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Modeladores de la calidad de progenie en un crustaceo de interés economico, el camaron

ornamental “red cherry” Neocaridina davidi (Caridea, Atyidae)

Resumen

Neocaridina davidi es una especie dulceacuicola comercializada mundialmente para acuarismo y
cultivada actualmente en Argentina. Pero pese a su importancia econdmica, hasta el momento
existen pocos estudios sobre su reproduccién y su cria. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo de
tesis fue evaluar las condiciones 6ptimas de cultivo de N. davidi que maximicen la produccion de
juveniles. Se evaluaron, entonces, tres factores que pueden ser manipulados en cultivo sobre la
produccién y la calidad de la progenie: el efecto del tamafio de las hembras y los machos del lote
parental, el efecto de la coloracion de la hembra, y la calidad del alimento del lote parental.
Previo a evaluar el efecto del tamafio de los parentales, se estudié la variacion en la forma del
cefalotérax respecto al tamafio durante el crecimiento y hasta alcanzar la madurez sexual,
mediante un analisis morfogeométrico. Se registraron cambios menores a lo largo de la
ontogenia, relacionados al incremento en peso y se encontrd un significativo dimorfismo sexual
a partir de los 54 dias de edad. Se encontr6 que el nimero de juveniles eclosionados de puestas
provenientes de hembras grandes fue mayor al de las provenientes de hembras pequefias. Sin
embargo, no se observo asociacion entre el tamafio paterno y el desempefio reproductivo de las
hembras y la calidad de la progenie, sugiriendo que la contribucién de los machos al desarrollo
de la progenie es adecuada, independientemente de su tamafio. Por otra parte, la coloracion
materna esta asociada negativamente a la cantidad de juveniles eclosionados por puesta, por
hembra. Esto sugiere que en las hembras de esta especie hay un compromiso entre derivar
carotenoides para la coloracion del cuerpo y la reproduccion. Por el contrario, no se encontrd
asociacion entre la coloracion materna y los otros parametros de calidad de progenie. En cuanto
a la calidad del alimento del lote parental, se ensayaron tres alimentos comerciales: un alimento

para peces tropicales ornamentales utilizado previamente en la cria de N. davidi (T), un alimento
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especifico para crustaceos (C), y un alimento para peces ornamentales de menor costo que los
otros (O). El nimero de huevos por puesta fue similar para todas las hembras. Sin embargo, el
contenido de carotenoides de los huevos provenientes de hembras alimentadas con T fue el mas
alto. Esta diferencia podria suponer una mayor supervivencia de estos embriones. Acorde a esto,
el nimero de juveniles eclosionados para las hembras alimentadas con T fue mayor que para
aquellas alimentadas con C u O, aunque el area ocupada por la reserva de vitelo de los juveniles
al eclosionar fue similar entre dietas. En suma, en base a estos resultados se proponen mejoras en
las condiciones de cultivo de N. davidi contribuyendo al desarrollo de esta actividad en nuestro
pais. Ademas estos resultados son relevantes para el incremento del conocimiento tedrico sobre

los factores que modelan la calidad de progenie en crustaceos decapodos.

Palabras clave: Neocaridina davidi, produccién de juveniles, desempefio reproductivo,
calidad de progenie, tamafio materno, tamafio paterno, coloracion materna, puestas sucesivas,

dietas comerciales.
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Offspring quality modellers in a crustacean of economic interest, the ornamental “red cherry”

shrimp Neocaridina davidi (Caridea, Atyidae)

Abstract

Neocaridina davidi is a freshwater species that is commercialized worldwide for aquarium
keeping and that is currently cultured in Argentina. But notwithstanding its economic
importance, up to the present there are only few studies regarding its reproduction and culture.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the optimal culture conditions of N. davidi that
maximise juvenile production. Three factors that can be manipulated in culture over production
and offspring quality were tested: the effect of female and male broodstock size, the effect of
maternal colouration, and broodstock diet quality. Prior to the evaluation of parental size effect,
the variation in cephalothorax shape on size during growth and until shrimps reached sexual
maturity, was studied by means of a geometric morphometric analysis. Subtle changes in
carapace shape were recorded along the ontogeny, and were related to size increment. A
significant sexual dimorphism was found from 54 days of age. The number of hatched juveniles
from large females was higher than those from small females. However, paternal size had no
effect on female reproductive output and offspring quality, suggesting that males’ contribution to
offspring development was adequate regardless of male size. On the other hand, maternal
colouration was negatively associated to the number of hatched juveniles per brood per female.
This suggests that females might trade off their carotenoid resources between body colouration
and reproduction. In contrast, no association was found between maternal colouration and the
other offspring quality variables studied. Regarding broodstock diet quality, three commercial
diets were tested: a diet for tropical ornamental fish (T), a diet for crustaceans (C), and a diet for
ornamental fish (O). The number of eggs per brood was similar for all females. However, the
carotenoid content of eggs from females fed with T was the highest. This could translate in a

higher embryo survival. Accordingly, the number of hatched juveniles from females fed with T
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was higher than those fed with C or O, although the area occupied by yolk reserves of newly
hatched juveniles was similar among diets. In sum, based on these results, many upgrades in N.
davidi‘s culture were proposed, contributing to the development of this activity in our country.
Besides, these results increase the theoretical knowledge on the factors that model offspring

quality in decapod crustaceans.

Key words: Neocaridina davidi, juvenile production, female reproductive performance,

offspring quality, maternal size, paternal size, maternal colouration, successive spawnings,

commercial diets.
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CAPITULO 1

Introduccion general






1.1 Crustaceos ornamentales

En los ultimos afios, los crustaceos decapodos se han convertido en uno de los grupos de
invertebrados mas populares en la industria del acuarismo, que es aquella que se ocupa del
comercio de especies acuaticas ornamentales para uso recreativo. Se consideran especies
ornamentales a aquellas que presentan entre otras caracteristicas: (a) coloraciones Ilamativas,
siendo las coloraciones rojizas intensas, anaranjadas o amarillas las preferidas por los acuaristas;
(b) comportamientos reproductivos inusuales o marcado dimorfismo sexual, como los
camarones marinos del genero Saron cuyos machos presentan el primer par de quelipedos y el
tercer par de maxilipedios agrandados; (c) caracteres morfologicos distintivos, como los
quelipedos de los alfeidos o “camarones pistola” o los apéndices expandidos y en forma de hoja
de los camarones del genero Hymenocera o “camarones arlequin”; o (d) contribuyen a la
limpieza del acuario controlando las algas, como los cangrejos ermitafios de los géneros
Clibanarius y Paguristes, los cangrejos braquiuros del género Mithraculus y otros crustaceos
herbivoros. Los decapodos mas populares entre los acuaristas son los camarones carideos y
estenopodideos (Calado, 2008; Calado et al., 2017). Ademas de los populares camarones
marinos limpiadores del género Lysmata y los “camarones boxeadores” del género Stenopus, hay
numerosas especies de agua dulce de los géneros Atya, Atyopis, Atyoida, Caridina,
Macrobrachium y Neocaridina que son cominmente comercializadas (Calado et al., 2003, 2017;

De Grave et al., 2008; Heerbrandt & Lin, 2006).

1.2 Acuicultura de crustaceos ornamentales

La acuicultura de crustaceos es una industria que ha crecido notablemente en los Gltimos afios.
En 2014, la produccion de crustaceos proveniente de la acuicultura alcanzé las 6,9 millones de
toneladas, con un valor estimado de 36,2 billones de dolares (FAO, 2016). Los camarones

marinos son los crustaceos mas cultivados, representando el 66 % de la acuicultura de crustaceos
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a nivel mundial en el afio 2000. Las principales especies cultivadas son el camaron tigre Penaeus
monodon Fabricius, 1798, el langostino chino P. chinensis (Osbeck, 1765) y el camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone, 1931), que en su conjunto constituyen el 86 % de la produccion
acuicola de camarones (Tacon, 2003). Ademas de ser cultivados para consumo humano, a partir
de la acuicultura de crustaceos se generan diversos productos y actividades. Entre ellas podemos
destacar el comercio de especies ornamentales para acuarismo, que ha crecido recientemente y se
ha convertido en una actividad econémica muy atractiva por el muy alto valor monetario de los
ejemplares (De Grave et al., 2015; Leal et al., 2016; Wabnits et al., 2003). Por ejemplo, un
camarén de la familia Alpheidae puede llegar a valer hasta 35 US$ y un camarén del género

Lysmata hasta 45 US$ (Martinez-Guerrero & Cid-Rodriguez, 2010).

Indonesia es uno de los principales exportadores de crustdceos ornamentales en todo el
mundo, ademas de India, Malasia, Singapur, Taiwan, Tailandia, China, México y Fiji (Patoka et
al., 2015, Wabnits et al., 2003). Los mismos son exportados mayormente a Estados Unidos,
Europa y Japdn, y entre los paises europeos, los de mayor volumen de importacion son
Alemania, Francia y Reino Unido. Alemania en particular, tiene un mercado ornamental
creciente que ofrece una variedad notable de especies exdticas de crustaceos, especialmente de
langostas, con mas de 40 especies comerciadas. Ademas, los comercios alemanes distribuyen los
ejemplares comprados a otros paises dentro de la Union Europea, convirtiéndose asi en una
puerta de entrada para estos animales en el territorio europeo. Aungque en menor medida, la
Republica Checa es el segundo pais europeo lider en el comercio de langostas de agua dulce, y
también contribuye al ingreso de estos animales a Europa (Chucholl, 2013; Patoka et al., 2015,

2016).

En nuestra region, Brasil lidera las exportaciones de especies ornamentales, con alrededor
de 15 especies de crustaceos decdpodos extraidas para su comercializacion de habitats

intermareales y submareales poco profundos (Baeza et al., 2013; Gasparini et al., 2005).
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1.3 Acuicultura de especies ornamentales en Argentina

El mantenimiento de especies ornamentales para acuarismo fue ganando popularidad en nuestro
pais en los dltimos afios. Durante el 2009 fueron introducidos mas de 604.000 organismos
acuaticos ornamentales, de los cuales 579.000 correspondieron a peces. De los 25.000 restantes,
el 51 % fueron cnidarios, el 20 % crustaceos y el 16 % moluscos. Los géneros de crustaceos con
mayor participacion fueron Neocaridina, Lysmata y Calcinus representando el 20,56 %, 16,74 %
y 10,36 % de los crustadceos importados en ese afio (Panné Huidobro, 2010). EI volumen de
ornamentales importados fue similar en 2010 y 2011 (725.600 y 743.250 organismos,
respectivamente), registrandose una baja notable en 2012, con solo 170.270 organismos
ornamentales importados. Luego en 2013 y 2014 las importaciones ascendieron a 582.670 y
638.870, respectivamente. Sin embargo, el volumen de invertebrados ornamentales se mantuvo
siempre por debajo del 5 % en todos los casos. Los camarones la familia Hippolytidae, y en
particular los del género Lysmata, fueron los de mayor participacion en las importaciones entre
2010 y 2014, aunque también se importaron crustaceos de las familias Diogenidae,
Palaemonidae, Stenopodidae, Atyidae, Majidae, Rhynchocinetidae y Porcellanidae, entre otros.
Ademas, varias especies de crustdceos decapodos son exportadas desde nuestro pais, en
particular, del género Aegla (Familia Aeglidae) que es capturado de su ambiente natural. Pero
ademas se exportan crustaceos de los géneros Neohelice, Palaemonetes y Macrobrachium

(Panné Huidobro, 2012, 2014, 2015).

A pesar de que la importacion pueda resultar mas facil y mas rentable que el cultivo en el
corto plazo, existen ciertas desventajas como el costo elevado por unidad, la mortalidad debida a
malas condiciones de mantenimiento y/o durante su traslado desde su lugar de origen, y los
riesgos de introduccion involuntaria de especies “polizones” incluyendo posibles patogenos. A
esto se suma que los ejemplares comercializados provienen actualmente en su mayoria de la
recoleccion de especimenes silvestres, lo que ha llevado en muchos casos a la sobreexplotacion y

destruccion de sus habitats, tanto marinos como de agua dulce. La acuicultura de crustaceos
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ornamentales es una actividad que permitiria disminuir la captura de animales en el medio
natural aliviando la presion de la pesca sobre las poblaciones. Ademas, contribuiria a un mejor
control sanitario de las especies comercializadas, y ayudaria a la creacion de empleos, dada la
alta rentabilidad y constante expansion de esta industria (Calado et al., 2017; Luchini & Panné
Huidobro, 2008, Maceda-Veiga et al, 2014, Patoka et al., 2016). Es por este motivo que en las
ultimas décadas se han multiplicado las investigaciones que buscan contribuir a un cultivo mas
sostenible de las especies comerciadas para acuarismo. Tomando como ejemplo el caso de los
peces ornamentales, se observa que aunque histéricamente los ejemplares eran capturados de
poblaciones silvestres, en la actualidad, el 90 % de las especies de peces ornamentales de agua
dulce provienen de la acuicultura (Maceda-Veiga et al, 2014). En el caso de los crustaceos
ornamentales la falta de conocimiento sobre su biologia reproductiva obstaculiza actualmente el
desarrollo de los cultivos a escala comercial. En particular, es necesaria una produccién continua
de juveniles para un desarrollo exitoso de este tipo de cultivos. En este sentido, es de vital
importancia conocer que factores manipulables en el cultivo de los reproductores afectan

directamente la produccién de crias, tanto cuantitativa como cualitativamente (Calado, 2008).

1.4 Modeladores de la calidad de progenie

La calidad de progenie hace referencia en conjunto tanto a la calidad de los huevos como de las
larvas. La calidad del huevo refiere a su capacidad para ser fecundado y desarrollarse (Holcomb
et al., 2004), mientras que la calidad larval hace referencia a la condicion fisiol6gica de las
larvas, su desempefio en términos de supervivencia y crecimiento, y a su resistencia a pruebas de
estres, ya sea estrés por manipulacion, por las condiciones de cultivo o por la presencia de
patogenos. La calidad de progenie depende tanto de la condicion fisiologica de los reproductores
como de las condiciones de cultivo (Andriantahina et al., 2012; Racotta et al., 2003). El tamafio
de los reproductores es un factor que puede influir sobre el rendimiento reproductivo y la calidad
de progenie. Esto se debe a que existen restricciones tanto morfologicas como fisiologicas a la
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derivacion de energia hacia la maduracion gonadal y la produccion de crias (Ramirez Llodra,
2002). Ademas, en la mayoria de los crustaceos, la calidad de la progenie disminuye con el
aumento de la edad, lo cual suele ser atribuido al agotamiento de los recursos de la hembra (Fox
& Czesak, 2000). Desde el inicio de la madurez sexual, la energia debe ser compartida entre el
crecimiento y la reproducciéon. Cuando la energia disponible es limitante, un aumento en la
energia derivada a la reproduccion resulta en una reduccion en la inversion somatica. Este
aumento en el rendimiento reproductivo se reflejaria en un aumento en la fecundidad o en un
aumento en la supervivencia de la progenie como resultado de una mayor inversion energética
por huevo (Attard & Hudon, 1987; Ramirez Llodra, 2002). Por el contrario, se espera que a
calidad de progenie decrezca a lo largo de las puestas sucesivas, es decir, conforme aumenta la
edad, dado que las hembras de mayor edad usualmente producen huevos de menor viabilidad

(Darnell et al., 2009).

La coloracion materna podria también influenciar la calidad de la progenie en especies
cuya coloracién depende de la presencia de carotenoides, como ocurre en los crustaceos. Esto se
debe a que al asignar carotenoides a su coloracion, las hembras podrian reducir la cantidad de
carotenoides que derivan al vitelo. Dado el alto poder antioxidante que presentan estas
sustancias, una disminucion en el contenido de carotenoides del embrion puede provocar un

deterioro en su calidad (Britton, 2008; Nordeide et al. 2013).

La temperatura es un factor que puede afectar la calidad de la progenie en un cultivo. Un
aumento o una disminucion en la temperatura de cria de los reproductores puede acelerar o
retardar, respectivamente, el desarrollo embrionario (Brillon et al., 2005; Hamasaki et al., 2003;
Sachlikidis et al., 2010; Smith et al., 2002; Tropea et al., 2015). Ademas, una aceleracion en el
desarrollo del embrion puede resultar en una eficiencia metabolica alterada, obteniéndose asi una
progenie de menor calidad. Esto se debe a que la cantidad de energia trasladada desde el embrion

hasta la etapa larvaria depende de su eficiencia metabolica en el desarrollo (Fischer et al., 2009).
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Por otro lado, la nutriciobn de los reproductores afecta directamente el desempefio
reproductivo de las hembras y la calidad de su progenie, como se ha observado en numerosas
especies de crustaceos decapodos (Rodriguez-Gonzélez et al., 2011, 2014; Wu et al., 2009; Xu et
al., 2017). Esto se debe a que cualquier deficiencia o desequilibrio de la dieta puede impactar en
la cantidad y calidad de los nutrientes que son derivados por la hembra al vitelo, que es la Gnica
fuente de nutrientes de los embriones y las larvas lecitotroficas (Harrison, 1990). EI grupo mejor
estudiado, en este sentido, son los camarones peneidos, dada su gran importancia econémica. Si
bien no son muy populares entre los acuaristas, estos camarones son intensamente cultivados
para consumo humano (Calado, 2008). Por este motivo los esfuerzos se han dirigido a la
identificacion de los nutrientes que son importantes para lograr una éptima maduracion gonadal,
reproduccion y calidad de la progenie (para una revision ver: Harrison, 1990, Wade et al., 2015 y
Wouters et al., 2001). Los camarones paleoménidos del género Macrobrachium, que son
comercializados como ornamentales y como alimento, también han sido objeto de numerosos
estudios nutricionales (Anger & Hayd, 2010; Aya et al., 2015; Cavalli et al., 2000; Ding et al.,
2017; Gupta, 2005; Gupta et al., 2007; Hasanuzzaman et al., 2009; Hossain et al., 2000;
Kovalenko et al., 2002; Luo et al., 2018; Muralisankar et al., 2017; Rasid et al., 2017; entre
otros). Sin embargo, los estudios enfocados en el resto de las especies ornamentales y en
particular sobre el efecto de la nutricién sobre la reproduccion, son considerablemente méas
escasos. Entre las especies estudiadas, podemos mencionar al camarén escarlata Lysmata
debelius Bruce, 1983 donde se comparé la produccién de larvas para reproductores alimentados
con una dieta fresca mixta de poliquetos, moluscos y cangrejos frente a una dieta fresca de
Artemia sp. (Simdes et al., 1998), el camardn limpiador del Pacifico L. amboinensis (de Man,
1888) en la cual se evaluaron diversas dietas para los reproductores, tanto frescas como
comerciales, y la suplementacion de Artemia sp. y calamar (Simoes et al., 1998; Calado et al.,
2009; Tziouveli et al., 2011), el camaron pimienta L. wurdemanni (Gibbes, 1850) para la cual se

estudio la inclusion de Artemia sp. enriquecida en acidos grasos altamente insaturados sobre su
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desempefio reproductivo (Lin & Zhang, 2001), el camar6n Monaco L. seticaudata (Risso, 1816)
donde se evalud el uso dietas frescas sobre la calidad larval (Calado et al., 2005 a, b), el camaron
rayado de la india L. vittata (Stimpson, 1860) en la cual se ensay6 una dieta comercial y una de
ingredientes frescos compuesta por pulpo, sepia ,camarones y mejillones y se evalud su efecto
sobre el desempefio reproductivo (Santos e Almeida et al., 2018) y el camaron boxeador dorado
Stenopus scutellatus Rankin, 1898 para la cual se comparé el efecto de la alimentacién con
diferentes tipos de Artemia adulta congelada y moluscos sobre su desempefio reproductivo (Lin

& Shi, 2002).

