correspondencia y/o forman parte de un mecanismo tipo “llave-cerradura” a nivel de

especie, durante el abrazo copulatorio (amplexo).
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3.1- Animales

Todos los ejemplares utilizados en las distintas experiencias pertecen al género
Artemia (Custacea, Anostraca) y dentro de él a las poblaciones argentinas de: A.
persimilis, de la Laguna Colorada Chica, y A. franciscana, de la laguna Mar Chiquita.
Como material de referencia con fines comparativos, se consideraron: la poblaciéon de
Salinas Grandes de Hidalgo (La Pampa, Rep. Argentina), para A. persimilis y la del
Gran Lago Salado (Utah, EEUU), para A. franciscana. Los quistes de las poblaciones
argentinas fueron coleccionados en el campo, procesados segun las técnicas
habituales, almacenados en el Banco de quistes del Grupo Artemia (FCEN), y
finalmente eclosionados en el laboratorio para obtener los animales de
experimentacion. El Banco de quistes mencionado, fue generado en el marco de un
Proyecto CYTED (Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el
desarrollo) de colaboracion entre Espafa, Portugal y varios paises latinoamericanos
(1995-2000). Los quistes procedentes de la poblacion norteamericana se obtuvieron a
partir de quistes cedidos por el Dr. Francisco Amat (IATS; CSIC; Castellon, Espana). La
ubicacién geografica de las poblaciones argentinas estudiadas puede verse en la figura
9.
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Figura 9. Ubicacion geografica de las poblaciones de Artemia argentinas estudiadas.
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Laguna Colorada Chica: en la provincia de La Pampa a 38° 23’ de latitud sur y 63° 36’
de longitud oeste. Es un cuerpo de agua alargado en sentido nor-noroeste a sud-
sudeste, de una longitud aproximada a los 15 km y de un ancho maximo de 1.000 m
(Angelelli et al., 1976)

Salinas Grandes de Hidalgo: en la provincia de La Pampa a 37° 13’ de latitud sur y
63° 26’ de longitud o este. S e e ncuentra emplazada en una fosa alargada que tiene
direccion noreste-sudoeste con una longitud de 10 km y un ancho de 5 km (Angelelli et
al., 1976)

Laguna Mar Chiquita: en la provincia de Cérdoba a 30° 39’ de latitud sur y 62° 30’ de
longitud oeste. Esta laguna salada, que es considerada una de las mas grandes del
mundo, posee una longitud aproximada de 130 km y un ancho de 115 km. Su extensién
aumento aproximadamente, desde 1900 km? en 1977 a 5000 km? en 1982 (Reati et al.,
1997)

Gran Lago Salado (GSL): en el Estado de Utah, en los Estados Unidos, a 41° de
latitud norte y 112° 30’ de longitud oeste. En este lago, que posee una superficie
aproximada de 4.300 km?, A. franciscana produce grandes cantidades de quistes que

son cosechados y explotados comercialmente (Wayne & Gliwicz, 2001).
3.2- Obtencion de quistes

Los quistes de Artemia flotan usualmente en el agua, y al ser al ser empujados por el
viento pueden ser arrastrados hasta las orillas de las salinas o lagunas saladas, donde
se acumulan. El procesamiento comienza colocando porciones de tierra conteniendo
quistes dentro de baldes con agua salada (de la misma laguna) de esta forma los
quistes al flotar se separan de la tierra y otras basuras que quedan en el fondo. Luego
se procede a filtrar todo lo que se encuentre flotando. Este filtrado se realiza a través
de dos tamices, el primero de malla gruesa (asi se retienen basuras indeseadas y se
deja pasar a los quistes) y el segundo de malla fina (entre 100-200 pm) que retiene los
quistes dado que estos tiene un didmetro mayor a los 200 pm (Cohen et al. , 1999). Los
quistes asi obtenidos son guardados en salmuera para ser procesados mas tarde en el
laboratorio. La separaciéon fina de los quistes se hace por una técnica de flotacion
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diferencial por densidad, en aguas salada y dulce, lo que elimina cascaras, quistes
inviables y restos de impurezas (Amat, 1985). Una vez separados, los quistes se secan

en estufa a 35-40°C y luego se almacenan a 4°C en heladera.

3.3- Eclosion

Para la hidratacion y eclosion de los quistes se utilizo un ‘eclosionador’ (Fig. 10) donde,
por medio de aireacion continua desde el fondo, se aseguré el movimiento constante
de los quistes y por lo tanto una hidratacién uniforme. El ‘eclosionador’ se mantuvo con
una fuente de luz incandescente directa, que proveia no sélo de iluminacion sino
también de calor. La fuente luminica es imprescindible dado que la iluminacion es una
de las claves que actua en la desactivacion de la diapausa (van der Linden et al. 1985;
Drinkwater & Clegg, 1991) y ademas produce el calentamiento de la solucion de
eclosion a una temperatura aproximada de 26 + 2 °C.

La concentracién salina de la solucién de eclosion fue mantenida en 15 g I para los
quistes pertenecientes a poblaciones de A. persimilis y de 35 g I para los
pertenecientes a poblaciones de A. franciscana. Esta diferencia de concentraciones es
la mas adecuada para obtener el mayor rendimiento de eclosion en las diferentes
poblaciones de Artemia estudiadas (Amat et al., 1994). Luego de 24-48 horas la
aireacion fue suspendida y, aprovechando el fototactismo positivo de los primeros
estadios larvales, los nauplios fueron concentrados con luz y separados de las
cascaras y de los quistes que no llegaron a eclosionar. Las salmueras utilizadas en
todas las experiencias fueron obtenidas a partir de la disolucién de bloques de sal
obtenidos en las Salinas Grandes de Hidalgo. Las soluciones saladas, fueron filtradas a
través de papel de filtro, utilizando una bomba de vacio. La concentracion final de las
distintas soluciones fue determinada con un salindbmetro-refractometro portatil. Este
mismo aparato se usd para controlar y ajustar periédicamente la salinidad de todos los
recipientes de cria de animales a medida que transcurrieron las diversas experiencias.
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Figura 10. Dispositivo utilizado para realizar la eclosion de los quistes. Se muestra el
contenedor de la solucién de eclosion con los quistes en movimiento. El sistema de aireacion
desde la parte inferior del dispositivo permite un movimiento constante de los quistes como
indica la direccion de las flechas. La fuente luminica externa calienta la solucién a
aproximadamente 26+ 2 °C.

3.4- Cria de los animales

Los nauplios resultantes de la eclosion de los quistes se transfirieron a vasos de
precipitados, que sirvieron como recipientes de cria. Los recipientes se acomodaron
dentro de peceras con agua, que fueron climatizadas a 26 + 1 °C, actuando como
bafios térmicos. La salinidad fue aumentada desde 15 o 35 g I hasta la
correspondiente a cada experimento. Los cultivos fueron mantenidos con iluminacion
fluorescente continua, aireacién constante, pH: 8.5 y temperatura: 26 + 1 °C controlada
por termostato. Para todas las experiencias se trabajé a una densidad constante de 1
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animal / 10 ml de medio de cultivo. Los detritos fueron removidos tres veces por
semana y junto con esa operacion se controlaron y ajustaron las condiciones de cultivo,
para evitar cambios del medio durante la alimentacion de los animales o por efecto de

la evaporacion.

3.4.1- Alimentacion

Los cultivos de algas unicelulares utilizadas como alimento, fueron desarrollados a

partir de in6culos de Dunaliella salina y Tetraselmis suecica facilitados por el Dr.

Francisco Amat (IATS, CSIC. Castellon, Espana). Estos fueron mantenidos, fertilizados

y repicados continuamente para evitar su envejecimiento y/ o contaminacion, y para su

reposicion a medida que fueron siendo utilizados en la alimentacién de los animales.

Para determinar la concentracion celular de los cultivos se utilizo una camara de

Neubauer o hemocitometro. La ventaja de este método manual esta en permitir

registrar la cantidad de células al mismo tiempo que se estudia la viabilidad y pureza de

los cultivos.

Los animales fueron alimentados tres veces por semana con 1 ml/ animal de una
solucion mezcla de algas a una concentracién aproximada de 40-50 x 10° células/ mi de
Dunaliella sp. y Tetraselmis sp.; segun los patrones de alimentacion encontrados en la
bibliografia, esta cantidad de alimento es considerada ad libitum (Barata, 1996a). El
medio de cada recipiente de cria se llevd nuevamente a volumen, y se ajustd la

salinidad.

3.4.2- Sexado de los animales utilizados en las experiencias reproductivas

A fin de garantizar que las hembras y machos utilizados en las experiencias
reproductivas fueran individuos virginales, los animales inmaduros en estadio post-
larval avanzado, fueron narcotizados con una solucién de agua carbonatada y sexados
bajo microscopio estereoscédpico. Para ello se utilizaron los caracteres sexuales
incipientes, presentes ventralmente en el primer y segundo segmentos abdominales
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(Cohen et al.,1999). En los machos se observé ventralmente una pieza basal Unica con
un par de evaginaciones distales, que corresponden a esbozos de los penes. Los
cuales se proyectaban posteriormente y podian distinguirse en vista lateral. En las
hembras se encontrdé ventralmente en esta regién una prominencia impar media, que
se proyectaba posteriormente y corresponde al esbozo del ovisaco. También se
utilizaron para el sexado, las diferencias morfolégicas que se encuentran en la segunda
antena, dado que este 6rgano en los machos se agranda considerablemente para dar
una estructura que sirve en el abrazo precopulatorio, mientras que en las hembras

tiende a reducirse a una pequena estructura triangular (Cohen et al., op. cit.).
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Introduccion

La condicion criptica de las especies de Artemia, junto con la gran plasticidad
morfolégica de las poblaciones naturales ante las variaciones del medio (que se
manifiesta en una enorme variabilidad), han hecho necesario el uso simultdneo de mas
de un criterio taxonémico para la identificacion especifica, asi como la blusqueda
permanente de nuevos criterios.

Para realizar una correcta identificacion de las poblaciones que van siendo
descubiertas, los métodos habituales que se utilizan incluyen: caracterizacion
morfolégica (comparaciones de caracteres morfolégicos, morfometria, biometria de
quistes y larvas nauplios), caracterizacion reproductiva (medicién de diversas variables
reproductivas, cruzamientos inter e intraespecificos), caracterizacién citogenética
(numero de cromosomas, numero de cromocentros, analisis de mitosis y meiosis,
contenido nuclear, etc.), caracterizacion bioquimica (patrones de movilidad
electroforética de proteinas, perfil bioquimico de acidos grasos, etc.), caracterizacion
molecular (tamano d e los fragmentos de restricciéon (RFLP), AFPL, analisis del ADN
mitocondrial, etc.), caracterizacion ecolégica (tolerancia a diversas variables
ambientales: temperatura, salinidad, composicién idnica de las salmueras, etc.; tipo de
ambientes ocupados: talaso o atalasohalinos).

Trabajos realizados sobre la morfologia de Artemia han mostrado que los individuos
presentan cambios morfologicos que estan en relacion con las condiciones ambientales
a las que son criados. También se encuentran diferencias entre hembras y machos de
la misma poblacién aun cuando los animales son criados bajo las mismas condiciones,
demostrandose la presencia de una variabilidad intrinseca ademas de una variabilidad
ambiental (Gilchrist, 1960). Resultados similares fueron encontrados por Amat (1980)
después de analizar exhaustivamente las caracteristicas morfolégicas de veintidos
poblaciones de Artemia del mediterraneo y comparar estos resultados con los
encontrados en la poblacién de A. franciscana proveniente de la Bahia de San
Francisco (California, EE.UU.). Amat concluyé que la variacion encontrada en los
caracteres morfolégicos entre diferentes poblaciones de Artemia permiten la
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identificacion y diferenciacion entre las 2 especies involucradas, la europea y la
americana, pero resulta dificil la distincién entre poblaciones de la misma especie.

Para incrementar la confiabilidad sobre la observacion de las semejanzas o diferencias
en los caracteres morfoldgicos entre poblaciones, se puede complementar el método
con mediciones de diferentes estructuras corporales (morfometria) que seran luego,
sometidas a analisis estadisticos. Esto permite poner en evidencia de forma objetiva,
las diferencias observadas entre los grupos en estudio, y lograr asi una mayor
sensibilidad del método de caracterizacion morfologico. Dada la gran variabilidad en la
morfologia de los individuos de una misma o de diferentes poblaciones relacionada con
diversos factores ambientales, la condicién principal para el uso de esta metodologia es
criar los animales de todas las poblaciones estudiadas, desde quistes hasta adultos,
bajo las mismas condiciones experimentales. A pesar de esta complicacion, la
metodologia en si misma es bastante simple, porque implica medir con ocular
micrométrico bajo microscopio estereoscépico u 6ptico, las diferentes partes del cuerpo
y estructuras de los animales adultos en lugar de la utilizacion de tecnicas mas
sofisticadas, complicadas y costosas.

Con el objeto de confirmar la asignacion especifica de la poblacién en estudio en la
presente Tesis, hemos realizado, en primer lugar, la caracterizacidon morfolégica de la
poblacién de Artemia presente en la laguna Coloraca Chica, tanto en hembras como en
machos, aportando nuevos caracteres morfolégicos, e introduciendo en el analisis
morfométrico nuevas v ariables p ara cada sexo, no consideradas hasta ahora en los
analisis tradicionales. Esta caracterizacion consistié en un analisis comparativo de las
diferencias morfolégicas observadas (morfologia) y de las mediciones realizadas
(morfometria) s obre algunos c aracteres d e | os adultos, de la poblacion argentina de
Colorada Chica, con los de otras 3 poblaciones americanas: dos poblaciones de
Artemia de diferentes localidades argentinas, laguna Mar Chiquita y Salinas Grandes
de Hidalgo, y la poblacién del Gran Lago Salado de Utah, EE.UU. (tabla 1). Las
observaciones y mediciones fueron realizadas en ambos sexos, y los datos fueron

analizados separadamente.
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Metodologia

Con el fin de establecer comparaciones con la poblacién de Laguna Colorada Chica

(CCh), (provincia de La Pampa, Argentina), se utilizaron quistes de las siguientes

poblaciones:

1. Salinas Grandes de Hidalgo (SGH): poblacion de referencia de A. persimilis
(provincia de La Pampa, Argentina)

2. Laguna de Mar Chiquita (MCh) (provincia de Cérdoba, Argentina)

3. Gran Lago Salado (GLS): poblacién de referencia de A. franciscana (Utah,
EE.UU.)

Las observaciones morfolégicas y mediciones corporales fueron realizadas sobre
animales criados en el laboratorio bajo las mismas condiciones de cultivo, ya descriptas

en el item 3.4 de Materiales y Métodos general, a una salinidad final de 65 g I

Morfologia:
Se hicieron observaciones morfolégicas bajo microscopio estereoscéopico de los adultos

de ambos sexos de las 4 poblaciones, y se tomaron fotos de estructuras descriptas.

Morfometria:

20 hembras y 20 machos adultos de cada una de las 4 poblaciones fueron narcotizados
con agua carbonatada y medidos bajo microscopio estereoscopico. Se midieron las
siguientes variables morfométricas segun se indica en la figura 11.

Longitud total (LT)

Longitud del abdomen (LAb)

Longitud desde el 3er. segmento abdominal hasta el ano (LAb3)
Longitud del 8vo. segmento abdominal (LAb8)

Longitud promedio de la furca (LF)

Longitud de la antena 1 (LA)

Diametro del ojo compuesto (DOC)
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Ancho de la cabeza (AC)

Ancho del 3er. segmento abdominal (AAb3)
Distancia entre los ojos compuestos (DEO)

Cantidad de sedas en la rama furcal derecha (#SFD)

Cantidad de sedas en la rama furcal izquierda (¥SFI)

Se tomé ademas una medida exclusiva para cada sexo: el ancho del ovisaco en las
hembras (ancho maximo sin incluir las espinas laterales) y el ancho maximo del
tubérculo frontal en los machos.

Las comparaciones estadisticas entre los tubérculos frontales presentes en la antena 2
de los machos, fueron realizadas mediante un modelo de ANOVA de un factor. Para las
comparaciones d e | as variables morfométricas e ntre hembras y machos se utilizé la
estadistica de “t" para muestras independientes (Sokal & Rohlf, 1995).

Para incrementar la sensibilidad del estudio morfoldégico y maximizar la separaciéon
entre las cuatro poblaciones en estudio, se evaluaron estadisticamente las diferencias,
utilizando todas las variables morfométricas en conjunto mediante un analisis
discriminante (AD). Este analisis es uno de los mas utilizados para este tipo de
procesamientos en el que se incluyen al mismo tiempo mas de una variable, y la
existencia de diferentes grupos esta determinada a priori (Everitt, 2001; Legendre,
1998). La esencia basica del AD es determinar como se distinguen los grupos (en este
caso las poblaciones) naturalmente existentes, observando las diferencias en los
valores promedio de las variables discriminatorias (McGarigal, 2000). Especialmente
uno podria preguntarse si dos 0 mas grupos son significativamente diferentes unos de
otros con respecto a las medias de una variable en particular. Visto de esta forma el AD
puede entenderse como un andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor. Queda claro
que si el valor promedio (media) de una variable es significativamente distinto en
diferentes grupos, entonces podremos decir que esa variable nos posibilita discriminar
entre los grupos.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el programa STATISTICA 5.
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Figura 11. Medidas corporales utilizadas para la caracterizacion morfométrica de Artemia.
AAb3- Ancho del tercer segmento abdominal. AC- ancho de cabeza medido como la distancia
entre las dos antenas 1. D EO- distancia entre ojos, medida desde los extremos de los ojos
compuestos. DOC- diametro del ojo compuesto. LA- largo de la antena 1. LAb- longitud del
abdomen tomada desde el final del térax hasta el ano. LAb3- longitud desde el comienzo del
tercer segmento abdominal hasta el ano. LAb8- longitud desde el comienzo del octavo
segmento abdominal hasta el ano. LF- longitud promedio de la furca, medida desde el ano
hasta el extremo distal de la furca, excluyendo las sedas furcales. LT- longitud total tomada
desde la frente hasta el ano. (Tomado de Amat, 1980)
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En el caso en que se utilice una sola variable como discriminante, la prueba de
significacién estadistica es la de “F”". Sin embargo, usualmente, como en el presente
caso, se incluye en los analisis mas de una variable, para encontrar cual de ellas
contribuye mas a discriminar entre los grupos. Podemos pensar este tipo de analisis
como un procedimiento para identificar limites entre los grupos de entidades
(especies), los que estarian dados en términos de las variables que distinguen o
discriminan entre las entidades en el respectivo grupo. Especificamente el AD implica

obtener la combinacién lineal, funcion canénica o funcion discriminante de dos o mas

variables, que discriminaria de la mejor manera entre los grupos establecidos desde un
comienzo. La funcién canénica esta definida como la combinacién mas favorable de las
variables originales, donde cada variable es ponderada de acuerdo a su habilidad para
discriminar entre los grupos. Cuando se aplica el analisis, cada entidad pasa a tener un
valor en la funcién canénica y cuando se promedian todos los valores dentro de cada

grupo se obtiene la media canonica del grupo. Esta media canodnica es también

llamada centroide, porque es la media de la composicion de muchas variables al mismo
tiempo. El centroide indica la ubicacién mas tipica de una entidad, perteneciente a un
grupo en particular; la comparacién de los centroides de todos los grupos, nos muestra
la separacion a lo largo de la dimension definida por la funcién canénica. El poder
discriminatorio que tiene cada funcién canédnica esta medido por la magnitud de su
eigenvalor o valor propio: cuanto mayor es el eigenvalor, mayor es la capacidad que
tiene esa funcién para separar los distintos grupos. Una manera de medir la utilidad o
no de una funcién canénica es examinar los coeficientes de correlacién canénica. Estos

coeficientes indican la correlacion multiple que existe entre las variables
discriminatorias originales y cada funcidén canénica resultante del analisis. El valor de
los coeficientes de correlacion canénica puede variar entre cero y uno; un valor de cero
indica que no existe relacion entre los grupos y la funcidon candnica, mientras que

valores cercanos a uno indican altos grados de asociacion.
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Resultados

Poblaciones Localizacién geografica Individuos utilizados
Colorada Chica Provincia de La Pampa, Argentina 22 hembras
(CCh) 38°23'S;63°36'0 21 machos
Salinas Grandes de Hidalgo Provincia de La Pampa, Argentina 20 hembras
(SGH) 37°13'S;63°26' O 20 machos
Mar Chiquita Provincia de Cérdoba, Argentina 21 hembras
(MCH) 30°39'S; 62°30'O 20 machos
Gran Lago Salado Estado de Utah, Estados Unidos 20 hembras
(GLS) 41°N; 112°30'O 20 machos

Tabla 1. Ubicacién geografica de las poblaciones americanas del género Artemia utilizadas en
este estudio.

Morfologia

Antena 2 de los machos

En los machos adultos del género Artemia, la antena 2 se encuentra notablemente
modificada y presenta una forma particular que le permite actuar como un érgano de
enganche para abrazar a la hembra durante la copula. El artejo basal de esta antena
presenta en posicidon medio-basal una protuberancia de forma redondeada llamada
tubérculo frontal (frontal knob ). Esta estructura suele presentar formas algo diferentes
entre las diversas especies de Artemia (Mura, 1989). En nuestro trabajo pudimos
comprobar que en las especies americanas el tubérculo es siempre redondeado, pero
difiere en tamano. Por lo tanto, para cuantificar estas diferencias, comparamos los
valores del diametro del tubérculo frontal de las 4 poblaciones antes mencionadas,
mediante un analisis de la varianza (ANOVA) de un factor, utilizando la variable
“poblacién” como factor de separacion, encontrando diferencias significativas (p<
0.001) en los valores medios. Como se muestra en la tabla 2, utilizando la prueba
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estadistica de Tukey de comparaciones de medias, la poblacién CCh queda asociada a
SGH, poblacién de referencia de A. persimilis, y separada de la poblacién MCh, que se
asocia con GLS, poblacién de referencia de A. franciscana. Las poblaciones de CCh y
SGH se encuentran en un mismo grupo que presenta el tubérculo frontal mas grande,
caracteristico de Artemia persimilis y las poblaciones de MCh y GLS forman otro grupo
donde el diametro del tubérculo frontal es menor, como puede observarse en la figura
12.

Poblacién analizadas Valor promedio medido en mm Grupos
Colorada Chica (CCh) 0.218095
Salinas Grandes Hidalgo (SGH) 0.217000
Mar Chiquita (MCh) 0.126000
Gran Lago Salado (GLS) 0.128000

Tabla 2. Grupos de poblaciones formados al aplicar el test de Tukey de comparaciéon de medias
sobre la variable morfolégica ancho maximo del tubérculo frontal. Las lineas verticales unen
poblaciones de Artemia que no presentan diferencias significativas entre si.

Este caracter morfoldégico no se ha utilizado habitualmente para discriminar entre las
diferentes poblaciones de Artemia, dado que en la mayoria de los analisis morfolégicos
sélo se utilizan las medidas corporales de las hembras (Zufiga et al., 1999; Cohen, et
al., 1999). En consecuencia puede decirse que el tamaiio del tubérculo frontal resulta
muy util como caracter morfolégico y morfomeétrico para separar las poblaciones de A.
franciscana de las de A. persimilis dado que entre ambas especies el tamafo de esta
estructura es claramente diferente, como se observa en las figuras 12y 13.

Puede observarse que la morfologia del artejo distal de la antena 2 del macho, es
diferente entre los adultos de las 4 poblaciones consideradas, siendo en las de CCh y
SGH, falciforme (en forma de hoz) y en las de MCh y GLS, de forma triangular y mas
ancho (Fig. 13).
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Diametro del Tubérculo Frontal (mm)

CCh SGH MCh
Poblaciones de Artemia

Figura 12. Representacién grafica de los valores promedios del diametro del tubérculo frontal
medido en cuatro poblaciones de Artemia americanas. Las diferencias en los valores de las
medias son significativas a un p< 0.001. Para la identificacion de las poblaciones ver tabla 1.

Segmentos genitales de las hembras

Con respecto a las diferencias morfolégicas encontradas en las hembras de las 4
poblaciones analizadas, podemos destacar que la forma de los ovisacos es muy
similar. Sin embargo, como puede verse en la figura 14 en la parte anterior del ovisaco
de las poblaciones de MCh y GLS aqui consideradas, se observan unas proyecciones
cuticulares laterales muy conspicuas, con forma de aleta, al nivel del |imite entre el
térax y el abdomen. Estas estructuras ya fueron observadas por otros autores en
poblaciones de A. franciscana y A. parthenogenetica pero no fueron utilizadas como
caracteres discriminatorios (Pérez et al. 1994). En las poblaciones de SGH y CCh,
estas proyecciones estan presentes pero son mucho mas pequefias que en el otro
grupo. Las hembras de CCh y SGH (A. persimilis) presentan un par de proyecciones
cuticulares latero-dorsales que, junto con el tergo del segundo segmento abdominal

forman una estructura en forma de “silla de montar”.
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Figura 13. Diferencias en la antena dos de los machos de Artemia mostrando la ubicacion del
tubérculo frontal (TF) en el artejo basal del exopodito (AB) y artejo distal del exopodito (AD). Ay
A’ especimenes pertenecientes a A. persimilis ; B 'y B’ pertenecen a A. franciscana. (Aumentos:
Ay B 50x; A’ 32x ; B’ 25x).
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Figura 14. Segmentos genitales de hembras en vista dorsal (A y B) y lateral (A’ y B’)
mostrandose la ubicacién de las diferentes proyecciones cuticulares (PC). Las fotos A y A’
corresponden a especimenes de A. franciscana; By B’ a A. persimilis. (Aumento 50x)
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Esta estructura descripta con anterioridad para A. persimilis (Cohen et al., 1999), no ha
sido citada hasta el momento para ninguna otra especie de Artemia. Sin embargo, no
se la ha utilizado hasta el momento con fines taxonémicos, aunque se ha sugerido su
utilidad en este sentido (Papeschi et al.,2000). Como puede verse en la figura 14 las
proyecciones latero-dorsales de la zona genital estan totalmente ausentes en las

hembras de las poblaciones MCh y GLS (A. franciscana) (Fig. 14 A’).