1.5 El camarén ornamental Neocaridina davidi

Neocaridina davidi (Bouvier, 1904) (Decapoda: Atyidae), nativo de China, Corea, Taiwan y
Vietnam (Weber & Traunspurger, 2016), es una de las especies de camarones ornamentales mas
populares (Klotz et al., 2013). Neocaridina davidi presenta una amplia variedad de colores,
incluyendo: rojo (Camar6n Red Cherry, Camardn Sakura y Camaron Red Fire), negro (Camarén
Black Sakura), amarillo (Camarén Chocolate), naranja (Camarén Orange), amarillo (Camarén
Yellow Fire), azul (Camar6n Blue) y bandeado (Camarén Rili). EI camarén Red Cherry es la
variante favorita y exhibe diferentes variantes de coloracion rojiza desde rojo oscuro a rojo claro,
e incluso camarones blancuzcos o translucidos (Barbier, 2010; Nunes Cabrita, 2012). Ademas de
su llamativa coloracion, posee otras caracteristicas deseables para su cultivo como ornamental.
Tiene una alta tolerancia a diferentes calidades y temperaturas de agua, y se reproducen con

facilidad en cautiverio (Klotz et al., 2013, Tropea et al., 2015, Vazquez et al., 2017).

Neocaridina davidi es una especie gregaria y gonocorica, con un marcado dimorfismo
sexual: las hembras son mas grandes que los machos y presentan un color rojo mas intenso.
Presentan un desarrollo sumamente abreviado, los huevos fecundados son llevados por la hembra
sujetos a sus pledpodos por un material adhesivo mucilaginoso durante el periodo de incubacion

(Bauer, 2004), el cual dura aproximadamente 15 dias, dependiendo de la temperatura (Tropea et
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al., 2015). Eclosionan como decapoditos adaptados a un modo de vida bentonico. Los mismos
tienen apéndices completamente desarrollados, 0jos y sedas sensoriales en sus antenas, pero no
poseen uropodos desarrollados (Barbier, 2010; Pantaledo et al., 2017). EI nimero de juveniles
eclosionados en un solo evento de desove varia entre 14 y 80 (Tropea et al., 2015; Sganga, obs.
pers.). Las hembras desovan varias veces a lo largo de su vida, cuyo promedio es de 1,5 afios en
condiciones de cultivo (Barbier, 2010; Marciano et al., 2018). Las mismas pueden ser
identificadas por sus ovarios amarillos o verdes, que se observan a través del caparazon
transllcido a partir de un peso aproximado de 40 mg (Tropea et al., 2015). Este peso se alcanza
aproximadamente 45 dias después de la eclosién, aunque la duracion de este periodo varia segun
la densidad del cultivo (Vazquez et al., 2017). El ovario es una estructura unilobular con forma
de U invertida (Tropea & Lo6pez Greco, 2015). Ubicado dorsalmente al 6rgano perigastrico, el
ovario maduro se extiende desde la porcion media del cefalotérax, hasta el tercer segmento
abdominal. Los oviductos se abren a ambos lados de la porcion anterior del ovario, y
desembocan en la base del tercer par de pereidpodos. Unos dias después de la eclosion de los
juveniles se produce la remaduracion ovarica, pudiendo ocurrir incluso durante la incubacion de
los embriones (Barbier, 2010; Tropea & LOpez Greco, 2015). Los machos poseen un par de
testiculos altamente enrollados que se contintian con los vasos deferentes. Estos se abren en los
gonoporos que estan ubicados en las coxas del quinto par de pereidpodos. Se ubican en la
porcién dorsal a dorsolateral del cefalotérax por encima del 6rgano perigastrico y por debajo del
corazon, y se extienden hasta el tercer segmento abdominal (Tomas et al., 2019). Durante la
copula, la porcion final de los vasos deferentes se contrae y libera a través de cada gonoporo un
corddn de espermatozoides que al encontrarse, se adhieren entre si formando el espermat6foro.
El mismo es colocado por el macho entre los gonoporos y el abdomen de la hembra utilizando el
endopodito del primer par de pledpodos ensanchado en su parte distal en forma sub-circular y el
appendix masculina del segundo par de pledpodos (Bauer, 2004). Aunque no se conoce el

sistema de apareamiento para esta especie, las observaciones de laboratorio parecen indicar que
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corresponde al sistema de apareamiento de "pura blasqueda" descripto por Correa y Thiel (2003).
Los machos buscan activamente hembras receptivas con las que aparearse, e inmediatamente
luego de la transferencia de esperma la pareja se separa. Los machos adultos liberan sefiales que
estimulan la maduracion ovérica, acelerando la tasa de crecimiento del ovario. En cambio las
hembras adultas liberarian sefiales que retrasan la maduracion en las hembras juveniles (Tropea

etal., 2018).

Respecto a que factores modelan la calidad de progenie en N. davidi, se han estudiado hasta el
momento la temperatura (Tropea et al., 2015), la edad (Marciano et al., 2018) y el tamafio
maternos (Tropea & Lopez Greco, 2015), aunque este ultimo factor solo fue abordado en

relacion a la calidad de los huevos.

1.6 Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es contribuir al conocimiento de la biologia reproductiva y la
inversion materna en N. davidi, como base para evaluar las condiciones 6ptimas de cultivo que
maximicen su produccion y la calidad de sus juveniles. Se evaluaran 3 factores que pueden ser
manipulados en cultivo sobre la produccion de juveniles y la calidad de la progenie obtenida: el
efecto del tamafio de las hembras y los machos del lote parental, el efecto de la coloracion de la

hembra y la calidad de alimento del lote parental.

1.7 Organizacion de la tesis

La tesis estd organizada en 6 capitulos. En el capitulo 1 se resume brevemente la situacion actual
de la acuicultura de crustaceos en general, y de ornamentales en particular, haciendo hincapié en
el comercio de ornamentales en Argentina. Asimismo, se describe la especie estudiada, se
describen los potenciales factores que pueden modelar la calidad de su progenie y se plantean los

objetivos generales de trabajo.
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En el capitulo 2 se estudia la variacion en la forma del cefalotérax respecto al tamafio
durante el crecimiento y hasta alcanzar la madurez sexual, mediante un analisis
morfogeomeétrico, con el fin de identificar posibles variaciones en la forma del cefalotérax que

pudiesen afectar la fecundidad para un mismo tamafo de parentales.

En el capitulo 3 se evalta el efecto del tamafio de los parentales sobre la calidad de

progenie en N. davidi.

En el capitulo 4 se estudia la posible relacion entre la coloracién materna y la calidad de su

progenie en dos puestas sucesivas en N. davidi.

En el capitulo 5 se evalla el impacto directo de la calidad del alimento sobre la produccién

de crias en N. davidi, en tres alimentos comerciales para acuicultura de especies ornamentales.

Los capitulos 2 a 5 estdn estructurados de modo que cada uno contiene su propia

introduccién, materiales y métodos, resultados y discusion.

Por ultimo, en el capitulo 6 se integran los resultados obtenidos en los capitulos anteriores

en una discusion general. Finalmente se incluyen todas las referencias bibliogréficas.
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CAPITULO 2

Variacion en la forma del cefalotérax respecto al tamano en

hembras y machos de Neocaridina davidi.

Los resultados del presente capitulo han sido parcialmente publicados como:

Sganga, D.E., Fernandez Piana, L. R. & Loépez Greco, L.S.

Sexual dimorphism in a freshwater atyid shrimp (Decapoda: Caridea) with direct

development: a geometric morphometrics approach.

Zootaxa. 2016. doi: 10.11646/zootaxa.4196.1.7






2.1 Introduccion
2.1.1 Dimorfismo sexual

El dimorfismo sexual es un fendmeno generalizado entre las especies animales (Andersson,
1994; Wyman et al., 2013). La evolucion de los caracteres sexualmente dimorficos ha sido
estudiada ampliamente y se ha explicado principalmente en funcion de los mecanismos de
seleccion sexual, de las diferencias intrinsecas entre los roles reproductivos de hembras y
machos y de causas ecoldgicas (Hedrick & Temeles, 1989; Herler et al., 2010). Al mismo
tiempo, se han hecho avances en cuanto a los métodos que se utilizan para medir la magnitud de
estos dimorfismos. Los primeros enfoques se basaron en la morfometria tradicional, que consiste
en el andlisis de distancias medidas en individuos mediante métodos estadisticos bivariados y
multivariados. Pero estos métodos no pueden recuperar la forma general de la estructura
anatémica estudiada, y no tienen en cuenta las relaciones geométricas entre las medidas (Rohlf &
Marcus, 1993). En las Gltimas décadas se han desarrollado métodos geométricos para intentar
superar estas limitaciones. La morfometria geométrica basada en referencias anatomicas o
landmarks es el analisis estadistico de la variacién de la forma en funcion de las coordenadas de
puntos morfométricos en el plano (2D) o en el espacio (3D) (Mitteroecker & Gunz, 2009). A
diferencia de los enfoques métricos comunes, este método considera toda la geometria de las
estructuras estudiadas y, por lo tanto, es capaz de proporcionar una medida precisa de la forma
incluso cuando se analizan formas morfoldgicas complejas (Bertin et al., 2002). La presencia de
un esqueleto duro con espinas y suturas en crustaceos decapodos simplifica la tarea de definir
landmarks homdlogos, es decir, que se corresponden a lo largo de todos los animales estudiados.
Por lo tanto, las técnicas morfogeométricas constituyen un enfoque vélido para evaluar la

variabilidad de la forma en este grupo (Trevisan et al., 2012; Zimmermmann et al., 2012).

Se han realizado numerosos estudios aplicando técnicas de morfométria geométrica en
crustaceos decapodos para evaluar el dimorfismo sexual (Accioly et al., 2013; Barria et al.,

2011; Giri & Loy, 2008; Marochi et al., 2016; Responte et al., 2015; Rufino et al., 2004; Scalici
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& Gibertini, 2009; Trevisan et al., 2012), lo que permite en algunos casos encontrar diferencias
sutiles, pero significativas, entre estructuras incluso en casos donde la morfometria tradicional no

era capaz de hacerlo (Accioly et al., 2013; Barria et al., 2011).

En cuanto al dimorfismo sexual en Neocaridina davidi, Liang (2002) enumerd el tercer y
cuarto par de peredpodos como sexualmente dimorficos, siendo el tercer pereiépodo del macho
maés largo que el de la hembra. EIl autor también indico que el propodo del macho es curvo, tiene
forma de arco y se expande distalmente, y el margen posterior se cubre con espinulas, mientras
que el dactilo presenta espinulas en forma de gancho distalmente. Més tarde, Klotz et al. (2013)
informaron el nimero y la disposicion de los dientes en el rostro de los camarones adultos de
esta especie como un caracter ligeramente dimdrfico (la mayoria de los machos muestran dientes
dorsales mas pequefios y mas deprimidos en el rostro, en comparaciéon con las hembras), y el
tercer par de pereiopodos como un caracter distintivo sexualmente dimorfico (propodo del
macho ligeramente curvado, dactilo méas corto, con espinas mas fuertes y mas curvadas en el
margen posterior que en la hembra). El tamafio también es sexualmente dimorfico en esta
especie, con las hembras en promedio mas grandes que los machos (Fig. 2.1) (Barbier, 2010). En
relacion a esto, Vazquez et al. (2017) encontraron en N. davidi un incremento en la tasa de
crecimiento de las hembras respecto a los machos, relacionado a un crecimiento diferencial al
alcanzar la madurez sexual. Sin embargo, no se han explorado aun las diferencias en la forma
general del caparazon entre hembras y machos o a lo largo de la ontogenia. Por lo tanto, en el
presente capitulo se aplicd una técnica cuantitativa, el analisis morfogeométrico, para investigar

el posible dimorfismo sexual en la forma del caparazén de N. davidi a lo largo de su ontogenia.
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Figura 2.1: Hembra (A) y macho (B) adultos de Neocaridina davidi.

2.1.2 Morfometria geométrica basada en landmarks

Un landmark es un punto cuyas coordenadas cartesianas, (X, y¥) en el espacio bidimensional y (X,
y, z) en el tridimensional, describen la posicidn en el espacio de un rasgo en particular de un
objeto. Cada landmark puede ser reconocido en todos los ejemplares estudiados y en su conjunto
deben ser representativos de la forma a estudiar (Bookstein, 1991; Zelditch et al., 2004).
Bookstein (1991) define tres tipos de landmark: tipo I, 11 y IIl. Los landmarks de tipo | son
puntos matematicos cuya supuesta homologia de un individuo a otro es respaldada por una sélida
evidencia o significacion bioldgica (por ejemplo una yuxtaposicion de tejidos). En cambio para
los landmarks de tipo 1l la supuesta homologia de un individuo a otro es respaldada Unicamente
por la geometria y no por evidencia anatdmica. Estan ubicados en un minimo o un maximo de
curvatura. Los landmarks de tipo Il o semilandmarks son aquellos que poseen al menos una

coordenada deficiente y se utilizan para representar curvas homdélogas por medio de series de
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puntos. En primer lugar se distribuye el mismo ndmero de semilandmarks a lo largo de la curva
de cada ejemplar de la muestra en posiciones aproximadas. Luego se optimiza el espaciado de
los semilandmarks a fin de remover el espaciado arbitrario inicial y establecer una
correspondencia geométrica (Gunz & Mitteroecker, 2013). Para ello, los puntos se deslizan a lo
largo de vectores tangentes a la curva hasta que su posicién se alinea lo més cerca posible con el
semilandmark en la curva correspondiente de una configuracion de referencia. Esto se logra
minimizando la energia de curvatura (bending energy) entre la referencia y el especimen blanco
(Adams et al., 2013). A partir de este procedimiento los landmarks y semilandmarks pueden ser
tratados de la misma manera en los andlisis estadisticos subsecuentes (Gunz & Muitteroecker,

2013).

En morfometria geométrica los conjuntos de coordenadas corresponden a los datos
primarios que luego serdn sometidos a analisis. Pero los datos en forma de coordenadas de
landmarks sin procesar no solo contienen informacion sobre la forma y el tamafio de la
configuracion de landmarks, sino que ademas contienen informacioén sobre su posicion y
orientacion (Mitteroecker et al., 2013). Por lo tanto, las coordenadas de landmarks no pueden ser
sujetas a analisis estadisticos sin antes separar la informacion de forma de los parametros:
traslacion, rotacion y escala, ya que los mismos no son de interés como descriptores de la
variacion en forma (Adams et al., 2004; Rohlf, 1999; Mitteroecker & Gunz, 2009). La forma se
define entonces como la informacion geométrica que permanece una vez eliminados del objeto
los efectos de traslacion, rotacion y escala. Estos efectos son eliminados mediante un analisis
generalizado de Procrustes. Este procedimiento consiste en trasladar, rotar y escalar todas las
configuraciones de manera iterativa hasta obtener el mejor ajuste por cuadrados minimos de
todas las configuraciones a una configuracion consenso (Rohlf & Slice, 1990). Las coordenadas
alineadas de Procrustes describen la ubicacion de cada ejemplar en un espacio que puede ser
representado como la superficie de una (hiper) hemiesfera de radio uno, relacionado al espacio

de Kendall (Slice, 2001). Estas coordenadas son tipicamente proyectadas ortogonalmente en un
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espacio tangente lineal, obteniéndose asi coordenadas en el espacio tangente al espacio de forma
de Kendall. Esta proyeccion es de fundamental importancia ya que permite aplicar analisis

multivariados estandar al andlisis de forma (Kent & Mardia, 2001, Adams et al., 2013).

2.2 Objetivo

Estudiar la variacion en la forma del cefalotérax respecto al tamafio durante el crecimiento y
hasta alcanzar la madurez sexual en hembras y machos de N. davidi, mediante un anélisis

morfogeométrico.

En el marco de dicho objetivo se plantearon las siguientes hipotesis:
Hipotesis 1: La variacion en la forma del caparazon se asocia al dimorfismo sexual.

Hipotesis 2: La variacion en la forma del caparazdn se asocia a los cambios ontogenéticos.

2.3 Materiales y métodos
2.3.1 Condiciones de cria

A continuacién se describen las condiciones de cria utilizadas para todos los ensayos descriptos
en este capitulo y en los subsiguientes. Los individuos fueron mantenidos en agua declorada (pH:
7,5y dureza: 80 mg CaCO3/L,), con aireacion continua y a una temperatura constante de 27 + 1
°C mediante el uso de calentadores Atman® (75/ 100 w) sumergibles para acuarios. El
fotoperiodo fue de 14 horas de luz: 10 horas de oscuridad. El agua fue reemplazada
completamente una vez por semana. A cada acuario se le colocé una porcion de musgo de Java
(Vesicularia sp.), ya que el mismo es utilizado por los camarones como sustrato y parcialmente
como alimento. Los camarones fueron alimentados ad libitum con un alimento balanceado

comercial para peces tropicales (TetraColor®, Tetra GmbH, Melle, Germany), con la siguiente
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composicién proximal (g/100g de alimento): humedad: 4,87 + 0,35; cenizas: 8,68 * 0,32;
proteinas: 45,59 + 0,09; lipidos: 8,57 + 0,00; hidratos de carbono: 20,93 + 0,37; fibras: 8,529 *
2,03 y un contenido de carotenoides totales de 381,95 + 1,81 mg/kg (para metodologia ver

capitulo 5). Su aporte calorico total es de: 422,57 kcal/100 g de alimento.

2.3.2 Experimento 1

El primer experimento se realiz6 a modo exploratorio y se llevo a cabo a partir de una muestra
de N. davidi obtenida de un stock (proveedor comercial: acuario Acuamanus, Buenos Aires,
Argentina) mantenido en el laboratorio en las condiciones descriptas anteriormente. Se
seleccionaron al azar 92 individuos (57 hembras y 35 machos) para obtener imagenes del
caparazon. La determinacion del sexo de los ejemplares se baso en la morfologia del primer y
segundo par de pledpodos del macho (M). Las hembras fueron separadas en hembras juveniles
(HJ) y adultas (H) por medio de la observacion del ovario a través del caparazén semi-
transllcido. Se consideraron adultas a aquellas hembras que poseian un ovario completamente

desarrollado (estadio IV segin Tropea et al., 2018) y a aquellas de talla similar o superior.

2.3.3 Experimento 2

Se colocaron juveniles recién eclosionados de N. davidi en acuarios plasticos (18 x 12,5 x 12 cm)
conteniendo 2 L de agua declorada a una densidad de 5 individuos/litro. Se analizaron en total
240 camarones: 130 hembras y 110 machos. Los mismos fueron pesados (precision: 0,1 g) y
fotografiados a los 18, 26, 34, 45 o 54 dias de edad (Fig. 2.2, Tabla 2.1), que corresponden
aproximadamente a los estadios 8, 10, 12, 14 y 16 descriptos por Pantaledo et al. (2017). Al igual
que en el experimento 1, la determinacion del sexo de los ejemplares se basé en la morfologia

del primer y segundo par de pledpodos del macho. La madurez sexual en hembras fue
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determinada por medio de la observacion del ovario a través del caparazon semi-translicido. Se

determino el estadio de desarrollo ovérico seglin Tropea et al. (2018):

Estadio I: ovario transparente a opalescente / blanquecino extendiéndose desde la porcion

posterior del cefalotdrax hasta la porcion inicial o media del segundo segmento abdominal.

Estadio I1: ovario color crema que se extiende desde la porcion posterior del cefalotorax hasta la

porcion media del segundo segmento abdominal.

Estadio I1l: ovario amarillo que se extiende desde la porcidn posterior del cefalotérax hasta el

extremo posterior del segundo segmento abdominal.

Estadio 1V: ovario amarillo fuerte que se extiende desde la porcién media del cefalotérax hasta la

porcidn inicial o media del tercer segmento abdominal (hembras sexualmente maduras).

1 1 | 1 1 1
Edad (dias) 0 18 26 34 45 54

Estadio Juvenil I 8 10 12 14 16

Figura 2.2: Esquema representando los dias de medicion para el experimento 2 y los respectivos
estadios de Neocaridina davidi basados en Pantaledo et al. (2017)
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Tabla 2.1: Namero de ejemplares de Neocaridina davidi analizados en el experimento 2

Edad Estadio Sexo Individuos
18 8 Hembras 28
Machos 24
26 10 Hembras 29
Machos 24
34 12 Hembras 24
Machos 17
45 14 Hembras 27
Machos 21
54 16 Hembras 22
Machos 24

2.3.4 Captura de imagenes

Se coloc6 un trozo de papel milimetrado junto a cada ejemplar para el posterior escalamiento de
las imagenes. Todos los camarones fueron fotografiados en vista lateral izquierda con una
camara fotografica Nikon Coolpix P340 (Nikon Imaging Japan Inc., Tokyo, Japan) bajo
microscopio estereoscopico con un aumento de 1,25 — 3,2 x (Carl Zeiss Stemi 2000-C). Dado
que presentan una elevada tolerancia a la permanencia fuera del agua, fueron fotografiados en
seco retirando el exceso de agua del caparazon con un papel absorbente. Las fotografias fueron
tomadas colocando el ejemplar en el centro de la imagen y dejando los margenes libres a fin de
evitar distorsiones debidas al error de paralaje. Este tipo de error, que surge de colocar la lente de
la camara a muy corta distancia del espécimen, produce una imagen deformada o distorsionada
(Mullin & Taylor, 2002). El alineamiento de las espinas del angulo pterygostomial izquierda y

derecha fue utilizado como criterio para el posicionamiento del camarédn bajo el microscopio.

2.3.5 Configuracion de landmarks y analisis morfogeométricos

La seleccién de los landmarks se basé en los trabajos de Bissaro et al. (2013) y Torres et al.

(2014). Para el experimento 1 se digitalizaron seis landmarks y cuatro semilandmaks para el
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caparazon (Tabla 2.2, Fig. 2.3). Mientras que para el experimento 2 cuatro landmarks y diez
semilandmaks fueron digitalizados para dicha estructura (Tabla 2.3, Fig. 2.4), cubriendo de
manera mas exhaustiva la zona ventral posterior. Ademas, en base a los resultados obtenidos en
el experimento 1, se decidi6 incluir menos landmarks en la region dorsal dado que se observo
que dicha regién no fue muy variable. En ambos casos los landmarks y semilandmarks fueron
digitalizados utilizando los programas tpsDig 2.22 y tpsUtil 1.6 (Rohlf, 2004, 2005). Las
coordenadas de semilandmarks fueron relajadas a lo largo de la tangente de la curvatura con el
objetivo de minimizar la energia de torsion (minimum bending energy) utilizando el paquete

geomorph (Adams et al., 2018) para el software R (R Core Team, 2016).

El andlisis generalizado de Procrustes fue realizado mediante el paquete geomorph (Adams

et al., 2018) para el software R (R Core Team, 2016).

Como medida de tamafio se utilizé el tamafio centroide. El tamafio centroide se calcula
como la raiz cuadrada de la suma del cuadrado de las distancias entre todos los landmarks y el
centroide (el centroide de una configuracion de landmarks es la media aritmética de todos los

landmarks).

Tabla 2.2: Identificacion de los landmarks utilizados en ambos sexos de Neocaridina davidi en el
experimento 1.

Landmark  Descripcion

1 Punta del rostro

2 Curvatura maxima de la cavidad orbital

3 Angulo orbital inferior del caparazén

4 Punta del diente en el angulo pterygostomial
5 Vértice posterodorsal del caparazon

6-9 Semilandmarks

10 Primer diente postorbital
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e Landmark
Semilandmark

Figura 2.3: Localizacién de los landmarks y semilandmarks en el caparazén de Neocaridina
davidi, para el experimento 1. Vista lateral izquierda.

Tabla 2.3: Identificacién de los landmarks utilizados en ambos sexos de Neocaridina davidi en el
experimento 2.

Landmark  Descripcion

1 Primer diente postorbital

2 Angulo orbital inferior del caparazén

3 Punta del diente en el angulo pterygostomial
4-11 Semilandmarks

12 Vértice posterodorsal del caparazon

e Landmark 3
Semilandmark S
4 / 9

Figura 2.4: Localizacion de los landmarks y semilandmarks en el caparazon de Neocaridina
davidi, para el experimento 2. Vista lateral izquierda.
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2.3.5 Andlisis estadisticos

En ambos experimentos, la variacion en forma del caparazén fue analizada en primera instancia
a modo exploratorio, por medio de un analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas
en inglés) sobre las coordenadas de Procrustes, y se calcularon grillas de deformacion para las
configuraciones medias de cada grupo para visualizar los cambios en la forma. Para evaluar las
diferencias en la forma para todas las edades y sexos, se realiz6 un andlisis de la varianza de
Procrustes seguido de comparaciones entre grupos. Este analisis utiliza las distancias de
Procrustes entre los ejemplares para evaluar estadisticamente los términos del modelo mediante
permutacion, usando la suma de las distancias de Procrustes al cuadrado como una medida de la

suma de cuadrados (Goodall, 1991).

La alometria, es decir, variacion de la forma atribuible a la covariacion con el tamafio, fue
puesta a prueba por medio de una regresion multivariada de las coordenadas de Procrustes sobre
el tamafio centroide. La significancia estadistica de la regresion alométrica se puso a prueba por
medio de un test de permutacion contra la hip6tesis nula de completa independencia entre la

variable dependiente (coordenadas de Procrustes) y la independiente (tamafio centroide).

Para el segundo experimento, se calcularon las distancias de Procrustes entre las formas
medias de cada clase de edad y sexo y se usaron para calcular un dendograma mediante método
de pares de grupos no ponderados, usando promedios aritméticos (UPGMA, por sus siglas en
inglés). Las formas medias grupales también se sometieron a un analisis de componentes
principales. El fenograma y el PCA se utilizaron para resumir las relaciones de similitud entre
los grupos. Se analizaron las diferencias de tamaiio centroide y de peso entre edades y sexos
ajustando modelos lineales por cuadrados minimos generalizados. Dado que la interaccion entre
los factores edad y sexo fue estadisticamente significativa en ambos casos, se definié una nueva
variable como la combinacion de los niveles de todos los factores, y todas las comparaciones

posibles fueron realizadas mediante una prueba de Tukey.
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Los andlisis estadisticos fueron realizados con los paquetes geomorph, nlme y multcomp
(Adams et al., 2018; Hothorn et al., 2008; Pinheiro et al., 2017) para el software R (R Core

Team, 2016). El nivel de significacion empleado fue 0,05.

2.4 Resultados
2.4.1 Experimento 1

Se obtuvieron valores medios y de desviacion estandar para el tamafio centroide del caparazon:
4,87 + 0,86 en hembras y 4,32 £ 0,35 en machos. Se encontr6 una relacién estadisticamente
significativa entre las coordenadas de Procrustes y el tamafio centroide (Z = 3,9651, p = 0,0002).
Para visualizar dicha relacion alométrica, se calcularon los regresion scores para todos los
ejemplares segun Drake y Klingenberg (2008) (Fig. 2.5). El analisis de componentes principales
(PCA) proporciond una visualizacion gréfica de la variacion general de la forma (Fig. 2.6). Los
primeros 3 componentes principales representaron el 83,37% de la varianza total. Los machos y
las hembras juveniles se agrupan, mientras que las hembras adultas se separan principalmente
por el segundo eje. Las hembras adultas presentaron un rostro mas largo que los machos y las

hembras juveniles (landmarks 1y 10) y su caparazon fue més largo (landmarks 3 a 5) (Fig. 2.7).

El andlisis de la varianza de Procrustes arrojo diferencias significativas entre los grupos (Z
= 3,6517, p = 0,0002). La forma del caparazén de las hembras adultas fue significativamente
distinta de la forma del caparazén de las hembras juveniles (Z = 3,9987; p = 0,0012), y de los
machos (Z = 6,3636; p = 0,0002). Sin embargo, no se encontraron diferencias entre las hembras

juveniles y los machos (Z = 1,4153; p = 0,0930).
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Figura 2.5: Alometria en el caparazdn de Neocaridina davidi. Gréfico de dispersion de los shape
score para cada individuo versus el tamafio centroide, para el experimento 1.
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Figura 2.6: Grafico de dispersion del primer versus el segundo componente principal para
hembras adultas, hembras juveniles y machos de Neocaridina davidi, para el experimento 1
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Figura 2.7: Grillas de deformacion relativa que ilustran la variacién en la forma media del
caparazdn para hembras adultas (A), hembras juveniles (B) y machos (C) de Neocaridina davidi
para el experimento 1.

2.4.2 Experimento 2

En cuanto al peso se encontrd una interaccion estadisticamente significativa entre los factores
sexo y edad (F = 5,428, p = 0,021). El peso de las hembras fue similar al de los machos para las
tres primeras edades analizadas (Z = 0,148, p = 1,000; Z = 0,221, p = 1,000; Z = -0,453, p =
1,000, respectivamente), promediando 6,09 £ 2,73 mg a los 18 dias, 10,89 + 4,05 mg a los 26 y
17,48 + 4,92 mg a los 34. A partir de los 45 dias se observa un aumento del peso mas acelerado
en las hembras aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa (Z = -2,203, p =
0,397), siendo su promedio 30,19 + 13,15 mg, mientras que el de los machos fue 23,52 + 7,63
mg. El peso de las hembras a los 54 dias fue significativamente mayor al de los machos (Z =
-3,199, p =0,035), promediando 43,95 + 18,69 y 30,48 + 6,70 mg, respectivamente (Fig. 2.8). A
partir de los 34 dias se pudo observar el comienzo del desarrollo ovarico, encontrandose ovarios

maduros (estadio 1V) a partir de los 54 dias de edad (Fig. 2.9).

Para el tamafio centroide del caparazon, la interaccion entre los factores sexo y edad fue

estadisticamente significativa (F = 19,116, p < 0,0001), siendo el mismo similar entre hembras y
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machos para las edades 18, 26 y 34 dias (Z = 1,170, p = 0,974; Z = -0,220, p = 1,000; Z =
-0,474, p = 1,000) y promediando 3,68 + 0,44, 4,28 + 0,52 y 4,99 + 0,42, respectivamente. A

partir de los 45 dias se encontrd una tendencia similar a la hallada para el peso, aunque

nuevamente no se encontraron diferencias significativas para hembras y machos a esa edad (Z =

-2,056, p = 0,536). Finalmente se encontrd que el peso es sexualmente dimorfico a los 54 dias de

edad, siendo mayor para las hembras que para los machos (Z = -3,447, p = 0,018) (Fig. 2.10).
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Figura 2.8: Peso de hembras y machos de Neocaridina davidi para las 5 edades analizadas en el
experimento 2. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p < 0,05).
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Figura 2.9: Porcentaje de hembras de Neocaridina davidi en cada estadio de la maduracion
ovarica. NV: no visible, El: estadio I, Ell: estadio 11, Elll: estadio 11, EIV: estadio IV.
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Figura 2.10: Tamario centroide de hembras y machos de Neocaridina davidi para las 5 edades
analizadas en el experimento 2. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p
<0,05).
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La relacion entre las coordenadas de Procrustes y el tamafio centroide fue estadisticamente
significativa (Z = 5,842, p = 0,001) (Fig. 2.11). La variacion general de la forma fue visualizada
mediante el andlisis de componentes principales (Fig. 2.12). Los primeros 3 componentes
principales representaron el 65,79% de la varianza total. Si bien los grupos se solapan, las
hembras y los machos de 45 y 54 dias de edad se separan parcialmente de las hembras y los
machos de 18 y 26 dias de edad a lo largo del segundo eje. Las hembras y los machos de 45 y 54
dias de edad presentaron un caparazén ligeramente méas ensanchado en la zona anteroventral que

los de 18, 26 y 34 (landmarks 2 a 4) (Fig. 2.13).

En el andlisis de la varianza de Procrustes se encontrd que la interaccion entre las variables
explicatorias edad y sexo fue significativa (Z = 3,363, p = 0,001). Las comparaciones entre

grupos fueron en su mayoria significativas (Tabla 2.4).

El dendrograma de las distancias de Procrustes realizado mediante el algoritmo UPGMA
sobre las configuraciones medias de cada clase de edad y sexo separd dos grupos principalmente
por su edad, agrupandose por un lado las hembras y los machos mayores a 45 dias de edad, y por
otro los menores a 26 (Fig. 2.14). Los machos de 34 dias de edad se encuentran en el primer
grupo, mientras que las hembras de esa edad se agrupan con el segundo. El andlisis de
componentes principales permitié visualizar la variacion en las configuraciones medias de cada
clase de edad y sexo (Fig 2.15). Los primeros 3 componentes principales representaron el 90,72
% de la varianza total. El primer componente principal, que representa el 57,80 % de la varianza

total, separa a los camarones de 45 y 54 dias de edad de los de 18, 26 y 34 (Fig. 2.16).
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Figura 2.11: Alometria en el caparazon de Neocaridina davidi. Grafico de dispersion de los
shape score para cada individuo versus el tamarfio centroide, para el experimento 2.
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Figura 2.12: Gréfico de dispersidn del primer versus el segundo componente principal para
hembras y machos de Neocaridina davidi de 18, 26, 34, 45 y 54 dias de edad, para el
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Tabla 2.4: Resultados de las comparaciones entre grupos divididos por edad (18, 26, 34, 45y 54
dias) y sexo (hembras y machos). Los valores p para cada comparacion se indican por encima de
la diagonal (* p < 0,05), mientras que los valores z se muestran por debajo de la misma.

H 18

H 26

H 34

H 45

H 54

M 18

M 26

M 34

M45 M54

H 18
H 26
H 34
H 45
H 54
M 18
M 26
M 34
M 45
M 54

2,9339
5,1510
7,0542
8,4907
0,4062
2,6862
3,3680
6,5224
7,9550

0,0068*

2,7268
3,1186
4,9528
1,9588
4,1925
1,4403
3,5505
4,5025

0,0002*
0,0106*

4,4919
3,5109
4,6482
2,0360
3,1177
3,6259
5,1957

0,0002*
0,0044*
0,0010*

0,9887
4,5246
5,5786
-0,0963
0,0527
0,8237

0,0002*
0,0004*
0,0022*
0,1550

7,0369
5,9201
2,5297
1,8235
2,1249

0,3109

0,0400*
0,0004*
0,0004*
0,0002*

2,1768
1,1176
3,7332
5,2320

0,0134*
0,0008*
0,0344*
0,0004*
0,0002*
0,0272*

2,6736
4,2037
6,2978

0,0032*
0,0874
0,0048*
0,4961
0,0164*
0,1290
0,0106*

-0,2636
0,9314

0,0002* 0,0002*
0,0028* 0,0002*
0,0014* 0,0004*
0,4411 0,1984
0,0462* 0,0298*
0,0012* 0,0002*
0,0002* 0,0002*
0,5599 0,1718
0,8322
-0,9542
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Figura 2.13: Grillas de deformacion relativa que ilustran la variacion en la forma media del
caparazon para hembras de 18 dias (A), machos de 18 dias (B), hembras de 26 dias (C), machos
de 26 dias (D), hembras de 34 dias (E), machos de 34 dias (F), hembras de 45 dias (G), machos

de 45 dias (H), hembras de 54 dias (1) y machos de 54 dias (J) de edad de Neocaridina davidi
para el experimento 2.
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Figura 2.14: Dendrograma (algoritmo UPGMA\) de las distancias de Procrustes para hembras y
machos de Neocaridina davidi de las 5 edades analizadas en el experimento 2.
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Figura 2.15: Gréfico de dispersion del primer versus el segundo componente principal para las
configuraciones medias de cada clase de edad y sexo de Neocaridina davidi analizado en el
experimento 2.
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Figura 2.16: Grillas de deformacion relativa para las configuraciones medias de los grupos: 18,
26 y 34 dias de edad (A) y 45 y 54 dias de edad (B) para el caparazén de Neocaridina davidi.

2.5 Discusion

En el experimento 1, las hembras adultas de N. davidi presentaron un caparazén mas alargado
que los machos. Sin embargo, al analizar la forma del caparazon en hembras juveniles, éstas no
se distinguian de los machos. Scalici y Gibertini (2009) encontraron resultados similares en el
cangrejo de rio Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858), donde las hembras y los machos
solo mostraron diferencias significativas en la forma de caparazén después de alcanzar la
madurez sexual. Los autores lo atribuyeron a presiones selectivas similares en hembras y machos
juveniles, frente a diferentes necesidades en la reproduccion y seleccién sexual en hembras
adultas. Por lo tanto, la evolucion de la forma del cuerpo no solo estaria impulsada por diferentes
presiones evolutivas en cada sexo, sino también en diferentes etapas. La presion de seleccion
debida a la fecundidad en las hembras se puede reflejar en los fenotipos especificos del sexo,
particularmente en la region que contiene érganos reproductivos (Cheng & Kuntner, 2015). Por
lo tanto, las caracteristicas reproductivas de las hembras podrian estar modulando la variacion
intraespecifica encontrada en la forma del cefalotérax en N. davidi, una especie con huevos de
gran volumen, desarrollo directo con una primera etapa lecitotrofica (Pantaledo et al., 2017) y un
desarrollo ovarico rapido con un periodo corto de interpuesta (Tropea & Lépez Greco, 2015).
Las gonadas femeninas completamente desarrolladas se extienden dorsalmente en el cefalotdrax
y alcanzan la primera porcion del pleon. Por lo tanto, las diferencias en la forma del caparazon

entre hembras adultas y hembras juveniles, y entre hembras adultas y machos también podrian
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estar relacionadas con cambios en el inicio de la madurez sexual. En la muda previa al desove,
las hembras adquieren una serie de caracteres llamados breeding dress. Se agranda el espacio
debajo del abdomen, en el que luego se depositard la masa embrionaria durante el desove. A su
vez, la pleura de los tres primeros segmentos abdominales aumenta de tamarfio y los esternos de
estos segmentos se ensanchan. Estos cambios se asocian al desove, la adhesion y la incubacion

de los embriones debajo del abdomen (Bauer, 2004).

El dimorfismo sexual en la forma del caparazén no se observa en el experimento 2, ya que
en el mismo solo se analizaron individuos en los dos primeros meses de vida, es decir, hasta el
inicio de la madurez sexual. Sin embargo se observan ligeros cambios en la forma del caparazon
a lo largo de la ontogenia, ensanchandose el mismo en la parte ventral a partir de los 45 dias de
edad que coincide con el inicio del desarrollo gonadal en hembras. Si bien no se pudo observar el
desarrollo del testiculo en machos, se esperaria que ocurriese en el mismo periodo, ya que a
partir de los 45 dias de edad se comenzaron a observar machos con el vaso deferente lleno de

espermatozoides.

El tamafio también es sexualmente dimorfico en esta especie, con las hembras en promedio
mas grandes que los machos (Barbier, 2010), como lo demuestran las diferencias significativas
encontradas en el tamafio centroide para el caparazdén y en el peso corporal entre sexos.
Asimismo, se observé que para una misma edad, la variacién en tamarfio en las hembras es mayor
que en los machos. En los decapodos, se considera que el dimorfismo sexual del tamafio es un
buen predictor de los sistemas de apareamiento (Rasch & Bauer, 2016). En un sistema de
apareamiento de "pura busqueda" (promiscuo), segun lo descrito por Wickler y Seibt (1981), los
machos buscan hasta que encuentran una hembra receptiva, y después de que el macho transfiere
el espermatdforo, las parejas se separan. La unica forma de competencia entre machos para las
hembras receptivas es una busqueda rapida y eficiente (Bauer et al., 2014). Por lo tanto, los
machos pequefios, cripticos y agiles tendrian una ventaja en la busqueda en comparacion con los

mas grandes. De este modo, los machos alcanzarian su maximo éxito reproductivo en tallas
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pequefas (Correa & Thiel, 2003; Rasch & Bauer, 2016). Por otro lado, Anderson (1994) sefiala
dos circunstancias en las cuales la seleccion sexual podria derivar en un dimorfismo sexual, con
machos de menor tamafio: poblaciones con alta densidad donde la basqueda seria mas ventajosa
que la defensa dada la presencia de numerosos competidores, y la presencia de predadores, en

cuyo caso las copulas breves podrian evitar que las parejas de reproductores queden expuestos.