Morfometria

En la tabla 3 se muestran los valores de las medias y los desvios estandares (DS), de
las 14 variables morfométricas registradas en las cuatro poblaciones de Artemia
americanas aqui consideradas. Como puede verse en la tabla 4, el analisis de las
variables morfométricas en todas las poblaciones estudiadas, puso en evidencia la
presencia de diferencias significativas entre los sexos (p< 0.001 y p<0.05). En
particular, las mediciones tomadas en la cabeza de los animales: LA, longitud de la
antena 1; DOC, diametro del ojo compuesto; AC, ancho de cabeza y DEO, distancia
entre ojos compuestos, muestran diferencias significativas entre ambos sexos,
reflejando un claro dimorfismo sexual en esta parte del cuerpo, que se agrega al
dimorfismo que presentan las antenas 2. Del mismo modo se detectan diferencias en el
ancho del abdomen, que corresponden en las hembras a un ensanchamiento del tercer
segmento abdominal, posiblemente como consecuencia del desarrollo de los ovarios.
Este analisis muestra la importancia de discriminar entre hembras y machos, cuando se

utilizan variables morfometricas para separar diferentes poblaciones de Artemia.
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Variables Morfologicas

Poblacion sexo LT LAb LAb3 LAb8 LF LA DOC AC AA3 DEO #SFD #SFI AO ATF
Colorada Chica H X 750 403 326 101 008 041 020 037 039 1.03 095 1.27 1.08
SD (0.75) (0.58) (0.57) (0.29) (0.02) (0.04) (0.02) (0.04) (0.03) (0.08) (0.79) (0.88) (0.11)

M X 686 348 298 100 011 083 0.25 045 037 1.29 1.90 1.86 0.22

SD (0.56) (0.40) (0.37) (0.13) (0.02) (0.11) (0.03) (0.05) (0.04) (0.14) (1.04) (0.96) (0.03)
Salinas Grandes @H X 7.96 4.35 354 129 0.1 039 020 0.39 041 103 070 070 1.14
Hidalgo SD (0.75) (0.43) (0.45) (0.23) (0.02) (0.02) (0.02) (0.04) (0.04) (0.10) (0.57) (0.57) (0.17)

M X 705 362 318 1.45 011 072 023 045 037 1.23 105 1.00 0.22

SD (0.52) (0.33) (0.35) (0.15) (0.01) (0.11) (0.03) (0.04) (0.02) (0.12) (0.76) (0.65) (0.03)
Mar Chiquita H X 763 380 310 089 019 056 023 038 052 1.18 905 9.24 1.26
SD (0.99) (0.88) (0.56) (0.16) (0.05) (0.06) (0.02) (0.03) (0.04) (0.14) (1.47) (1.48) (0.21)

M X 644 306 254 086 020 098 028 043 044 1.31 935 9.25 0.13

SD (0.65) (0.38) (0.41) (0.10) (0.03) (0.12) (0.03) (0.05) (0.05) (0.15) (1.79) (2.27) (0.02)
GranlagoSalado H X 837 410 332 090 020 061 022 039 049 1.2 845 800 1.14
SD (0.52) (0.32) (0.30) (0.15) (0.04) (0.04) (0.02) (0.04) (0.04) (0.08) (2.04) (1.92) (0.18)

M X 710 324 268 081 019 087 025 042 043 1.26 800 8.15 0.13

SD (0.38) (0.20) (0.19) (0.08) (0.02) (0.08) (0.02) (0.03) (0.03) (0.09) (2.77) (2.87) (0.02)

Tabla 3. Valores medios y desvios estandares (entre paréntesis) medidos en mm de las
variables morfolégicas analizadas en cuatro poblaciones de Artemia americanas. Los datos
estan discriminados para cada sexo. Abreviaturas: LT, longitud total; LAb, longitud abdominal;
LAb3 Longitud desde el 3° segmento abdominal hasta el ano; LAb8, longitud del 8" segmento
abdominal; LF, longitud de la furca; LA, longitud de la 1* antena; DOC, diametro del ojo
compuesto; AC, ancho de cabeza; AA3, ancho del 3° segmento abdominal; DEO, distancia
entre ojos compuestos; #SFl , nimero de sedas en la rama furcal izquierda; #SFD, nimero de
sedas en la rama furcal derecha; AO, ancho del ovisaco; ATF, ancho del tubérculo frontal.

En la figura 15 se observan las rectas que representan la correlacion entre las variables
morfométricas “largo total” y “largo abdominal”. Las mismas presentan pendientes
similares en las 4 poblaciones estudiadas, indicando que la relacion entre estas dos
variables es muy similar. Es interesante destacar que en todas las poblaciones
consideradas los machos son de menor tamafio que las hembras. Como puede verse
en la figura 15 los machos forman un grupo compacto, que se encuentra mas préximo
al cruce entre los dos ejes de coordenadas que el grupo de las hembras.
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Colorada Chica Hidalgo Mar Chiquita Gran Lago Salado
f Variables ¢ 4 p- ¢ 4 p- ¢ 4 p- 2 B p-
& morfolégicas valor valor valor valor
[ LT 750 6.86 .0032 |7.96 7.05 .0001 |7.63 6.44 .0001 | 8.38 7.10 .0001
® LAb 402 350 .0009 | 435 3.62 .0001 [3.80 3.06 .0013 (410 3.24 .0001
° LAb3 326 297 .0598 |3.54 3.18 .0071 [3.10 254 .0008 |3.32 2.68 .0001
- LAb8 1.01 099 .8550 |1.29 1.15 .0255 |0.89 086 .4131 |0.90 0.81 .0300
() LF 0.08 0.11 .0002 | 0.11 0.11 .9889 |0.19 0.20 .4647 | 0.20 0.19 .4824
LA 0.41 0.83 .0001 {039 072 .0001 |0.56 0.98 .0001 [0.61 0.87 .0001
PY DOC 0.20 025 .0001 [0.20 0.23 .0001 |0.23 0.28 .0001 | 0.22 0.25 .0001
® AC 0.37 045 0001 [0.39 0.45 .0001 [0.38 043 .0002 |0.39 042 0277
] DEO 1.03 1.30 .0001 |1.03 1.23 .0001 |1.18 1.31 .0072 | 1.20 1.26 .0486
® AA3 0.40 0.37 .0482 | 0.41 037 .0014 |0.52 0.44 .0001 [ 049 0.43 .0001
.' #SFl 127 1.85 .0443 [0.70 1.00 .1289 |9.24 925 .9841 | 8.00 8.15 .8470
#SFD 0.95 1.90 .0016 | 0.70 1.05 .1077 | 9.05 9.35 .5559 | 8.45 8.00 .5621
[
o Tabla 4. Comparacién de los promedios (medidos en mm) de las variables morfoldgicas entre
o sexos de las diferentes poblaciones. Los “p-valor’ en color rojo indican las variables que
presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05 y p<0.001). Las abreviaturas son
las mismas utilizadas en la tabla 3.
(
o
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Figura 15. Representacion grafica de la relacién entre las variables morfoldgicas “ Largo total”
vs. “ Largo abdominal”.

En nuestro estudio, la separaciéon morfoldgica de las cuatro poblaciones de Artemia de
diferentes localidades fue realizada mediante el uso de un AD estandar utilizando como
factor de separacion la localizacién de las poblaciones. El andlisis se realizdé por
separado para hembras y machos. Se obtuvo, para cada sexo, un conjunto de datos de
N filas x P columnas, con G grupos, donde N es la cantidad de entidades = 2 especies
(A. persimilis y A franciscana), P es el nuimero de variables morfométricas = 13,y G =
las 4 poblaciones consideradas.

En consecuencia se obtuvieron (G — 1) = tres, funciones discriminantes o canénicas.
Los resultados de este analisis se muestran en la tabla 5 A y B. Como puede verse la
primera funcién candnica presenta el eigenvalor méas alto, mostrando que esta funcién
es la que tiene mayor resolucion para separar los grupos. Sin embargo, los coeficientes
de correlaciéon candnica y las pruebas estadisticas asociadas (chi-cuadrado) indican
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que las tres funciones candnicas obtenidas para cada sexo, poseen significacion

estadistica para separar a las poblaciones (p< 0.001).

Funcién Eigenvalor Correlacion Chi-cuadrado p-valor
canoénica candnica
1 21.94214 0.977963 353.3248 0.0001
2 2.24453 0.831738 123.0512 0.0001
3 0.64410 0.625912 36.5439 0.0001

A: Resultado del analisis realizado sobre las hembras

Funcién Eigenvalor Correlacion Chi-cuadrado p-valor
canénica canédnica
1 20.21123 0.976143 324.8062 0.0001
2 2.04546 0.819538 106.4073 0.0001
3 0.45435 0.558935 26.7810 0.001

B: Resultado del analisis realizado sobre los machos

Tabla 5. Significacion estadistica de las funciones cano6nicas obtenidas a partir del analisis de
discriminante realizado con 13 variables morfolégicas registradas en cuatro poblaciones de
Artemia americanas.

En la tabla 6 A y B se muestran los valores medios que posee cada poblacion en cada
funcion canoénica, representandose de esta forma, la ubicacién de sus respectivos
centroides en el espacio tridimensional que forman en conjunto las tres funciones.
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Poblaciones Funcién canénica 1 Funcion canénica2  Funcion canodnica 3
Colorada Chica -3.87624 0.17035 1.11824
Salinas Grandes -5.16787 -0.22530 -1.06424
Hidalgo
Mar Chiquita 4.46001 2.03843 -0.18353
Gran Lago Salado 4.74874 -2.10244 0.02688

A: Resultado del analisis realizado sobre las hembras

Poblaciones Funcion canénica 1 Funcién candnica 2 Funcién candnica 3
Colorada Chica -3.45391 0.73608 0.919519
Salinas Grandes
Hidalgo -5.01013 -0.15867 -0.864559
Mar Chiquita 5.52031 1.57603 -0.283817
Gran Lago Salado 3.11642 -2.19023 0.182882

B: Resultado del analisis realizado sobre los machos

Tabla 6: Valores medios de cada poblacién en cada una de las funciones canénicas obtenidas
a partir del analisis de discriminante realizado con 13 variables morfolégicas registradas en
cuatro poblaciones de Artemia americanas.

El conjunto de datos multivariados podria representarse como una nube de puntos
multidimensional donde cada dimensién o eje, en el conjunto de datos, esta definido
por una de las P variables discriminatorias originales. Cada entidad registrada tiene un
lugar en cada eje y por lo tanto ocupa una posicion particular en el espacio de las P
dimensiones. De esta forma todo el conjunto, de manera colectiva, forma una nube en

el espacio P- dimensional. Geométricamente, la funcién canénica puede visualizarse
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como una proyeccion a través de la nube de puntos con una orientacién que separa la
distribucién de los grupos de manera “maxima” a lo largo de ese eje candnico.
Esencialmente, esto significa que la primera funcién candnica es dibujada de manera
tal que la posicion de los centroides de cada grupo sea |0 mas separada posible. La
segunda funcién candnica y las subsiguientes seran construidas de forma ortogonal e
independiente a las anteriores y cada una maximizara las restantes diferencias entre
los grupos. Esto significa que, geométricamente, el segundo eje candnico es
perpendicular al primero en la direccién que mejor se separan los grupos.

La ubicacién de los individuos en el espacio bidimensional formado por las dos
primeras funciones candnicas resultantes del AD esta representada en la figura 16. En
esta figura cada punto representa la posicion de un animal perteneciente a cada una de

las poblaciones de Artemia analizadas.
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Figura 16. Representacion grafica de la ubicacion de los animales pertenecientes a las cuatro
poblaciones de Artemia analizadas. El espacio bidimensional representado esta formado por
las dos primeras funciones candnicas resultantes del analisis de discriminante.
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Como puede verse en esta figura, la primera funcion candnica separa claramente en
dos grupos a las cuatro poblaciones estudiadas. Un grupo esta constituido por las
poblaciones de Colorada Chica (CCh) y Salinas Grandes Hidalgo (SGH) que
pertenecen a la especie A. persimilis y el otro grupo lo forman las poblaciones de Mar
Chiquita (MCh) y Gran Lago Salado (GLS) que pertenecen a A. franciscana. La
segunda funcién canonica, que esta representada en el eje “y”, tiene la capacidad de
separar a la poblacién de MCh de la poblaciéon de GLS pero no puede discriminar entre
las poblaciones de CCh y SGH. Sin embargo, la separacion de las cuatro poblaciones
se logra al utilizar las tres funciones candnicas en conjunto. Dado el alto nivel de
significacion estadistica que poseen las tres funciones canénicas resultantes del AD, en
la figura 17 se representa la posicion de los centroides (valor medio del grupo) de cada
una de las poblaciones de Artemia analizadas. En esta figura el espacio tridimensional
esta formado por las tres funciones candnicas. La utilizacion de los centroides
proporciona una imagen mas clara en un grafico de tres dimensiones; ademas, debido
al alto nivel de significaciébn de las funciones candnicas obtenidas, los centroides
pueden considerarse como representativos de la posicidén de cada grupo.

Para juzgar la importancia relativa de cada variable discriminatoria original,
necesitamos mirar los coeficientes canénicos estandarizados. La contribucién relativa
de las variables discriminatorias en cada funcién canoénica puede ser entonces
calibrada o medida con la magnitud (en valor absoluto) relativa de los coeficientes
estandarizados; cuanto mayor es ese valor, mayor es la contribucion de esa variable.
Como puede verse en la tabla 7 A y B los coeficientes estandarizados muestran que
para el analisis hecho en las hembras, el largo de la antena 1 y la cantidad de sedas
presentes en las ramas furcales son las variables discriminatorias de mayor
importancia en la primera funcién canénica. Para el analisis realizado en los machos,
las variables discriminatorias mas i mportantes son: el ancho d el tubérculo frontal, |a

longitud de la furca y la cantidad de sedas que presenta.
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Colorada Chica
Salinas Grandes Hidalgo
Mar Chiquita

" iy QRalada
Lg‘ odlalo

MACHOS

Figura 17. Ubicacién de los ‘centroides’ de las cuatro poblaciones de Artemia, en el espacio
tridimensional formado por las tres funciones candnicas resultantes del analisis de

discriminante.
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Variables Funcién canénica 1 Funcién candnica 2 Funcién canénica 3
LT 0.0362 -0.2419 -0.2542
LAb -0.0330 -0.0670 -0.2579

LAb3 -0.0463 -0.1270 -0.2139
LAb8 -0.1330 -0.0376 -0.4993
LF 0.3067 -0.0509 -0.5336
LA 0.4387 -0.2544 -0.0784
DOC 0.1480 0.2196 -0.0780
AC 0.0105 -0.1069 -0.2790
DEO 0.1742 -0.0381 -0.0879
AA3 0.3066 0.1480 -0.4374
#SFI 0.6341 0.2605 -0.2228
#SFD 0.6459 0.1368 -0.3198
AO 0.0540 0.1632 -0.2264

A: Resultado del analisis realizado sobre las hembras

Variables Funcién canénica 1 Funcién candnica 2 Funcién canénica 3
LT -0.0614 -0.2896 0.0010
LAb -0.1427 -0.0553 -0.0668
LAb3 -0.1640 -0.0307 -0.1774
LAb8 -0.2230 0.1741 -0.5841
LF 0.4246 -0.1892 -0.3304
LA 0.1809 0.2102 0.3168
DOC 0.1133 0.2608 0.1012
AC -0.0616 0.1173 -0.0359
DEO 0.0316 0.1113 0.1597
AA3 0.2081 -0.1228 -0.1570
#SFI 0.4355 -0.1327 -0.0618
#SFD 0.4693 -0.1066 -0.0841
ATF -0.3826 0.2526 0.2304

B: Resultado del analisis realizado sobre los machos

Tabla 7. Coeficientes estandarizados obtenidos para las tres funciones candnicas resultantes
del analisis de discriminante realizado con 13 variables morfolégicas registradas en cuatro
poblaciones de Artemia americanas (Abreviaturas: ver tabla 3).
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Discusioén y conclusiones

El presente estudio permitid ampliar el conocimiento d e |as diferencias m orfologicas
presentes en hembras y machos de diversas poblaciones de Artemia. Mediante la
utilizaciéon de caracteres morfologicos y morfométricos de los adultos se pudo obtener
una total discriminacion entre las poblaciones de Artemnia pertenecientes a A. persimilis
y a A. franciscana. En particular, los resultados aqui obtenidos nos muestran que es
posible separar por medio de observaciones morfolégicas y morfometria las cuatro
poblaciones de Artemia consideradas y confirmar la ubicacion de la poblacién
pampeana de la laguna Colorada Chica, dentro de la especie Artemia persimilis. Del
mismo modo, se confirma la asignacién de la poblacion cordobesa de Mar Chiquita a A.
franciscana, junto con la poblacién de referencia de la especie, del Gran Lago Salado
de Utah. En el grafico presente en la figura 16 puede verse que existe una gran
superposicion entre las poblaciones de CCh y la poblacion de referencia de A.
persimilis, SGH, lo que da una idea de su grado de semejanza morfolégica. Ademas
ambas p oblaciones son muy cercanas geograficamente. En cambio, la poblacién de
MCh, aunque queda claramente separada del grupo de A. persimilis, y asociada sin
duda con la poblacion de referencia de A. franciscana, GSL, presenta suficientes
diferencias morfologicas, evidenciadas por su superposicién incompleta, con esta
tltima poblaciéon. La gran separacion latitudinal de estas Gltimas poblaciones seria
probablemente la causa de esta distribucion de los datos, y reforzaria el criterio general
de que A. franciscana e s una e specie con una alta tasa de cambio y con una gran
capacidad de rapida adaptacion a diversas condiciones locales del medio. Esto ultimo
daria soporte a la idea de Browne & Bowen (1991), de que A. franciscana esta formada
por un conjunto de subespecies que presentan pequefas variaciones locales reflejadas
en la morfometria general de los adultos, siendo estas diferencias menos importantes
que las observadas entre las especies A. franciscana y A. persimilis. Esta capacidad de
A. franciscana coincidiria con su gran expansion territorial a través de todo el
continente americano, en contraste con A. persimilis que hasta el momento esta sélo

registrada para el extremo sur de América.
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A. persimilis de la laguna Colorada Chica.
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Introduccion

Los estudios realizados sobre el comportamiento y patrones reproductivos de los
anostracos comprenden a 10 de las 200 especies descriptas hasta el momento y esas
especies soélo representan a unos pocos géneros dentro del grupo (Belk, 1991).

Dentro de los anostracos, el género cosmopolita Artemia se caracteriza por habitar
biotopos hipersalinos de escasa biodiversidad, que lo convierte en el principal
componente animal de este tipo de ecosistemas acuaticos. Probablemente, para
asegurar la supervivencia de las poblaciones en estos ambientes extremadamente
exigentes, las tacticas reproductivas de sus habitantes hayan sufrido importantes
modificaciones y adaptaciones especiales durante la evolucion.

Las hembras de Artemia presentan un ciclo endégeno del huevo por el cual aun en
ausencia de inseminacién, los oocitos maduros se desplacen desde los oviductos hacia
el ovisaco sin presentar ningun signo de reabsorcién; alli luego del periodo usual de
retencion, los huevos no fertilizados son expulsados del ovisaco como puestas de
huevos transparentes (Bowen, 1962). Segun Belk (1991), la presencia de e ste ciclo
enddgeno, exclusivo de Artemia, serviria de base para la existencia de partenogénesis
en este grupo. En estudios mas recientes se ha reportado la presencia de ciclos
reproductivos endogenos en otros anostracos, pero la partenogénesis continua siendo
exclusiva de Artemia (Murugan et al., 1996). Hasta el momento, la presencia de
partenogénesis en el género Artemia esta descripta solamente en la especie A.
parthenogenetica, distribuida en Europa, Asia y Australia. Sin embargo, algunos
estudios sugieren que poblaciones de A. franciscana (endémica del continente
americano) puedan presentar partenogénesis (Cuellar, 1990,1991; Torrentera &
Dobson,1995).

Todas las poblaciones de Artemia muestran una notable flexibilidad reproductiva
(estrategia mixta) que les permite adecuarse a las presiones de seleccién del medio,
modificando el nimero de puestas o el numero de huevos por cada puesta, esta
flexibilidad es descripta por Browne,1980 como una estrategia reproductiva mixta.
Ademas de esto, como ya hemos mencionado, las hembras de Artemia poseen la

capacidad de variar el tipo de zigotas que son liberadas al medio (reproduccién ovipara
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u ovovivipara), sin que este muy claro que tipo de factores intervienen cuando se
produce una u otra modalidad reproductiva (Gajardo & Beardmore, 1989; Amat 1985).
La presencia de esta variabilidad en los patrones reproductivos del género Artemia
explica la importancia de conocer las caracteristicas reproductivas que posee cada
poblacién en particular. Para realizar el estudio reproductivo de la poblacién adulta de
Artemia persimilis en cria experimental, es de suma importancia conocer y caracterizar
lo mas precisamente posible el estadio del ciclo reproductivo y la fase del ciclo de
puesta en que se encuentran las hembras, porque la modalidad y el estado
reproductivos de las hembras son indicadores de la energia que la poblacién esta
destinando a la reproduccién. Es necesario para esto, diferenciar si la camada préxima
a ser liberada desde el ovisaco sera ovipara u ovovivipara (modalidad reproductiva) y

determinar, la secuencia de los estadios del ciclo reproductivo (estado reproductivo).

Los experimentos que se presentan a continuacion permiten establecer la secuencia de
sucesos que se producen a lo largo de la vida reproductiva de las hembras de una
poblacion de Artemia. También, se determinan la duracién de los estadios dentro del
ciclo reproductivo y diversas variables reproductivas, caracteristicas de la poblacion de
A. persimilis de Laguna Colorada Chica. Ciertas observaciones sobre el
comportamiento de las hembras mantenidas aisladas de machos permiten determinar

la presencia o no, de partenogénesis en esta poblacion.
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4.2.1- Morfologia y secuencia de los estadios dentro del ciclo
reproductivo

Metodologia

Hembras y machos en estadio post-larval criados bajo condiciones estandar a una
salinidad de 90 g I fueron colocados en dos recipientes separados para evitar el
apareamiento, y asegurar la virginidad de las hembras. A partir de estos animales se
formaron 36 parejas, las cuales se colocaron en recipientes individuales que poseian
dos ventanas cubiertas con red de plancton de 200 um de malla. Los recipientes en
grupos de 12 fueron a su vez colocados en tres contenedores comunes (peceras) que
poseian una solucion salina a una concentracién de 90 g I''. Los contenedores fueron
sometidos a un régimen de aireacion constante para permitir una oxigenacion y
distribucién del alimento uniformes. Las ventanas con red de los recipientes
individuales permitian que todas las parejas dispusieran de un medio comudn y
homogéneo, y a su vez retenian todos los descendientes generadas por cada hembra
(quistes o larvas vivas). En un cuarto contenedor, y en las mismas condiciones
experimentales, se colocaron 12 recipientes conteniendo cada una de ellos una hembra
en estado virginal. Todas las hembras fueron evaluadas diariamente bajo microscopio
estereoscopico, para registrar la ubicacion de los oocitos en el sistema reproductor y
asi determinar la sucesién de etapas en el ciclo reproductivo. Los machos de las
parejas que murieron durante la experiencia, fueron reemplazados por machos de la
misma edad. La observacion de cada recipiente individual concluyé con la muerte de
las hembras, en pareja o aisladas. Un total de 16 hembras en pareja fueron
seleccionadas al azar para medir en ellas la cantidad y tipo de descendencia (numero
de quistes o nauplios; descendencia ovipara u ovovivipara). Algunas hembras fueron
narcotizadas con agua carbonatada y fotografiadas bajo el microscopio estereoscépico.

Luego fueron recuperadas y reincorporadas al recipiente correspondiente.
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Resultados

Descripcidn y secuencia de los estadios en el ciclo reproductivo

Para comprender la secuencia de acontecimientos que conforman el ciclo reproductivo
de una hembra, es necesario conocer la morfologia del sistema reproductor femenino.
La figura 18 muestra la vista lateral de una hembrade Artemia sp. (Fig. 18 A)y el
detalle de los dos primeros segmentos abdominales (segmentos genitales) en A.
persimilis (Fig. 18 B). Se puede observar el plan corporal tipico de los anostracos: una
cabeza bien diferenciada, un térax formado por 11 segmentos y un abdomen, que
comprende 8 segmentos (8+ telson, fusionados) y un par de ramas furcales. La
transparencia que presenta la cuticula de estos animales permite observar los érganos
del sistema reproductor (Fig. 18 B), formado por un par de ovarios, y un par de
oviductos o bolsas laterales, que desembocan en un unico utero, en el que se abren
varios conjuntos de glandulas de la cascara. El utero se alojaen el ovisaco o saco
ovigero impar, y desemboca al exterior distalmente por medio de un unico gonoporo
que se abre entre los labios del ovisaco. Los ovarios son estructuras tubulares pares
que se extienden desde el ultimo segmento toracico, pasando a través de los
segmentos genitales hasta aproximadamente el tercer segmento abdominal.