Rasch & Bauer (2016) estudiaron el sistema de apareamiento del camardn carideo
Ambidexter symmetricus Manning & Chace, 1971. Esta especie tiene poblaciones de individuos
moviles de gran densidad y dimorfismo de tamafio sexual, con hembras més grandes que los
machos y poco o ningun dimorfismo sexual en armamento, similar a N. davidi. Sus
observaciones del comportamiento de apareamiento apoyaron la hip6tesis de un sistema de
apareamiento de “pura bdsqueda”, ya que los machos mostraron poco interés antes de la muda

parturial femenina, y copularon con hembras solo después de la misma.

En base a los resultados obtenidos, la hipétesis 1 que dice que la variacion en la forma del

caparazon se asocia al dimorfismo sexual, es parcialmente rechazada, ya que se observd un

dimorfismo sexual solo luego de alcanzada la madurez sexual. En cambio no se rechaza la

hipotesis 2, que predice que la variacion en la forma del caparazon estard asociada a los cambios

ontogenéticos.

En conclusion se evidenciaron diferencias en la forma general del caparazén
entre hembras y machos adultos de N. davidi y se registraron cambios pequenios a lo
largo de la ontogenia y hasta el inicio de la madurez sexual, relacionados al

Incremento en peso.

Se encontr6 también que el dimorfismo sexual respecto al tamafio comienza a
observarse a partir de los 45 dias y es significativo a partir de los 54 dias de edad,
siendo el peso total y el tamano centroide del caparazon de las hembras mas

variable que el de los machos. En promedio las hembras de 54 dias de edad pesaron
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43,95 + 18,69 mg (rango: 22,7 - 84,1), mientras que los machos promediaron 30,48 +

6,7 mg (rango: 18,3 - 51,3).
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CAPITULO 3

Efecto del tamano de los parentales sobre la produccion de

juveniles en el camarén ornamental Neocaridina davidi.

Los resultados del presente capitulo han sido parcialmente publicados como:

Sganga, D.E., Tropea, C., Valdora, M., Statti, M.F. & Lopez Greco, L.S.

Large mothers, but not large fathers, influence offspring number in a caridean

shrimp.

Canadian Journal of Zoology. 2018. doi: 10.1139/cjz-2017-0315






3.1 Introduccion

Cuando los recursos disponibles son limitados, los individuos pueden asignarlos
diferencialmente al crecimiento, al mantenimiento somatico o a la reproduccion. Esos recursos
limitados pueden ser repartidos de distintas maneras en la produccion de progenie. En este
contexto, se ha observado en numerosas especies de invertebrados un compromiso entre el
namero y el tamafio de la progenie: las madres pueden producir una gran cantidad de progenie
pequefia, 0 un nimero pequefio de progenie de gran tamafio (ver Fox & Czesak, 2000 y Ramirez

Llodra, 2002 para revision).

La teoria clasica de Smith y Fretwell (1974) predice que, dado un ambiente determinado,
todas las hembras produciran progenie del mismo tamafio, pero aquellas madres con acceso a
una mayor cantidad de recursos podrén producir una mayor cantidad. El tamafio y el nimero de
huevos producidos pueden estar también determinados por restricciones fisioldgicas, como por
ejemplo la eficiencia con la cual los organismos incorporan nutrientes que puedan luego
derivarse al crecimiento y a la reproduccion. Dicha eficiencia estd determinada por procesos
fisiologicos en el sistema digestivo y podria limitar la energia disponible para la produccion de
huevos. También pueden ser morfoldgicas: como la estructura ovarica, que al estar directamente
relacionada a la oogénesis determina en ultima instancia la tasa de produccion de oocitos, la
frecuencia de las puestas y el tamafio y el contenido energético de los huevos; y el tamafio del
parental, especialmente en aquellos invertebrados que incuban sus huevos (Fox & Czesak, 2000;
Ramirez Llodra, 2002). Generalmente en crustaceos, y particularmente en los camarones
carideos, las madres grandes producen una mayor cantidad de huevos por camada que las
hembras pequefias. Por ejemplo, se encontrd una correlacion positiva entre el tamafio de la
hembra y la fecundidad en el Alvinocarididae Mirocaris fortunata (Martin & Christiansen, 1995)
(Ramirez Llodra et al., 2000), en el Atyidae Neocaridina denticulata denticulata (De Haan,
1844) (Oh et al., 2003), en el Campylonotidae Campylonotus vagans Spence Bate, 1888 (Thatje

et al., 2004), en el Crangonidae Notocrangon antarcticus (Pfeffer, 1887), en los Hippolytidae
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Eualus gaimardii gaimardii (H. Milne-Edwards, 1837) y Chorismus antarcticus (Pfeffer, 1887),
en el Nematocarcinidae Nematocarcinus lanceopes Spence Bate, 1888 (Clarke, 1993), en los
Oplophoridae Acanthephyra pelagica (Risso, 1816), A. purpurea H. Milne-Edwards, 1881 y A.
kingsleyi Spence Bate, 1888 (Ramirez Llodra, 2000), en los Palaemonidae Palaemon northropi
(Rankin, 1898), P. pandaliformis (Stimpson, 1871), Macrobrachium acanthurus (Wiegmann,
1836), y M. olfersii (Wiegmann, 1836) (Anger & Moreira, 1998), y en los Pasiphaeidae
Systellaspis debilis (A, Milne-Edwards, 1881) y Parapasiphae sulcatifrons Smith, 1884
(Ramirez Llodra, 2000). La relacion entre el tamafio corporal y la fecundidad podria estar
relacionada con el limite fisico que es impuesto por la cdmara de incubacion a los huevos,
limitando asi el nimero de embriones a ser incubados (Ramirez Llodra, 2002; Guay et al., 2011)
y por el tamafio del ovario maduro dentro del cefalotérax o pleon. En cangrejos brachiuros, por
ejemplo, el espacio disponible para la acumulacion de vitelo en el cefalotorax limita el tamafio
de la puesta, el cual corresponde aproximadamente al 10 % del tamafio de la hembra (Hines,

1982, 1991).

En cuanto al tamafio del macho, se ha encontrado una correlacion positiva entre dicha
variable y el tamafio del eyaculado en algunas especies de crustaceos decapodos, como las
langostas espinosas Panulirus argus (Latreille, 1804), P. guttatus (Latreille, 1804) y la langosta
de las rocas Jasus edwardsii (Hutton, 1875), lo que llevaria en ciertos casos a la limitacion
espermatica. Esto podria tener una influencia en el tamafio de la puesta ain mayor que el tamafio
de la hembra (MacDiarmid & Sainte-Marie, 2006; Butler et al., 2015). Tanto la fecundidad como
el tamafio de los huevos son caracteristicas cominmente utilizadas para evaluar la calidad de la
progenie. Este término hace referencia a un conjunto de parametros que tienen un valor
predictivo para identificar tempranamente animales fuertes y sanos, preferidos para el cultivo a
gran escala. Podemos agrupar los criterios para evaluar la calidad de progenie en distintas
categorias segun su enfoque: morfoldgicos, bioquimicos, comportamentales, de supervivencia a

pruebas de estrés y de rendimiento de la produccion. Entre los morfologicos encontramos la
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fecundidad y el tamario de los huevos que fueron previamente mencionados, a los que se suman
el volumen de los huevos, el tamafio y peso de las larvas o juveniles, su color, la presencia de
deformidades, la morfologia de las branquias y del sistema digestivo, la relacién musculo/tubo
digestivo y ocasionalmente también se utiliza la presencia de bacterias, hongos, protozoos y
virus (Racotta et al., 2003, 2004). La composicidn bioguimica es otro de los criterios predictivos
utilizados. La calidad de la progenie esta fuertemente influenciada por la cantidad de recursos
que las hembras derivan a sus embriones, entre los que podemos nombrar a las proteinas, los
lipidos, los carbohidratos, aminodcidos libres y los antioxidantes, como los carotenoides (Tropea
& Ldpez Greco, 2015; Weiss et al., 2011). Los lipidos y proteinas tienen un rol estructural y de
reserva energética durante el desarrollo embrionario y larval, y su concentracion ha sido asociada
a la calidad de progenie. Los carbohidratos también son otra fuente de reserva energética pero se
encuentran en menos cantidad. Sin embargo, dado su rol en la sintesis de quitina, podrian
influenciar el desempefio de las crias durante los ciclos de muda. En ultimo lugar, los criterios de
produccion agrupan a la fecundidad, la tasa de fecundacion y de eclosion y la supervivencia de
las larvas o juveniles (Calado 2008; Bray & Lawrence, 1992; Palacios et al., 2001; Racotta et al.,

2003, 2004).

El desempefio reproductivo y la calidad de progenie pueden verse afectados entonces tanto
por las condiciones de cultivo de los reproductores como por efectos maternos (Racotta et al.,
2003). Hasta el momento solo algunos estudios han abordado esta relacion en Neocaridina
davidi. Tropea et al. (2015) y Balifia et al. (2018) evaluaron el efecto de la temperatura del agua
sobre el crecimiento, la reproduccién y la calidad de progenie de esta especie. Namaei Kohal et
al. (2017) estudiaron el efecto de la inclusion en la dieta de Arthrospira (Spirulina) platensis
Gomont, 1892 sobre el crecimiento, la supervivencia y la reproduccion de N. davidi y
posteriormente Marciano et al. (2018) analizaron la relacion entre la edad materna, el desempefio
reproductivo y la calidad de su progenie. En particular, aunque se ha observado una relacién

entre la calidad y cantidad de huevos producidos por esta especie y el tamafio materno (Tropea &
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Lopez Greco, 2015; Tropea et al., 2018), aun resta dilucidar en qué medida influye el tamafio

parental sobre la progenie en el tiempo.

En crustaceos decapodos usualmente se estudian los efectos maternos sobre la calidad de
progenie en los estadios iniciales del desarrollo, como embriones o larvas (Attard & Hudon,
1987; Gardner, 1997; Moland et al., 2010; Sato & Suzuki, 2010; Swiney et al., 2013; Chang et
al., 2017 entre otros). Sin embargo, se ha observado en algunas especies de vertebrados, como el
ave Ficedula albicollis (Temminck, 1815) y la salamandra Ambystoma talpoideum (Holbrook,
1838), e incluso en el crustdceo branchiopodo Daphnia magna Straus, 1820, que la influencia
parental sobre la progenie podria continuar durante un periodo prolongado, persistiendo a lo
largo de la ontogenia e inclusive afectando a las generaciones subsiguientes (Bernardo, 1996;
Qvarnstrom & Price, 2001). Por lo tanto, seria importante extender el analisis de la relacién entre
el tamafio parental y la calidad de progenie, tanto a juveniles como a adultos de la siguiente
generacion, para evaluar asi como impacta dicha variable sobre la calidad de las siguientes

camadas de reproductores en el cultivo de N. davidi.

3.2 Objetivo

Evaluar el efecto del tamafio de los parentales (machos grandes y chicos, y hembras grandes y
chicas) sobre la produccion de juveniles de tal modo de definir un rango 6ptimo de tamafio de

parentales que permita obtener el mayor nimero de juveniles y de mejor calidad.

En el marco de dicho objetivo se plantearon las siguientes hipotesis:

Hipotesis 3: El desempefio reproductivo de las hembras, en términos de su fecundidad actual, se

incrementa con el tamarfio parental.

Hipotesis 4: La calidad de la progenie difiere para distintos tamafios de reproductores.
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3.3 Materiales y métodos
3.3.1 Obtencion de ejemplares

Se obtuvo un lote de reproductores de N. davidi de un proveedor local (Acuario Acuamanus,
Buenos Aires, Argentina). Los juveniles obtenidos a partir de dicho lote fueron colocados en
acuarios plasticos conteniendo agua declorada, y mantenidos en las condiciones descriptas en el
capitulo 2. Los mismos fueron observados diariamente y las hembras fueron separadas de los
machos al observarse los ovarios incipientes a traves del cefalotdrax (aproximadamente a partir
de los 30 dias). De esta manera se asegurd que al comienzo del experimento todos los individuos
fuesen virgenes. Dado que en los camarones el tamafio y la edad estan relacionados, y que ambos
pueden afectar el desempefio reproductivo tanto en hembras como en machos, es importante
separar los efectos de estos factores para su estudio (Crocos & Coman, 1997; Marshall et al.,
2010). Por este motivo se procurd utilizar individuos de la misma edad. Ademas, solo se
utilizaron aquellos individuos que alcanzaron la madurez sexual, lo cual ocurrié alrededor de los
60 dias. La misma fue evaluada externamente observando a través de la cuticula transldcida el
ovario de color amarillo intenso extendiéndose desde la parte media del cefalotérax hasta el
tercer segmento abdominal (estadio IV de la maduracion ovérica, segiin Tropea et al., 2018)
(Fig. 3.1A) en las hembras, y en los machos el vaso deferente distal que se observa como un tubo
blanquecino posicionado dorsolateralmente respecto al érgano perigastrico en el cefalotdrax
(Tomas et al., 2019) (Fig. 3.1 B). A continuacion, hembras y machos fueron pesados en una
balanza Mettler AE 160 (precision: 0,01 mg) y divididos en cuatro grupos segun su peso:
hembras pequefias (40-70 mg), hembras grandes (80-110 mg), machos pequefios (20-30 mg) y

machos grandes (36-50 mg).
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2 mm

Figura 3.1: Madurez sexual en Neocaridina davidi: el ovario maduro puede observarse de color
amarillo intenso a través de la cuticula, extendiéndose desde la parte media del cefalotérax hasta
el tercer segmento abdominal de la hembra (A), la porcion distal del vaso deferente se observa en
la parte posterior del cefalotérax del macho como un tubo blanquecino (B). O: ovario; VD: vaso

deferente.

3.3.2 Disefio experimental

Cada réplica estaba conformada por una hembra y un macho de la misma edad y colocados en un
acuario plastico (18 x 12,5 x 12 cm) conteniendo un volumen de 2 L de agua declorada (Fig.
3.2). Las parejas de reproductores (n = 40) contemplaban todas las combinaciones de tamarfios de
parentales, es decir: hembras pequefias con machos pequefios, hembras pequefias con machos
grandes, hembras grandes con machos pequefios y hembras grandes con machos grandes. Las
mismas fueron revisadas diariamente a fin de determinar la presencia de hembras ovigeras.
Luego de la eclosion, la pareja de reproductores fue pesada (peso materno y peso paterno). Se
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registrod la fecha de desove y de eclosion de los juveniles para cada réplica. Ambas fechas fueron
utilizadas para calcular la DURACION DEL PERIODO DE INCUBACION de cada puesta. El nimero de
juveniles eclosionados (Juveniles I: JI) fue contado como medida de la FECUNDIDAD ACTUAL
(numero de juveniles eclosionados por puesta por hembra). Se tomé una muestra al azar de 10 JI
de cada puesta, la misma fue pesada (precision: 0,01 mg) y se calculé el PESO PROMEDIO DE LOS
Jl dividiendo el peso total por el nimero de JI (peso inicial). Si bien los primeros estadios post-
eclosion de N. davidi no pueden ser sexados, Pantaledo et al. (2017) observé que el tamafio de
las hembras y los machos son similares en los primeros estadios del desarrollo. Por lo tanto, se
asumid que el peso inicial de las hembras y el peso inicial de los machos eran iguales (peso
inicial de las crias hembras = peso inicial de las crias machos = peso inicial). Otra muestra de 15
JI por puesta fue seleccionada al azar y colocada en un acuario plastico (18 x 12,5 x 12 cm) en
las condiciones de cria descriptas anteriormente para evaluar su crecimiento durante un periodo
de 60 dias. Al finalizar este periodo se registrd la SUPERVIVENCIA de las crias. Los individuos
fueron sexados y pesados (precision: 0,01 mg) y se calculé en promedio el peso final de las crias
hembras y peso final de las crias machos. El incremento en peso fue calculado para machos y

hembras de manera separada segun la siguiente férmula:

IP =100 x [(Ps — Pi) / Pi], donde Ps es el peso final de las crias y Pi es el peso inicial de las crias.
Luego de ser pesados, las crias de 60 dias de edad fueron anestesiadas por inmersion en agua a 0
°C y luego sacrificadas y almacenadas a —20 °C para determinaciones bioquimicas. Hembras y
machos fueron analizados por separado. Se calculd la PROPORCION DE SEXOS dividiendo la

cantidad de hembras por muestra sobre el total.
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Figura 3.2: Bandeja conteniendo 4 acuarios plasticos (cada una es una réplica), cada uno de ellos
con una pareja de reproductores de Neocaridina davidi.

3.3.3 Determinaciones bioquimicas

El CONTENIDO DE PROTEINAS, LIiPIDOS Yy GLUCOGENO en los camarones fue determinado
espectrofotométricamente, segin los métodos descriptos por Bradford (1976), Folch et al. (1951,
1957), y Van Handel (1965), respectivamente, y modificados para la especie por Tropea et al.

(2015).

Para la determinacidn de proteinas, se pesaron muestras de tejido de entre 20 y 100 mg y se
homogeneizaron en buffer Tris-HCI 50 mM y pH 7,5 en una proporcién de 4:1 volumen: peso.
Luego fueron centrifugadas a 10.000 rpm en una centrifuga refrigerada a 4 °C por 30 minutos. El
contenido total de proteinas fue medido en el sobrenadante por medio del ensayo de Bradford o
azul brillante de Coomassie G-250. La absorbancia fue leida a 595 nm y comparada contra un
patron acuoso de albumina de suero bovino (fraccion V, Standard®) (concentracion: 1 mg/mL).
Para la determinacion del contenido lipidico, muestras de entre 50 y 200 mg fueron
homogeneizadas en una mezcla de cloroformo y metanol (2:1, v/v) en una proporcion 20:1
volumen: peso. Luego fueron lavadas con NaCl 0,9 % en una proporcion de 1:5 volumen:
volumen y centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos para separar la fraccion lipidica. El lavado y
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el centrifugado fueron repetidos 2 veces. Se cuantifico el contenido total de lipidos por el método
sulfo-fosfo vainillina, utilizando un reactivo de fosfovainillina modificado: fosfato de potasio
monobaésico 0,44 M y vainillina 0,016 M en agua destilada. Se adicion6 1 mL de acido sulfarico
a una alicuota de 20 pl de la fraccién lipidica y luego 2,5 mL del reactivo de fosfovainillina. Se
midio la absorbancia a 530 nm, utilizando como patron aceite de oliva extra virgen diluido en
etanol absoluto (concentracion: 1 mg/mL). Para la determinacion del contenido de glucdgeno, se
pesaron muestras de tejido de entre 30 y 100 mg. Las mismas fueron hervidas durante una hora
con KOH 30 % en una proporciéon 4:1 volumen: peso. Luego de enfriarse, el glucégeno fue
precipitado por medio de la adicion de 75 pl de Na.SOs; y 1875 pl de etanol absoluto. Se
centrifugd a 2000 rpm por 10 min y luego se disolvié el precipitado en 1 mL de agua destilada.
El contenido de glucégeno fue medido por el método de antrona con una solucion de antrona 0,2
% en acido sulfarico 95 %, como se describe en Seifter et al. (1950). Se utiliz6 glucégeno de
higado de conejo (Fluka®; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO) como patron (concentracion: 1

mg/mL), y la absorbancia fue medida a 620 nm.

3.3.4 Andlisis estadistico

La exploracion de datos se realiz6 siguiendo el protocolo descripto por Zuur et al. (2010). Se
construyeron modelos de regresion lineal mediante el método de eliminacién paso a paso (hacia
atras) para analizar la asociacion entre las variables explicatorias peso materno y peso paterno y
las siguientes variables respuesta: fecundidad actual, peso promedio de los JI, composicion
bioquimica (contenido de proteinas, lipidos y glucégeno) en crias de 60 dias de edad e
incremento en peso en crias para el periodo 0-60 dias. En la exploracion de datos de la variable
fecundidad actual, se detectaron observaciones atipicas, por lo tanto se realizd una regresion
lineal robusta con una constante de calibracion de 3,44, para una eficiencia del 85 % (Maronna et
al., 2006). Para la duracion del periodo de incubacion, se construy0 un modelo lineal
generalizado con distribucion de Poisson (funcion link log). Dado que se observaron datos sub
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dispersos, se utilizd una estructura de error cuasi-binomial. La asociacion entre el peso materno y
paterno y la variable proporcién de sexos en la progenie fue analizada mediante un modelo lineal
generalizado con distribucion binomial y funcion logit. EI peso materno y paterno, al igual que
sus interacciones, fueron incluidos como factores fijos en todos los modelos. La variable sexo de
la progenie fue incluida como variable explicatoria categérica en el andlisis de las variables
composicion bioquimica en crias de 60 dias de edad e incremento en peso en crias para el
periodo 0-60 dias. Se utiliz6 un criterio basado en la teoria de la informacion para la seleccion
del conjunto dptimo de variables explicatorias para cada modelo (Burnham & Anderson, 2002).
Los supuestos de cada modelo se estudiaron graficamente siguiendo a Zuur et al. (2007). Todos
los andlisis estadisticos fueron efectuados utilizando los paquetes Ime4 y robustbase (Bates et al.,
2015; Maechler et al., 2016) para el programa R (R Core Team, 2016). El nivel de significacion
empleado fue 0,05. Se utiliz6 el método de Bonferroni (Dunn, 1961) para el ajuste del valor p
por contrastes multiples para el andlisis de los contenidos de proteinas, lipidos y glucogeno, y se
consideraron estadisticamente significativas aquellas pruebas con p < 0,05/3 = 0,0167. Todos los

resultados fueron expresados como la media + el desvio estandar.

3.4 Resultados
3.4.1 Desempefio reproductivo de las hembras

El 85% de las 40 parejas de reproductores desovaron durante el periodo experimental. En
promedio, el desove ocurrié luego de 17,82 + 24,36 dias desde el inicio del experimento. En los
casos en que el desove fue mas tardio se observé en las hembras la reabsorcién del ovario
seguido de una remaduracion del mismo. Esta reabsorcion se registro incluso mas de una vez
para algunas hembras. Se encontro que la fecundidad actual, con una media de 29,15 + 15,47
(rango: 1 - 71) juveniles eclosionados por puesta por hembra, estaba relacionada con el peso
materno pero no asi con peso paterno (t = 2,162, p = 0,038) (Tabla 3.1, Fig. 3.3). La duracion del

periodo de incubacion, por otro lado, no estuvo asociada al peso materno o al peso paterno, y
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promedio6 14,97 + 1,24 dias (Tabla 3.1, Fig. 3.3).

Tabla 3.1: Comparacion de los modelos para las variables fecundidad actual y duracién del
periodo de incubacion en hembras de Neocaridina davidi (* p < 0,05)

Variable respuesta Variables explicatorias R? / D?
Fecundidad actual peso materno * 0,153
Duracion del periodo de peso materno x peso paterno 0,085
incubacion peso materno + peso paterno 0,057
peso paterno 0,032
peso materno 0,011
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Figura 3.3: Desempefio reproductivo en hembras de Neocaridina davidi. Se estudio la asociacion
entre el peso materno y paterno, y las variables fecundidad actual (nimero de juveniles
eclosionados por puesta por hembra) (A) y la duracion del periodo de incubacién (B) (n = 34).
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3.4.2 Calidad de progenie

La supervivencia de las crias luego de un periodo de crecimiento de 60 dias, que fue en
promedio 95,15 £ 6,17 %, no estuvo asociada al peso materno o al peso paterno, al igual que
ocurrio con la variable proporcion de crias hembras, la cual tuvo un valor promedio de 50,83 +
13,57 % (Tabla 3.2, Fig. 3.4). Tampoco se encontrd asociacion entre el peso promedio de los JI y
el peso materno o paterno. El valor medio de dicha variable fue 63,00 + 24,27 ug (Tabla 3.2, Fig.
3.5 A). Durante el periodo de 60 dias posterior a la eclosion la mayoria de los camarones
alcanzaron la madurez sexual, con una masa final promedio de 53,82 + 8,11 mg para las crias
hembra y 35,25 + 3,54 mg para las crias macho. No se observo canibalismo en ningln acuario,
mientras que si se observaron hembras ovigeras en todos ellos. El peso materno y el peso paterno
no estuvieron asociadas con el incremento en peso en crias para el periodo 0-60 dias, pero fue
55,74 % mayor en crias hembras que en crias machos (t = — 2,548; p = 0,017) (Tabla 3.2, Fig.
3.5 B, C). El contenido de proteinas, lipidos y glucégeno en crias hembras y machos de 60 dias
no estuvo asociado al peso materno o paterno (Tabla 3.3; Fig. 3.6, 3.7 A, 3.8). Sin embargo, el
contenido lipidico fue 34,89 % mayor en crias hembras que en crias machos (t = — 3,172, p =

0,003) (Fig. 3.7 B).
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Figura 3.4: Calidad de progenie en Neocaridina davidi. Se estudid la asociacion entre el peso
materno y paterno y las variables: supervivencia de las crias luego de un periodo de crecimiento
de 60 dias (A) proporcidn de crias hembras (B) (n = 27).
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Figura 3.5: Calidad de progenie en Neocaridina davidi. Se estudid la asociacion entre el peso
materno y paterno y las variables: peso promedio de los JI (A) e incremento en peso en crias para
el periodo 0-60 dias (B) (n = 15y 28, respectivamente). Para esta ultima, se incluyé en el analisis
la variable explicatoria categorica: sexo de la progenie. Se encontraron diferencias significativas
(p < 0,05) entre sexos (C).
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Tabla 3.2: Comparacion de los modelos dptimos para las variables supervivencia de las crias,
proporcion de crias hembras, peso promedio de los JI e incremento en peso en crias para el
periodo 0-60 dias de Neocaridina davidi (* p < 0,05).

Contenido de proteinas

(ng/mg)

Variable respuesta Variables explicatorias R? / D? AIC
Supervivencia peso materno x peso paterno 2,825 65,020
peso materno + peso paterno 2,685 66,861
peso paterno 2,232 65,020
peso materno 1,550 65,259
Proporcion de hembras peso materno X peso paterno 23,963 128,208
peso materno + peso paterno 10,577 132,716
peso paterno 6,797 132,387
peso materno 7,640 131,985
Peso de los JI peso materno X peso paterno 0,047 —60,749
peso materno + peso paterno 0,040 —62,638
peso paterno 0,040 —64,638
peso materno 0,007 —64,126
Incremento en peso sexo de la progenie * 0,200 667,997
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Figura 3.6: Contenido de proteinas de hembras y machos de Neocaridina davidi luego de un
periodo de crecimiento de 60 dias posterior a la eclosion (n = 33). Su asociacion con el peso
materno y paterno fue analizado para las crias hembras y machos por separado.
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Figura 3.7:Asociacidon entre el contenido de lipidos de hembras y machos de Neocaridina davidi
luego de un periodo de crecimiento de 60 dias posterior a la eclosion. (n = 33) y el peso materno
y paterno (A). El analisis se realizé para las crias hembras y machos por separado. Se
encontraron diferencias estadisticas significativas (p < 0,0167) en el contenido lipidico entre
sexos (B).
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Figura 3.8: Contenido de glucégeno de hembras y machos de Neocaridina davidi medido luego
de un periodo de crecimiento de 60 dias posterior a la eclosion (n = 28).Se estudid su asociacion
con el peso materno y paterno. El analisis se realizé por separado para las crias hembras y
machos.

Tabla 3.3: Comparacién de los modelos éptimos para las variables respuesta: contenido de
proteinas, lipidos y glucdgeno en crias hembras y machos de Neocaridina davidi de 60 dias (* p
< 0,0167).

Variables respuesta Variables explicatorias R? AIC

Contenido de proteinas peso materno X peso paterno X sexo 0,226 243,817
de la progenie

peso materno + peso paterno + sexo 0,181 237,688
de la progenie

peso paterno + sexo de la progenie 0,150 236,896

sexo de la progenie 0,086 237,304

Contenido de lipidos sexo de la progenie * 0,245 163,117

Contenido de glucogeno  peso materno X peso paterno x sexo 0,164 86,816
de la progenie

peso materno + peso paterno + sexo 0,096 81,005
de la progenie

peso paterno + sexo de la progenie 0,096 79,008

sexo de la progenie 0,076 77,627
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3.5 Discusion

La fecundidad es uno de los criterios mas ampliamente utilizados para evaluar la produccién de
juveniles en crustaceos (Racotta et al., 2003). Los resultados obtenidos indicarian que en N.
davidi existe una correlacion entre la fecundidad actual y el peso materno. Esto difiere de lo
obtenido por Tropea y LOpez Greco (2015) en la misma especie, quienes reportaron una relacion
estadisticamente significativa entre la fecundidad realizada (es decir, el nimero de huevos por
puesta por hembra) y el peso materno, pero no asi entre la fecundidad actual y la masa materna.
Las autoras plantean como hipoétesis que a pesar de que las hembras de mayor tamafio pusieron
més huevos, podria haber existido una pérdida de huevos mas acentuada en éstas que en las
hembras pequefias. Esto podria entonces llevar a una produccion de juveniles similar,
independientemente del tamafio de la hembra. Si bien en el presente estudio no fue posible medir
la pérdida de huevos, seria esperable que de haber existido hubiera afectado a las hembras de
todos los tamafios del mismo modo. Por lo tanto a valores crecientes de fecundidad realizada,
mayor sera el numero de juveniles | eclosionados. Guay et al. (2011) en su estudio sobre los
efectos maternos en el camardn carideo Sclerocrangon boreas (Phipps, 1774), sugirié que el
namero de huevos por puesta y el tamafio de la progenie estan condicionados por restricciones
anatébmicas no adaptativas, ya que tanto los huevos como la progenie, posteriormente en el
desarrollo, deben caber en las estructuras reproductivas de la hembra. Estas restricciones
anatémicas serian de particular importancia en especies con desarrollo directo (Marshall &
Keough, 2007), como en N. davidi. También se observo un incremento en la fecundidad actual
con el peso materno en otras especies con desarrollo directo como la langosta australiana Cherax
destructor Clark, 1936 (Austin, 1998; Truong et al., 2002), la langosta de pinzas rojas C.
quadricarinatus (von Martens, 1868) (Tropea et al., 2012) y la langosta americana Orconectes

limosus (Rafinesque, 1817) (Kozak et al., 2006).

Existen numerosos ejemplos de crustaceos decapodos marinos donde el peso paterno tiene efecto

sobre la fecundidad actual. En el cangrejo de los cocoteros Birgus latro (Linnaeus, 1767) y en el
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cangrejo azul Callinectes sapidus Rathbun, 1896, tanto el volumen del espermatéforo como el
nimero de espermatozoides por espermatoforo y el tamafio del eyaculado transferido, se
incrementan con el tamafio del macho (Jivoff, 2003; Sato et al., 2008). Asimismo, las hembras
del cangrejo real Paralithodes brevipes (Milne-Edwards & Lucas, 1841) presentaron un
decrecimiento en su tasa de fecundacion al aparearse con machos pequefios, ya que éstos no son
capaces de incrementar el volumen del eyaculado al fecundar hembras de mayor tamafio. Por lo
tanto, en ese caso la fecundidad de la hembra se ve limitada por la cantidad de esperma recibido
(Sato et al., 2006). Similarmente, el peso de la puesta se asocio al peso paterno y al tamafio del
espermatdforo en P. argus (Butler et al., 2015) y en J. edwardsii (MacDiarmid & Butler, 1999).
A diferencia de estas especies, en la langosta japonesa Panulirus japonicus (von Siebold, 1824)
se encontrd una relacion entre el tamafio de la puesta y el tamafio materno pero no asi con el
tamafio paterno, y se observaron tasas de fecundacion similares para todos los tamafios de
parentales. Esto indicaria que los machos son capaces de transferir una cantidad adecuada de
esperma, independientemente del tamario de la hembra o de la puesta (Jinbo et al., 2017). Tropea
et al. (2018) observaron que el porcentaje de huevos fecundados en N. davidi fue similar y
cercano al 100 % para todos los tamarios paternos. Esto es acorde con los resultados obtenidos en
el presente trabajo de tesis, donde la fecundidad actual solo se vio afectada por el peso materno.
En conjunto, estos resultados sugieren que la cantidad de esperma transferido por los machos
pequefios es suficiente para la fecundacion de la totalidad de los oocitos desovados por las
hembras, tanto pequefias como grandes. Esto podria ser un resultado del bajo nimero de huevos
por puesta que se observa en los crustaceos decapodos de agua dulce, como es el caso de N.
davidi, en comparacion a las especies marinas. Por otro lado, los machos podrian ajustar la
cantidad de esperma que transfieren a las hembras en relacion al tamafio de las mismas, como
ocurre en la langosta de agua dulce Austropotamobius italicus (Faxon, 1914). De este modo al
asignar menos esperma cuando se aparean con hembras pequefias, los machos reducirian el costo

energetico asociado a la reproduccion (Rubolini et al., 2006) y al menos en teoria podrian
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aparearse con mas hembras. Sobre la base de estos resultados, la hipdtesis 3 que dice que el

desempefio reproductivo de las hembras, en términos de su fecundidad actual, se incrementa con

el tamafio parental, es parcialmente rechazada.

En cuanto a la calidad de progenie, la supervivencia de las crias fue similar y superior al
80% para todos los tamafios de parentales. Ademas, no se encontrd asociacion entre el peso
promedio de los Juveniles | y el peso materno. Del mismo modo en C. quadricarinatus, otra
especie de decapodo dulceacuicola con desarrollo directo, se encontr6 que el tamafio de los
juveniles es independiente del peso materno (Tropea et al., 2012). Por otro lado, se encontré que
el tamafio de los juveniles aumentaba cuando las hembras se apareaban con machos grandes en
una especie de crustdceo decapodo (Procambarus clarkii (Girard, 1852)) con un sistema de
apareamiento promiscuo, similar al de N. davidi. Las hembras de P. clarkii ajustarian la cantidad
de vitelo almacenado en los oocitos previo al desove, derivando asi méas recursos a las puestas
que seran fecundadas por machos de mayor tamafio, las cuales darian una progenie de alto fitness
(Aquiloni & Gherardi, 2008). En el cangrejo anomuro B. latro se observo que el tamafio de las
larvas aumentaba con el tamafio materno y que las larvas provenientes de madres de mayor
tamarfio tenian una mayor supervivencia (Sato & Suzuki, 2010). Esto sugeriria que las hembras
de distinto tamafo estarian derivando reservas energéticas a los huevos con una composicion

bioquimica diferente, afectando la supervivencia larval.

Es importante destacar que la existencia de una relacion débil, o incluso la ausencia de
relacion, entre el tamafio parental y el tamafio de la progenie que se observa en algunos estudios,
incluyendo el presente, podria ser el resultado de las condiciones de laboratorio constantes y
controladas bajo las cuales son realizados. En muchos casos la influencia materna se percibe solo
cuando las condiciones ambientales no son ideales, por ejemplo cuando las larvas o juveniles
eclosionan en ambientes con escasez de alimento. Por lo tanto, se requieren estudios de campo
para corroborar si las caracteristicas estudiadas (por ejemplo el tamafio parental) tienen una

influencia en la calidad de progenie en su ambiente natural, tal vez menos favorable que el
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evaluado en el presente trabajo de tesis. En muchas especies, las hembras ajustarian el tamafio de
su progenie en relacién al ambiente en que la misma se encuentra. En ambientes benignos
usualmente la seleccién favorece la produccion de crias pequefias, mientras que en ambientes
desfavorables se ven favorecidas las crias de mayor tamafio. Es decir, el tamafio y la cantidad de
progenie que maximiza el fitness materno, se ve afectado por el ambiente. Dado que las madres
grandes en general disponen de mayores recursos para derivar a la reproduccion, tipicamente
esperariamos que tengan una mayor fecundidad. Pero si las crias no se dispersan rapidamente,
esa mayor fecundidad podria resultar en una mayor competencia intraespecifica, y asi las
hembras grandes producirian huevos de mayor tamafio para compensar por dicha competencia
(Marshall et al., 2010; Swiney et al., 2013). Por ejemplo, Moland et al. (2010) sugieren que la
correlacion positiva que encontraron entre el tamafio de los huevos y el tamafio materno en una
poblacion silvestre de la langosta europea Homarus gammarus (Linnaeus, 1758), podria deberse
a este tipo de competencia entre larvas planctotroficas hermanas, durante las primeras etapas de

su dispersion.

Finalmente, se analiz6 la asociacién entre el peso parental y la calidad de progenie en N.
davidi, por medio de la evaluacion del desempefio de los juveniles durante un periodo de
crecimiento de 60 dias. El peso parental, tanto materno como paterno, no estuvo relacionado con
el incremento en peso de los juveniles o sobre su composicion bioguimica al final de dicho
periodo. Estos resultados, junto con la falta de asociacion entre el peso de los juveniles | y el
peso paterno, sugieren que la inversién reproductiva primaria en hembras de similar tamafio, no
se veria afectada por el tamafio paterno. Podria existir algun tipo de eleccion de pareja cuando las
hembras tienen la opcidn de aparearse con machos de distintos tamafios. Por otra parte, la
concentracion de lipidos fue mayor en crias hembras que en crias machos. Durante el proceso de
maduracion ovarica, la hembra incorpora lipidos en sus ovarios y los almacena en los oocitos
(Rosa & Nunes, 2003a, 2003b). El incremento en el contenido lipidico en los ovarios de hembras

maduras podria explicar las diferencias observadas entre las crias de distinto sexo al final del
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periodo de crecimiento de 60 dias. En funcion de estos resultados, 1a hipétesis 4 que dice que la

calidad de la progenie difiere para distintos tamafios de reproductores, es rechazada.

El cultivo de camarones a escala comercial requiere de la seleccion de
reproductores de alta calidad. De existir una relacion isométrica entre el tamano
corporal y el tamafio de la puesta, deberia priorizarse la eleccion de individuos de
mayor tamano siempre que no se vea afectada la calidad de la progenie resultante
(Arcos et al., 2003; Calado, 2008). En el caso de N. davidi, solo se encontré una relacion
entre la fecundidad y el tamafo materno, sin observarse una disminucion en la calidad
de los juveniles obtenidos. Por lo tanto, y en relacion al objetivo propuesto en el
presente capitulo, el rango de tamafno Optimo de hembras reproductoras se encuentra

entre los 80 y 110 mg de peso corporal.
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CAPITULO 4

Evaluaciéon de la asociacion entre la coloracién materna y la

calidad de progenie en el camarén ornamental Neocaridina

davidi.

Los resultados del presente capitulo han sido parcialmente publicados como:

Sganga, D.E., & Lépez Greco, L.S.