Mediante el uso del microscopio estereoscopico a bajo aumento, se observd
diariamente el tracto reproductivo de las hembras, y se determiné la secuencia de
estadios presentes en el ciclo reproductivo, desde la maduracién de los oocitos en los
ovarios, hasta la liberacion de embriones criptobioticos (quistes) o nauplios al medio.
Se determiné que un nuevo ciclo reproductivo comienza en los ovarios, cuando los
oocitos del ciclo anterior aun no han sido liberados al medio. Por esta razén se
observan en la hembra figuras o fases resultantes de la superposicion de dos ciclos
reproductivos consecutivos. Este hecho nos llevé a discriminar dos conceptos en

nuestras observaciones:
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Furca Abdomen Toérax Cabeza
(8 seg.) (11 seg.)
A [ l I [ I

Segmentos genitales
B Oviducto sin oocitos ( segmentos adbominales 1y 2 )

Ovario inmaduro

Glandulas de la cascara anteriores

Glandulas de la cascara

posteriores Utero sin embriones

Saco ovigero ( ovisaco)

Figura 18. Aspecto general de la hembra de Artemia sp. A: Vista lateral. B: detalle de los
segmentos genitales en A. persimilis (Modificado de Cohen et al., 1999).
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Ciclo reproductivo: Es la serie de estadios por los que pasa una camada de
oocitos particular desde el ovario hasta ser liberados al medio como quistes 0 nauplios
(puesta)

Ciclo de puesta: Corresponde a los sucesos que se producen entre dos
puestas sucesivas. Se observa como una serie de figuras o fases resultantesde la

superposicion de estadios de dos ciclos reproductivos sucesivos.

En la figura 19 se representa la sucesion de estadios en dos ciclos reproductivos
oviparos sucesivos Y las fases del ciclo de puesta que resultan de la superposicion de
estos. En este esquema se han separado imaginariamente los dos ciclos reproductivos
sucesivos para que pueda verse claramente cual es el aspecto real que muestra el
sistema reproductor de la hembra, representado por las “Fases” del ciclo de puesta,
como resultado de la superposicion de los “Estadios” de ambos ciclos reproductivos.
Un ciclo reproductivo comienza con la maduracion de los oocitos en los ovarios
determinando el Estadio 1. Con el inicio de la vitelogénesis, los oocitos comienzan a
hacerse visibles bajo el microscopio estereoscopico, gracias a que la cuticula de estos
animales es muy delgada y las plaquetas vitelinas que se van acumulando poseen una
coloracion blanquecina. A medida que la maduracion progresa, los oocitos pueden
diferenciarse claramente unos de otros y comienzan a alinearse ocupando todo el largo
del ovario.

En el Estadio 2 los ovarios estan maduros y los oocitos forman una hilera que se
extiende posteriormente, pudiendo llegar, en casos excepcionales, hasta el cuarto
segmento abdominal (Fig. 20 Ay C).

Cuando se produce la ovulacion los oocitos son movilizados y se alojan en los
oviductos, d e e sta forma | os ovarios dejan de ser visibles. Durante el Estadio 3 los
oocitos permanecen e n los o viductos provocandoles una gran dilatacién (Fig. 20 B).
Luego de un tiempo, pasan hacia el utero donde el macho, durante la copula, deposita

el esperma.
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Durante el Estadio 4 el Gtero esta lleno de oocitos que seran fecundados. Estos
pueden verse llenando casi todo el saco ovigero debido a la trasparencia de la cuticula
(Fig. 20 C). Las contracciones de las paredes del utero mantienen en movimiento a los

oocitos para que se produzca homogeneamente la fecundacion.

Luego de la fecundacién los embriones que se encuentran en el ovisaco, en el Estadio
5, pueden entrar en diapausa y ser rodeados de cascara (reproduccién ovipara) o
pueden desarrollarse hasta el estadio naupliar (reproduccién ovovivipara). Hemos
encontrado, que algunas hembras individuales tienen siempre puestas oviparas, en
tanto otras pueden comportarse como ovoviviparas u oviparas a lo largo de su periodo
reproductivo. Debido a estas dos modalidades reproductivas, se pueden discriminar

dos estadios diferentes, segun el tipo de descendencia presente en el ovisaco:

En el ciclo reproductivo oviparo, durante el Estadio 5 los embriones empiezan a

segmentarse pero detienen su desarrollo debido a factores enddgenos, y son rodeados
de una envoltura terciaria (cascara) formada a partir de las secreciones de las
glandulas de la cascara. Cuando finaliza la formacién de la envoltura terciaria, los
quistes resultantes (embriones rodeados de cascara) son perfectamente esféricos y
poseen una coloracion marrén clara (Fig. 20 D).

En el ciclo reproductivo ovoviviparo, durante el Estadio 5 comienza la segmentacion

del embrion. El desarrollo embrionario continia dentro del ovisaco hasta el estadio
naupliar. A través de las paredes del ovisaco, puede distinguirse el ojo nauplio, en las

larvas que se desarrollan dentro del Gtero, antes de ser liberadas al medio.

La figura 20 muestra fotografias tomadas con el microscopio estereoscépico que
ilustran algunas de las situaciones mencionadas. La utilizacion de animales
narcotizados permitié6 obtener imagenes en las que se percibe la coloracion y brillo de
diferentes estructuras del sistema reproductor y de sus contenidos, que se perderian si
se utilizasen animales fijados. En la figura pueden verse las regiones genitales de
hembras de A. persimillis, criadas en laboratorio, en diferentes etapas del ciclo de

puesta:
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Figura 20: Diferentes estadios en el ciclo reproductivo. A, vista dorsal de la hembra. Se
observan los ovarios con oocitos maduros, extendiéndose hasta el 3* segmento abdominal. B,
vista dorsal del ovisaco, se ven los oviductos llenos de oocitos. C, vista ventral del ovisaco con
oocitos sin fecundar y ovarios maduros. D, vista ventral del ovisaco con quistes.
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a) En la figura 20 A se observa parte del térax y el abdomen de una hembra
colocada en posicion dorsal. Pueden verse por transparencia los oocitos
madurando en los ovarios, y en el ovisaco una camada de quistes que sera
liberada al medio.

b) La figura 20 B es una vista dorsal de una hembra que transporta oocitos en los
oviductos. Aqui los dos oviductos, habitualmente blanquecinos y colapsados,
son claramente visibles por la acumulaciéon de los oocitos que han descendido
desde los ovarios, como consecuencia de la ovulacion.

c) Enla figura 20 C se observa una vista ventral de una hembra que transporta en
el utero, un gran nimero de oocitos, que aun no han sido fecundados. Pueden
verse ademas, las glandulas de la cascara, muy pigmentadas, y los ovarios,
donde una nueva camada de oocitos esta madurando.

d) La figura 20 D muestra una vista ventral del ovisaco de una hembra que
transporta quistes (embriones en criptobiosis con cascara). Los quistes poseen
una forma bien redondeada y la cascara les confiere un brillo y coloracién

caracteristicos
Puestas oviparas y ovoviviparas. Variables reproductivas

Durante esta experiencia las hembras mantenidas en pareja con machos presentaron
distintas modalidades reproductivas. Un 60% se reprodujo solamente en forma ovipara,
y 40% presentd una modalidad mixta, con puestas tanto oviparas como ovoviviparas, a
lo largo del periodo reproductivo.

En la tabla 8 se presentan los valores promedios de las variables reproductivas y del
ciclo ontogenético, registrados en esta experiencia, en hembras y machos. Estos
valores medios no fueron comparados estadisticamente, debido a que en el disefio
experimental, los animales compartian un mismo ambiente (vasos con ventanas
sumergidos en un medio a 90 g I"' de concentracion de salina) y por lo tanto no podian

considerarse como unidades experimentales independientes.
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Variables Hembras en Hembras Machos
pareja virgenes

Longevidad (dias) 25('::3%)5 2 35('::152’)5 3 Z%ni jég)z

Periodo pre-reproductivo (dias) 1 7('::313')0 8 1 ?n1= i1 ;) 8

Periodo reproductivo (dias) 7.(3n: g;;z 1(2:152':)3

Tiempo entre puestas (dias) ?ni:%;)z 4(‘53112‘)2

Total de puestas por hembra 2(?1: :?3?6 4‘(1n: 1 '21)6

Edad al 1° amplexo (dias) 14(.::316.)0 S

Cantidad de descendientes por puesta 37('::1%?'5

Total de descendientes por hembra 11(:1': 1i 6‘;9

Tabla 8. Variables reproductivas y del ciclo ontogenético registradas en hembras mantenidas
en pareja con machos y en hembras aisladas. Se muestran los valores medios y los desvios
estandar. Se agrega la medida de longevidad de los machos.

Observaciones sobre las glandulas de la cascara.

Con el objeto de determinar el modo ciclico de vaciado de las glandulas de la cascara,
se registré cada 24hs bajo microscopio estereoscoépico el estado de las glandulas en
hembras mantenidas en pareja.

Se determin6 que en las puestas oviparas, las glandulas se oscurecen gradualmente
pasando de transparente a blanquecino, anaranjado claro, anaranjado intenso y
finalmente a bordd, mientras los oocitos circulan por oviducto y ovisaco. Una vez alli,
los oocitos permanecen un tiempo hasta que se produce la fecundacion (estadio 4 de
puestas oviparas: ovisaco inmaduro, Fig. 20 C) y-finalmente las glandulas descargan
su secrecion. Los embriones en desarrollo quedan cubiertos de cascara, formandose
los quistes que se observan en la figura 20 D.

En las puestas ovoviviparas en cambio, aunque las glandulas también se colorean
gradualmente sin llegar al color bordd, la secrecion glandular no es descargada y
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comienza a reabsorberse (las glandulas se decoloran: aparecen transparentes o
anaranjado claro), cuando los oocitos se encuentran en el utero. Las zigotas
resultantes de la fecundacion, no son cubiertas de cascara y comienzan su desarrollo

en el Gtero hasta llegar a larvas nauplio, que seran liberadas al medio.

Discusién y conclusiones

La maduracion sexual de las hembras se alcanza cuando se observan, por primera
vez, oocitos en los ovarios. Esta etapa se consideré el primer estadio dentro del ciclo
reproductivo. Los oocitos se cargan de vitelo en los ovarios y al producirse la ovulacién
se desplazan hacia los oviductos y permanecen alli mientras se produce la copula.
Durante la misma, el macho descarga los espermatozoides, que no poseen movilidad
propia, dentro del atero de la hembra. La fecundacion de los oocitos se hace efectiva
cuando éstos descienden desde los oviductos hasta el atero, poniéndose en contacto
con los espermatozoides. Los siguientes ciclos reproductivos comienzan (maduracion
de los oocitos en los ovarios) antes que los embriones de la camada anterior sean
liberados al medio. Por esta causa, podemos encontrar hembras que transportan
oocitos en los ovarios junto con embriones en el ovisaco. Esta superposicion de ciclos
reproductivos determina las fases dentro de un ciclo de puesta (acontecimientos que se
producen entre dos puestas sucesivas), que comienzan desde la primera ovulacion. El
solapamiento de ciclos reproductivos se observa en otros anostracos. Aunque, la
superposicion de estadios difiere en algunos casos, provocando distintas fases en el
ciclo de puesta (Brendonck, 1991).

Las glandulas de la cascara comienzan a cargarse de secreciones al inicio de cada
ciclo reproductivo (Murugan et al, 1996). El destino final de las secreciones
glandulares, dependera del tipo de descendencia que sera liberada al medio (quistes o
larvas vivas). Nuestros resultados indican una diferencia en el comportamiento de las
glandulas de la céascara, entre los ciclos reproductivos oviparos y ovoviviparos. Al
parecer, el tipo de descendientes que liberan las hembras de Artemia dependeria, no
sb6lo de la cantidad sino también de la naturaleza de las secreciones que son

producidas (Anderson et al.,1970).
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4.2.2- Determinacion de la variacion horaria en la proporcion de
estadios dentro del ciclo reproductivo.

Metodologia

Este experimento fue disefiado para saber si existen estadios dentro del ciclo
reproductivo que se observan con mas frecuencia en determinados momentos del dia
bajo condiciones experimentales de iluminacion continua. Para obtener animales de
diferentes edades y en distintas etapas del ciclo reproductivo se eclosionaron
separadamente 5 lotes de quistes en 5 dias sucesivos. Las larvas resultantes de las
eclosiones, fueron criadas bajo condiciones estandar a una concentracién salina de 90
g I'". Machos y hembras, sexados en la etapa post-larval, fueron transferidos a
recipientes de 1000 ml en una proporcién 1:1. Con fines comparativos, se armé un
recipiente conteniendo solamente hembras. El muestreo se realizé en diversos horarios
a lo largo del dia (entre las 9 y las 20 hs), asignados al azar mediante el uso de
nameros aleatorios. Se incluyeron dos horarios no convencionales (1 AM y 5 AM) en un
total de 7 dias consecutivos (173 horas en total), dando como resultado el siguiente

cronograma de muestreo:

Dia 1: 10 AM, 2 PM, 5 PM, 8 PM
Dia2: 9 AM, 11AM, 3 PM, 7 PM.
Dia 3: 10 AM, 1 PM, 3 PM, 7 PM.
Dia 4: 12 AM, 2 PM, 4 PM, 8 PM.
1AM
Dia 5: 9 AM, 12 AM, 6 PM, 8 PM.
Dia 6: 12 AM, 3 PM, 5 PM, 7 PM.
Dia 7: 10 AM, 1 PM, 4 PM, 8 PM.
5 AM

Las hembras separadas en cada muestreo fueron narcotizadas usando agua
carbonatada y observadas bajo el microscopio estereoscépico. Se realizé un total de
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660 registros de estados reproductivos en hembras que se encontraban en presencia
de machos (“no-aisladas”) y 545 en hembras virgenes (“aisladas de machos”). Se
registré la presencia o no de abrazo copulatorio (amplexo) en las hembras mantenidas
con machos

Para el analisis de los datos se definieron dos periodos consecutivos dentro del ciclo
reproductivo: un periodo ovarico (A) y un periodo oviducto-ovisaco (B). Dado que los
productos sexuales (oocitos u embriones) en cada periodo pueden provenir de
diferentes camadas, cada uno de ellos fue considerado en forma separada. Para
realizar las pruebas estadisticas se considerd que cada periodo podria variar entre O y
1. En el periodo (A); el estado O representa al ovario vacio o inmaduro y 1 al ovario
maduro. En el periodo (B); el estado 0 corresponde a oocitos en el oviducto junto con
un ovisaco vacio y 1 a oocitos o embriones con o sin cascara alojados en el ovisaco.
Para calcular la frecuencia relativa de los estados (dentro de cada periodo) cada
observacién (hembra observada al microscopio) se transformé numericamente segun el
estado reproductivo de la hembra en cuestion. Como las frecuencias relativas de cada
estado (0 a 1) dentro de cada periodo (A o B) son complementarias, para graficar y
analizar las observaciones a lo largo de las 173 hs. que durd el experimento, se
seleccionaron los resultados del estado 0 en el periodo A y del estado 1 en el periodo
B. Dado que, la posible presencia de un momento del dia preferido para la ocurrencia
de algunos acontecimientos reproductivos podria invalidar las estimaciones de la
duracion de cada estado basados solamente en su abundancia relativa, se ajusté un
modelo exponencial a los datos para poder obtener el analisis de los residuos.
Adicionalmente se obtuvieron una regresién no-parameétrica y su primera derivada,
seleccionando para cada estado reproductivo analizado, un ancho de banda é ptimo

mediante un método de validacion cruzada (Hardle, 1990).

Resultados

Los resultados del analisis sobre la variacion horaria en la proporcién de los estadios

dentro del ciclo reproductivo en hembras mantenidas con machos, pueden verse en las
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figuras 21 y 22. Las mismas corresponden a los periodos: “A” estado 0 (ovario
inmaduro) y “B” estado 1 ( oocitos 0 embriones en el ovisaco) respectivamente.

Para llevar a cabo el analisis estadistico de las frecuencias relativas de cada estado
analizado, se ajustaron dos modelos de regresion: 1) un modelo no paramétrico que
utiliza la funcién de Epanenchikov Kernel con anchos de banda seleccionados
mediante validacion cruzada (Hardle, 1990) y, 2) un modelo exponencial paramétrico.
Dependiendo de la duracién de cada estado reproductivo, se espera encontrar cambios
en sus frecuencias relativas, desde un valor inicial hasta una posicion estable. Si un
fenomeno ciclico (con un periodo de 24 hs.) actuara sobre el proceso reproductivo, el
efecto seria detectado por uno de los siguientes parametros. la presencia de
oscilaciones periédicas en la funcion no paramétrica, una variacion periédica de su
primera derivada o saltos en los residuos de la funcidbn exponencial paramétrica.
Ninguno de estos indicadores proporcionaron resultados significativos cuando fueron
puestos a prueba con el método de procesamiento aleatorizado (Manly, 1997) en el
caso del modelo no paramétrico o por medio de la prueba de “rachas” en los residuos

de la funcién exponencial en el modelo paramétrico (Sokal & Rohlf, 1995).

Los graficos presentes en las figuras 21 y 22 representan la funcion ajustada alos
datos, utilizando métodos de regresion no paramétrica con diferentes anchos de banda
dependiendo de los estadios analizados (ovario u oviducto-ovisaco). Este ancho de
banda “"H” se determiné utilizando el método de validacion cruzada y corresponde a la
porcion de eje "X" alrededor del punto que se usa para calcular la funcion y su
derivada. La derivada de la funciéon no paramétrica, que debe leerse en el eje
secundario, esta indicando la velocidad con la que crece o decrece la funcion y sélo
tiene validez en el intervalo comprendido entre (H, 1-H) * 173. Por lo tanto, cuanto mas

nos acercamos a los bordes resulta menos confiable como indicador.
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Figura 21: Frecuencia relativa de hembras de A. persimilis “no aisladas” de machos en periodo
ovarico (A) estado O (ovario vacio o inmaduro) del ciclo reproductiivo. Para el ajuste no

paramétrico, el ancho de banda éptimo resulté H= 0.33
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Figura 22: Frecuencia relativa de hembras de A. persimilis “no aisladas” de machos en periodo
oviducto-ovisaco (B) estado 1(oocitos 0 embriones en el ovisaco) del ciclo reproductiivo. Para el
ajuste no paramétrico el ancho de banda éptimo resulté H=0.17
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Cuando las observaciones son restringidas a los cuatro primeros dias de la
experiencia, se observan picos diarios en la primera derivada de la funcién no
paramétrica ajustada a la frecuencia relativa de estados 1 del periodo “B” (Fig. 21). El
analisis de estos picos no arroja un resultado significativo y hacia el final de la
experiencia estos saltos desaparecen y la funcién y su derivada se estabilizan. Este
efecto fue considerado como una consecuencia de las diferentes edades que
presentaban las hembras utilizadas en la experiencia.

Como la edad de maduracién sexual es mas o0 menos constante en A. persimilis, las
hembras de diferentes edades maduraron en dias sucesivos, en funcidén de sus fechas
de eclosion. Por esta causa, en los primeros dias de la experiencia se observaron
grupos de hembras, que estando en su primer ciclo reproductivo descendian los
oocitos desde los ovarios hacia el ovisaco, aumentando la frecuencia de estados 1

dentro del periodo “B”.

Discusion y conclusiones

Cuando el interés estd centrado en la duracién de cada estadio dentro del ciclo
reproductivo, es importante determinar cémo se realizard el seguimiento de los
animales. En estudios realizados con otros anostracos, la duracion de cada etapa en el
ciclo reproductivo es estimada a partir de la frecuencia relativa que presenta cada
estadio en un total de observaciones (Brendonck, 1991). Este parametro (duracién)
podria estimarse mediante la observacion y seguimiento de un nimero de animales a
intervalos de tiempo definidos, obteniéndose un resultado mas realista de la duracién
de cada estadio. Antes de elegir el tamafio de los intervalos de tiempo, es necesario
descartar la existencia de sucesos, dentro del ciclo reproductivo, que ocurran
solamente en determinados momentos del dia. Con nuestros resultados, podemos
concluir que al no observarse ninguna asociacion significativa entre el tiempo y algun
evento reproductivo (ovulacion, oviposicion, etc.), es posible llevar a cabo las
observaciones sobre el estado reproductivo de las hembras cada 24 hs. en cualquier

momento del dia.
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4.2.3- Duraciéon de los estadios dentro del ciclo reproductivo en
hembras mantenidas en pareja y hembras aisladas de machos.
Comparacion de caracteristicas reproductivas.

Metodologia

Animales sexados en etapa post-larval fueron sometidos a dos tratamientos:

1) “virgen™: 15 hembras colocadas individualmente en recipientes conteniendo 150 ml
de medio de cria a 90 g I' de concentracion salina.
2) "en parejas”: 15 hembras y 15 machos colocados de a pares individuales en

recipientes conteniendo 300 ml de medio de criaa 90 g I"" de concentracion salina.

Las hembras fueron asignadas a cada tratamiento de manera azarosa mediante el uso
de una tabla de nimeros aleatorios. Los 15 recipientes (que no poseian ventanas) de
cada tratamiento fueron colocados de a cinco en un total de tres peceras que actuaron
solamente como bafos térmicos (10 recipientes en cada pecera, 5 de cada
tratamiento). Todos los recipientes fueron observados diariamente para registrar:
mortalidad, presencia y tipo de puesta (quistes o larvas); ademas se registro la
presencia de abrazo copulatorio en el tratamiento “parejas”. Los quistes, larvas u
oocitos no fertilizados fueron cuidadosamente separados con pipeta “pasteur” y
contados. En el tratamiento “parejas”, los machos que murieron fueron reemplazados
por otros de la misma edad para asegurar una influencia masculina continua sobre la
hembra. Los experimentos se continuaron hasta la muerte de cada una de las
hembras. Sobre la base de todos los datos registrados se calcularon las siguientes
variables reproductivas y del ciclo ontogenético:

e Longevidad de las hembras
e Longevidad de los machos
e Periodo pre-reproductivo

e Periodo reproductivo

e Tiempo transcurrido entre puestas sucesivas

Tesis Doctoral. Ximena I. Pastorino 88



Resultados y Discusién. Capitulo I

e Edad de la primera maduracion ovarica
e Edad del 1er amplexo

e Cantidad de descendientes por puesta
e Cantidad de descendientes por hembra
e Cantidad de puestas por hembra

e Relacién oviparismo-ovoviviparismo

Siguiendo el criterio de Browne et al. (1984), el periodo pre-reproductivo fue
considerado como el tiempo que transcurre desde el dia de la eclosién hasta el dia en
que se produce la primera puesta. Pero a diferencia de este autor, el periodo
reproductivo fue considerado d esde el dia de la primera puesta hasta que ocurre la
muerte y no hasta el momento en que se produce la ultima puesta. La utilizacién de
este criterio se ajusta mejor a lo que se observa en A. persimilis, donde muchas
hembras mueren al poco tiempo de producir la Gltima puesta y en algunos casos
mueren reteniendo parte de la puesta en el ovisaco.

Todas las hembras fueron evaluadas diariamente bajo microscopio estereoscoépico,
registrandose la ubicacién de los oocitos y /o embriones en el sistema reproductor
femenino. Cada una de las 15 hembras sometidas a uno de los dos tratamientos fue
considerada como una réplica independiente dado que no existi6 ningun tipo de
conexion entre ellas.

Los valores medios calculados para las variables reproductivas fueron probados
estadisticamente utilizando un ANOVA de 2 factores (tratamiento por bloque) o un test
no paramétricos como el de Kruscal Wallis cuando se detectaron anormalidades en la
distribucién de los datos (falta de ajuste a la distribucion normal o heterogeneidad de
las varianzas). El disefio experimental fue tratado como bloques completamente
aleatorizados, donde cada bafo térmico correspondié a un bloque; de esta manera se
puede probar la presencia de diferencias entre los banos térmicos (Zar, 1999).
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Resultados

Duracién de los estadios en el ciclo reproductivo

La duracién de cada estadio dentro del ciclo reproductivo, se determiné mediante la
observacion diaria de las hembras sometidas a los dos tratamientos. Las figuras 23 y
24 representan los diferentes estadios en el ciclo reproductivo (desde el oocito en el
ovario hasta el quiste o nauplio liberado al medio) en funcién del tiempo, en hembras
mantenidas en pareja y hembras aisladas continuamente de machos. El ciclo
reproductivo dura aproximadamente seis dias en ambos tratamientos y puede dividirse
en:
a) una primera etapa, con los oocitos en los ovarios (primeros tres dias).
b) una segunda etapa con los oocitos en los oviductos o en el ovisaco (Ultimos tres
dias).
Normalmente no se encuentra una superposicion de dos camadas de oocitos en un
mismo o6rgano del tracto reproductivo. Sin embargo, en algunos casos se observaron
hembras que contenian dos camadas de oocitos retenidas en el oviducto que luego
eran descargados al ovisaco. El fenédmeno fue detectado por la diferencia de coloracion
que presentaban las distintas camadas de oocitos y a través del seguimiento diario y
diferencial de los animales. Este fendmeno estaria relacionado con la retencién de los
oocitos en los oviductos como una consecuencia de la falta de cépula, porque fue
encontrado solamente en hembras mantenidas aisladas de machos.
Tan rapidamente como los oocitos descienden hacia los oviductos, en los ovarios
comienza un nuevo ciclo reproductivo. Por lo tanto, la maduracién de una camada de
oocitos en los ovarios puede ser un evento independiente del destino final de estos.
Como puede verse en las figuras 23 y 24, el pasaje de los oocitos desde los oviductos
hacia el ovisaco es un evento que puede durar mas de 24 hs. en las hembras
virginales, mientras que en las hembras mantenidas en pareja, este mismo fenébmeno

tiene una duracién menor a las 24 hs.
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ESTADIOS

1% ciclo 2% ciclo 3% ciclo

vacio

OVARIO semi maduro

maduro

OVULACION

_—— e — e —

OVIDUCTO

OVISACO [inmaduro

-oocitos liberados al medio -

dlat dla2 dla3 dia4 dia5 dla6 dla?7 dlad dla9 dla10 diai1 dla12 dia13 dla14
3 dlas

tiempo entre puestas

Figura 23: Duracién de los diferentes estadios del ciclo reproductivo y de puesta en
hembras de A. persimilis mantenidas aisladas de machos.
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ESTADIOS

1*ciclo 2% ciclo 3% eiclo
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tiempo entre puestas

Figura 24: Duracién de los diferentes estadios del ciclo reproductivo y de puesta en
hembras de A. persimilis mantenidas en pareja.
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Comparaciéon del rendimiento reproductivo entre hembras mantenidas en

pareja y hembras virgenes.

Los valores medios y los desvios estandar de las variables reproductivas y del ciclo
ontogenético, registradas en los tratamientos ‘“virgen” y “en parejas” estan
representados en la tabla 9. El analisis estadistico no mostré diferencias significativas
entre los dos grupos ni entre los bloques. Por lo tanto, se descarté cualquier influencia

que pudiera haberse derivado de mantener las réplicas separadas en diferentes banos

térmicos

Variables Hembra_s en H'embras Machos

pareja virgenes

Longevidad (dias) i g.)s 22;7:1 g')g 32;4:12')5
Periodo pre-reproductivo (dias) 2:(3613111')2 2(365;‘-1 f)z

Periodo reproductivo (dias) 1 (1n'9=i1 3)1 ?nsf 17 1;

Tiempo entre puestas (dias) 2'(318:13')3 2&5:1 (1))2

Total de puestas por hembra 4‘(?15:1%)6 3(?1 i= 21$ )1

Cantidad de descendientes por puesta 66£4=i1 ‘21;7 67(:;: 13 13 )'6

293.3+ 1821 2274 +167.5
(n=14) (n=11)
179+0.9 18.1+1.2
(n=14) (n=11)
19.1+1.1
(n=15)

Total de descendientes por hembra
Edad a la 1°" maduracién ovarica (dias)

Edad al primer amplexo (dias)

Tabla 9. Variables reproductivas y del ciclo ontogenético registradas en hembras mantenidas
en pareja con machos y en hembras aisladas. Se indican los valores medios y los desvios
estandar. Se agrega la medida de longevidad de los machos.

La figura 25 representa graficamente el numero de descendientes promedio en cada
puesta entre los dos grupos comparados. Aqui, las lineas llenas que unen puntos
dentro de cada grupo, indican que mas de 50% de las hembras que comenzaron la
experiencia permanecen aun con vida. Las lineas punteadas indican que el porcentaje
de hembras que permanecen con vida en esa puesta, es menor a 50% de los animales
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que comenzaron la experiencia. Cuando se comparan graficamente estos resultados,
puede verse que las hembras virginales presentan un nimero inferior de puestas que
las hembras apareadas. La muestra original de hembras aisladas de machos se reduce
a menos de 50 % a partir de la puesta nimero 4, mientras que en el grupo de hembras
apareadas esta reduccion ocurre a partir de la puesta numero 5. Sin embargo, estas
diferencias no son estadisticamente significativas.

—a— Parejas
A--Virgenes

Nro. promedio de descendientes por puesta

— — . r
1 2 3 4 5 6 7 8
Puestas

Figura 25: Comparacion del nimero promedio de descendientes por puesta entre hembras
virgenes y hembras en pareja de Artemia persimilis. Las lineas sdlidas indican que hasta esa
puesta, mas de 50% de la muestra permanece viva; las lineas punteadas, que menos de 50%
de la muestra permanece viva.

Durante esta experiencia 57 % de las hembras mantenidas en pareja con machos se
reprodujo en forma exclusivamente ovipara y 43% lo hizo de manera ovipara u
ovovivipara en sucesivas puestas (modalidad reproductiva mixta). No se registraron
hembras que presentaran exclusivamente la modalidad reproductiva ovovivipara a lo
largo de todo su periodo reproductivo.
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Caracteristicas reproductivas que presentan las hembras virginales.

Hemos llamado “hembras virgenes” a todas aquellas hembras que fueron mantenidas

aisladas de machos desde la etapa post-larval hasta la muerte. Las observaciones

sobre el comportamiento reproductivo de estas hembras nos permitieron estimar la

influencia de los machos en el ciclo reproductivo.

a)

b)

d)

Se verificé en las hembras de Artemia persimilis de la Laguna Colorada Chica la
ausencia de reabsorcidon de gametos no fecundados. Las hembras virgenes
completaron el descenso de oocitos desde los oviductos hasta el utero, y
liberaron al medio camadas de oocitos que pudieron ser separados y contados.
Estos oocitos se encuentran, en algunos casos, rodeados por una envoltura
transparente y presentan una coloraciéon que pude variar desde el beige hasta el
anaranjado.

Se descart6 la presencia de partenogénesis en esta poblacién de A. persimilis,
dado que no se encontraron larvas nacidas a partir de hembras aisladas de
machos. Tampoco se detectaron nacimientos luego de deshidratar, rehidratar y
poner a eclosionar los oocitos no fecundados liberados por estas hembras.

Se observé un estado caracteristico que denominamos “ovisaco en masa” en el
cual los oocitos dentro del Gtero estan rodeados por una sustancia blancuzca.
Esta sustancia impide distinguir a los oocitos y toda “la masa” se mueve de
manera compacta cuando se producen las contracciones de las paredes
uterinas. Las hembras virgenes que mostraron “ovisaco en masa” después de
un par de dias, liberaron oocitos al medio.

Las glandulas de |la cascara parecen perder el ciclo de vaciado normal. En las
puestas virgenes, generalmente se encuentran glandulas muy pigmentadas que
presentan colores castaios cercanos al borra vino, a diferencia de lo que se
encuentra e n las hembras a pareadas, donde la tonalidad de las glandulas es
menos intensa y rojiza. Algunas hembras virgenes, luego de esta sobrecarga de
sus glandulas, reabsorben la secrecién; otras, en cambio, quedan
hiperpigmentadas por varios dias, incluso hasta la muerte.
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Discusién y conclusiones

A excepcion de lo que ocurre con la primera camada de oocitos, la ovulacién en A.
persimilis estaria condicionada por la oviposicion, ya que nunca se encontraron
hembras que presentaran al mismo tiempo oocitos o embriones en el ovisaco
pertenecientes a una 1™ camada y oocitos en el oviducto de la camada siguiente (fases
del ciclo de puesta (3+4), (3+5)), como es posible observar en Streptocephalus
(Brendonck, 1991).

De acuerdo a otros estudios, el tiempo que transcurren los oocitos en los oviductos en
A. franciscana puede variar de una a cuarenta horas (Bowen, 1962). En el trascurso de
nuestro estudio pudimos observar parejas de animales abrazados, en las cuales la
hembra transportaba oocitos aun infértiles en los oviductos. En una de ellas, diez
minutos después de la observacidn los oocitos estaban descendiendo hacia el ovisaco.
En otra observacion, pudo verse al macho introduciendo la porcién retractil del pene en
el gonoporo de la hembra que poseia oocitos en los oviductos. La cépula durd
aproximadamente un minuto, durante el cual el macho permanecié con su abdomen
rodeando el abdomen de la hembra, mientras descargaba el paquete de
espermatozoides. Luego de treinta minutos de transcurrida la copula, los oocitos ya se
encontraban en el ovisaco donde eran mantenidos en movimiento mediante las
contracciones de las paredes del Gtero.

Segun algunos autores las hembras de A. franciscana presentan un ciclo endogeno del
huevo por el cual en ausencia de cépula los oocitos no fecundados pasan desde los
oviductos hasta el Gtero sin observarse reabsorcidon de gametos (Bowen, 1962; Belk,
1991). Nuestros resultados reflejan que A. persimilis presenta el mismo
comportamiento. Sin embargo, Browne (1982) no detecta la presencia de ningun oocito
liberado al medio en las experiencias donde se analizan hembras de A. franciscana
mantenidas en aislamiento continuo. En otros anostracos existen diferentes opiniones
en cuanto a la necesidad de la copula como estimulo para que se produzca el
descenso de los oocitos desde los oviductos hasta el ovisaco. Segun Belk (1991) en
Eubranchipus serratus no existe descenso de oocitos en ausencia de cépula y el
mismo comportamiento se observa en Streptocephalus sealli (Prophet, 1963). Tampoco
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existiria liberacién al medio de oocitos no fecundados en S. dichotomus y S.
proboscideus (Munuswamy & Subramoniam, 1985; Brendonck, 1991). En contraste con
lo anterior, hembras de Streptocephalus vitreus y S. rubricaudatus liberaron oocitos sin
cascara, en ausencia de machos (Hildrew, 1985). Garreau de Loubresse (1980) estudié
el efecto del aislamiento en las hembras de Tanymastix, notando que 65-70% de las
hembras movilizaban los oocitos espontaneamente hacia el ovisaco, una vez alli eran
cubiertos con material de la glandula de la cascara. Las diferencias observadas entre
hembras virgenes de diversas especies sobre la liberacién al medio de oocitos no
fecundados o su reabsorcién, parecen tener raiz en la frecuencia con la que fueron
realizadas las observaciones sobre las hembras no apareadas. Murugan et al. (1996)
demuestra la liberacion de oocitos infértiles en hembras de S. dichotomus, S.
proboscideus y S. torvicornis no apareadas. Estos oocitos, que son rapidamente
degradados, pudieron ser detectados gracias a una alta frecuencia de observaciones a
intervalos de tiempo menores de una hora. En nuestra investigacion, los productos
liberados al medio por las hembras virgenes no sélo fueron detectados, sino también
contados, deshidratados, rehidratados y puestos a eclosionar (con resultado negativo).
Quizas estos oocitos podrian estar cubiertos de algun tipo de envoltura que los protege
de la degradacién, pero para confirmar este supuesto deberia hacerse un estudio
microscopico.

Nuestros resultados nos permiten concluir que en A. persimilis:

a) La ovulacioén estaria determinada por la liberacion al medio de quistes, nauplios o
productos infertiles desde el ovisaco (oviposicion)y por lo tanto, no seria
necesaria la copula como estimulo.

b) Existe liberacién al medio de oocitos infértiles o no fecundados, que no se
degradan

c) En la poblacion de A. persimilis de la laguna Colorada Chica no se observa
partenogénesis como modalidad reproductiva.

d) No se detectaron diferencias significativas, en las variables reproductivas, entre
las hembras del grupo “ virgen” y el grupo “en pareja”. Las hembras mantenidas
en aislamiento (virgenes), continuaron con sus ciclos reproductivos aun en

ausencia de macho.
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4.2.4- Caracteristicas de las principales fases dentro del ciclo
reproductivo y el ciclo de puesta.

Metodologia

Sobre la base del analisis de los datos registrados en las experiencias detalladas en
este capitulo (determinacién de la variacién horaria en la proporcién de estadios en el
ciclo reproductivo (item 4.2.2), duracion efectiva de estadios comparada entre hembras
virgenes y hembras en pareja y calculo del rendimiento reproductivo (item 4.2.3), es
posible extraer algunas conclusiones sobre los principales sucesos dentro del ciclo
reproductivo y el ciclo de puesta.

Para comprender mejor este analisis es necesario tener presentes los diferentes
disefios experimentales utilizados en cada una de estas experiencias. Las diferencias
mas importantes entre estos dos tipos de experimentos radican en el tipo de muestreo
realizado, el ambiente en el cual se encontraban las hembras muestreadas y en la
duracion total de cada una de las experiencias. En las diferentes experiencias las
hembras fueron, en algunos casos, mantenidas continuamente en presencia de un
macho sin tener la posibilidad de elegir otra pareja; en otros casos se las mantuvo en
recipientes donde estaban presentes varias hembras y machos al mismo tiempo y
finalmente también, se observaron hembras que estuvieron aisladas totaimente de
machos. Llamaremos VHPE al disefio experimental utilizado para calcular la variacion
horaria en la proporcion de estadios en el ciclo reproductivo y DECRR a la experiencia
donde se calcul6 la duracidén de cada estadio y se comparé el rendimiento reproductivo
entre hembras virgenes y en pareja.

Debido al objetivo y al tipo de disefio experimental utilizado en la experiencia VHPE, no
fue posible diferenciar entre los estadios del ciclo reproductivo 4 y 5 entre hembras que
tenian una puesta vivipara y las que tenian una puesta ovipara. Aqui, cada hembra fue
muestreada en forma aleatoria de un recipiente en el cual estaban presentes varias
hembras y machos, al no existir un seguimiento diferencial de cada hembra individual
fue imposible determinar cual seria el futuro de los embriones que se encontraban en el
ovisaco (quistes o nauplios). Con el tipo de observacién realizada no fue posible

Tesis Doctoral. Ximena I. Pastorino 08



Resuftados y Discusién. Capitulo 11

distinguir entre, los oocitos que habian bajado recientemente al ovisaco y de los
embriones que no presentaban cascara y se desarrollarian hasta larva nauplio. Por lo
tanto, cuando se hicieron las observaciones y no pudiendo discriminar entre los dos
estadios (4 y 5), los datos registrados se colocaron juntos bajo la denominacién de
“ovisaco con productos” (sin discriminar entre embriones recién fecundados y quistes o
nauplios listos para ser liberados al medio); y solamente la fase 4 del ciclo de puesta
fue discriminada para confeccionar las tablas 10 a 12. En cambio, en la experiencia
DECRR, donde las hembras fueron sometidas individualmente a los tratamientos
“virgen” o0 “en pareja” , y fueron evaluadas una vez al dia hasta la muerte de cada una,
el modo reproductivo pudo ser claramente determinado por la observacion directa de la
descendencia producida por cada hembra. Por esta razén los estadios 4 “"Oocitos en el
ovisaco” y 5 “Quistes o nauplios en el ovisaco” son discriminados con valores
separados en las tablas 13 y 14.

Para confeccionar las tablas 12 a 14 el ciclo reproductivo fue dividido en dos periodos
consecutivos: un periodo A “ovarico” (los ovarios estan vacios o poseen oocitos en
diferentes estados de maduracion) y un periodo B “oviducto-ovisaco” (los oocitos estan
en los oviductos, en el ovisaco o han sido fecundados, pasando a ser embriones).
Cada periodo estd compuesto por tres estados que reflejan diferencias en la
maduracion de los oocitos 0 en la posicién que ocupan estos dentro del sistema
reproductor. Dado que los productos sexuales (oocitos 0 embriones) en cada periodo A
o B pueden provenir de diferentes camadas (cuando se produce la ovulaciéon de los
oocitos del primer ciclo reproductivo comienza la maduracion de una nueva camada en
el ovario) cada uno de ellos fue considerado en forma separada. De esta forma con
todas las observaciones, se calcularon las frecuencias relativas de cada estado, dentro
de cada periodo.

Las tablas 10 y 11 fueron confeccionadas con las frecuencias absolutas de las
observaciones realizadas en la experiencia VHPE en hembras mantenidas en
presencia de machos y en hembras aisladas, para el total de dias que dur6 la
experiencia (7 dias). La tabla 12 representa los porcentajes de registros para cada
estado dentro de los periodos A y B obtenidos de la misma experiencia. Aqui, se han
discriminado los valores para dos grupos de hembras que se encontraban con machos:
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las hembras totales mantenidas en presencia de machos y el subconjunto d e e stas
hembras que estaban ademas en amplexo al momento de realizar el muestreo.

Para realizar comparaciones en las frecuencias de los estadios, se utilizaron solamente
los datos obtenidos en los primeros 8 dias de la experiencia DECRR, dado que la
experiencia VHPE solo dur6 7 dias. Este intervalo de tiempo (7-8 dias) es suficiente
para que se complete un ciclo reproductivo y comience la maduracion de los oocitos del

siguiente ciclo en los ovarios.

Resultados y Conclusiones

Fases con oocitos en los ovarios:

En los datos obtenidos a partir de la experiencia VHPE (Tabla 12 a) 31.9% de los
registros pertenecen a hembras con diferentes grados de maduracién ovarica
asociados con ovisacos vacios. El estadio correspondiente a ovisaco sin ningun tipo de
producto es caracteristico de hembras jévenes cuya primera camada no ha descendido
aun al ovisaco o puede verse en hembras que han liberado muy recientemente su
primera camada al medio. En este ultimo caso, si existiera copula, la duracién del
estadio “ovisaco vacio” es muy corta porque los oocitos descienden rapidamente desde
los oviductos hacia el ovisaco. Es importante destacar que la suma de los registros de
fases ovaricas son mayores en la experiencia VHPE (tablas 10, 12 a) que en la
experiencia DECRR (tablas 13 a, 14 a). La diferencia esta representada, casi
exclusivamente, por el total de observaciones registradas en estadios 0+0 (ovario y
ovisaco vacios). Esto se deberia a que, en la experiencia DECRR, los registros
comenzaron cuando mas de 50% de las hembras presentaron algin signo de
maduracion sexual, por lo tanto la fase 0+0 tiene una baja frecuencia. En cambio, en la
experiencia VHPE, donde la frecuencia del estadio 0+0 es mas alta, se estaria
reflejando una muy reciente maduracién sexual de las hembras, al momento de
empezar a realizar las observaciones y registrar los datos.
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Dia Fases z

0+0 1+0 2+0 3+0 3+1 3+2  4+0 441 4+2

1° 23 32 9 5 0 0 10 1 0 80
m o O & ©0 O @ O ©O @0

2° 14 12 13 6 0 0 25 9 1 80
© @© @0 © ©Oo O @ @ 0 (3

3° 19 7 8 6 3 0 15 25 5 88
@ @ & O O O @ @02 @ @62

4° 11 4 11 13 3 0 3% 26 19 122
@@ m O ©& © O @ & @3 @6

5° 6 2 12 15 1 0 3 20 24 115
© @© @ © © ©O © © @) @9

6° 8 3 4 8 0 0 30 26 18 97
@@ @& & 0o 0o ©o 66 6 (049 69

7° 6 3 4 4 0 0 23 15 23 78
© ©O© & O 0 ©0 @ @ 6 (9

Total 87 63 61 57 7 0 173 122 90 660

4 @2 42 @6 (O (© (@7 @0 (57) (210)

(%)* (4.6) (50.8) (68.9) (14) (0) (0) (15.6) (32.8) (63.3) (31.8)

* Porcentaje de hembras en amplexo del total de hembras registradas para cada fase.

Tabla 10. Frecuencias absolutas de las diferentes fases en el ciclo de puesta registradas en
hembras “no-aisladas” de machos, a tiempos seleccionados al azar durante un periodo de siete
dias (experiencia VHPE). Los valores entre paréntesis corresponden a las hembras
encontradas en amplexo en cada fase.
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Dia Fases z

0+0 1+0 2+0 3+0 3+1 3+2 4+0 4+1 442

1° 44 16 2 9 1 0 0 0 0 72
2° 22 13 2 17 5 0 2 3 0 64
3° 20 13 8 2 0 0 0 4 2 49
4° 4 31 21 30 1 3 9 1 0 100
5° 5 3 10 43 5 3 23 8 0 100
6° 0 3 1 13 19 16 2 18 14 86
7° 0 0 1 24 1 26 7 4 11 74

Total 95 79 45 138 32 48 43 38 27 545

Tabla 11. Frecuencias absolutas de las diferentes fases en el ciclo de puesta, registradas en
hembras “aisladas” de machos, a tiempos seleccionados al azar durante un periodo de siete
dias (experiencia VHPE).

Porcentaje de amplexos

El porcentaje de hembras con fase ovarica que ademas estan abrazadas por un macho
es de 20% para la experiencia en que las hembras estan en pareja y pueden elegir a
un solo macho para abrazarse (DECRR) y de 37% cuando las hembras fueron
muestreadas al azar de un poo/ de hembras y machos que compartian el mismo
ambiente (VHPE). Cuando se observan los datos de las hembras no aisladas de
machos obtenidos de la experiencia VHPE durante los siete dias que dur6 la misma
(tablas 10; 12 a y b), del total de 660 hembras muestreadas al azar en diferentes
horarios del dia, 210 estaban abrazadas por un macho (31.8%). De este subtotal de
hembras en amplexo, solamente cuatro eran sexualmente inmaduras (no presentaban
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oocitos en ningun sitio del tracto reproductivo). En los ultimos dias de esta experiencia
donde el total de hembras inmaduras muestreadas disminuy6 de 56 a 31, el porcentaje
de hembras inmaduras abrazadas por machos descendié hasta un valor cero. Este
resultado sugiere que los machos pueden abrazarse a cualquier hembra
independientemente del estado de maduracién sexual que ella presente. Sin embargo,
en presencia de hembras con algun signo de desarrollo ovarico, los machos
seleccionan preferentemente este tipo de hembras para abrazarse y poder copular.
Ademas de esto, nunca se registraron amplexos en hembras con fases reproductivas
0+0 en las observaciones realizadas en la experiencia DECRR sobre las hembras

mantenidas en pareja, como puede verse en la tabla 13.

Fases con oocitos en los oviductos:

Las fases del ciclo de puesta (3+1) y (3+2), que corresponden a la presencia de oocitos
en los oviductos y oocitos en los ovarios provenientes de una siguiente camada, fueron
encontrados con muy baja frecuencia o directamente no se observaron en las hembras
que se encontraban en presencia de machos (Tablas 10; 12 a; 13 a y 14 a). El
porcentaje de hembras con oocitos en los oviductos es casi el doble en la experiencia
VHPE que en la experiencia donde las hembras son mantenidas en pareja con machos
(DECRR) como puede verse al comparar los valores registrados en las tablas 12 ay 14
a.

Cuando se comparan los datos de las tablas 12 a con los de 12 ¢, asi como los de las
tablas 14 a y 14 c puede verse que; el total de fases con oocitos en los oviductos
observadas en las hembras mantenidas en presencia de machos (en pareja o rodeadas
de machos y hembras) es mucho menor que los porcentajes encontrados en las
hembras mantenidas aisladas de machos en estado “virginal”. Estos resultados reflejan
la existencia de una retencién de los oocitos en los oviductos cuando la copula se
retrasa o no existe, como ocurre en las hembras virginales. Podriamos suponer que, si
un grupo de hembras y machos estan presentes en un mismo cuerpo de agua, como
ocurre en el disefio experimental VHPE, cada macho compite con los demas por
encontrar una pareja entre un grupo de hembras en diferentes estadios del ciclo
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reproductivo. Por otra parte, cada hembra debe encontrar (o ser encontrada) un macho
antes que sus oocitos desciendan naturalmente desde los oviductos hacia el ovisaco
(como ocurre en las hembras “virgenes”) y la fertilizacion ya no tenga efecto. Es
esperable que estas hembras mantengan los oocitos en los oviductos el mayor tiempo
posible a la espera de que ocurra el encuentro con un macho. En la experiencia
DECRR, la pareja de cada hembra estaba asegurada sin ningan tipo de competencia,
por la presencia de un macho en un pequefno volumen de medio salino. Por esta razén
cuando la hembra estaba receptiva el acoplamiento con el macho ocurria casi
inmediatamente. Nuestros resultados sugieren, que el tiempo de retencién de los
oocitos en los oviductos puede variar desde un valor minimo, cuando cada hembra
receptiva posee un macho disponible (experiencia donde las parejas estaban aisladas
en recipientes de poco volumen DECRR); un valor medio, cuando existe competencia
entre varias hembras y machos por encontrarse en un cuerpo de agua (experiencia en
la que varias hembras y machos compartian un mismo ambiente VHPE); y un valor
maximo que corresponde a la espera de la copula y fertilizacion, antes que los oocitos
no fertilizados pasen inevitablemente al ovisaco (como ocurre en las hembras que
estan aisladas de machos en ambas experiencias DECRR y VHPE).

Durante el amplexo, la cépula seria él estimulo para el rapido pasaje de los oocitos
desde los oviductos hacia el ovisaco donde se encuentra el esperma del macho. Por
esta razén es muy poco frecuente encontrar hembras en amplexo que transporten

oocitos en los oviductos.
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Periodo A Periodo B Total
Ovisaco vacio Oocitos en el Ovisaco con
oviducto productos
Ovario vacio 13.2 8.6 26.2 48.0
Ovario semi-
maduro 9.5 1.1 18.5 29.1
Ovario maduro 9.2 0.0 13.7 229
Total 31.9 9.7 58.4 100

a) Porcentaje de hembras en cada fase, respecto del total de hembras “no-aisladas” de
machos (N = 660)

Periodo A Periodo B Total
Ovisaco vacio Oocitos en el Ovisaco con
oviducto productos

Ovario vacio 1.9 3.8 12.9 18.6
Ovario semi-

maduro 15.2 0.0 19.0 34.3

Ovario maduro 20.0 0.0 271 47 1

Total 371 3.8 59.0 100.0

b) Porcentaje de hembras encontradas en amplexo en cada fase, respecto del total de hembras
“no-aisladas” (N = 210).