Assessment of potential trade-off between maternal colouration and offspring

quality in the ornamental “red cherry” shrimp (Neocaridina davidi (Bouvier))

Aquaculture research. 2019. doi: 10.1111/are.14032






4.1 Introduccion

La coloracion en crustaceos se debe a la presencia de sustancias organicas llamadas pigmentos,
principalmente carotenoides. Los carotenoides son compuestos formados por 8 unidades de
isopreno, cuya estructura se deriva formalmente del licopeno CaoHse aciclico. Los dos grupos de
carotenoides mas importantes son: los carotenos, que son hidrocarburos, y las xantofilas, que son
carotenoides oxigenados (Goodwin, 1980). Los animales no pueden sintetizar estos pigmentos de
novo, debiendo incorporarlos de la dieta, aunque muchos pueden alterar las moléculas por
oxidacion transformando un carotenoide en otro. El carotenoide principal en crustaceos es la
astaxantina, que pertenece al grupo de las xantofilas (Goodwin, 1984). Este carotenoide produce
un color rojo intenso pero también se lo encuentra formando complejos carotenoide-proteina que
exhiben colores que van desde el verde hasta el violeta. Un ejemplo son las langostas del género
Homarus, cuyo exoesqueleto de color azul se vuelve rojo después de su coccidn, ya que el calor
desnaturaliza la carotenoproteina y se observa entonces el color producido por la astaxantina
libre (Svensson & Wong, 2011). Los pigmentos se encuentran en la cuticula o en células
[lamadas cromatéforos que se ubican debajo de ella. En los camarones carideos, los
cromatéforos suelen encontrarse agrupados en cromatosomas. Tanto el tipo de pigmento
presente en los ellos, como su densidad relativa, y la cantidad y el grado de dispersion de los
pigmentos influyen en el color que producira dicho cromatosoma, generando distintos patrones
de coloracion (Latscha, 1989; Bauer, 2004). Estos patrones intervienen en comportamientos
reproductivos, en la comunicacion inter e intraespecifica y en la evasion de predadores a través
de una coloracion criptica (Bernal Rodriguez et al., 2017). A la vez, la coloracién puede sufrir
cambios a corto y a largo plazo. Los primeros son de tipo fisiolégico y se deben a la contraccion
o dispersion de los pigmentos dentro de los cromatéforos. Ocurren rapidamente, en cuestion de
minutos o segundos y en general estan involucrados en interacciones sociales, termorregulacion
y en el ajuste del color corporal para igualar el color del sustrato. En los cambios a largo plazo, o

morfologicos, se modifica el tipo, el nimero o el arreglo de los cromatosomas. Estos cambios
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son graduales y pueden darse en respuesta a cambios estacionales en el ambiente o pueden
ocurrir a lo largo de la ontogenia. En este caso, los cambios en la coloracion suelen darse en
respuesta a las diferentes necesidades de camuflaje frente a posibles predadores a lo largo de la
vida del camaron, asociados a cambios en el hébitat o en su comportamiento (Bauer, 2004;

Bernal Rodriguez et al., 2017; Detto et al., 2008).

Ademéas de su rol en la pigmentacion, los carotenoides cumplen varias funciones
fisiologicas. Esta versatilidad esta relacionada a su estructura. Todos los carotenoides poseen un
sistema de enlaces simples y dobles en la parte central de la molécula. Esta estructura conjugada
hace que los carotenoides absorban la luz en longitudes de onda de 400-500 nm, dando la
coloracion amarilla, roja o anaranjada caracteristica. A la vez, permite la deslocalizacion y la
estabilizacion de la energia contenida en moléculas de alta energia potencialmente dafiinas, como
los radicales libres y otros metabolitos oxidativos. Esto le da a los carotenoides la capacidad de
proteger a otros sistemas contra el dafio oxidativo, y constituye la base de su accién antioxidante
(Britton, 2008). Debido a las rapidas tasas de crecimiento embrionario, se generan niveles altos
de estrés oxidativo en el embrion. Por lo tanto, la cantidad de carotenoides que la hembra derive
al vitelo puede afectar la calidad de su progenie. A la vez, esta cantidad se puede ver reducida
cuando las hembras asignan carotenoides a su coloracion. En numerosas especies de aves y de
peces se ha encontrado una correlacion entre la coloracion materna y la calidad de su progenie
(para una revision ver Nordeide et al., 2013). Aunque esta relacion esta escasamente explorada

en crustaceos decapodos.

En particular, la coloracion rojiza de Neocaridina davidi es la caracteristica mas buscada
entre los acuaristas, y es lo que define su valor de mercado (Ruangdej & Laohavisuti, 2014). La
cria selectiva de las variantes intensamente coloreadas es una de las principales ventajas del
cultivo comercial de ésta y otras especies ornamentales, por sobre la coleccion de ejemplares de
la naturaleza (Calado, 2008; Walker et al., 2000). Sin embargo, poco se conoce sobre la relacion

entre la coloracion de las hembras y su desempefio reproductivo o la calidad de su progenie. En

68| Pagina



consecuencia, en este capitulo se explorara si la intensidad de coloracion de las hembras esta
asociada a la produccion de crias de mejor calidad evaluadas en términos de su crecimiento hasta

alcanzar tamafio de reproductores, composicion bioquimica y coloracion en las crias hembra.

4.2 Objetivo

Evaluar la asociacion entre la coloracion materna de N. davidi, el rendimiento reproductivo y la

calidad de progenie.

En el marco de dicho objetivo se plantearon las siguientes hipotesis:

Hipotesis 5: El desempefio reproductivo de las hembras, en términos de su fecundidad actual

relativa, disminuye a mayor coloracion materna.

Hipdtesis 6: La calidad de la progenie para madres poco coloreadas es mayor que la de madres

intensamente coloreadas.

4.3 Materiales y métodos
4.3.1 Obtencion de ejemplares

Juveniles de N. davidi recientemente eclosionados fueron colocados en acuarios plasticos
conteniendo agua declorada, y mantenidos en las condiciones descriptas en el capitulo 2. El nivel
de iluminacion fue similar para todos los acuarios (aproximadamente 30 Ix, provistos por una
lampara fluorescente de 36 W), debido a que la luz puede influir en la coloracion de los
camarones (Calvo et al., 2016). Los individuos fueron sexados aproximadamente a los 30 dias de
edad, y hembras y machos fueron separados para asegurar su virginidad al comienzo del
experimento. Al alcanzar los 90 dias de edad, todos los individuos sexualmente maduros fueron

pesados (peso materno y paterno) y las hembras fueron fotografiadas para cuantificar su
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coloracion inicial (coloracion materna). Los reproductores fueron seleccionados en base a su
peso de acuerdo a los resultados obtenidos en el capitulo 3 (hembras: 80-120 mg, machos: 30-60
mg) y segun la coloracién materna cubriendo todo el rango de coloracion observada, desde

hembras escasamente coloreadas hasta intensamente coloreadas (Fig 4.1 A, B).

Figura 4.1: Hembras adultas de Neocaridina davidi escasamente (A) e intensamente coloreadas

(B).

4.3.2 Disefio experimental

Una hembra y un macho virgenes fueron colocados en un acuario plastico (18 x 12,5 x 12 cm)
conteniendo 2 L de agua declorada, y mantenidos en las mismas condiciones de calidad de agua,
temperatura, fotoperiodo y alimentacion anteriormente descriptas. Diariamente las parejas de
reproductores (n = 51) fueron inspeccionadas para la deteccion de hembras ovigeras e
inmediatamente luego de la eclosion de los juveniles, las hembras fueron pesadas (peso materno;
precision: 0,1 mg). Los juveniles | fueron contados y la FECUNDIDAD ACTUAL RELATIVA fue

calculada dividiendo la fecundidad actual (nimero de juveniles eclosionados) por el peso
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materno. Una muestra al azar de 10 JI de cada puesta fue pesada (precision: 0,1 mg). El pEso
PROMEDIO DE LOS JI fue calculado dividiendo el peso total de la muestra por el nimero de JI
(peso O dias). Se tomd una segunda muestra al azar de 15 JI por puesta para evaluar su
crecimiento durante un periodo de 30 dias, en las mismas condiciones de cria que las parejas de
reproductores. Las crias de 30 dias de edad fueron sexadas, pesadas (precision: 0,1 mg; peso 30
dias), anestesiadas por inmersion en agua a 0 °C y almacenadas a —20 °C para las
determinaciones bioquimicas. Una tercera muestra de 15 JI por puesta fue seleccionada para
evaluar su crecimiento luego de un periodo de 60 dias y la coloracion de las crias hembras a los
90 dias de la eclosion. Las crias fueron sexadas y pesadas el dia 60 posterior a la eclosion
(precision: 0,1 mg; peso 60 dias) y luego las crias hembras fueron fotografiadas el dia 90
posterior a la eclosion para medir su coloracion (COLORACION DE LAS CRIAS HEMBRA). El
crecimiento de las crias fue evaluado en términos del INCREMENTO EN PESO, el cual fue calculado

como:

IP =100 x [(Ps— Pi) / Pi], donde Ps es el peso final de las crias y P; es el peso inicial de las crias
para los periodos 0-30 y 30-60 dias. La SUPERVIVENCIA de las crias fue expresada como el

porcentaje que sobrevivié al final del periodo de crecimiento de 90 dias.

4.3.3 Captura de imagenes

Se obtuvo una fotografia del lado izquierdo del caparazon de las hembras bajo microscopio
estereoscopico con un aumento de 20 x (Carl Zeiss Stemi 2000-C), utilizando una camara Nikon
Coolpix P340 (Nikon Imaging Japan Inc., Tokio, Japdn). La camara fue ajustada al modo Macro,
con una apertura del diafragma de /3,7 y sin flash. Los animales fueron preparados para la
fotografia removiendo el exceso de agua del caparazon y el angulo de la camara fue ajustado de
modo que se minimice la superficie reflectiva. Para evitar distorsiones de paralaje, todas las

fotografias fueron tomadas ubicando los ejemplares en el centro de la imagen de manera que la
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mayoria de los margenes no estuviesen ocupados por partes del caparazén. Las condiciones de

iluminacion fueron las mismas para todas las fotografias.

4.3.4 Medicion de la coloracion

Las imagenes tomadas fueron almacenadas en formato jpg con una resolucion de 600 ppp. Luego
fueron recortadas para evitar las partes del cefalotérax donde el ovario o el érgano perigastrico
pueden observarse a través de la cuticula translicida, interfiriendo en la medicion del color del
cefalotorax. Asi se obtuvo una porcion rectangular de la region anteroventral del lado izquierdo

del cefalotorax (Fig. 4.2 A).

Para la cuantificacion de la coloracion se utilizé la metodologia previamente ensayada por
Detto et al. (2008) en el cangrejo violinista Uca capricornis Crane, 1975, y por Siegenthaler et
al. (2017) en el camar6n carideo Crangon crangon (Linnaeus, 1758). Consiste en medir la
cobertura de los cromatosomas en areas definidas del cuerpo y permite asi evaluar las
variaciones en color de manera cuantitativa. EI &rea coloreada de rojo fue seleccionada
utilizando el programa Adobe Photoshop C5S (version 1.5.3.9120) y cuantificada en pixeles
cuadrados. Luego fue relativizada al &rea total de la porcion rectangular del cefalotorax
seleccionada (Fig. 4.2 B, C). La coloracién de las hembras se defini6, entonces, como la
proporcion de la superficie del caparazon coloreada de rojo y por lo tanto esta variable tiene un

valor que oscilaentre O y 1.
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Figura 4.2: Esquema del cefalotérax de Neocaridina davidi. La linea punteada representa la
cuadricula de 2 x 2 porciones rectangulares de igual tamafio, y proporcionales al tamafio de la
imagen, la cual fue alineada con la espina antenal y con la primer espina rostral postorbital
(indicadas en la figura con flechas). El area de intereés, es decir, la porcion rectangular de la parte
anteroventral del lado izquierdo del cefalotorax, esta resaltado (A), y se muestra como ejemplo
una hembra poco (B) y una intensamente coloreada (C).

La coloracién de las hembras fue medida:

en las hembras del lote parental al comienzo del experimento (coloracién materna; 90 dias de

edad) y a los 3 meses de comenzado el mismo (coloracion materna; 180 dias de edad). Dichos
valores fueron ajustados a la edad de cada hembra correspondiente a la primer y segunda

puesta mediante la siguiente correccion:

C1= Coo + Aedad X (C180-C90)/90 y C2 = Cigo + Aedad X (C180-Co0)/90, donde Ci es la

coloracion de la hembra en el momento de la primera o segunda puesta, Coorso €S la
coloracion de la hembra a los 90 o 180 dias, Aedad €S la diferencia de edad entre la primera o

segunda puesta y los 90 o 180 dias, respectivamente;

. en las crias hembras a los 90 dias de edad. De todas ellas, 3 de cada puesta fueron

seleccionadas al azar para su posterior analisis.
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4.3.5 Determinaciones bioquimicas

El contenido de proteinas, lipidos y glucégeno en los camarones a los 30 dias de edad fue

determinado siguiendo la metodologia descripta en el capitulo 3.

4.3.6 Andlisis estadistico

Se llevo adelante la exploracién de datos siguiendo a Zuur et al. (2010). Para analizar la
asociacion entre la coloracion materna, el nimero de puesta (primera y segunda) y las variables
respuesta: fecundidad actual relativa, composicion bioquimica (contenido de proteinas, lipidos y
glucogeno) en crias de 30 dias de edad e incremento en peso en crias para el periodo 0-30 dias y
para el periodo 30-60 dias, se construyeron modelos de regresion lineal mixtos mediante el
método de eliminacidn paso a paso (hacia atras). Para las variables supervivencia de las crias y
coloracion de las crias hembra se asumi6 una distribucién Binomial (utilizando una funcion
logistica link). Al analizar la variable coloracion de las crias hembra, se observaron datos sobre
dispersos para el modelo Binomial. Por lo tanto se ajust6 una distribucion beta-binomial. Para la
variable supervivencia de las crias el andlisis inicial indic6 sub-dispersion, por lo cual se utilizd
una estructura de error cuasi-binomial. Fueron incluidos como factores fijos en todos los
modelos, la variable continua coloracién materna y la variable categérica nimero de puesta.
Cada pareja de reproductores fue considerada un efecto aleatorio (Zuur et al., 2009). Para el
andlisis de las variables incremento en peso en crias para el periodo 0-30 y 30-60 dias se incluyo
la variable sexo de la progenie como variable explicatoria categdrica. La seleccion de modelos se
Ilevéd a cabo utilizando un criterio basado en la teoria de la informacion. Los supuestos de cada
modelo se estudiaron graficamente segun Zuur et al. (2007). Todos los analisis fueron realizados
con los paquetes MASS, nime y Ime4 (Venables & Ripley, 2002; Bates et al., 2015; Pinheiro et
al., 2017) para el programa R (R Core Team, 2016). El nivel de significacion empleado fue 0,05.
Se ajustd el valor p por contrastes multiples mediante el método de Bonferroni (Dunn, 1961)

para el andlisis de los contenidos de proteinas, lipidos y glucégeno, considerandose
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estadisticamente significativas aquellas pruebas con p < 0,0167. Todos los resultados fueron

expresados como la media + el desvio estandar.

4.4 Resultados
4.4.1 Desempefio reproductivo de las hembras

El 33,33% de las 51 parejas de reproductores desovaron dos veces durante el periodo
experimental. La fecundidad actual relativa, que tuvo un valor promedio de 0,40 £ 0,12 juveniles
eclosionados por puesta por mg (rango: 0,13 - 0,67), estuvo relacionada negativamente a la
coloracion materna (F = 13,698, p = 0,0019). Sin embargo, fue similar entre puestas (Tabla 4.1,

Fig. 4.3).
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Coloracion materna

O Primera puesta A Segunda puesta

Figura 4.3: Desempefio reproductivo y calidad de progenie en Neocaridina davidi. Se estudio la
asociacion entre la coloracion materna y la fecundidad actual relativa (niUmero de juveniles
eclosionados por puesta por mg de hembra).
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4.4.2 Calidad de progenie

En cuanto a la calidad de la progenie, la supervivencia de las crias luego de un periodo de
crecimiento de 90 dias fue en promedio 88,04 + 12,79 % y no estuvo asociada a la coloracion
materna o al nimero de puesta (Tabla 4.1, Fig. 4.4 A). El peso de los JI no estuvo asociado a la
coloracion materna, pero si a la puesta (F = 10,656, p = 0,006) (Tabla 4.1, Fig. 4.4 B). Sin
embargo fue solo 13,33 % mayor para la primera puesta en relacion a la segunda, promediando
0,34 + 0,05y 0,30 + 0,06 mg, respectivamente. No se encontr6 asociacion entre el incremento en
peso y la coloracién materna en ninguno de los periodos analizados. El incremento en peso
promedi6 5586,78 + 1581,32 % para el periodo 0-30 dias y si bien fue similar para ambos sexos
fue 17,98 % mayor en crias de la segunda puesta comparados con los de la primera (F = 13,546,
p = 0,0006) (Tabla 4.1, Fig. 4.5 A). Para el periodo 30-60 dias el incremento en peso fue en
promedio 172,21 + 81,07 % y fue 22,87 % mayor en crias de la primera puesta comparadas con
aquellas provenientes de las segundas puestas (F = 7,576, p = 0,009). Similarmente, fue un 95,92
% mayor en crias hembra que en crias macho (F = 75,618, p < 0,0001) (Tabla 4.1, Fig. 4.5 B). El
contenido de proteinas, lipidos y glucdgeno de las crias de 30 dias de edad no estuvo asociado a
la coloracion materna o al nimero de puesta, y promedio 32,12 + 11,42 pg/mg, 5,02 + 1,81
pg/mg, y 1,80 £ 0,73 pg/mg, respectivamente (Tabla 4.1, Fig. 4.6 A, B; 4.6 A). La coloracion de
las crias hembra al final de un periodo de crecimiento de 90 dias no estuvo asociada

significativamente a las variables coloracion materna y nimero de puesta (Tabla 4.1, Fig. 4.7 B).
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Figura 4.4: Calidad de progenie en Neocaridina davidi. Se evalu6 la asociacion entre la
coloracion materna y las variables: peso de los juveniles | (A) y supervivencia de las crias luego
de un periodo de 90 dias (B) para las dos primeras puestas.
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Figura 4.5: Calidad de progenie de Neocaridina davidi. Se estudié la asociacion entre la
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Figura 4.7: Calidad de progenie de Neocaridina davidi. Se evalu6 la asociacion entre la
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Tabla 4.1: Comparacion de los modelos Optimos para las variables fecundidad actual relativa,
supervivencia de las crias, incremento en peso en crias para el periodo 0-30 dias, incremento en
peso en crias para el periodo 30-60 y contenido de proteinas, lipidos y glucégeno en crias de
Neocaridina davidi (* p < 0,05, ** p <0,0167)

Variable respuesta Variables explicatorias R%GLMM() AIC
Fecundidad actual relativa coloracion materna 0,696 -50,707
Supervivencia coloracion materna x puesta 0,728 -
coloracion materna + puesta 0,637 -
coloracion materna 0,602 -
puesta 0,605 -
Peso de los JI puesta* 0,714 —73,675
Incremento en peso en el puesta* 0,637 1004,513
periodo 0-30 dias
Incremento en peso en el puesta * + sexo de la progenie * 0,681 547,221
periodo 30-60 dias
Contenido de proteinas coloracion materna x puesta 0,264 217,634
coloracion materna + puesta 0,270 223,700
coloracion materna 0,285 226,445
puesta 0,263 228,940
Contenido de lipidos coloracion materna x puesta 0,408 119,568
coloracion materna + puesta 0,446 121,642
coloracion materna 0,440 120,654
puesta 0,349 125,212
Contenido de glucogeno coloracion materna x puesta 0,148 97,347
coloracion materna + puesta 0,035 102,533
coloracion materna 0,036 100,865
puesta 0,006 103,502
Coloracidn de las crias coloracion materna x puesta - 1879,766
hembra coloracion materna + puesta - 1878,422
coloracion materna - 1876,518
puesta - 1877,984
4.5 Discusion

En relacion al rendimiento reproductivo de N. davidi, se encontré que la fecundidad actual
relativa estuvo negativamente asociada a la coloracion materna, y fue similar para ambas
puestas. Esto podria deberse a una disminucion en la fecundidad realizada para las hembras
intensamente coloreadas 0 a una menor supervivencia de sus embriones. En cuanto a la

explicacion referida a la disminucién de la fecundidad, Janhunen et al. (2011 b) encontraron en
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la trucha alpina Salvelinus alpinus (Linnaeus, 1758) que la fecundidad fue menor para hembras
méas coloreadas. La segunda explicacién, en cambio, ha sido propuesta para explicar el
comportamiento de varias especies de peces, donde al igual que en los crustaceos, la coloracion
se debe a la presencia de carotenoides en sus tejidos (Bjerkeng, 2008; Goodwin, 1984; Latscha,
1989; Wade et al., 2015). Janhunen et al. (2011 a, b) encontraron en la trucha alpina una relacion
negativa entre la coloracion de las hembras y la supervivencia de sus crias. A su vez, Nordeide et
al. (2008) encontraron en la misma especie una asociacion negativa entre la coloracion materna y
el contenido de carotenoides en los huevos, si bien dicha relacion no fue estadisticamente
significativa. Similarmente, Nordeide et al. (2006) realizaron un estudio en el pez espinoso
Gasterosteus aculeatus Linnaeus, 1758, donde la coloracion de las espinas pélvicas de las
hembras también est& basada en carotenoides, y encontraron que la coloracion de dichas espinas
esta negativamente asociada al contenido de carotenoides en los huevos. La astaxantina, en
particular, tiene potencial para reaccionar con las especies de oxigeno reactivo que son
producidas normalmente en los procesos oxidativos de las células causando estrés oxidativo. En
los embriones, el estrés oxidativo se encuentra acentuado por su alta tasa de crecimiento. Por lo
tanto, la astaxantina podria prevenir el dafio al DNA y a los lipidos y proteinas de las
biomembranas, los cuales resultarian en una disminucién de la calidad de los huevos (Blount et
al., 2000; Britton, 2008; Wade et al., 2015; Weiss et al., 2011; Wouters et al., 2001). En
particular, la astaxantina es el carotenoide que se encuentra predominantemente en crustaceos y
es transportada durante la vitelogénesis desde el dérgano perigastrico hacia el ovario. Su
movilizacion hacia los huevos sugiere que esta sustancia cumple un rol importante en el
desarrollo embrionario (Dall et al., 1995; Harrison, 1990; Sawanboonchun et al., 2008). Del
mismo modo, ha sido previamente relacionada a la maduracion ovarica y el desove en el
camaron tigre (Penaeus monodon) (Pangantihon-Kuhlmann et al., 1998), asi como a la
supervivencia de sus postlarvas (Pan et al., 2001). A la vez, se observo que la astaxantina acelerd

el desarrollo post larval y mejord el crecimiento en el camaron kuruma (Penaeus japonicus
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Spence Bate, 1888) (Petit et al., 1997). Pero, si bien la presencia de astaxantina supondria una
mayor supervivencia y calidad de los embriones y larvas, cuando las madres derivan
carotenoides a otras funciones, como la ornamentacion o el camuflaje, la cantidad disponible
para la progenie puede reducirse. Entonces, las hembras deben balancear la cantidad de
carotenoides que derivan a su coloracion y a la progenie. Asi, se establece un compromiso entre
la coloracion corporal materna y la calidad de su progenie (Blount et al., 2000; Garner et al.,
2010; Nordeide et al., 2013; Weiss et al., 2011). Por lo tanto, en el caso particular de N. davidi,
la menor fecundidad actual observada en hembras mas coloreadas, podria explicarse por una
menor supervivencia de sus embriones, debido a que estas hembras derivarian una menor
cantidad de astaxantina a sus huevos. En base a estos resultados, la hipdtesis 5 que dice que el
desempefio reproductivo de las hembras, en términos de su fecundidad actual relativa, disminuye

a mayor coloracién materna, no es rechazada.