Periodo A Periodo B Total
. . Oocitos en el Ovisaco con
Ovisaco vacio oviducto productos

Ovario vacio 17.4 25.3 7.9 50.6
Ovario semi-

maduro 145 5.9 7.0 27.4

Ovario maduro 8.3 8.8 50 221

Total 40.2 40 19.9 100.1

c¢) Porcentaje de hembras virginales en cada fase, respecto del total de hembras “aisladas” de
machos (N = 545)

Tabla 12. Ubicacién de los oocitos y embriones, dentro del sistema reproductor femenino, en

hembras de diferentes edades y a tiempos seleccionados al azar durante un periodo de siete
dias. Datos obtenidos de la experiencia VHPE.
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Periodo A Periodo B Total
Ovisaco Oocitos en el Oocitos en el Quistes o nauplios
vacio oviducto ovisaco en el ovisaco
\ . 2 4 22 1 39
Ovario vacio 0) 2) (1) (4) (7)
Ovario semi- 12 1 8 19 40
maduro (3) (1) (3) (15) (22)
Ovario 10 0 4 26 40
maduro (10) (0) (0) (26) (36)
Total 24 5 34 56 119
(13) (3) 4) (45) (65)

a) Hembras individualizadas, mantenidas durante toda la experiencia, en pareja. Los valores
entre paréntesis indican el subgrupo de hembras que se encuentran en amplexo en cada fase
(total de observaciones, N =119).

Periodo A Periodo B Total
Ovisaco Oocitos en el Ovisaco con
vacio oviducto productos
Ovario vacio 6 21 7 34
Ovario semi- 12 11 24 47
maduro

Ovario maduro 10 3 17 30
Total 28 35 48 111

b) Hembras individualizadas, mantenidas durante toda la experiencia aisladas de machos (total
de observaciones, N =111)

Tabla 13. Ubicacién de los oocitos y embriones, dentro del sistema reproductor femenino, en
hembras individualizadas, mantenidas en los tratamientos “en pareja” o “virgen”. Las
frecuencias absolutas obtenidas corresponden a los primeros 8 dias del total de la experiencia
DECRR.
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Fases con oocitos u embriones en el ovisaco:

Los resultados obtenidos de la experiencia VHPE (Tabla 12 a) muestran que 58.4% de
las hembras poseen al mismo tiempo oocitos en los ovarios con diferentes grados de
maduracion, y oocitos, quistes o nauplios en el ovisaco (fases (4+0), (4+1), (4+2) del
ciclo de puesta). Dado el tipo de disefio utilizado en esta experiencia los diferentes
productos reproductivos encontrados en el ovisaco no pudieron ser discriminados y
fueron considerados como un estadio unico llamado “ovisaco con productos”. Como se
muestra en la tabla 10 un 32% de estas hembras se encontraban ademas abrazadas
por un macho (amplexo). En la experiencia DECRR, las fases en el ovisaco fueron
clasificadas de acuerdo con el tipo de producto encontrado en “oocitos” o “quistes y
nauplios” (fases (4+0), (4+1), (4+2), (5+0), (5+1), (6+2) del ciclo de puesta). El total de
hembras que se encontraron en estas fases del ciclo de puesta alcanz6 un valor de
75.6% (Tabla 14 a), con 55% de ellas en amplexo. Este resultado se obtiene al sumar
los totales correspondientes a “Oocitos en el ovisaco” y “Quistes o nauplios en el
ovisaco” que se encuentran en la tabla 13 a. En esta experiencia se pudo observar que
la mayoria de las hembras se encontraban en amplexo el dia anterior a la oviposicién;
24 hs. mas tarde las parejas se encontraron separadas, la descendencia habia sido
liberada y una nueva camada de oocitos ya estaba en el ovisaco. Por lo tanto, la copula
y consiguiente fertilizacion de la segunda camada de oocitos se produjeron en un
periodo de tiempo inferior a las 24 hs.

Como se muestra en la tabla 16, del total de hembras registradas en la experiencia
VHPE, un 26.2% (173 hembras) poseia productos reproductivos en el ovisaco y el
ovario vacio pero s6lo 15.6% de estas hembras (27 hembras) se encontraban en
amplexo. Los resultados de la experiencia DECRR muestran que 27.7% de las
hembras (33 hembras) se encontraron en fase (4+0) y (5+0), pero solamente 15.2% de
éstas (5 hembras) estaban abrazadas por un macho (como puede verse en las tablas
19 a y 20 a al sumar los valores encontrados en los casilleros “Oocitos en el ovisaco” y

“Quistes o nauplios en el ovisaco” en combinacién con ovario vacio).
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Periodo A Periodo B Total
Ovisaco Oocitos en el Oocitos en el Quistes o nauplios
vacio oviducto ovisaco en el ovisaco
Ovario vacioé 1.7 3.4 18.5 9.2 32.8
Ovarlo semi- 10.1 0.8 6.7 16.0 336
maduro
Ovario maduro 8.4 0.0 34 21.8 33.6
Total 20.2 4.2 28.6 47.0 100

a) Porcentaje de hembras en cada fase del ciclo reproductivo, respecto del total de hembras
mantenidas en pareja (N =119).

Periodo A Periodo B Total
Ovisaco Oocitos enel Oocitos en Quistes o nauplios
vacio oviducto el ovisaco en el ovisaco

Ovario vacio 0.0 3.1 1.5 6.2 10.8

Ovario semi- , & 15 46 23.1 33.8
maduro
Ovario

maduro 15.4 0.0 0.0 40.0 55.4

Total 20.0 4.6 6.2 69.2 100.0

b) Porcentaje de hembras en amplexo en cada fase del ciclo reproductivo, respecto del total de
hembras mantenidas en pareja (N =65).

Periodo A Periodo B Total
Ovisaco Oocitos enel Ovisaco con
vacio oviducto productos
Ovario vacio 54 18.9 6.3 30.6
Ovario semi- 10.8 9.9 216 423
Ovario maduro 9.0 27 15.3 27.0
Total 25.2 31.5 43.2 100.0

c) Porcentaje de hembras virginales en cada fase del ciclo reproductivo, respecto del total de
hembras aisladas de machos (N =111).

Tabla 14. Ubicacién de los oocitos y embriones, dentro del sistema reproductor femenino, en
hembras individualizadas, mantenidas en los tratamientos “en pareja” o “virgen” en la
experiencia DECRR. Porcentajes calculados a partir de los registros correspondientes a los
primeros 8 dias del total de la experiencia.
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Lo que se observa al comparar las tablas 12 a y 14 a, es que para un mismo estado de
los oocitos o embriones en el ovisaco, el porcentaje de amplexos aumenta a medida

que aumenta la maduracion de los oocitos en los ovarios.

Caracteristicas del abrazo copulatorio

La hembra alcanza la madurez sexual cuando una camada de oocitos comienza a
madurar en los ovarios y por lo tanto, esta receptiva por primeravez. Silahembra
encuentra un macho durante este periodo, el cortejo, copula y fertilizacion pueden
ocurrir. Si no, la hembra permanece receptiva mientras los oocitos descienden desde
los ovarios hasta los oviductos (ovulacion).

El porcentaje de hembras en amplexo del total de hembras observadas presenta una
misma tendencia en ambas experiencias. Como se muestra en la figura 26, existe un
primer pico en el porcentaje de amplexos en las fases (2+0) y un segundo pico en las
fases (4+2) del primer ciclo de puesta. Esto sugiere que, durante el primer ciclo
reproductivo, las hembras van siendo cada vez mas receptivas a medida que los
ovarios van madurando gradualmente. Mas tarde en el ciclo de puesta, cuando una
camada de oocitos ya se encuentra en el ovisaco y una nueva camada comienza otro
ciclo reproductivo en los ovarios, la hembra esta nuevamente receptiva. La receptividad
de las hembras aumenta nuevamente y en forma gradual a medida que las gonadas
(ovarios) van madurando. Cuando un macho abraza a una hembra que se encuentra
por ejemplo en fase (4+2) del ciclo de puesta, debe esperar la liberacion de una
camada de oocitos para poder fertilizarla. Una vez producida la puesta fecundada por
un macho (o una copula) anterior, el ovisaco esta vacio y la nueva camada de oocitos
desciende hacia los oviductos; entonces el macho en amplexo fertiliza a la hembra y la
pareja se separa. De esta forma el macho se asegura una futura cépula con la hembra
receptiva que ha logrado e ncontrar. E s i mportante d estacar que la fase d el ciclo de
puesta (3+2) que representa a una hembra transportando oocitos en los oviductos y
oocitos en los ovarios de una camada posterior, no es una fase que sea observada

frecuentemente en hembras que se encuentran en pareja. Este tipo de superposicién
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de estadios de dos ciclos reproductivos esta reflejando una retencion de los oocitos en
los oviductos a consecuencia de la ausencia de copula.

[E2=5] Experiencia DECRR

% de hembras en amplexo

040 140 240 340 3#1 342 440 441 442
Fases en el ciclo de puesta

| I Experiencia VHPE

% de hembras en amplexo

0+0 140 240 340  3+1 342 440 4+1 442
Fases en el ciclo de puesta

Figura 26: Distribucion de los porcentajes de hembras de Artemia persimilis en amplexo en las
diferentes fases del ciclo de puesta, respecto del total de hembras en amplexo, sobre la base
de los datos registrados en las experiencias VHPE y DECRR.
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Introduccion

Se ha planteado que las diferencias en las caracteristicas reproductivas y del ciclo
ontogenetico representarian una adaptacién fenotipica de las poblaciones a los
distintos ambientes en los que se encuentran (Stearns, 1977). En este sentido, la
estabilidad y predecibilidad del ambiente serian los parametros principales que
afectarian la evolucién de las tacticas reproductivas. Por tal motivo, si una poblacion de
Artemia evoluciona en un ambiente fisico inestable e impredecible desviara una gran
parte de la energia disponible en adaptaciones a elementos abiéticos, mientras otras
poblaciones que habiten ambientes fisicos benignos serian capaces de dirigir mas
energia hacia interacciones biéticas como la reproduccion (Polis & Farley, 1980).

Los anostracos del género Artemia se han adaptado a vivir en ambientes salados a
hipersalinos, costeros o continentales, con composiciones de salmueras muy diversas y
regimenes climaticos muy variados. Como una consecuencia de |a gran distribucién
mundial de Artemia (Fig. 8), puede esperarse que el asilamiento geografico de las
poblaciones que habitan biotopos especificos con diferentes condiciones de salinidad y
temperatura, haya conducido a generar poblaciones con diferentes tolerancias a |os
factores abioticos.

Existe una gran interaccion entre la salinidad y la temperatura en lo que se refiere a la
respuesta reproductiva de Artemia y mas aun, esta interaccion varia significativamente
entre las diferentes especies estudiadas (Browne & Wanigasekera, 2000). A pesar de
que la resistencia a las diferentes salinidades es alta y generalizada para el género,
pudiendo variar desde los 3 a los 300 g I, este espectro de tolerancia no es valido
para todas las especies y en especial cuando se trata de salinidades bajas
(Triantaphyllidis et al., 1995). Los anostracos del genero Artemia son capaces de
adaptarse a grandes cambios en la salinidad de su medio externo, mediante procesos
homeostaticos que mantienen la presion osmética de la hemolinfa independiente de los
cambios externos (Croghan, 1958a). Esta regulacion osmética es llevada a cabo por el
érgano nucal, en el estadio naupliar y a través de las branquias en el adulto (Conte et
al., 1972; Croghan, 1958b). A rtemia se mantiene hiperosmética respecto al medio a
salinidades entre 3 y 10 g I', bombeando iones activamente hacia el medio interno y
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excretando abundante agua. A salinidades de 10 %. se comporta como
osmoconformador: la presion osmaética del medio interno es similar a la del medio
externo; a salinidades mayores de 10 %o, Artemia osmorregula hipotdénicamente,
expulsando activamente iones de la hemolinfa al medio externo y eliminando una orina
hipertonica (Barnes, 1994). El continuo transporte de iones en contra de un gradiente
requiere de altas cantidades de energia que se incrementan a medida que aumenta la
concentracion salina del medio exterior. Al parecer, Artemia produce una particion de la
energia disponible entre el transporte de iones y la sintesis de proteinas en lugar de
incrementar la produccién de energia (Conte et al., 1973). De tal forma, los procesos
dependientes de energia como son el crecimiento y la reproduccion, seran
posiblemente menores en altas concentraciones salinas, dado que una mayor cantidad
de energia es necesaria para mantener la homeostasis osmotica.

En el nuevo mundo el modo reproductivo del género Artemia es exclusivamente
bisexual, describiéndose para Sudamérica las especies Artemia persimilis y A.
franciscana. Las especies bisexuales exhiben acervos genéticos altamente diversos y
una fuerte tendencia a la diferenciacion interpoblacional, producto de la heterogeneidad
de su habitat, lo que se manifiesta en la gran variabilidad de los parametros
reproductivos (Gajardo et al., 1998). Las hembras de Artemia son iteréparas y
presentan la posibilidad de combinar, en diferentes ciclos reproductivos, un tipo de
reproduccion ovipara, con la produccion de quistes (embriones en diapausa) que son
liberados al medio, y un tipo de reproduccién ovovivipara, con la produccion de zigotas
que se desarrollan dentro del ovisaco hasta larvas nauplio, estadio en el que
abandonan el ovisaco de la hembra. A consecuencia de esta gran plasticidad del
grupo, podemos esperar que cada poblacion se adapte al clima de la regién en la que
se encuentra su cuerpo de agua, y a las condiciones particulares quimicas vy fisicas de
su biotopo. Como resultado, cada poblacién presentara variables reproductivas y de su
ciclo de vida que estaran en equilibrio con las condiciones ambientales locales.

Si bien las investigaciones efectuadas en el género durante la Gltima década son
numerosas los antecedentes reproductivos para poblaciones sudamericanas son aun
escasos. Experimentos realizados con poblaciones de Artemia sudamericanas, todas

pertenecientes a la especia A. franciscana, revelan la presencia de diferencias en los
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parametros reproductivos que estarian asociadas a las caracteristicas de los cuerpos
de agua, el origen geografico de las poblaciones y /o a las caracteristicas genéticas de
cada poblacién analizada (Crespo, 1999). Por tal motivo es muy importante conocer la
variabilidad en los p atrones reproductivos que s e presentan e n cada p oblacion, aun
cuando exista alguna informacién sobre la misma especie de Artemia en particular.

En varios trabajos se ha puesto a prueba el efecto de la variacion de los factores
abidticos sobre el rendimiento reproductivo y la supervivencia de diferentes especies de
Artemia (Browne, 1980 a y b y 1992; Vanhaecke et al., 1984; Wear & Haslett, 1986;
Wear et al., 1986, Barata et al., 1995, Triantaphyllidis et al., 1995; Barata et al. 1996 a 'y
b; Correa & Tapia 1998; Browne et al., 1984 y 2002) pero sélo en unos pocos, se hace
referencia al comportamiento de las variables reproductivas en A. persimilis y en estos
se considera exclusivamente a la poblacién de Salinas Grandes de Hidalgo (Rep.
Argentina), utilizada como poblacién de referencia de la especie (Browne et al., 1984,
Browne & Wanigasekera, 2000)

Los experimentos que se muestran a continuacion tienen como objetivo determinar el
efecto de criar animales pertenecientes a la poblacion de A. persimilis de la laguna
Colorada Chica en medios de diferente concentracién salina y de someter a las larvas

nauplio a shocks salinos, sobre el rendimiento reproductivo y la longevidad.
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4.3.1- Efecto de un shock salino o un cambio gradual de salinidad en
los primeros estadios larvales, medido en el rendimiento reproductivo
de las hembras adultas.

Se analizaron las diferencias en las variables reproductivas registradas en hembras
adultas, cuando las mismas fueron criadas en diferentes condiciones experimentales.
Por un lado, larvas nauplio fueron sometidas a una aclimatacién gradual desde la
salinidad de eclosién (15 g I') hasta la salinidad final de cria, y por otro, fueron
sometidas a un pasaje brusco desde la salinidad de eclosion hasta la de cria. El mismo
disefio experimental se aplicé separadamente para dos salinidades finales de cria (90 y
150 g I'").

Metodologia

25 larvas nauplio de 24-48 hs fueron colocadas en 12 recipientes de cria de 300 ml a
una densidad de 1 individuo/ 10 ml y sometidas a 2 tratamientos alternativos:
< Un pasaje gradual (“aclimatacion”) desde la salinidad de eclosion (15 g I'') hasta
la salinidad de cria (90 6 150 g I'").
% Un pasaje brusco (“shock”) desde la salinidad de eclosién hasta la salinidad de
cria (90 6 150 g I'").

Salinidad final a 90 g I"!

En el tratamiento “aclimatacion”, la salinidad del medio fue aumentada gradualmente

segun el siguiente cronograma hasta alcanzar la salinidad final de 90 g I'":
1* dia 2% dia 3° dia
40g " 65g!I" 90gl"

Eclosion
15¢g1”

En el tratamiento “shock salino”, se produjo un cambio brusco desde la salinidad de
eclosion hasta la salinidad final:

1* dia 2% dia
90g!’ 90 gl

Eclosiéon

15g 1" 90gl”

3% dia }
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Salinidad final de cria 150 g I
En el tratamiento “aclimatacién”, la salinidad del medio fue aumentada gradualmente

segun el siguiente cronograma, hasta alcanzar la salinidad final de 150 g I'":
1% dia 2% dia 3% dia 4 dia 5% dia
40 g’ 65g " 90 g I’ 120g1" [150g!”

Eclosion
15g 1’

En el tratamiento “shock salino”, se produjo un cambio brusco desde la salinidad de
eclosion hasta la salinidad final:

1* dia 2% dia
150g1" [150g !’

5° dia
150 g I"!

4% dia
150 g I

3% dia
150 g I

Eclosion
15g!’

Los demas parametros experimentales de los cultivos (temperatura, densidad,
iluminacion, alimentacion, etc.) fueron fijados en los mismos valores utilizados para las

cria de los animales (ver punto 3.4 Materiales y Métodos).

Una vez alcanzada la madurez sexual de los animales criados en las diferentes
condiciones experimentales, parejas de hembras y machos fueron separadas y
colocadas en recipientes individuales, conteniendo 20 ml de medio de cultivo. Todas
las parejas estudiadas fueron evaluadas diariamente registrandose, la presencia y tipo
de puestas y la muerte del macho o la hembra. Los registros continuaron a lo largo de
la vida de la hembra y los machos encontrados muertos fueron reemplazados por
machos de la misma edad. Los quistes o larvas encontrados en los recipientes fueron
cuidadosamente separados con pipeta “pasteur” y contados. Sobre la base de todos los
datos registrados se calcularon las siguientes variables reproductivas y del ciclo
ontogenético, que permiten poner a prueba las diferencias en el rendimiento

reproductivo de las hembras adultas:

e Longevidad de las hembras
e Longevidad de los machos
e Periodo pre-reproductivo

e Periodo reproductivo
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e Tiempo transcurrido entre las sucesivas puestas
e Edad del 1er amplexo

e Cantidad de descendientes por puesta

e Cantidad de descendientes por hembra

e Cantidad de puestas por hembra

¢ % de hembras oviparas puras

* % de hembras mixtas

Siguiendo el criterio de Browne et al. (1984), el periodo pre-reproductivo fue
considerado como el tiempo que transcurre desde el dia de la eclosion hasta el dia en
que se produce la primera puesta. A diferencia de este autor, el periodo reproductivo
fue considerado desde el dia de la primera puesta hasta que ocurre la muerte y no
hasta el momento en que se produce la ultima puesta. Este criterio fue utilizado porque
muchas hembras mueren al dia siguiente de producir su ultima puesta y en algunos
casos, mueren reteniendo una parte de la ultima puesta en el ovisaco.

Los resultados fueron puestos a prueba utilizando el analisis estadistico de T para dos
muestras (“Shock salino” Vs. “Aclimataciéon gradual”) o la prueba no paramétrica de
“Man Whitney” cuando se detectaron problemas en la normalidad de los datos (Sokal &
Rohlf, 1981). Las dos experiencias a las salinidades finales de cria de 90 y 150 g !
fueron realizadas por separado, por lo tanto, los resultados de cada una de ellas son
puestos a prueba de manera independiente. Todas las pruebas estadisticas fueron
realizadas utilizando el programa STATISTICA version 5.0. Es importante destacar que
el objetivo de este diseno experimental es probar la influencia de los tratamientos
“Aclimatacion gradual” Vs. “Shock salino”. No debe confundirse el objetivo tratando de

comparar las salinidades de cria de 90 g I"'contra las de 150 g I'".

Resultados

Las tablas 15 y 16 resumen los resultados obtenidos al registrar las variables
reproductivas en los animales sometidos a los tratamientos de “Aumento gradual de

salinidad” Vs. “Shock de salinidad” en las dos experiencias realizadas separadamente a
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las concentraciones salinas finales de 90 g I'' y 150 g I'". Se colocaron los valores

medios junto con los desvios estandar y el nimero de ejemplares analizados en cada

tratamiento.

Cuando se realizan las comparaciones estadisticas de los valores medios, no se

encuentran diferencias significativas entre los tratamientos, para ninguna de las

variables registradas. Esto puede verse en los altos valores que presenta la columna

“p-valor”, indicando la falta de diferencias entre los promedios analizados.

Variables Tratamientos p- valor
Shock salino Aclimatacién Pradual
90gl’ 90gl
. . 35.6 £ 14.1 3242+7.6
Longevidad de machos (dias) (n= 12) (n= 12) 0.50
. . 38.6+16.7 335+ 155
Longevidad de hembras (dias) (n= 12) (n= 12) 0.42
] . . 17.7+25 16.8+1.4
Periodo pre-reproductivo (dias) (n= 12) (n=12) 0.34
. . . 209+ 157 19.6 £ 14.5
Periodo reproductivo (dias) (n=12) (n= 10) 0.84
. . 44+1.6 4.7 £1.7
Tiempo entre puestas (dias) (n= 52) (n= 39) 0.85
52+34 49+32
Total de puestas por hembra (n=12) (n= 10) 0.81
Cantidad de descendientes por 226+129 21.8+123 0.76
puesta (n=61) (n=50) ’
. 118.4 + 96.1 107.1 £ 91.1
Total de descendientes por hembra (n= 12) (n= 10) 0.78
. . 9.9+0.6 10.3+1.2
Edad al primer amplexo (dias) (n= 12) (n= 10) 0.45
. 83% 80%
% de hembras oviparas puras (n= 12) (n= 10)
: 17% 20%
0, -
% de hembras mixtas (n=12) (n= 10)

Tabla 15. Variables reproductivas y del ciclo ontogenético registradas en hembras sometidas a
los tratamientos de aclimatacién gradual y shock salino a una salinidad final de cria de 90 g I'.
Se muestran los valores medios y los desvios estandar. Se agrega la medida de longevidad de

los machos.
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Variables Tratamientos p- valor
Shock salino Aclimatacién gradual
1 9
150g I 150g I’
Longevidad de machos (dias) 4((5,131;3)2 50(';:110‘;‘5 0.50
Longevidad de hembras (dias) 46('::112?'3 53('::1%1)'9 0.27
+
Periodo pre-reproductivo (dias) z?nll; 05) 3 22n8= 1 3)1 0.43
. . 59 1.6+£12.
Periodo reproductivo (dias) 32:; 1 8)2 3 (r?= 11(5 S 0.98
Tiempo entre puestas (dias) 8('::1%)3 7("::;},')1 0.46
Total de puestas por hembra 2('::110')3 3('::11)')5 0.10
Cantidad de descendientes por 131+74 14.3+6.8 0.86
puesta (n=10) (n=10) :
Total de descendientes por 33.8+18.9 52.1+23.5 0.07
hembra (n= 26) (n=37) '
Edad al primer amplexo (dias) 1:(3:21;22)1 1?;1;3)6 0.51
90% 90%
% de hembras oviparas puras (n= 1‘6) (n= 1‘6)
10% 109
% de hembras mixtas (n= 1‘6) (n= 1/°0)

Tabla 16. Variables reproductivas y del ciclo ontogenético registradas en hembras sometidas a
los tratamientos de aclimatacion gradual y shock salino a una salinidad final de cria de 150 g I”".
Se muestran los valores medios y los desvios estandar. Se agrega la medida de longevidad de
los machos

En los dos experimentos no se observan diferencias en el porcentaje de camadas
liberadas al medio en forma de quistes o como larvas vivas entre los dos tratamientos,
y a ninguna de las dos salinidades finales. En las dos concentraciones salinas finales
analizadas, asi como en los dos tratamientos, existe un porcentaje mayor de camadas
oviparas que ovoviviparas y no se encontraron hembras ovoviviparas puras (Tablas 15
y 16).
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La figura 27 muestra el promedio de los descendientes obtenidos para cada puesta y el
momento en que la cantidad de hembras muestreadas desciende a un valor menor de
50% de las que comenzaron la experiencia. Al comienzo de la experiencia (lineas
sélidas) realizada para analizar la concentracion salina final de 90 g I los tratamientos
shock y gradual no difieren en el patréon que presentan.

—sa— "“Shock salino”
4 "Aclimatacién gradual”
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Figura 27. Comparacion del nimero promedio de descendientes por puesta entre hembras
sometidas a los tratamientos de “Aclimatacion gradual” y “Shock de salinidad” para las
concentraciones salinas finales de 90 g I'' y 150 g I''. Las lineas sélidas indican que hasta esa
puesta, mas de 50% de la muestra permanece viva; las lineas punteadas, que menos de 50%
de la muestra permanece viva.
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En las puestas 1 y 2 las dos curvas son casi coincidentes y ain cuando en la tercer y
sexta puesta los tratamientos se cruzan, la diferencia es de unos pocos individuos.
Hacia el final de la experiencia (lineas punteadas) los valores obtenidos en el
tratamiento “"Aumento gradual de la salinidad” (aclimatacién) son mayores y la
tendencia es positiva. Sin embargo, es importante destacar que a estos promedios
(puestas 9 y 10) solo contribuyen dos hembras en los dos tratamientos.

En la experiencia realizada a salinidad final de 150 g I’ tampoco se observan
diferencias en las tendencias generales de ambos tratamientos. Al principio se observa
una pequena diferencia en el patron de distribucién de la descendencia. Aqui las
hembras sometidas a un aumento gradual de la salinidad pondrian mas descendientes
en las puestas 2 y 3. Ademas serian un poco mas longevas, porque el porcentaje de
supervivencia es menor a 50% en la quinta puesta (cuando cambian las lineas soélidas
por las punteadas), mientras que en el tratamiento shock salino este cambio se
produce en la tercera puesta. Estas minimas diferencias pueden verse en los valores

medios que se presentan en la tabla 16, pero no son estadisticamente significativas.

Discusidén y conclusiones

Salvo recientes estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio (Arbasetti, 2002),
existen pocos trabajos donde se compare el efecto de someter a los animales, en el
periodo naupliar a un aumento gradual o brusco de la salinidad, desde la salinidad de
eclosién hasta la salinidad final del medio de cria. En estos trabajos las comparaciones
son realizadas analizando la supervivencia de las larvas, pero no se realizan
observaciones sobre el rendimiento reproductivo de las hembras adultas (Dana et al.,
1993; Triantaphyllidis, et al., 1995). Seria de esperar que la supervivencia fuera mayor
en los animales que no sufren un cambio repentino de salinidad, debido a que podrian
regular m as | entamente ante los cambios graduales del medio. Sin embargo, en las
experiencias realizadas por Dana et al. (1993) en A. monica la supervivencia resulta
mayor en los animales que son transferidos en estados naupliar directamente a una
salinidad elevada en contraste con los que son aclimatados durante toda su vida. Los

beneficios de la aclimatacion podrian estar contrarrestados por los efectos
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acumulativos del aumento concurrente de la salinidad durante toda la vida (Dana et al.,
1993). Quizas, la aclimatacion a la salinidad tenga una influencia positiva en algunas
especies de Artemia, como se observa en A. franciscana de |la bahia de San Francisco,
que muestra una mejor adaptacion a altas salinidades cuando el aumento se produce
gradualmente. Sin embargo este efecto no se observa en la poblacién de Tanggu de A.
parthenogenetica (Triantaphyllidis, ef al., 1995).

Los resultados obtenidos previamente por nuestro laboratorio no muestran diferencias
significativas en la supervivencia ni en la longevidad de la poblacion de A. persimilis de
Colorada Chica entre los tratamientos subito y gradual a salinidades finales de 90 y 150
g I'". En nuestros resultados tampoco se evidencia para esta misma poblacién un
beneficio en la aclimatacién con respecto a un shock salino temprano (en nauplios de
24-48 hs), dado que no se registraron diferencias significativas entre los tratamientos
en ninguna de las variables reproductivas y del ciclo de vida (longevidad en a mbos
sexos) registradas a ninguna de las 2 salinidades finales consideradas (Tablas 15 y
16).

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que para A. persimilis de la laguna
Colorada Chica no existiria una influencia en la longevidad ni en el rendimiento
reproductivo de las hembras adultas, al someter a las larvas a un shock salino al dia
siguiente del nacimiento. Al parecer, los animales no reaccionan al cambio brusco de
salinidad del medio, en los primeros estadios larvales, modificando sus patrones

reproductivos luego de alcanzar el estado adulto.
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4.3.2- Efecto de diferentes shocks salinos sobre el rendimiento
reproductivo de las hembras adultas.

El disefio experimental que se describe a continuacibn nos permite probar
estadisticamente las diferencias en el rendimiento reproductivo de las hembras adultas
criadas a diferentes concentraciones salinas. Teniendo en cuenta los resultados d el
experimento anterior, en el cual no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos salinos graduales y bruscos sobre estadios naupliares, hasta 2 salinidades
finales diferentes, y considerando la gran dispersion observada en las variables
reproductivas, en el presente experimento se plantea:

a) someter a larvas de 24-48 hs a un pasaje brusco desde la salinidad de eclosion

hasta 3 salinidades finales: 40,90y 150 g I".
b) repetir toda la experiencia 3 veces consecutivas a lo largo de un periodo de siete

meses, manteniendo las mismas condiciones experimentales.

Metodologia

25 larvas nauplio de 24-48 hs fueron colocadas en 12 recipientes de cria de 300 ml a

una densidad de 1 individuo/ 10 ml y sometidas a tres tratamientos alternativos.

« Un pasaje brusco desde la salinidad de eclosién (15 g I} hasta una salinidad
de criade 40 g™

< Un pasaje brusco desde la salinidad de eclosién (15 g I'') hasta una salinidad

de criade90g!™.
< Un pasaje brusco desde la salinidad de eclosién (15 g I'") hasta una salinidad
de criade 150 g I'".

Cuando los animales criados en los diferentes tratamientos alcanzaron la madurez
sexual, parejas de hembras y machos fueron separadas y colocadas en recipientes
individuales, conteniendo 20 ml de medio de cultivo correspondiente. Todas las parejas

estudiadas fueron evaluadas diariamente. Los registros continuaron todo a lo largo de
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la vida de la hembra y los machos encontrados muertos fueron reemplazados por
machos de la misma edad. Los quistes o larvas encontrados en los recipientes fueron
cuidadosamente separados con pipeta “pasteur” y contados.

Para medir el efecto de diferentes concentraciones salinas sobre el rendimiento
reproductivo de las hembras adultas se calcularon las mismas variables reproductivas y
del ciclo ontogenético utilizadas en la experiencia 4.3.1 y se utilizaron los mismos

criterios para medir los periodos reproductivos (Pag.114).

Manteniendo las mismas condiciones experimentales (tres concentraciones salinas,
aplicadas b ruscamente desde el dia d el nacimiento de las larvas), la experiencia se
repitié tres veces (repeticiones) a lo largo de un periodo de siete meses.

Cada repeticion fue probada estadisticamente aplicando, en forma individual, un
analisis de la varianza paramétrico (ANOVA) o la prueba de Kruskal Wallis (Zar, 1999).
Cuando se detectaron diferencias entre los tratamientos, se aplicé una prueba para
identificar los grupos homogéneos definidos en funcion a las diferencias o similitudes
que presentan los valores medios (Games & Howell, 1976).

Para probar estadisticamente las diferencias entre las tres repeticiones del experimento
y calcular la interaccion entre las repeticiones y los tratamientos salinos, se aplicé a
todos los resultados en conjunto, un modelo de ANOVA mixto con dos factores (Sokal
& Rohlf, 1995). Los diferentes tratamientos salinos fueron tomados como un factor fijo y
las tres repeticiones fueron consideradas como un factor aleatorio.

Se calcularon los coeficientes de correlacion entre las variables reproductivas y la
longevidad utilizando el método de Pearson correlations (Sokal & Rohlf, 1995). Sin
embargo, cuando no se encontr6 homogeneidad en las varianzas se utilizé6 el método
de Sperman Rank Correlations para los pares que resultaron significativos con el
método paramétrico. Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas utilizando el
programa STATISTICA versién 5.0.

La representacion de los valores de longevidad en hembras y machos, se realizé
mediante un grafico de cajas o box-plot. En estos graficos, la dispersion que presentan
los resultados esta representada por el tamafo de las cajas, dado que los limites

inferior y superior de las mismas estan determinados por restar y sumar al promedio el
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valor del error estandar. También, se encuentra indicada la dispersion producida al
sumar y restar al promedio el valor del desvié6 estandar (lineas que se prolongan

verticalmente en cada caja).

Resultados

Las tablas 17 a 19 reportan los valores medios y los desvios estandar de las variables
reproductivas y del ciclo ontogenético tomadas en tres condiciones de salinidad
diferentes en cada una de las tres repeticiones del experimento. Como las variables
reproductivas so6lo pueden ser calculadas en las hembras que pusieron al menos una
puesta durante toda su vida, las diversas variables registradas en las tablas tienen un
numero diferente de datos que contribuyen al valor medio. De esta forma cuando se
suman los promedios (en dias) en las variables periodo pre-reproductivo vy
reproductivo, no se llega a obtener el mismo valor que el promedio de la longevidad,
porque a estos promedios contribuyen un ndmero diferente de animales (ver en cada
medicién el “n" correspondiente). Las comparaciones realizadas dentro de cada
repeticion, con la prueba de Kruskal Wallis, revelan la presencia de diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamientos en diferentes variables registradas. Las
variables que presentan diferencias significativas estan indicadas con un asterisco
dentro de las tablas 17 a 19. Los resultados obtenidos a partir del analisis a posteriori
de la prueba de Kruscal Wallis, realizado sobre las variables que presentaron
diferencias significativas, se indican en la tabla 20 (Games & Howell, 1976). Este
analisis nos brinda la posibilidad de ver como estan formados los grupos homogéneos.
En algunos casos, aun cuando existen diferencias significativas (p< 0.05) los grupos
homogéneos se solapan y como consecuencia, también se solapan las diferencias
entre los tratamientos. Esto ocurre, por ejemplo, en la variable “Longevidad de machos”
en la experiencia 1, aqui los tratamientos 40 g I'' y 90 g I'' forman un grupo, pero el otro
grupo lo forman 90 g I' y 150 g I"', por lo tanto las diferencias se solapan y so6lo
resultan realmente d iferentes entre si los tratamientos 40 g I' y 150 g I'' formando

parte de un gradiente.
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Por el contrario, en la variable “Periodo pre-reproductivo” (repeticiones 2 y 3), el
tratamiento 90 g I esta solo y separado de 40 g I'" y 150 g I'' que forman un grupo

homogéneo.

Tratamientos
(Concentraciones salinas)

Variables
(Primera repeticion)

40g 1" gogl 150 g I
Longevidad de machos (dias) * 70.5+32.7 54.5+23.3 31.2+16.8
(n=12) (n=10) (n=15)
Longevidad de hembras (dias) 426 +19.9 453 + 15.2 39.6 + 19.1
(n=12) (n=10) (n5)
Periodo pre-reproductivo (dias) 276 +12.8 21.7+1.2 222+23
(n=11) (n=10) (n=15)
Periodo reproductivo (dias) 17.1+15.6 23.6 + 15.1 16.6 +21.1
(n=11) (n=10) (n=5)
Tiempo entre puestas (dias) 7.7+53 7.7+41 9.5+ 2.1
(n=10) (n=24) (n=2)
Total de puestas por hembra 21108 37+27 1.4+0.9
(n=11) (n=10) (n=15)
Cfg;'tgad de descendientes por 142492 1611 6.7 151+828
P (n= 23) (n= 35) (n=7)
Total de descendientes por hembra 29.7 £ 26.1 59.7 +44.8 21.1+6.2
(n=11) (n=10) (n=5)
% de hembras oviparas puras 82% 100% 100%
% de hembras mixtas 18%

Tabla 17. Variables reproductivas y del ciclo de vida registradas en machos y hembras
sometidos a las salinidades de 40, 90 y 150 g | ' Se muestran los valores medios y los desvios
estandar. El asterisco sefala la presencia de diferencias significativas entre los tratamientos
(Kruskal Wallis p <0.05)
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Tratamientos
(Concentraciones salinas)

Variables
(Segunda repeticion)

40491 gogl” 150 g I"
Longevidad de machos (dias) * 34.2+9.1 25.5+4.1 56.5 + 9.30
(n=9) (n=12) (n=10)
Longevidad de hembras (dias) * 271+7.2 26.5+8.3 30.2+ 126
(n=11) (n=12) (n=10)
Periodo pre-reproductivo (dias) * 225+22 184+25 225+31
(n=9) (n=11) (n=9)
Periodo reproductivo (dias) * 71+41 89+76 18.5+9.9
(n=9) (n=11) (n=9)
Tiempo entre puestas (dias) 48+27 35116 44+17
(n=9) (n=20) (n=32)
Total de puestas por hembra * 2109 29+22 47+24
(n=9) (n=11) (n=9)
Cantidad de descendientes por 16.3+7.2 246 +13.7 18.1 + 13.4
P (n= 16) (n=31) (n= 40)
Total de descendientes por hembra 33.4+221 71.7+76.8 84.5 + 56.1
(n=9) (n=11) (n=9)
% de hembras oviparas puras 100% 100% 89%
% de hembras mixtas - 1%

Tabla 18. Variables reproductivas y del ciclo de vida registradas en machos y hembras
sometidos a las salinidades de 40, 90y 150 g | '. Se muestran los valores medios y los desvios
estandar. Los asteriscos sefalan la presencia de diferencias significativas entre los
tratamientos (Kruskal Wallis p <0.05)
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Variables
(Tercera repeticion)

Tratamientos
(Concentraciones salinas)

40g 1" gogl 150 g I
Longevidad de machos (dias) 369137 50.3+ 229 33.5+£9.1
(n=10) (n=12) (n=10)
Longevidad de hembras (dias) 271176 48.7 £35.4 3861175
(n=10) (n=12) (n=10)
Periodo pre-reproductivo (dias) * 218143 154+1.2 26.1£14.7
(n=6) (n=12) (n=7)
Periodo reproductivo (dias) 911273 33.2+349 20.8+13.9
(n=6) (n=12) (n=7)
Tiempo entre puestas (dias) 5117 6.4+3.6 6.2+3.5
(n=5) (n=58) (n=17)
Total de puestas por hembra 1.8+1.2 5.8+5.1 34+1.8
(n=6) (n=12) (n=7)
Cj:;it‘;ad de descendientes por 135+7.3 153+ 6.4 11.9+4.8
P (n=11) (n= 70) (n= 22)
Total de descendientes por hembra 248+ 135 89.2+79.2 3731274
(n=6) (n=12) (n=7)
% de hembras oviparas puras 100% 92% 100%
% de hembras mixtas 8%

Tabla 19. Variables reproductivas y del ciclo de vida registradas en machos y hembras
sometidos a las salinidades de 40, 90 y 150 g | "'. Se muestran los valores medios y los desvios
estandar. El asterisco sefala la presencia de diferencias significativas entre los tratamientos

(Kruskal Wallis p <0.05)
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Variables (Repeticion 1) Tratamientos Valor medio = Grupos homogéneos
40g|’ 70.5
Longevidad de machos 90gl 54.5 I
150 g I 31.2 I
Variables (Repeticion 2) Tratamientos Valor medio = Grupos homogéneos
150 g1’ 56.5
Longevidad de machos 40 gl 34.2 I
90 gl 25.5 I
150 g I 39.2
Longevidad de hembras 40 g™ 27.1 I
90gl" 26.5 I
150 g I 22.6
Periodo pre-reproductivo 40gl’ 22.5 l
90 gl 18.4 |
150 g I 18.6 |
Periodo reproductivo 90 gl 8.9
40g! 7.1 I
150 g I 4.7
Total de puestas por hembras 90gl 2.9 I
40gl’ 2.1 I
Variables (Repeticion 3 ) Tratamientos Valor medio  Grupos homogéneos
150 g I 26.1
Periodo pre-reproductivo 40g!’ 21.8 I
90gl’ 15.4 |

Tabla 20. Comparacion de los valores medios de las variables que presentan diferencias
significativas en las tres experiencias de shocks salinos. Las lineas verticales unen tratamientos
en los cuales las diferencias entre los valores medios no son significativas (grupos
homogéneos). Es importante destacar que el orden de los tratamientos no es el mismo en

todas las variables analizadas.
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En la figura 28 estan representados los componentes del ciclo de vida de las hembras
(periodo pre-reproductivo y reproductivo) en las tres experiencias. Puede verse que las
hembras criadas a 90 g I’ comienzan a reproducirse siempre antes que las
pertenecientes a otros tratamientos, aun cuando en la experiencia 2 los valores de
longevidad de las hembras de 90 g I son muy bajos.
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Figura 28. Componentes del ciclo de vida de las hembras de A. persimilis en diferentes
condiciones de salinidad. Duracién (dias) de las etapas pre-reproductiva y reproductiva dentro
del ciclo de vida. Se representan los valores medios para cada periodo dentro de los
tratamientos en las tres repeticiones.
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La figura 29 muestra el numero de descendientes promedio para cada puesta en los
tres tratamientos salinos, discriminados para cada repeticion de la experiencia. En
estos graficos, las lineas sélidas que unen puntos dentro de cada grupo, indican que
mas de 50% de las hembras que comenzaron la experiencia permanecen aun con vida.
Las lineas punteadas indican que el porcentaje de hembras vivas, es menor a 50% de
las que comenzaron la experiencia. Al comparar graficamente él numero de
descendientes (en promedio) liberados al medio en cada puesta, podemos ver que en
las repeticiones 1 y 3 las hembras criadas en 90 g I tienen una mayor cantidad de
puestas que el resto de los tratamientos. En la repeticibn 2, aun cuando existen
diferencias significativas en la variable “Total de puestas por hembra”, estas diferencias
separan al tratamiento 40 g I'' de 150 g I'" pero no existe diferencia entre 90 g I'' y 150
g I'" (Tabla 20). E sto ocurre porque, a diferenciade |o que se observa en las otras
repeticiones, en la repeticion 2 las hembras criadas a 150 g I fueron mas longevas
que las demas.

Todas las experiencias muestran un mayor porcentaje de modalidad reproductiva
ovipara y en algunos casos se encontraron hembras con una modalidad mixta, pero en
ningan momento se observo la modalidad reproductiva ovovivipara en forma exclusiva.
Al analizarse las diferencias entre la longevidad de los machos y las hembras en los
distintos tratamientos y experiencias se encontré que, en seis de las nueve situaciones
(tres tratamientos x tres repeticiones) los machos vivieron mas que las hembras. Sin
embargo, esta diferencia sélo resultd estadisticamente significativa (pruebas de “t” o la
prueba no paramétrica de Man Whitney) para el tratamiento 40 g I en las repeticiones
1y 3y para el tratamiento 150 g I"' en la repeticion 2. En la figura 30 se encuentran los
diagramas de cajas realizados con las variables “Longevidad de machos” vy
“Longevidad de hembras” en las tres concentraciones salinas (tres tratamientos)
discriminados para cada repeticion del experimento. Alli podemos ver que, en las
situaciones donde las diferencias resultaron estadisticamente significativas (tratamiento
40 g I experiencias 1 y 3; tratamiento 150 g | experiencia 2), 1os limites inferior y

superior de las cajas correspondientes a cada sexo, no se solapan.
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Figura 29. Comparacion del nimero promedio de descendientes en cada puesta en los
tratamientos de shock salino a las concentraciones de 40 g 1", 90 g I'' y 150 g I''. Las lineas
sélidas indican que mas de 50% de la muestra permanece con vida, las lineas punteadas que
menos de 50% de la muestra permanece con vida al momento de esa puesta
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Figura 30. Diagramas de cajas producidos con la variable “Longevidad” en hembras y machos.
Estan representados los tres tratamientos utilizados en las tres experiencias de shock salino.

SD = desvio estandar.
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Los valores medios y los desvios estandar de las variables analizadas de manera
conjunta (en todas las repeticiones y tratamientos), con el modelo de ANOVA mixto se
registran en la tabla 21. De este analisis surge que, la variable “Longevidad de machos”
es la unica que presenta una interaccioén significativa ( p<0.001) entre los dos factores
(tratamiento y repeticiones). La presencia de interaccion nos indica que el efecto de los
tratamientos no puede analizarse independientemente de las repeticiones. Las
variables “Periodo pre-reproductivo”; “Total de puestas por hembra” y “Total de
descendientes por puesta” presentan diferencias significativas entre los tratamientos
(p< 0.05) y no poseen interaccion significativa entre los dos factores analizados, por lo
tanto podemos decir que existe una diferencia en los valores medios en funcién de los
tratamientos independientemente de la repeticion de que se trate. Las variables
“Longevidad de hembras” y “Periodo reproductivo” no presentan diferencias
significativa. Los valores medios de las variables “Longevidad de hembras”; “Periodo
pre-reproductivo”; “Total de puestas por hembra” y “Total de descendientes por
hembra” en funcion de los tratamientos salinos estan representados en la figura 31.
Puede verse que a excepcion de la experiencia 2, el rendimiento reproductivo de las
hembras medido en funcion del numero de descendientes y de puestas producidas, es
mas alto en el tratamiento de shock salino de 90 g I, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p< 0.05).
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Tratamientos
(Concentraciones salinas)
40g!" 9g!" 150 g
Repeticiones Repeticiones Repeticiones
1 2 3 1 2 3 1 2 3

X 7050 3422 3690 5450 2550 5033 3120 56.50 33.50
Longevidad machos
(dias)
DS (32.74) (9.08) (3.73) (23.34) (4.06) (22.89) (16.80) (9.30) (9.14)

X 4258 2707 2710 4530 26.50 4867 3960 3920 38.60
Longevidad hembras

(dias)
DS (19.93) (7.21) (7.64) (15.18) (B8.34) (35.36) (19.11) (12.66) (17.48)
Perfodo X 2763 2255 2183 21.70 18.36 1542 2220 2255 26.14
pre-reproductivo
(dfas)

DS (12.79) (2.18) (4.26) (1.16) (2.50) (1.16) (2.28) (3.08) (14.69)

X 1709 7.08 9.06 2360 891 3325 16.60 1855 20.86
Periodo reproductivo
(dias)
DS (15.63) (4.12) (7.32) (15.13) (7.58) (34.88) (21.06) (9.93) (13.99)

X 209 207 183 370 291 5.83 140 466 343
Total de puestas por

hembra
DS (0.83) (0.87) (1.17) (2.75) (2.25) (5.11) (0.89) (2.44) (1.81)
Total de X 2973 3344 2483 59.70 71.73 89.25 21.01 8455 37.28
descendientes por
hembra

DS (26.04) (22.07) (13.47) (44.76) (76.81) (79.22) (6.16) (56.01) (27.42)

Tabla 21. Variables reproductivas y del ciclo de vida en las tres experiencias de shock salino a
las concentraciones de 40, 90 y 150 g I'. Se muestran los valores medios y los desvios
estandar entre paréntesis.
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Figura 31. Longevidad de las hembras, Periodo pre-reproductivo, Total de puestas y Total de
descendientes por hembra para las tres repeticiones de la experiencia de shock salino en
funcién de los tratamientos. En todos los graficos estan representados los valores medios.
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Los valores obtenidos al analizar la correlacién entre las variables reproductivas y la
longevidad de las hembras estan listados en la tabla 22. Se reporta el valor del
coeficiente de correlacién obtenido junto con el nivel de significacion correspondiente.
En este tipo de experimentos la relacion entre las variables no es de dependencia, por
lo tanto, la magnitud de una variable puede cambiar junto con otra, pero no es
razonable pensar que exista una variable dependiente y otra independiente. Por este
motivo se habla de correlacién entre las variables y no de regresién. Podemos ver que
la variable “periodo pre-reproductivo” no esta relacionada con ninguna de las demas
variables analizadas y que “Longevidad de hembras” esta correlacionada positivamente
con las variables que miden el rendimiento reproductivo ( “Periodo reproductivo”, “Total
de puestas por hembra” y “Total de descendientes por hembra"). Como una
consecuencia de la correlacion entre las variables podemos ver en la figura 31 que el
patron de las variables “Total de puestas por hembras” y “Total de descendientes por

hembra” es similar.

Longevidad Periodo Periodo Total de puestas
de hembras pre-reproductivo  reproductivo por hembra
Periodo 0.251
pre-reproductivo (p>0.05)
Periodo 0.924 -0.136
reproductivo (p<0.001) (p>0.05)
Total de puestas 0.746 -0.148 0.821
por hembra (p<0.001) (p>0.05) (p<0.001)
e e  xoor 0.633 0.146 0.705 0.897
P (p<0.001) (p>0.05) (p<0.001) (p<0.001)

hembra

Tabla 22. Coeficientes de correlaciéon entre las variables reproductivas y la longevidad de las
hembras. Entre paréntesis se coloca el p-valor
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Discusidén y conclusiones

En condiciones naturales cada poblacion de Artemia se desarrollaria de manera éptima
(mayor crecimiento individual, mayor fecundidad y supervivencia) dentro de cierto
intervalo de concentraciones salinas (Wear et al., 1986). Existen discrepancias sobre
cual seria el nivel 6 ptimo de salinidad en el desarrollo de A. persimilis. Por un lado
existiria una mejor adaptacion a las salinidades cercanas a los 70 g I reflejado en una
mayor supervivencia (Vanhaecke et al., 1984) y por otro lado se desarrollaria bien
cuando es criada a una concentracién salina de 35 g I"' medido en relacién a un mayor
crecimiento individual de los adultos (De los Rios, 2001). Estudios realizados con otras
especies de Artemia, como por ejemplo A. monica, muestran que el tamano de los
individuos criados en diferentes condiciones es menor a medida que aumenta la
concentracion salina y esta disminucién estaria correlacionada con un menor
rendimiento reproductivo, dado que a mayor salinidad se observan retrasos en la
reproduccion, menores tamanos de puesta y mayores intervalos e ntre | as s ucesivas
puestas (Dana et al.,1993). Esta relacion negativa entre el rendimiento reproductivo y el
aumento de la salinidad, estaria reflejando una disminucion en la cantidad de energia
disponible para la reproduccion a medida que mas energia es necesaria para llevar a
cabo procesos homeostaticos. Por lo que se desprende de nuestros resultados, la
poblacién de A. persimilis de la laguna Colorada Chica presenta un mayor rendimiento
reproductivo a una concentracién salina de 90 g I'', medido en funcién del total de
descendientes liberados al medio y del total puestas que pone cada hembra. Al no
haberse registrado los tamanos finales de los animales adultos, no podemos concluir si
existe una relacién entre el rendimiento reproductivo y el crecimiento individual de las
hembras.