En cuanto a la calidad de progenie, la supervivencia de las crias de N. davidi luego de un periodo
de 90 dias, al igual que su incremento en peso en los periodos 0-30 y 30-60 dias y su
composicion bioquimica a los 30 dias de edad, no estuvo asociada a la coloracion materna. Por
lo tanto, no obstante la diferencia inicial en la supervivencia de los embriones, el desempefio de
las crias luego de la eclosion seria similar independientemente de la coloracién materna. En
consecuencia, la hipdtesis 6 que dice que la calidad de la progenie para madres poco coloreadas
es mayor que la de madres intensamente coloreadas, es rechazada. El contenido de proteinas,
lipidos y glucdgeno en las crias de 30 dias de edad, por su parte, se encontrd entre los valores
reportados para la especie (Balifia et al., 2018; Tropea & Loépez Greco, 2015). Ademas, el
incremento en peso de las crias en el periodo 30-60 dias fue significativamente mayor en
hembras que en machos, pero no asi en el periodo 0-30 dias. Del mismo modo, en el capitulo 3,
se observé que el incremento en peso medido al final de un periodo de crecimiento de 60 dias

fue mayor para las crias hembras. Estos resultados son consistentes con los resultados obtenidos
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en el capitulo 2 y por Vazquez et al. (2017), donde se observé un crecimiento diferencial en

machos y hembras aproximadamente a partir de los 30 dias de edad.

En cuanto a la coloracion de las crias, se observé que luego de un periodo de crecimiento
de 90 dias no estuvo asociada a la coloracion materna ni al niUmero de puesta. Sin embargo, se
encontro que la coloracion de las madres se modifico con la edad: a los 180 dias de edad fue casi
70 % mayor que a los 90 dias de edad lo que indicaria un incremento de la coloracion en el
tiempo incluso luego de alcanzada la madurez sexual. Esta diferencia podria estar relacionada
con la acumulacidon de carotenoides incorporados a través de la dieta. De manera similar, Bauer
(1981) observé en los camarones carideos, Heptacarpus pictus (Stimpson, 1871) y H. paludicola
Holmes, 1900, que las hembras de mayor edad presentaban una coloracion mas intensa respecto
a las méas jovenes. Dado que los machos adultos de esas especies, al igual que los de N. davidi,
son mas pequefios y menos coloreados que las hembras de la misma edad, el autor consider6 que
la acumulacién de pigmentos por ingestion era poco probable. La coloracion de los machos no se
midio en el presente trabajo de tesis, pero se observd un ligero aumento en su coloracion a través
del tiempo, aunque siempre fue menor en comparacion con las hembras de la misma edad. A
pesar de las diferencias fisioldgicas en la utilizacion de carotenoides entre machos y hembras,
todos los camarones fueron alimentados ad libitum con una dieta con alto contenido de
carotenoides durante todo el experimento (382 mg/kg). Por lo tanto, el desarrollo del color puede
depender del periodo en el que fueron alimentados, como se observo en la langosta americana

Homarus americanus (Tlusty & Hyland, 2005).

Por otro lado, estos resultados muestran que el alimento suministrado (TetraColor®)
proporciona una cantidad suficiente de pigmentos carotenoides para obtener una coloracion
intensa en las hembras. Ruangdej y Laohavisuti (2014) informaron un aumento en la coloracion
corporal en N. davidi con la inclusion de cantidades crecientes de carotenoides en la dieta de los
camarones. La mayor pigmentacion probada fue de 200 mg/kg, mientras que el contenido de

carotenoides del alimento comercial utilizado en el presente trabajo fue de 382 mg/kg. También
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se logrd un realce del color mediante la suplementacion con carotenoides en otras especies de
camarones. Tanto el contenido de carotenoides como el color del cuerpo aumentaron en Penaeus
monodon alimentado con dietas conteniendo 100 mg/kg de astaxantina (Niu et al. 2014). De
manera similar, se logré una pigmentacion 6ptima en Litopenaeus vannamei con dietas que
contenian 75 a 100 mg/kg de astaxantina (Ju et al., 2011). Mientras que en P. japonicus, el
contenido total de carotenoides aumentd con niveles de astaxantina en la dieta de hasta 200
mg/kg, pero no se encontraron mayores diferencias con una dieta suplementada con 400 mg/kg

(Yamada et al., 1990).

Los resultados obtenidos en este capitulo sugieren una asociacion negativa entre
la coloracion materna y la fecundidad actual relativa en N. davidi. Entonces, si bien
para el cultivo de esta especie es preferible la seleccion de las hembras de mayor
tamano para el lote de reproductores, la coloracién de las mismas es un factor que
debe tenerse en consideracion para la produccion masiva de juveniles. La eleccion de
hembras poco coloreadas para el lote reproductor aumentaria el namero de juveniles
producidos por hembra por puesta. Por otro lado, el valor de mercado de los
camarones cultivados para la industria ornamental podria aumentarse criandolos mas
alla de su madurez sexual, dado que la coloracion de las hembras aumenta con la

edad.
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CAPITULO 5

Evaluacion de la calidad del alimento sobre la calidad de

progenie en el camaron ornamental Neocaridina davidi.






5.1 Introduccion

Las dietas comerciales son utilizadas cominmente en el cultivo de camarones en reemplazo de
alimentos frescos o congelados. A diferencia de ellos, las dietas comerciales estan disponibles en
todas las estaciones y se mantienen estables durante su almacenamiento. Asimismo reducen la
suciedad de los tanques y el riesgo de introduccion de enfermedades siendo su mayor ventaja que
estos alimentos permiten controlar la composicion de la dieta y su valor nutricional en cada etapa
del cultivo (Bray & Lawrence, 1992; Calado, 2008; Harrison, 1990). A pesar de sus numerosas
ventajas, las dietas comerciales suelen ser mas costosas que las frescas (Calado, 2008). Dado que
el alimento es el insumo que supone el mayor gasto en la acuicultura de camarones, es crucial
reducir el costo de las dietas mientras se asegure que no se verd comprometida la calidad de los
reproductores (De Silva, 2006; New, 1976). En este sentido, es importante seleccionar dietas de
calidad para los reproductores que satisfagan sus requerimientos energéticos para el crecimiento,
la muda y la reproduccion. Una mala nutricion podria repercutir sobre su desempefio
reproductivo y afectar negativamente la calidad de su progenie (Calado, 2008; Harrison, 1990;
Wouters et al., 2001). Esto se debe a que el desarrollo de los embriones y las larvas lecitotroficas
depende exclusivamente de los nutrientes presentes en el vitelo. A la vez, la cantidad y calidad
de dichos nutrientes depende de las reservas energéticas de las madres y de su nutricién durante

la maduracion gonadal (Wouters et al. 2001; Harrison, 1990).

El contenido y la composicion lipidica de las dietas, en particular, tienen un papel
importante en la reproduccion. La adicion de acidos grasos poliinsaturados (PUFA, por sus siglas
en inglés) a la dieta mejor6 el desempefio reproductivo y la calidad de progenie, medida en
términos de la eclosion de los huevos (Wen et al., 2002) y de la supervivencia a pruebas de
estrés (Wu et al., 2007), en el cangrejo Eriocheir sinensis. También, altos niveles de PUFA de la
serie n-6 y n-3 en la dieta de los reproductores, mejoro la fecundidad, la tasa de eclosion de los
huevos y la calidad de la progenie en el camaron de agua dulce Macrobrachium rosenbergii

(Cavalli et al., 1999). Sin embargo, Ribeiro et al. (2012) encontraron que para M. amazonicum
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(Héller, 1862) la proporcién de n-3: n-6 PUFA tuvo una influencia mayor sobre la reproduccion,
que los valores absolutos de cada una de esas series de acidos grasos. La suplementacion de las
dietas con &cido araquidoénico (C20:4 n-6) ha dado como resultado un aumento en la fecundidad,
en el tamafio de los huevos y en la tasa de eclosion, y mejoro la resistencia de las larvas frente a
pruebas de estrés en el camardn Penaeus monodon, Fabricius, 1798 y en el camardn blanco
Litopenaeus vannamei (Coman et al., 2011; Kangpanich et al., 2016, 2017; Xu et al., 2017).
Ademas, los &cidos grasos poliinsaturados presentes en la dieta pueden afectar la calidad de los
espermatozoides/ espermatdforos. Por ejemplo, en P. monodon y en la langosta de agua dulce
Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823, el conteo de espermatozoides aumento al alimentar a

los machos con un alimento rico en PUFA (Harlioglu et al., 2013; Meunpol et al., 2005).

Varios de los criterios usualmente utilizados para la evaluacién del desempefio
reproductivo y la calidad de progenie, pueden ser utilizados para poner a prueba la eficacia de las
dietas suministradas a los reproductores; por ejemplo: la fecundidad, el tamafio, peso y
composicion bioquimica de los huevos, larvas o juveniles, y su supervivencia a pruebas de
estrés. Los niveles iniciales de reservas presentes en los huevos y larvas o juveniles lecitotroficos
pueden determinar su futuro desempefio. Por este motivo, su composicion bioguimica es
utilizada como indicador de la calidad de progenie en relacion a la nutricion de los reproductores
(Harrison, 1990; Racotta et al., 2003, 2004). En particular, se utiliza el contenido de astaxantina
en los huevos como criterio predictivo de su calidad, ya que ha sido relacionado con la
supervivencia de las larvas en P. monodon y en L. vannamei (Pan et al., 2001; Wade et al.,
2015). Estos carotenoides no pueden ser sintetizados de novo por los crustdceos y deben ser
incorporados exclusivamente a través de la dieta (Dall et al., 1995). La suplementacion con
astaxantina de diversas fuentes en la alimentacion ha sido empleada exitosamente para mejorar la
fecundidad y la calidad de las larvas en los camarones Penaeus japonicus Spence Bate, 1888, P.
monodon y L. vannamei (Pangantihon-Kuhlmann et al., 1998; Petit et al., 1997; Wyban et al.,

1997)
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La supervivencia a pruebas de estrés también ha sido utilizada para evaluar la calidad de
larvas y juveniles en respuesta a distintas dietas (Rodriguez-Gonzélez et al., 2014). Estas pruebas
consisten evaluar el desempefio de los individuos frente a la exposicion a condiciones
ambientales adversas (Racotta et al., 2003). Por ejemplo, condiciones de salinidad desfavorables
(Mutti et al., 2017; Wang et al., 2018), temperaturas altas (Duan et al., 2017 a), concentraciones
crecientes de amoniaco o formaldehido (Duan et al., 2017 b, Wang et al., 2018) e hipoxia
(Pakravan et al., 2018), entre otras. En dichas condiciones, la condicion fisioldgica de las larvas
o0 juveniles determinara su capacidad para sobrevivir (Cavalli et al., 2000). Especificamente, las
pruebas de restriccion nutricional nos permiten evaluar el desempefio de las dietas de los
reproductores, debido a que la resistencia de los juveniles a la inanicion temporaria esta
directamente relacionada a las reservas maternas transferidas (Harrison, 1990; Marciano et al.,
2018). Adicionalmente, se ha utilizado la cuantificacién de las gotas lipidicas en el 6rgano
perigastrico como una estimacion de las reservas energeéticas larvales, para evaluar el potencial
endotréfico larval y su vulnerabilidad nutricional en la langostilla Pleuroncodes monodon (H.

Milne Edwards, 1837) (Espinoza et al., 2016).

A pesar de su importancia, pocos estudios han abordado la formulacion de dietas
especificas para camarones ornamentales o han puesto a prueba los alimentos comerciales
disponibles en el mercado (Tziouveli et al., 2011). En particular, los requerimientos nutricionales
especificos de Neocaridina davidi se desconocen, y solo se ha probado formalmente una dieta
comercial en esta especie (Tetracolor®). Por lo tanto, en el presente trabajo de tesis se evaluaron
tres dietas comerciales y su efecto sobre el desempefio reproductivo y la calidad de progenie en
el camardn N. davidi a partir de un protocolo de evaluacion que podria utilizarse a futuro para
evaluar otros alimentos comerciales, o formulados especificos. El primero es un alimento
comercial formulado para peces tropicales ornamentales que se considera apropiado para N.
davidi y que hemos utilizado extensamente con buenos resultados en el laboratorio sobre la

reproduccion y el crecimiento (Balifia et al., 2018; Marciano et al., 2018; Pantaledo et al., 2015;
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Tropea et al., 2015; Tropea & Ldpez Greco, 2015; Vazquez et al., 2017), el segundo es un
alimento especifico para crustaceos con un valor de mercado similar al anterior y el tercero es un

alimento comercial para peces ornamentales que tiene un costo menor a los otros.

5.2 Objetivo

Evaluar el impacto directo de la calidad del alimento sobre la produccién de crias en N. davidi,

de tres alimentos comerciales para acuicultura de especies ornamentales.

En el marco de dicho objetivo se plantearon las siguientes hipotesis:

Hipdtesis 7: EI desempefio reproductivo de las hembras y la calidad de la progenie en estadios
tempranos del desarrollo (embriones y juveniles 1) se veran afectados por el contenido de

carotenoides y de acidos grasos poliinsaturados de la dieta.

Hipdtesis 8: El desempefio de las crias frente a pruebas de estrés dependera del contenido y

proporcién de &cidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 y n-6 de la dieta.

5.3 Materiales y métodos
5.3.1 Condiciones de cria

Juveniles de N. davidi recientemente eclosionados fueron colocados en acuarios plasticos
conteniendo agua declorada y en las mismas condiciones descriptas en el capitulo 2. El agua fue
reemplazada una vez a la semana de manera parcial y una segunda vez completamente. La
calidad de agua (pH, kH, gH, Clz, NOs-, NO»*) se monitored por medio de tiras reactivas Sera
Quick Test®. Los individuos fueron asignados aleatoriamente a una de las siguientes dietas
(tratamientos) y fueron alimentados diariamente en cantidades iguales (aproximadamente el 7 %

del peso corporal) con:
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T: alimento comercial para peces tropicales (Tetracolor®, Tetra GmbH, Melle, Germany),
C: alimento comercial para crustaceos (Crusta Sticks®, Tropical, Chorzéw, Poland),

O: alimento comercial para peces ornamentales (Basic®, Labcon, Camboriu, Brazil).

Todos los alimentos fueron previamente molidos y tamizados con una malla fina para
ofrecer a los juveniles similar tamafio de particula. Los ingredientes de cada alimento, segln lo

indican sus fabricantes, se detallan en la tabla 5.1.

Se colocd en cada acuario una planta artificial de material plastico para ser utilizado como
sustrato y/o refugio, en reemplazo del musgo de Java que se utiliza habitualmente en el cultivo
de la especie dado que éste ultimo podria ser utilizado también como alimento e interferir en los
resultados. Estas plantas artificiales fueron fabricadas con tiras de 1,5 cm de ancho x 10 cm de

largo de tejido de monofilamento de polietileno color verde, unidas por la base.

Las hembras fueron separadas de los machos al observarse por primera vez el desarrollo de
los caracteres sexuales, garantizando asi la virginidad de las hembras al comienzo del
experimento. Los individuos fueron criados hasta que alcanzaron un peso minimo de 60 mg para
las hembras y de 35 mg para los machos (aproximadamente a los 3 meses de edad). Se

seleccionaron los individuos sexualmente maduros.
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Tabla 5.1: Ingredientes de los tres alimentos comerciales evaluados.

T

C

o)

Harina de soja

Harina de soja

Harina de pescado

Harina de pescado

Harina de pescado

Harina de trigo

Harina de trigo

Harina de trigo

Harina de germen de trigo

Harina de germen de trigo

Gluten de trigo

Harina de avena

Harina de maiz

Harina de maiz

Harina de maiz

Harina de arroz

Arvejas

Alfalfa

Harina de mandioca

Harina de algas

Harina de algas

Harina de algas

Harina de lombriz

Harina de camaroén

Crustaceos Camardén deshidratado
Moluscos Calamar
Levadura Levadura Levadura (Saccharomyces

cerevisiae)

Aceite de pescado

Aceite de pescado

Aceite de soja

Aceite de soja

Spirulina platensis

Spirulina sp.

Palmitato de vitamina A,
vit. C, vit. D3, vit. B12,
monohidrocloruro de L-
lisina, lecitina, acido
ascorbico, inositol, lacina,
biotina, acido fdlico, sulfato
de zinc, sulfato ferroso,
sulfato de  manganeso,
acetato de cobalto, cloruro
de colina

Vit. A, vit. D, vit. E, vit. C,
hierro, cobre, zinc,
manganeso, selenio, yodo,
molibdeno

Vit. A, vit. C, vit. D3, vit.
E, vit. K3, vit. B1, vit. B2,
vit. B6, vit. B12, niacina,
pantotenato de calcio, acido
félico, colina, hierro, cobre,
zinc, manganeso, selenio,
yodo metionina, aditivo
prebidtico (MOS), aditivo
enzimatico (pectinasa,
proteasa, fitasa, beta
glucanasa, xilasa, celulasa 'y
amilasa)

Acido citrico, etoxiquina

Antioxidantes

Acido citrico, etoxiquina,
BHA, BHT

Beta-caroteno, extracto de
annatto, Rojo 3 de tinte

Culrcuma, espinacas,
cochinilla, zanahoria
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5.3.2 Disefio experimental

Se llevaron a cabo dos experimentos, el primero para evaluar el rendimiento reproductivo
(Experimento 1) y el segundo para evaluar la calidad de progenie en la primera puesta de

reproductores alimentados con los tres alimentos comerciales (Experimento 2).