Al comparar los resultados obtenidos en las tres repeticiones de la experiencia no
podemos pasar por alto que, en la segunda repeticion las hembras criadas en 90 g I’
resultaron ser menos longevas en comparaciéon con la misma concentracion salina en
las demas repeticiones. Ademas de esto, presentaron una menor cantidad de puestas y
menor numero total de descendientes por hembra, en comparacion con el tratamiento
150 g I (Fig. 31). Sin embargo, las diferencias en el rendimiento reproductivo solo
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fueron significativas para la variable “Total de puestas por hembra” (Tabla 20) y en este
caso las hembras de 90 g I'' quedaron formando un grupo homogéneo junto con las de
150 g I' que pusieron el maximo de puestas en e sa repeticién e n p articular. C omo
puede verse en las tablas 3 a 5, las variables que se utilizan en este estudio presentan
gran dispersion (altos valores en los desvios estandar). Al analizar trabajos realizados
en Artemia donde se incluye A. persimilis de la poblacion Hidalgo, siempre se observan
valores de dispersion altos en todas las variables reproductivas y del ciclo de vida
(Browne et al., 1984; Browne & Wanigasekera, 2000). Lo mismo ocurre en otros
trabajos donde se analiza el rendimiento reproductivo de diferentes especies de
Artemia y esto conduce a discrepancias en los resultados obtenidos por diferentes
autores al analizar las mismas especies (Triantaphyllidis et al., 1995; Browne &
Wanigasekera, 2000). Estas discrepancias en los resultados son explicadas en funcion
a diferencias en las condiciones de cultivo utilizadas o diferencias en la ubicacién
geografica de las especies, pero podrian ser el resultado de una gran variabilidad
asociada a este tipo de parametros. Por tal motivo, la repeticion de las experiencias
permite tener un panorama mas claro, sobre la existencia de patrones en el
rendimiento reproductivo de una determinada poblacién de Artemia en funcién de la
salinidad, mas aun cuando se observan dispersiones tan altas asociadas a los valores
medios. Un problema similar surge al sacar conclusiones sobre las diferencias en la
longevidad entre machos y hembras. Dado que, diferentes publicaciones de un mismo
autor, hacen referencia a este tema de manera contradictoria (Browne, et al., 1984,
Browne & Wanigasekera, 2000). Nuestras experiencias indican que los machos serian
mas longevos que las hembras, pero no se observa un patron constante al respecto de
la variacién de salinidad y las diferencias encontradas no son estadisticamente
significativas en todos los casos analizados.

Los patrones que presentan las variables reproductivas de los organismos son
usualmente considerados desde un punto de vista evolutivo. Dicho de otra forma,
variaciones en caracteristicas tales como tasa d e reproduccién, longitud d el p eriodo
reproductivo y edad a la que ocurre la primera puesta tienen usualmente un efecto
directo en la aptitud y la competitividad de las poblaciones. Una afirmacién basica, que

se encuentra en muchos estudios ecolégicos indica que, al ser los recursos limitados
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para un organismo, el desvio de estos hacia la reproducciébn provocaria una
disminucion en los recursos disponibles para el crecimiento y el mantenimiento del
organismo. Por tal motivo, una consecuencia de la reproduccion seria una disminucién
en la supervivencia (Bell, 1980). Las evidencias bibliograficas sugieren que existiria un
costo real asociado a la reproduccion, pero no se ha demostrado que la reproduccion
afecte directamente la probabilidad de supervivencia (Snell & King, 1977). En trabajos
realizados con rotiferos se encuentran diferentes patrones reproductivos que estan
asociados con la longevidad, encontrandose animales longevos que se reproducen
varias veces Y en distintas clases de edades. En contraste, los animales poco longevos
pasan su vida reproductiva concentrando la reproducciéon en unas pocas clases de
edades y con una tasa muy elevada. Si esta afirmacion se cumpliera en A. persimilis,
deberiamos encontrar diferentes patrones reproductivos en relaciéon con la longevidad
de las hembras. Como las hembras de Artemia producen multiples camadas a lo largo
de su vida reproductiva, e s p osible que p udieran balancear el e sfuerzo reproductivo
con la propia supervivencia (Crespo, 1999). De esta forma la longitud del periodo
reproductivo seria un factor que influiria en el desempefo de las poblaciones de
Artemia (Browne, 1980;1982; Browne et al., 1984). Las hembras con periodos
reproductivos cortos concentrarian su esfuerzo reproductivo en camadas abundantes y
continuas, mientras que aquellas que viven mas tiempo distribuirian el esfuerzo
reproductivo durante toda su vida (Lenz, 1987). En nuestro estudio se revela una
correlacion positiva entre el periodo reproductivo y la cantidad total de descendientes
que pone una hembra. Esta relacion indicaria que las hembras de A. persimilis no
podrian desviar los recursos destinados en la reproduccién hacia aumentar su propia
supervivencia, dado que no se observan hembras longevas que pongan pocos
descendientes a lo largo de su vida reproductiva. Debemos recalcar que las
asociaciones entre las variables reproductivas y del ciclo de vida que estamos
estudiando no son de efecto y consecuencia (regresion) y solo podemos decir que una
variable cambia positiva o negativamente cuando la otra cambia (correlacién), pero no

podemos decir que una de las dos sea dependiente de la otra.
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Consideraciones Ecolégicas

El estudio de las parejas individuales en condiciones estandarizadas de laboratorio
permite analizar diversos fenotipos reproductivos y sacar conclusiones sobre el posible
comportamiento de las poblaciones naturales, pero estas conclusiones no son
suficientes para determinar los requerimientos y tolerancia de Artemia, mas aun,
cuando su ocurrencia en la naturaleza esta restringida a niveles de salinidad lo
suficientemente altos para impedir la coexistencia de sus predadores (Vanhaecke et al.,
1984, Dana et al., 1993).

Numerosos autores han propuesto que la salinidad, por si sola, no es el factor abiético
mas importante en controlar la abundancia de especies en un determinado cuerpo de
agua. Al estudiar los ecosistemas acuaticos se deben tener en cuenta factores
abioticos que incluyen la interaccion entre factores fisicos y quimicos (temperatura,
salinidad, quimica del agua) y factores biéticos como la depredacién y la competencia
(Williams, et al. 1990). En los ecosistemas que habita Artemia, cuando la salinidad es
elevada, la competencia y la depredacibn por parte de otros organismos
zooplancténicos no parecen ser un factor importante dado que no existen muchos
organismos que estén adaptados a las altas concentraciones salinas. Sin embargo,
cuando los niveles de salinidad son bajos estos factores biéticos deben ser tenidos en
cuenta. Existe una hipotesis por la cual la productividad de las especies individuales
alcanzaria un valor maximo en salinidades intermedias, dado que en altas
concentraciones los organismos se encontrarian fisioldgicamente limitados, y en bajas
concentraciones la depredaciéon y la competencia con otras especies limitarian el
crecimiento de la poblacion (Herbst, 1988). Si este fuera el caso para A. persimilis de la
laguna Colorada Chica podriamos explicar, como resultado de nuestras experiencias,
el mayor rendimiento reproductivo de esta poblacidn en la salinidad intermedia de 90 g
I

Para algunos autores, la edad a la que se produce la primera puesta seria el factor mas
importante en la determinacion de la tasa de crecimiento de una poblacién (Cole,
1954). En nuestro trabajo, la edad a la primera reproduccién fue definida como el

periodo pre-reproductivo y su valor fue siempre menor en las hembras que crecieron a
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una concentracion salina de 90 g I'". Este resultado estaria indicando que las hembras
de A. presimilis de la poblacion de Colorada Chica se desarrollarian mejor en
concentraciones salinas intermedias en lugar de a salinidades extremas, tanto bajas

(40 g I') como elevadas (150 g I'").
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4.4 Comportamiento reproductivo en Artemia
persimilis. Estudio de la morfologia del abrazo

copulatorio en A. franciscana y A. persimilis.
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Introduccion

La primera descripcion sobre el comportamiento de copula de los anostracos data de
1850 (Baird, 1850 en Belk, 1991). Mas tarde, Kuenen (1939) y Lochhead (1941),
presentaron importante informacion sobre la biologia reproductiva y el comportamiento
de cépula en Artemia. El principal interrogante sobre el patron de comportamiento
durante el apareamiento esta centrado en una pregunta. ;Si existiera una seleccion,
previa al apareamiento, por parte de alguno de los integrantes de la pareja, cual de
ellos seria el responsable de realizarla?. En estudios realizados sobre Eubranchipus
serratus, se encontré que las hembras de esta especie ejercian una seleccion de los
machos, basada aparentemente, en la morfologia. Por otro lado, las hembras de
Eubranchipus moorei evitaban frecuentemente ser abrazadas por los machos mediante
unos cortos y vigorosos movimientos en los cuales se retorcian juntando la cabeza con
el abdomen (Moore & Ogren, 1962; Belk, 1984b). Para el género Artemia la situacion
seria diferente. Como puntualiza Kuenen (1939) en la discusion de su trabajo, aun
cuando la hembra de Arfemia que esta abrazada por un macho se mueve
vigorosamente, no es capaz de liberarse de él. Esta aparente diferencia entre las
hembras de Artemia y las de Eubranchipus, en la habilidad para liberarse del abrazo
del macho, implicaria que los machos de Artemia tendrian mas control sobre la cépula
que los de otras especies de anostracos (Belk, 1991). Si este fuera el caso, esto
explicaria porqué existen diferencias tan pequefias en la morfologia de la segunda
antena del macho entre las diferentes especies de Artemia en comparacion con lo que
ocurre dentro de otros géneros de anostracos.

Se considera que los anostracos machos se valen de claves poco precisas para
encontrar a las hembras y que en general esas claves sélo involucran el sentido de la
vision. Estas observaciones sobre la poca discriminacién que harian los machos para
seleccionar pareja concuerdan con la teoria en la cual los machos evitaran los
encuentros agresivos y concentran el esfuerzo reproductivo en la busqueda e
inseminacién de las hembras receptivas (Alcock, 1980). Este tipo de tacticas deja a los
machos con muy poco espacio para seleccionar los apareamientos, antes de efectuar

el abrazo. Aun después del abrazo copulatorio, los machos de Artemia precisarian de
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bastante tiempo p ara e valuar |a p otencial inseminacién de la hembra abrazada. Las
observaciones de machos de Artemia abrazados a hembras de Eubranchipus por mas
de 30 minutos, asi lo indican (Belk & Serpa, 1992). Ya en 1939 Kuenen habia descripto
la poca selectividad para encontrar pareja de los machos de Artemia, al encontrar
abrazos de macho en posiciones incorrectas, abrazos multiples (varios machos y una
sola hembra), machos enganchados entre si y hasta machos nadando abrazados a
hembras muertas y este tipo de observaciones fueron también descriptas por Vekhov y
Vekhova (1993). Esta aparente falta de discriminacién en la selecciéon de pareja fue
encontrada también por Browne (1980 b) para A. franciscana, que observé machos de
especies bisexuales abrazando a hembras de A. parthenogenetica.

Al analizarse el éxito que tienen las copulas entre diferentes especies de Artemia en
experiencias de fecundaciéon cruzada, se verifica que los mecanismos de aislamiento
reproductivo tendrian pocos componentes copulatorios (etolégicos o estructurales) y
estarian compuestos, casi en exclusividad por mecanismos postcopulatorios (Abreu-
Grobois, 1987).

En nuestro trabajo se analiza la posibilidad de que algunas estructuras cuticulares
masculinas y femeninas tengan una correspondencia mutua y/o formen partede un
mecanismo tipo ‘“llave-cerradura” a nivel especifico, para el reconocimiento o la
estimulacion sexual en el momento del abrazo copulatorio. Ademas, se agregan
observaciones sobre el patron de comportamiento durante el cortejo, en parejas de A.

persimilis.
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Metodologia

Se analizé6 el comportamiento de coOpula en parejas de A. persimilis mediante la
observacion directa de los animales. Hembras y machos fueron colocados de a dos en
recipientes de 5 cm de profundidad y 10 cm de diametro donde podian nadar
libremente. Dado el tamafio de estos animales (aprox. 1.5 cm) que permite distinguirlos
facilmente las observaciones se realizaron a ojo desnudo. E n algunas o casiones se
colocaron pares hembra-macho, no abrazados, en recipientes plasticos conteniendo 20
ml de medio de cultivo. Luego estos recipientes fueron colocados en total oscuridad
durante 8 hs aproximadamente, transcurrido este tiempo, las parejas fueron

observadas para verificar formacién de abrazos copulatorios en ausencia de luz.

Para describir la morfologia del abrazo copulatorio, se seleccionaron ejemplares
aislados o en pareja, se fijaron y se prepararon p ara su observacion al microscopio
optico y al microscopio electronico de barrido. Los ejemplares a ser observados en el
microscopio optico, fueron observados y fotografiados “in toto” o se procesaron
siguiendo la técnica histoloégica convencional para obtener cortes finos. Los preparados
se realizaron fijando convenientemente individuos aislados de ambos sexos, parejas de
A. persimilis y A. franciscana y parejas hibridas. Para esto Gltimo, hembras y machos
sexualmente maduros, pertenecientes a las dos especies, fueron colocados en distintos
recipientes para lograr la formacién natural de las siguientes parejas.

animales abrazados de Artemia persimilis

animales abrazados de Artemia franciscana

animales abrazados de parejas hibridas: Q A. persimilis x 3 A. franciscana

animales abrazados de parejas hibridas: & A. persimilis x @ A. franciscana

Los animales naturalmente emparejados fueron separados cuidadosamente del cultivo,

narcotizados con agua carbonatada y fijados segun la técnica de microscopia a seguir.

Microscopia 6ptica
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Parejas inmovilizadas con agua carbonatada fueron colocadas 24 hs en una mezcla de
fijadores Bouin al 5% de acido acético. Dado que Artemia posee una cuticula muy
delgada, la accién del Bouin fue suficiente para ablandarla. Transcurridas las 24 hs se
los traspaso a una solucion de etanol al 80% donde se conservaron hasta el momento

de la inclusion.
Los cortes histologicos se realizaron segun el siguiente protocolo:

Deshidratacién:

1 h alcohol 96% (con un cambio a los 30 min.)

2 hs mezcla 1:1 de alcohol 96% y alcohol butilico
24 hs alcohol butilico

Inclusion en parafina:

(Todos los pasos se realizan en estufa a 65 ° C.)

3 hs mezcla 1:1 de alcohol butilico y parafina en estado liquido
1 h parafina en estado liquido

2 hs en parafina que sera la definitiva

Corte, rehidratacion y coloracion:

Para realizar los cortes histolégicos transversales o sagitales de 12 ym de espesor se
utilizé un micrétomo Leitz Weitzlar. Luego de una rehidratacién gradual, la coloracién
se realizd con la técnica de Hematoxilina de Carazzi-Eosina alcohdlica. Las

observaciones y micrografias se realizaron con un foto microscopio Zeiss Axioplan.

Microscopia electronica de barrido (MEB)

Los animales inmovilizados con agua carbonatada fueron fijados directamente en una
solucién de alcohol etilico al 80%.

Se utiliz6 el siguiente protocolo:

Deshidratacion:
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24 hs alcohol 80%

2 hs alcohol 90%

2 hs alcohol absoluto 100%

2 hs mezcla 2:1 de alcohol absoluto y acetona
12 hs mezcla 1:1 de alcohol absoluto y acetona
2 hs mezcla 1:2 de alcohol absoluto y acetona

Conservaciéon en acetona 100%

Las muestras asi procesadas fueron sometidas a la técnica de secado por punto critico
realizada en un Critical Point Dryer, Bal-Tec CPD 030. E sta técnica e s fundamental
para evitar que las muestras de animales con cuticula delgada se colapsen al ser
metalizados. El posterior metalizado se realiz6 con Oro-Paladio en un metalizador
Sputter Coater, Bal-Tec SCD 050. Las observaciones y micrografias se realizaron con

microscopio electrénico Zeiss DSM 9402 de origen aleman.

Resultados y conclusiones

Comportamiento reproductivo

Los machos de A. persimilis se aproximan a las hembras siguiendo varios pasos:
deteccion, orientacion, posicionamiento, abrazo, intromision y separacion de la pareja.
Los primeros pasos, hasta que se efectia el abrazo copulatorio (amplexo), suelen ser
tan rapidos que no pueden distinguirse facilmente unos de otros.

La deteccion de una hembra por parte de un macho se produce aun en ausencia de
luz. En nuestro estudio hemos encontrado la formaciéon de abrazos copulatorios en
condiciones de total oscuridad. Sobre un total de 28 pares observados, se encontraron
unidos 8 al cabo de algunas horas en ausencia de luz. Estas observaciones no tienen
un resultado cuantitativo que pueda ser probado estadisticamente, pero son utiles para
evidenciar la presencia del hecho puntual.

La orientacion constituye un movimiento del macho dirigido hacia la posicién donde se
encuentra la hembra; luego, el posicionamiento se produce cuando el macho se coloca

debajo de la hembra y comienza a nadar a la par de ella. El posicionamiento es
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realmente muy corto en A. persimillis y por tal motivo no hemos observado a los
machos nadando a la par de las hembras (sin abrazo) por un tiempo medible.
Generalmente, el macho coloca su cabeza cerca de la zona genital de la hembra y con
un movimiento muy rapido abre las antenas y engancha a la hembra entre el Gltimo par
de patas y el comienzo del ovisaco, rodeando con los artejos distales de su segunda
antena la zona anterior y ventral del mismo. La figura 32 muestra como quedan
enganchados los animales cuando se produce el amplexo o abrazo copulatorio. Hemos
encontrado que tanto en A. persimillis como en A. franciscana, el amplexo dura mas de
un par de horas y las hembras no son capaces de liberarse de los machos aunque
realicen movimientos bruscos. Las parejas pueden ser desenganchadas artificialmente
con cierta dificultad, utilizando pinzas finas y narcotizando previamente a los animales.
Para realizar la descarga del esperma, el macho abrazado mueve su region genital
hacia el gonoporo rodeando el abdomen de la hembra, penetrando dentro del gonoporo
la porcién retracti de uno de sus penes y permaneciendo en esa posicion
aproximadamente un minuto. Durante este tiempo la hembra continia moviendo sus
filopodios y de esta forma la pareja sigue desplazandose. Cuando la descarga del
esperma finaliza el macho retira su pene del gonoporo y comienza nuevamente a
mover sus filopodios en sincronia con los de la hembra. La descarga de los
espermatozoides por el macho se produce cuando los oocitos ya estan en los
oviductos. Mas tarde la fecundacién se realizara cuando los oocitos desciendan desde
los oviductos hasta el ovisaco. Si el macho se abraza a una hembra que transporta
oocitos en los oviductos, la descarga del esperma puede realizarse casi
inmediatamente y luego de unos pocos minutos de finalizada, la pareja se separa. Sin
embargo, cuando las parejas se forman con hembras que transportan embriones en el
ovisaco (quistes o nauplios), la unién continia hasta el momento en que puede
producirse la intromisién del pene, por lo tanto puede prolongarse mas alla de las 24
hs. En estos casos el macho se asegura una futura descarga de espermatozoides aun
cuando la hembra este transportando embriones que han sido fecundados por otro
macho. Por tal motivo, la duracién del amplexo (abrazo copulatorio) parece depender,

casi exclusivamente, del momento en que se produce la descarga del esperma.
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Comportamientos anémalos en los machos de A. persimilis

En machos de A. persimilis que se mantuvieron aislados de hembras, se observa un
comportamiento agresivo y poco selectivo de enganche entre individuos del mismo
sexo. S e d etectaron, por ejemplo, grupos de tres a cuatro machos enganchados de
distintas partes del cuerpo. Es muy frecuente encontrar dos individuos colocados
“cabeza a cabeza”, uno de ellos abrazando al otro, con las antenas 2, por detras de la
cabeza de su compafero como puede verse en las fotografias de la figura 33. El
comportamiento agresivo de los machos maduros también se observa en presencia de
hembras. Se encontraron machos abrazando a la hembra por detras de la cabeza,
aferrandola por el térax o nadando abrazado a una hembra muerta y ya en estado de
descomposicion. También pueden verse varios machos unidos a diferentes partes del
cuerpo de una misma hembra, siendo esta situacion muy comin aun en presencia de

otras hembras sexualmente maduras receptivas (Fig. 34).
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Ovisaco

N\

Gonoporo >

Figura 32: Morfologia general del amplexo (abrazo copulatorio) en Artemia franciscana.
(Aumento 10x)

Figura 33: Machos aislados de A. persimilis, abrazados. Uno de los machos se engancha al
otro, abrazando con las antenas 2 a su compafero, por detras de la cabeza. El rectangulo
verde en la figura A (Aumento: 50x), delimita la zona ampliada en la figura B (Aumento: 100x).
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Morfologia de la zona involucrada en el abrazo copulatorio en A.

franciscana y A. persimilis

Antes de discutir las diferencias encontradas entre las dos especies de Artemia
estudiadas, debemos conocer la morfologia y las estructuras que estarian involucradas
en el abrazo copulatorio en cadaunade ellas. Como se describié anteriormente, el
amplexo (abrazo copulatorio) implica que el macho se coloque paralela y dorsalmente a
la hembra y la abrace con sus antenas 2 a la altura del limite entre el térax y los
segmentos genitales femeninos (Fig. 32). Por lo tanto debemos observar
detalladamente la morfologia de la cabeza del macho y de los segmentos genitales de
la hembra en busca de estructuras que pudieran intervenir en un reconocimiento sexual

entre los integrantes de la pareja.

Machos

Durante el desarrollo post-embrionario de Artemia, en los estadios postlarvales, la
segunda antena del macho se modifica formando un érgano en forma de pinza que
permite enganchar a la hembra durante el cortejo. La antena 2 o clasper consta de dos
artejos, que son solo el resultado de la articulacién del exopodito, dado que durante el
transcurso de las mudas juveniles, el protopodito, endopodito y estructuras asociadas
se reducen hasta desaparecer completamente (Cohen et al., 1999). En el macho adulto
de Artemia, el artejo basal del exopodito es robusto y ensanchado, mientras que el
artejo distal es aplanado y posee una forma sub—triangular en A. franciscana, y
triangular curvada, similar a una hoz en A. persimilis (Yaneng & Lan, 1992). Sobre cada
artejo basal podemos destacar la presencia de una protuberancia subesférica medio-
basal llamada “tubérculo frontal”. Los artejos basales de ambas antenas se encuentran
soldados en su parte proximal en un puente o barra transversal que lleva un par de
monticulos espinosos. La figura 35 muestra la cabeza de un macho de A. franciscana

con la segunda antena desplegada en posicién dorsal.
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Figura 34: Tres machos (J) de A. persimilis abrazados al cuerpo de una sola hembra (9).
(Aumento: 40x).

Figura 35: Cabeza del macho de Artemia franciscana con la antena 2 rebatida dorsalmente.
(Aumento: 50x). OC: ojo compuesto; ON: ojo naupliar; 1*. A: antena 1; AB: artejo basal de
antena 2; AD: artejo distal de antena 2; TF: tubérculo frontal; ME: monticulos espinosos.
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La forma del tubérculo frontal es ligeramente variable entre las diferentes especies de
Artemia y se utiliza en la taxonomia del grupo. Dentro de las especies americanas la
forma es similar pero el tamano es diferente, midiendo en A. franciscana unos 150 ym
de diametro, mientras que en A. persimilis mide aproximadamente unos 350 pm.
Presenta en toda su superficie una ornamentacion cuticular especial compuesta de
espinas y sedas sensoriales (Tyson & Sullivan, 1979; Mura, 1989; Cohen et al., 1999).

Hembras

La region genital de las hembras de A. persimilis se destaca por poseer un par de
proyecciones cuticulares dorsolaterales que definen junto con el tergo del segundo
segmento abdominal una estructura en forma de “silla de montar”. La ubicacion de
estas estructuras podemos verla en la figura 36. Las proyecciones cuticulares se
elevan dorsalmente y se extienden hacia los laterales aumentando ligeramente el
ancho del abdomen en este segmento (Fig 37). La observacion microscépica de estas
estructuras revela la presencia de ornamentaciones especiales. En un corte sagital de
la zona genital (Fig. 38 A) se puede ver como la estructura cuticular se eleva
dorsalmente y presenta un puntilado que nos indicaria la presencia de
ornamentaciones. Con mayor magnificacién observamos que las ornamentaciones son
espinas truncas con la punta ensanchada que se disponen en toda la superficie de la
proyeccion (Fig. 38 B) Estas proyecciones cuticulares dorsolaterales ornamentadas
estan totalmente ausentes en la A. franciscana.

Las hembras de A. franciscana poseen unas proyecciones cuticulares laterales que
forman dos aletas al inicio del ovisaco. Las mismas comienzan a formarse al final del
térax y se ensanchan al entrar en contacto con el ovisaco. Estas proyecciones pueden
distinguirse con el microscopio estereoscopico y se observan mas detalladamente en

los cortes histolégicos transversales efectuados en ovisacos de hembras.
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Figura 36. Vista lateral de la zona abdominal genital de la hembra de A. persimilis. El cuadrado
verde en A, indica la zona ampliada en B. (Aumento: A 50x; B 200x). Ab, abdomen; Tx, térax;
Ov, ovisaco; G, gonoporo; PC, proyeccién cuticular; PCd, proyeccion cuticular derecha.

Figura 37. Diferentes vistas de la zona genital en hembras de A. persimilis (Aumento 50x). A:
Vista dorsal. B: Vista lateral. Ab, abdomen; Tx, térax; PC, proyeccion cuticular.
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La figura 39 A muestra una fotografia tomada con lupa (microscopio estereoscépico) de
la regién abdominal de una hembra de A. franciscana en posicién dorsal. Las
proyecciones laterales (aletas) no presentan una ornamentacion especial como puede
verse en la figura 39 B, donde se presenta una fotomicrografia de un corte transversal
realizado a nivel del primer segmento abdominal. Estas estructuras en forma de aletas
laterales también estan presentes en A. persimilis pero son notablemente mas

pequenas.

Comparacion de la morfologia del amplexo entre A. persimilis y A.

franciscana

Utilizando las fotomicrografias tomadas con microscopio electronico de barrido que se
muestran en la figura 40 podemos comparar la morfologia general de la cabeza del
macho de A. persimilis con la del macho de A. franciscana. Para realizar esta
observacion, se diseccionaron las cabezas de los animales y se colocaron en posicion
posterior. De esta forma se puede visualizar el interior del “6rgano de abrazo” (parte
medial de las antenas 2), manteniéndolo en una posicién similar a la que tendria
cuando el macho se abraza a la hembra. Se puede comparar el tamafio de los
tubérculos frontales entre ambas especies. y diferenciar la forma del artejo distal de la
segunda antena. En A. franciscana (Fig. 40 A) el tubérculo frontal es pequefio y el
artejo distal del exopodito presenta una forma subtriangular, mientras que en A.
persimilis (Fig. 40 B) el tubérculo frontal es de mayor tamarfo y el artejo distal de la
antena presenta una forma mas arqueada (forma de hoz).

Con |a ayuda d e cortes histoldgicos realizados s obre p arejas e n abrazo copulatorio,
podemos distinguir si existe una zona de encuentro entre las estructuras masculinas
(tubérculo frontal y monticulos e spinosos) y |as e structuras femeninas (proyecciones
cuticulares dorsolaterales y proyecciones cuticulares laterales en forma de aleta) que

describimos anteriormente.
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Figura 38. Fotomicrografias de cortes histolégicos realizados en la zona abdominal de
hembras de A. persimilis. A. Corte sagital a nivel del ovisaco (Aumento 100x). B Corte
transversal realizado al final del segundo segmento abdominal (Aumento 400x).TD, tubo
digestivo; PC, proyeccion cuticular dorso-lateral; Or., ornamentacion; Ovo., ovocitos; Dor,
Dorsal)

Figura 39. Fotomicrografias de la zona abdominal de hembras de A. franciscana. A: Vista
dorsal del ovisaco (Aumento 50x). B: Corte histolégico transversal realizado a la altura
indicada por la linea verde en A, del primer segmento abdominal (Aumento 100x). TD: Tubo
digestivo; PCL: proyeccion cuticular lateral; Dor, dorsal; Ven, ventral.
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Figura 40 A, B: Fotomicrografias electronicas de barrido tomadas en cabezas de machos de
Artemia (Aumento 60x). A: Artemia franciscana. B: Artemia pesimilis. OC: ojo compuesto; M:
mandibula; L: labro; TF: tubérculo frontal; AB Exo.: Artejo basal del exopodito; AD Exo.: Artejo
distal del exopodito.

En la figura 41 podemos observar cuatro cortes histolégicos transversales realizados
sobre una pareja de A. franciscana. Estos cortes se encuentran formando parte de una
serie en direccién antero-posterior que comienza en la zona del amplexo. El primer
corte de la serie nos muestra la cabeza del macho y el inicio del ovisaco de la hembra
(Fig. 41 A). Podemos ver que existe una complementariedad entre los tubérculos
frontales del macho y una zona de encaje que se formaria entre las proyecciones
cuticulares laterales y el cuerpo de la hembra. A medida que nos movemos
posteriormente, podemos observar cémo el ovisaco queda rodeado por los artejos
distales de la segunda antena y los monticulos espinosos limitan dorsalmente el
contacto entre el macho y la hembra (Fig. 41 B). Hacia el final de la serie los monticulos
espinosos ya no son visibles y sigue presente la zona de encastre entre los tubérculos
frontales y las proyecciones cuticulares laterales (Fig. 41 C). Cuando el ovisaco se
encuentra totalmente enmarcado por los artejos distales de la segunda antena, las
proyecciones cuticulares laterales ya no son visibles (Fig. 41 D).
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Figura 41. Cortes histolégicos transversales seriados en direccion anteroposterior realizados
sobre una pareja de A. franciscana en amplexo. TD, tubo digestivo; AB Exo., artejo basal del
exopodito de la antena 2; AD Exo., artejo distal del exopodito de la antena 2; TF, tubérculo
frontal; ME, monticulos espinosos; PC, proyecciones cuticulares; OC, ojo compuesto; Ovi.,
ovisaco. (Aumento 50x)
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Los machos de A. franciscana se abrazan a la hembra en una posicidén cercana al inicio

del ovisaco y reposan sus tubérculos frontales sobre las aletas laterales.

Cuando se realizan cortes seriados en parejas de A. persimilis, podemos observar que
la morfologia general del amplexo es diferente a la que se encuentra en A. franciscana.
La figura 42 nos muestra cuatro cortes histolégicos transversales seriados en direccion
anterior-posterior, realizados sobre una pareja de A. persimilis. Podemos observar
como los robustos artejos basales de la segunda antena limitan un pequefio espacio
donde se localiza el abdomen de la hembra (Fig. 42 A). En la figura 42 B comienza a
visualizarse el tubérculo frontal y varias secciones de los artejos distales de las
segundas antenas rodeando el contorno de la hembra. Estas estructuras en conjunto,
limitan una zona donde el abdomen de la hembra queda atrapado. Podemos notar una
pequena zona de complementariedad entre los monticulos espinosos y el dorso de la
hembra, pero es importante destacar que en esta zona, donde aun no se ha formado el
ovisaco, no se detecta ningun tipo de estructura particular en las hembras de A.
persimilis. En direccion posterior, la porcidon proximal de los artejos basales de las
antenas 2 hasta los dos grandes tubérculos frontales encierran, casi por completo, el
abdomen de la hembra dorsal y lateralmente. Ventralmente el ovisaco esta delimitado
por los artejos distales de las antenas 2 (Fig 42 C). En la ultima figura de la serie
anteroposterior podemos apreciar el inicio del ovisaco cuando se ven las Ultimas
secciones de las segundas antenas del macho. Se deduce que las secciones de las
antenas 2 son las ultimas porque la unién entre los artejos basales se hace mas

pequena y ademas ya se observa el labro en la cabeza del macho.
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El macho de A. persimilis se abraza apoyando los artejos basales de la segunda
antena anteriormente al comienzo del ovisaco; la parte mas proximal de los artejos
basales de la antena 2 y los tubérculos frontales rodean todo el abdomen de la hembra
y no se apoyan sobre ninguna estructura femenina. Las fotomicrografias que se
muestran en la figura 43 nos permiten apreciar como los extremos de los artejos
distales de las antenas 2 se entrecruzan uno sobre el otro en posicién ventral, al rodear
a la hembra, de manera que casi se ponen en contacto con los tubérculos frontales del
lado opuesto. En esta pareja utilizada, se han seccionado algunos filopodios de la
hembra para facilitar la visualizacion de los tubérculos frontales.

Las proyecciones cuticulares dorsolaterales, caracteristicas de las hembras de A.
persimilis (Figs. 37, 38, 39) no parecen formar parte de la zona del amplexo. Como
puede verse en la figura 44, dada la posicién en la que se abraza el macho a la
hembra, estas proyecciones entrarian en contacto con el labro del macho o
directamente con los primeros esternitos toracicos (Fig 44 B).

Las diferencias encontradas en la morfologia de los amplexos entre A. franciscana y A.
persimilis no parecen impedir la formacién de parejas hibridas entre ambas especies.
Durante el desarrollo de nuestra investigaciéon pudimos obtener vy fotografiar p arejas
hibridas abrazadas naturalmente y en posiciéon correcta (Fig. 45). La especie a la cual
pertenece cada integrante de |a p areja p uede identificarse facilmente o bservando | a
morfologia de las ramas furcales y la cantidad de sedas presente en las mismas. En A.
franciscana las ramas furcales son bien lobuladas y llevan un nimero de pelos que es
en general mayor a cinco (Fig. 45 A C). Por el contrario, en A. persimilis las ramas
furcales son casi imperceptibles y el nimero de pelos es generalmente escaso (cuatro
como maximo). También podemos identificar la especie a la cual pertenece cada
integrante de la pareja utilizando el tamafo de los tubérculos frontales de los machos y

algunas estructuras femeninas que describimos anteriormente.
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Figura 43: Aspecto del amplexo en A. persimilis. A: 32x; B: 40x. Ov., ovisaco; TF, tubérculo
frontal; AD exo., artejo distal del exopodito de la antena 2.

Figura 44: Aspecto del amplexo en A. persimilis. A: Fotomicrografia de la region dorsolateral del
amplexo (Aumento 50x). B: Corte histolégico transversal realizado en la zona indicada con la
linea vertical de color verde ( Aumento 100x). Ov., ovisaco; Ova., ovario; PC, proyecciones
cuticulares; L, labro; AD exo., artejo distal del exopodito de la antena 2.
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A mayor aumento, podemos distinguir en una pareja mixta, un macho de A. persimilis
que posee un tubérculo frontal grande, unido a una hembra de A. franciscana que no
posee las proyecciones cuticulares dorso-laterales (Fig. 45 B). En la figura 45 D se
puede apreciar un macho de A. franciscana que posee los artejos distales de las
antenas 2 de forma triangular y un tubérculo frontal pequefo unido a una hembra de A.
persimilis en la que se distinguen claramente las proyecciones cuticulares

dorsolaterales.

Discusion y conclusiones

El patron general de apareamiento de A. persimilis es similar al que se observa en
otros anostracos (Belk, 1991). Sin embargo, en A. persimilis los primeros pasos hasta
que se efectua el abrazo copulatorio (amplexo) suelen ser tan rapidos que no pueden
distinguirse facilmente unos de otros. Segun Belk (1991) el sentido de la vista, seria el
mas importante en el proceso de deteccion de una hembra por parte de una macho.
Nuestras observaciones sobre parejas colocadas en ausencia de luz demuestran que,
la visién seria importante en la deteccién, pero no es el Unico sentido involucrado en el
encuentro entre una hembra y un macho.

Al producirse el abrazo, la pareja “amplexada” puede permanecer unida por un tiempo
variable, nadando en forma coordinada (Lent, 1971,1977). En el transcurso de nuestra
investigacion se determind que la duracién del amplexo en A. persimilis depende del
momento en que se produce la intromision de un pene y que las parejas unidas en
amplexo continian nadando y alimentandose normalmente.

Segun varios autores, el tubérculo frontal cumpliria un rol importante durante el abrazo
copulatorio. Por lo tanto, podemos sospechar que los diferentes patrones del tubérculo
frontal (forma y disposicion de espinas) se correspondan con diferentes patrones en
algun sitio del dorso de la hembra que alojaria a este 6rgano durante el apareamiento
(Tyson & Sullivan, 1979). Segun Wolfe (1980), las hembras de A. franciscana poseen
unas depresiones laterales ubicadas sobre el ovisaco, en las cuales se encaja el
tubérculo frontal de la segunda antena del macho. De nuestras observaciones se

desprende que, los machos de A. franciscana se abrazan a la hembra en una posicion
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cercana al inicio del ovisaco y reposan sus tubérculos frontales sobre las aletas
laterales. En todas las observaciones realizadas sobre parejas de A. franciscana los
tubérculos frontales estan siempre cercanos a las proyecciones cuticulares en forma de
aleta y las mismas se encuentran al inicio del ovisaco no sobre este, como puede verse
en la figura 39 A.

Los machos de A. persimilis se unen a las hembras rodeando el abdomen de las
mismas en la constriccidbn anterior al ovisaco. En oposiciébn a lo que esperabamos
encontrar, las proyecciones dorsolaterales ornamentadas presentes en las hembras de
A. persimilis no entran en contracto con la segunda antena del macho durante el
amplexo. Por la posicion que ocupan estas estructuras, seria la superficie del labro del
macho la que entraria en contacto con ellas (Fig. 44 A). Sin embargo, en los estudios
microscopicos realizados sobre el labro no se detecto la presencia de ornamentaciones
ni de estructuras particulares que se correspondieran con las encontradas en las
hembras.

Existen estructuras distinguibles, en la cabeza de los machos y en la zona genital de la
hembra que forman parte del abrazo coplulatorio (amplexo). Algunas de estas
estructuras, por ejemplo el tubérculo frontal de la antena y las proyecciones cuticulares
laterales en forma de aleta, son diferentes (al menos en tamano) entre las dos especies
analizadas. La morfologia del abrazo copulatorio es diferente entre las parejas puras de
A. persimilis y las de A. franciscana. Pero, estas diferencias no formarian parte de un
mecanismo de barrera copulatorio, dado que las parejas hibridas se forman
naturalmente entre estas dos especies. Como hemos mencionado, el éxito en la
formacion de parejas que se observa en las experiencias donde se realiza fecundacion
cruzada con diferentes especies, nos hace sospechar que las barreras en el flujo
geénico entre las especies de Artemia serian mayormente postcopulatorias. Este parece
ser el caso entre A. franciscana y A. persimilis. Dado que algunas poblaciones de estas
dos especies habitan cuerpos de agua geograficamente cercanos, la falta de barreras
precopulatorias seria una de las explicaciones para las posibles zonas hibridas que se
encuentran en la Argentina (Papeschi et al., 2000).
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Es importante destacar que las caracterizaciones morfolégicas y reproductivas
efectuadas en diversas poblaciones de Artemia ofrecen una importante informacion
basica para su aplicacion en acuicultura.

En si mismo Artemia constituye un recurso natural renovable, y los conocimientos que
tiendan a una mejor comprensién de sus complicadas tacticas reproductivas vy
comportamentales, pueden permitir un manejo mas idéneo, ajustado y racional de las
poblaciones.

Las experiencias que muestran la tolerancia y preferencia de cada poblacion a los
factores ambientales, especialmente a la temperatura y salinidad, proveen informacion
relevante. Por ejemplo, considerando la gran variabilidad de las poblaciones en rasgos
tales como, namero d e p uestas por hembra, numero de descendientes por hembra,
porcentaje de descendencia ovipara, tiempo entre puestas y periodo pre-reproductivo
(Beardmore et al., 1996) y teniendo en cuenta la tolerancia a los principales factores
climaticos, es posible, comparando entre diversas poblaciones, seleccionar la poblacion
mas adecuada para introducir artificialmente en algun lugar en particular desprovisto de
una forma nativa, con el objetivo de ser utilizada como fuente de alimento en una
piscifactoria o en una camaronera. Por otro lado, la identificacidn especifica de las
poblaciones americanas y el estudio de su distribucion geografica, plantea un
interesante desafio.

Sobre la base de los datos y observaciones obtenidos en el transcurso de esta

investigacion podemos puntualizar las siguientes conclusiones:

5.1. Confirmacion de la identidad especifica de la poblacion de
Artemia de la laguna Colorada Chica.

% Nuestros resultados confirman que la poblacién de Artemia de la laguna Colorada

Chica pertenece a la especie A. persimilis.

% Mediante el uso de caracteres morfolégicos simples es posible hacer una
discriminaciéon preliminar entre individuos de las poblaciones de A. franciscana y A.
persimilis. Los caracteres principalmente utilizados son:

tamanfo del tubérculo frontal presente en la antena 2 del macho
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presencia o ausencia de proyecciones cuticulares dorsolaterales en el segundo
segmento abdominal de la hembra

largo de las ramas furcales .

< Con la utilizacion conjunta de varios caracteres morfolégicos y morfométricos de los
animales adultos ( ancho del tercer segmento abdominal; ancho de cabeza; distancia
entre ojos; diametro del ojo compuesto; largo de la antena 1; longitud del abdomen;
longitud desde el comienzo del tercer segmento abdominal hasta el ano; longitud del
octavo segmento abdominal; longitud promedio de la furca; longitud) y la aplicacién de
un analisis estadistico multivariado (analisis discriminante) es posible realizar una
separacién entre poblaciones de Artemia pertenecientes a las especies de A.

franciscana y A. persimilis (Pag. 60).

5.2. Caracterizacion reproductiva de la poblaciéon de A. persimilis de
la laguna Colorada Chica.

< El ciclo reproductivo desde el momento que en comienza la maduracion de los
oocitos en el ovario, hasta que quistes o larvas nauplio son liberados al medio esta
compuesto de 5 estadios principales: Estadio 1 maduracién de los oocitos en los
ovarios; Estadio 2 ovarios maduros; Estadio 3 oocitos en los oviductos; Estadio 4

utero con oocitos; Estadio 5§ embriones (quistes o nauplios) en el ovisaco.

% Los ciclos reproductivos que siguen al primero, comienzan antes que los embriones
de la camada anterior sean liberados al medio. Por esta causa, se encuentran hembras
que transportan embriones en el ovisaco junto con oocitos en los ovarios. Esta
superposicion de ciclos reproductivos determina las fases dentro de un ciclo de puesta
(eventos que se producen entre dos puestas sucesivas), que comienzan desde la
primera ovulacidon y estan compuestas por dos numeros que indican cual es la
superposicion de estadios correspondiente. Como ejemplo, la fase del ciclo de puesta
5+2 indica que la hembra transporta al mismo tiempo embriones en el ovisaco y oocitos

maduros en los ovarios.
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% A excepcion de lo que ocurre con la primera camada de oocitos, la ovulacion estaria
condicionada por la oviposicion. Nunca se encontraron hembras que presentaran al
mismo tiempo oocitos en el ovisaco pertenecientes a una 1° camada y oocitos en el

oviducto de la camada siguiente: fases del ciclo de puesta (4+3), (5+3).

Influencia del abrazo del macho (amplexo) sobre el comportamiento
reproductivo de las hembras.

% Las hembras virgenes liberan al medio oocitos no fertilizados que no se degradan

rapidamente.

< En la poblacién de A. persimilis de la laguna Colorada Chica no se observa

partenogénesis como una modalidad reproductiva.

< El apareamiento, a pesar de la presencia de estructuras de reconocimiento y/o

estimulacion especificas, parece ser bastante inespecifico.

% Las hembras mantenidas en aislamiento continuo, prosiguen con sus ciclos
reproductivos sin que puedan detectarse diferencias significativas, para las variables
reproductivas, entre el grupo “virgen” y el grupo “parejas”. De esta forma, una hembra
que no pudo ser encontrada por un macho, mantiene la posibilidad de reproducirse en
ciclos futuros, siempre en sincronizacion con hembras de la misma edad que ya han

conseguido aparearse, aun cuando esto signifique una gran pérdida de energia.

% En las hembras mantenidas en parejas, el abrazo del macho (amplexo) induce la
bajada de los oocitos de un nuevo ciclo reproductivo, desde los oviductos al ovisaco,
donde son fecundados de inmediato. Si la hembra estaba fecundada por un encuentro
sexual anterior, el macho espera abrazado a la hembra la liberacion de esta puesta,
antes que una nueva camada de oocitos descienda al ovisaco. Si se trata de hembras

aisladas, los oocitos quedan retenidos un tiempo en los oviductos a la espera del
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amplexo, h asta que finalmente b ajan al ovisaco y son liberados al medio como una

puesta estéril.

Duracion de los estadios que constituyen el ciclo reproductivo en la
poblacién A. persimilis de la laguna Colorada Chica.

% Se determind que no existe una asociacién significativa entre el tiempo y los
eventos principales que constituyen el ciclo reproductivo (ovulacién, oviposicion). Por
tal motivo, es posible medir la duracién de los estadios dentro del ciclo reproductivo de
las hembras realizando las observaciones cada 24 hs en cualquier momento del dia
(Pag. 83)

< El ciclo reproductivo promedio tiene una duracion de seis dias, tanto para las
hembras mantenidas en pareja con machos como para las hembras virginales. Este
ciclo esta compuesto por dos etapas principales, una que transcurre en los ovarios y la
siguiente en oviducto—ovisaco. Cada una de las etapas tiene una duracién aproximada
de 72 hs.

% Laduracion del e stadio 3 d el ciclo reproductivo ( oocitos e n los o viductos) puede
durar mas de 24 hs en las hembras virginales (retencién), mientras que en las hembras

mantenidas en pareja, este mismo fenédmeno tiene una duracién menor a las 24 hs.

5.3. Influencia de diferentes tratamientos salinos sobre las variables
reproductivas y del ciclo de vida en la poblacion A. persimilis de la
laguna Colorada Chica.

% Los animales no reaccionan al cambio brusco de salinidad del medio en los
primeros estadios larvales. No existe una influencia en la longevidad ni en las variables
reproductivas (duracion del periodo reproductivo y numero de descendientes) cuando
se someten larvas nauplio de 24-48 hs a un shock salino.
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< La poblacion de Artemia de Colorada Chica, esta mejor adaptada a las salinidades
intermedias, dado que presenta un mayor rendimiento reproductivo y un periodo pre-

reproductivo mas corto cuando es criada en una concentracion salinade 90 g . I"".

% Todas las experiencias mostraron que las hembras de la poblacién estudiada,
criadas en diferentes salinidades producen durante su periodo reproductivo sucesivas
puestas. Lo mas frecuente fue encontrar hembras con puestas siempre oviparas.
Algunas hembras presentaron puestas oviparas u ovoviviparas sin un ordenamiento
determinado. No se encontraron hembras que presentaran la modalidad reproductiva

ovovivipara en forma exclusiva.

% Existe una correlacion positiva entre la longevidad de las hembras y el rendimiento
reproductivo medido como: duracion del periodo reproductivo, total de puestas por

hembra y total de descendientes por hembra

5.4.Comportamiento de cépula en Artemia.

% Los machos de A. franciscana y A. persimilis utilizarian claves imprecisas para
llevar a cabo el abrazo copulatorio, detectdndose en varias ocasiones, abrazos
anomalos entre machos o varios machos aferrados a una misma hembra, adn en
presencia de hembras sexualmente maduras receptivas. Incluso, en presencia de
individuos disponibles de la misma especie, se forman con relativa facilidad p arejas
hibridas.

% Los machos utilizarian el sentido de la vista para localizar un objeto posible de ser
abrazado. Sin embargo, las observaciones sobre abrazos copulatorios que se forman
en la oscuridad sugieren que la vision no seria el Gnico sentido involucrado en estos

encuentros.

169



Conclusién General

% La duracién del amplexo en A. persimilis depende del momento en que se produce
la cépula. Las parejas unidas en amplexo continGan nadando y alimentandose

normalmente.

% Los machos se abrazan a hembras que transportan embriones en el ovisaco pero
que poseen ya una camada de oocitos en el ovario. De esta forma el macho se
mantiene unido a la hembra y se asegura la fertilizacion de la camada siguiente. La
muda que se produce en la hembra luego de la puesta no es un impedimento para que

los animales continien abrazados.

Morfologia del abrazo precopulatorio en Artemia.

% Los machos de A. franciscana se abrazan a la hembra en una posicidén cercana al
inicio del ovisaco y reposan los tubérculos frontales de sus antenas 2 sobre las aletas
laterales que presentan las hembras de esta especie. El abdomen de la hembra queda
trabado por los pequeios tubérculos frontales del macho que encajan entre el
abdomen y las aletas laterales de la hembra. Ventralmente el ovisaco queda

inmovilizado por los artejos distales entrecruzados de las antenas 2 del macho.

% Los machos de A. persimilis se unen a las hembras rodeando el abdomen de las
mismas con sus antenas 2 en la constriccion entre el térax y el abdomen, anterior al
ovisaco. El abdomen de la hembra queda completamente abrazado por los artejos
basales de las antenas 2 del macho y los grandes tubérculos frontales. Refuerza esta
posicion el entrecruzamiento de los artejos distales de las antenas 2 del macho,

ventralmente sobre el ovisaco.

% Las proyecciones dorso-laterales ornamentadas, presentes en las hembras de A.
persimilis no entran en contacto con la segunda antena del macho durante el amplexo.
Tal vez se corresponderian con alguna porcion esternal de la parte anterior del térax

del macho.
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+ La morfologia del abrazo copulatorio es diferente entre A. persimilis y A.
franciscana. Pero, estas diferencias no formarian parte de una barrera precopulatoria,
dado que las parejas hibridas se forman faciimente entre estas dos especies, en

condiciones experimentales.
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