5.3.2.1 Experimento 1

Los tratamientos (T, C y O) fueron asignados a las unidades experimentales al azar (disefio
completamente aleatorizado). Cada unidad experimental (10 réplicas x 3 tratamientos) estuvo
compuesta por una hembra virgen y dos machos, colocados en un acuario plastico de 18 x 12,5 x
12 cm de tamafio, conteniendo 2 L de agua declorada y una planta artificial y mantenidos en las
mismas condiciones de calidad de agua, temperatura y fotoperiodo descriptas anteriormente.
Todos los acuarios fueron inspeccionados visualmente una vez al dia para determinar la
presencia de hembras ovigeras. Inmediatamente luego del desove, los huevos fueron removidos
(Fig. 5.1 A, B) y contados para la evaluacion de la fecundidad realizada, y las hembras fueron
pesadas (peso materno; precision: 0,1 mg). La FECUNDIDAD REALIZADA RELATIVA se calculd
dividiendo la fecundidad realizada por el peso materno. Los huevos fueron pesados (peso total de
los huevos; precision: 0,1 mg), y el PESO PROMEDIO DE LOS HUEVOS fue calculado dividiendo el
peso total de los huevos por el nimero total de huevos. Una muestra al azar, correspondiente
aproximadamente al 25 % de cada puesta, fue medida a lo largo del eje mayor y menor bajo
microscopio estereoscopico (Carl Zeiss Stemi 2000-C). El VOLUMEN DE CADA HUEVO se calculd
por medio de la formula para el volumen de un elipsoide: 4/3 x © x a x b% donde a y b son los
radios del eje mayor y menor, respectivamente (Clarke, 1993). Los huevos fueron conservados a

—20°C para la determinacion del CONTENIDO TOTAL DE CAROTENOIDES.
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Figura 5.1: Hembra de Neocaridina davidi cuyos huevos fueron parcialmente removidos luego
del desove (A); detalle de los huevos donde se observan los primeros surcos de segmentacion

(B).

5.3.2.2 Experimento 2

Al igual que en el experimento 1, los tratamientos fueron asignados completamente al azar a las
unidades experimentales. Cada una de las 10 réplicas contenia una hembra virgen y dos machos,
que fueron inspeccionadas diariamente para la deteccion de hembras ovigeras. Inmediatamente
luego de la eclosion el nimero de juveniles | fue contado para evaluar la fecundidad actual. Las
hembras fueron pesadas (peso materno; precisién 0,1 mg) y la FECUNDIDAD ACTUAL RELATIVA Se
calcul6 dividiendo la fecundidad actual por el peso materno. Una muestra al azar de 5 a 10 JI de
cada puesta fue fotografiada para medir el AREA DEL ORGANO PERIGASTRICO OCUPADA POR
GOTAS LIPIDICAS, segun Espinoza et al. (2016). Luego fue pesada (precision: 0,1 mg) y el peso
promedio de los JI fue calculado dividiendo el peso total de la muestra por el numero de JI. Se
tomé otra muestra de 10 juveniles al azar de cada puesta para evaluar su COMPOSICION
BIOQUIMICA luego de un periodo de crecimiento de 30 dias, empleando la metodologia que se
describe en el capitulo 3. Finalmente una muestra al azar de 12 juveniles por puesta fueron
sometidas a una prueba de restriccion nutricional, de acuerdo con Pantaledo et al. (2015) y
Marciano et al. (2018). Para esta prueba, la cual durdé 32 dias, cada JI fue colocado en un
contenedor plastico de 250 cm® y mantenido en las mismas condiciones de calidad de agua,
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temperatura y fotoperiodo que los reproductores. Una pequefia pieza de malla plastica (2 x 1
cm), y una pequefia piedra (0,5 x 0,2 x 0,5 cm) fueron colocados en cada contenedor para ser
utilizados por los juveniles como sustrato y refugio (Fig. 5.2). El agua de los contenedores fue
reemplazada completamente una vez a la semana. Cada JI fue asignado al mismo tratamiento que
sus padres (alimento) y a uno de los siguientes tratamientos de restriccion en un disefio factorial

de3x2:

AC: alimentacion diaria durante el periodo de 32 dias,
18: inanicion por los primeros 8 dias luego de la eclosion y luego alimentacion diaria hasta

el dia 32.

Diariamente se registré la mortalidad y al final de la prueba los camarones de 32 dias de
edad fueron pesados (PESO DE LOS CAMARONES DE 32 DIAS DE EDAD; precision 0,1 mg). La
SUPERVIVENCIA de la progenie fue definida como la proporcion de camarones de cada puesta que

sobrevivié a la prueba de restriccion nutricional.

Figura 5.2: Envase plastico de 250 cm? conteniendo una pieza de malla plastica y una piedra,
utilizado en la prueba de restriccion nutricional.
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5.3.3 Composicion proximal de los alimentos y determinacion de &cidos grasos

El contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos totales fue determinado por los siguientes
métodos: Kjeldahl (factor de conversion: 6,25; AOAC, 1984), Bligh y Dyer (Bligh & Dyer,
1959), y Cleeg-Anthrone (Cleeg, 1956), respectivamente. La humedad, el contenido de cenizas y
el contenido de fibras fueron determinados utilizando los métodos estandar desarrollados por
AOAC international (1990, 1997). Finalmente, se llevo a cabo la separacion y cuantificacion de
los &cidos grasos presentes en los alimentos por medio de cromatografia gaseosa con detector de
ionizacion a la llama. La identificacion de los diferentes &cidos grasos se realizO por
comparacion de los tiempos de retencion de acidos grasos contenido en el estandar FAME Mix
Supelco® 37 component y PUFA N° 1 de origen Marino Supelco®. Los resultados se expresan
en porcentaje relativo, calculado como la razén entre el area bajo el pico correspondiente al

4cido graso y la suma de las areas bajo todos los picos (% Area).

5.3.4 Determinacion del contenido de carotenoides

El contenido total de carotenoides fue determinado espectrofotométricamente por un método
modificado de Renstrgm et al. (1981) y Torrisen y Naevdal (1984). Las muestras de entre 5y 20
mg fueron homogeneizadas en acetona 100 %, y almacenadas durante 3 dias a 4 °C en oscuridad.
Se midio la absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de 475 nm. El contenido de
carotenoides de cada muestra se calcul6 por medio de la formula de Kelley y Harmond (1972):
ug de carotenoides/mg de huevos = A x V x 106/ (100 x G x £%1¢m), donde A es la absorbancia
a 475 nm, V es el volumen del extracto (mL), G es el peso de la muestra (mg), y €%1cm = 1900
es el coeficiente de extincion para la astaxantina en acetona al 100 % (Foss et al., 1984). Se
utilizo el coeficiente de extincion para la astaxantina ya que este es el carotenoide mas abundante

(90 %) en crustaceos.
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5.3.5 Adquisicion de imagenes y medicion del area del 6rgano perigastrico ocupada por gotas

lipidicas.

Los JI fueron anestesiados por inmersién en agua fria y fotografiados en vista dorsal por medio
de una cdmara fotografica Nikon Coolpix P340 (Nikon Imaging Japan Inc., Tokyo, Japan) bajo
microscopio estereoscépico con un aumento de 50 x (Carl Zeiss Stemi 2000-C). Todas las
fotografias fueron tomadas ubicando al ejemplar en el centro de la imagen para evitar el error de
paralaje. Para establecer la escala de las imégenes, se utilizé papel milimetrado. Las imagenes
fueron almacenadas en formato jpg con una resolucion de 600 dpi ppp. El &rea del 6rgano
perigastrico ocupada por gotas lipidicas fue medida en mm? (Fig. 5.3), utilizando el programa

Adobe Photoshop C5S (version 1.5.3.9120).

Figura 5.3: Neocaridina davidi. Gotas lipidicas en el érgano perigastrico de los Juveniles I.
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5.3.6 Andlisis estadisticos

La exploracion de datos se realizé siguiendo el protocolo descripto por Zuur et al. (2010). El
efecto de la dieta sobre la fecundidad realizada relativa, el peso promedio de los huevos, el
contenido de carotenoides en los huevos, la fecundidad actual relativa, el peso promedio de los JI
y el area del 6rgano perigastrico ocupada por gotas lipidicas fue analizado ajustando un modelo

lineal por cuadrados minimos generalizados.

El efecto de la dieta sobre el volumen de los huevos fue analizado ajustando un modelo
mixto con la dieta como factor fijo y el nidmero de réplica como factor aleatorio. Las

comparaciones multiples fueron realizadas por medio de una prueba de Tukey.

Para analizar el efecto de la dieta sobre la supervivencia de la progenie, se utiliz6 un
modelo generalizado con una distribucion Binomial y una funcién link logistica, incluyendo a la
dieta, el tratamiento de restriccion y sus interacciones como factores fijos. Para la variable peso
de los camarones de 32 dias de edad, se ajustdé un modelo lineal mixto con las variables
explicatorias: dieta, tratamiento de restriccion y su interaccién como factores fijos, y el nimero
de réplica como factor aleatorio. Dado que la interaccién entre los factores dieta y tratamiento de
restriccion fue estadisticamente significativa, se definié una nueva variable como la combinacion
de los niveles de todos los factores, y todas las comparaciones posibles fueron realizadas
mediante una prueba de Tukey. Los supuestos de cada modelo fueron evaluados gréaficamente
segun Zuur et al. (2007). Los andlisis estadisticos fueron realizados con los paquetes nlme y
multcomp (Hothorn et al., 2008; Pinheiro et al., 2017) para el software R (R Core Team, 2016).
El nivel de significacién empleado fue 0,05. Todos los resultados fueron expresados como la

media + el desvio estandar.
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5.4 Resultados

5.4.1 Alimentos

La composicion proximal y el contenido de carotenoides en los alimentos se resumen en la tabla
5.2. El alimento O tuvo el mayor contenido de lipidos, pero tuvo menor cantidad de
carbohidratos que los otros alimentos y C fue el que tuvo el menor contenido de carotenoides.
Todas las dietas tuvieron porcentajes de proteinas superiores al 35%. La composicion de &cidos
grasos de los alimentos se resume en la tabla 5.3. Los resultados se expresan en porcentaje
relativo, calculado como la razon entre el area bajo el pico correspondiente al acido graso y la

suma de las areas bajo todos los picos.

Tabla 5.2: Composicion proximal (g /100 g peso fresco) y contenido de carotenoides (mg/kg
peso fresco) de los tres alimentos comerciales evaluados (media + DE).

T C @)
Humedad 4,87 £0,35 8,18 + 0,09 4,52 +£0,19
Cenizas 8,68 + 0,32 9,82+0,14 11,92 £ 0,19
Proteinas 45,59 + 0,09 37,45+ 0,16 43,43 £0,08
Lipidos 8,57 + 0,00 5,64 + 0,25 15,62 + 0,00
Carbohidratos 20,93 +0,37 33,82+0,11 15,00 £ 0,25
Fibra 8,53 + 2,03 5,09 7,33+1,60
Carotenoides 381,95+1,81 20,30 +0,56 318,88 + 11,92
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Tabla 5.3: Composicion de &cidos grasos de los tres alimentos comerciales evaluados (% Area
promedio + DE). La linea de puntos indica que el &cido graso no fue detectado.

Acido graso T C 0

Ci12:0 0,061 £ 0,000

C14:.0 1,882 + 0,018 3,480 £ 0,060 0,787 + 0,008
C15:0 0,137 + 0,002 0,240 + 0,000 0,129 + 0,000
C16:0 15,182 + 0,004 25,830 +0,120 13,760 £ 0,045
Cil6:1 2,704 + 0,037 3,020 £ 0,090 0,896 + 0,005
C17:.0 0,127 £ 0,000 0,180 £ 0,040 0,164 + 0,001
Ci7:1 0,330 £ 0,002

C18:0 2,473 £ 0,005 3,380 £ 0,080 3,819 £ 0,020
C18:1n9’ 23,379+ 0,002 23,020+0,180 23,075+ 0,023
C18:1n7 1,623 + 0,006 1,311 + 0,006
C18:2n6" 35,185+ 0,020 24,830+0,160 47,208 £ 0,006
C18:3n6 3,247 £ 0,005 2,900 + 0,080 4,361 £ 0,001
C18:3n3 0,578 + 0,007 2,930 £ 0,010 0,281 + 0,016
C18:4n3 0,800 + 0,002 0,131 £ 0,002
C20:0 0,063 £ 0,004 0,120 £ 0,000 0,132 £ 0,001
C20:1 0,182 + 0,004 3,300 £ 0,040 0,273 £ 0,002
C20:2 0,360 £ 0,010

C21:0 0,108 + 0,002

C22:0 0,396 + 0,008 0,177 £ 0,001
C24:0 0,154 £+ 0,000

C20:3n6 0,186 £ 0,005
C20:4n6 (ARA) 0,177 £ 0,010 0,294 + 0,004
C20:5n3 4,600 + 0,027 2,350 +£ 0,010 0,906 + 0,004
C22:1n9 0,350 £ 0,050

C22:1n11 0,266 + 0,001
C22:5n3 0,692 £+ 0,005 0,241 + 0,007
C22:6n3 4,528 £ 0,020 3,640 £ 0,040 1,743 £ 0,012
¥ Saturados 20,586 + 0,027 33,230 +0,212 18,966 + 0,037
Y. Monoinsaturados 28,484 + 0,027 29,690 +0,255 25,555+ 0,025
Y Poliinsaturados (PUFA)" 49,995+ 0,082 37,010 +0,310 55,163 + 0,011
¥ n-3 PUFA 11,199 £ 0,017 8,920 + 0,060 3,302 + 0,001
¥ n-6 PUFA 38,796 + 0,041 27,730 £0,240 51,863 +0,013
n3/n6 0,289 + 0,000 0,322 +£0,250 0,064 + 0,000

¢ configuraciones cis y trans
v>18:2n
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5.4.2 Experimento 1

El peso de las hembras fue en promedio 73,81 + 1,96 mg. La fecundidad realizada relativa no
difirio estadisticamente entre tratamientos (GL = 2; F = 1,2354; p = 0,3079). Promedi6 0,51 *
0,08 huevos por mg para T (rango: 0,14 - 0,79), 0,62 = 0,03 para C (rango: 0,43 - 0,76) y 0,49
0,04 para O (rango: 0,28 — 0,63) (Fig. 5.4). El peso promedio y el volumen de los huevos fue en
promedio 0,27 + 0,01 mg y 2,16 *+ 0,02 mm?3, respectivamente, y fueron similares entre
tratamientos (GL = 2; F = 0,8174; p = 0,4531; y GL = 2; F = 3,1067; p = 0,0624,
respectivamente) (Fig. 5.5 A, B). El contenido de carotenoides en los huevos difiri6
estadisticamente entre tratamientos (GL = 2; F = 11,1939; p = 0,0004) (Fig. 5.6). Fue 67 %
mayor en huevos provenientes de parejas alimentadas con T que en aquellas alimentadas con C
(GL =2; Z=3,4170; p = 0,0018) y 150 % mayor que en las parejas alimentadas con O (GL = 2;

Z = 4,4510; p = 0,0001).

0,7

0,6 - 1

0.5

0.4 1

0.3

Fecundidad relativa realizada

0.2

0.1

Figura 5.4: Desempefio reproductivo de Neocaridina davidi. Se estudio el efecto de los tres
alimentos comerciales (T, C, O) sobre la fecundidad relativa realizada (nimero de huevos/mg de
hembra). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p<0,05).
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Figura 5.5: Calidad de progenie en Neocaridina davidi. Se evaluo el efecto de los tres alimentos
comerciales (T, C, O) sobre el peso promedio de los huevos (A) y sobre el volumen de los
huevos (B). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p<0,05).
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Figura 5.6: Calidad de progenie en Neocaridina davidi. Se estudio el efecto de los tres alimentos
comerciales (T, C, O) sobre el contenido de carotenoides. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas (p<0,05).

5.4.3 Experimento 2

El peso de las hembras fue en promedio 85,27 + 2,26 mg. El 89% de las puestas provenientes de
hembras alimentadas con T eclosionaron completamente, pero solo el 67 % y el 71 % de las
puestas de hembras alimentadas con C o con O no perdieron completamente sus huevos,
respectivamente. La fecundidad actual relativa, que promedi6 0,34 + 0,05 juveniles eclosionados
por mg para T (rango: 0,26 - 0,54), 0,14 £ 0,05 para C (rango: 0,09 - 0,31), y 0,18 £ 0,06 para O
(rango: 0,13 - 0,56), no difirié estadisticamente entre tratamientos (df = 2; F = 3.391; p = 0.059).
Sin embargo, fue 58,82 % menor para reproductores alimentados con C que para aquellos
alimentados con T, y 47,06 % menor para parejas alimentadas con O que para aquellas
alimentadas con T (Fig. 5.7 A, B). El peso promedio de los JI fue similar para todos los
tratamientos (GL = 2; F = 1,0148; p = 0,3847), y promedi6 0,37 + 0,01 mg (Fig. 5.8 A). Por otro
lado, el area del 6rgano perigastrico ocupada por gotas lipidicas en los JI difirid estadisticamente

entre tratamientos (GL = 2; F = 6,5081; p = 0,0025) (Fig. 5.8 B). Los JI provenientes de parejas
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de reproductores alimentadas con C tuvieron un area 17,39 % menor del 6rgano perigastrico
ocupada por gotas lipidicas que aquellos provenientes de reproductores alimentados con T
(Prueba de Tukey: GL = 2; Z = 3,1850; p = 0,0041) y 20,83 % menor que los provenientes de
reproductores alimentados con O (Prueba de Tukey: GL = 2; Z = 3,2160; p = 0,0037). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los JI de reproductores alimentados
con T y JI de reproductores alimentados con O (Prueba de Tukey: GL = 2; Z = —0,2880; p =
0,9552). La cantidad de juveniles eclosionados por hembra no fue suficiente en todas las replicas
para tomar una muestra para determinaciones bioquimicas y por lo tanto no se alcanzo la masa
minima requerida para realizar la determinacion del contenido de proteinas, lipidos y glucégeno
en los camarones a los 30 dias de edad.

En cuanto al test de restriccion alimentaria, la supervivencia de las crias fue similar para las
diferentes dietas (GL = 2; devianza = 60,6610; p = 0,7957), pero fue 54,90 % mayor para AC
que para I8 (GL = 1; devianza = 45,1290; p = 8,1130e %), promediando 79,00 + 19,00 % para
AC y 51,00 £ 26,00 % para 18 (Fig. 5.9 A). El peso de los camarones de 32 dias de edad fue
similar para los alimentados diariamente con T y los alimentados diariamente con C (Prueba de
Tukey: GL =5; Z = —1,7490; p = 0,4770), pero fue 26,61 % menor en camarones alimentados
diariamente con O en relacion a los alimentados diariamente con T (Prueba de Tukey: GL =5; Z
= 2,8250; p = 0,0487), y 68,13 % mayor en camarones alimentados diariamente con C
comparados con los alimentados diariamente con O (Prueba de Tukey: GL =5; Z = —3,9430; p =

0,0010) (Fig. 5.9 B).
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Figura 5.7: Desempefio reproductivo de Neocaridina davidi. Se evaluo el efecto de los tres
alimentos comerciales (T, C, O) sobre la fecundidad actual relativa (nimero de juveniles
eclosionados por mg de hembra); se muestran los resultados excluyendo (A) e incluyendo (B) a
las hembras que sufrieron una pérdida total de huevos. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas (p < 0,05).
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Figura 5.8: Calidad de progenie en Neocaridina davidi. Se evaluo el efecto de los tres alimentos
comerciales (T, C, O) sobre el peso promedio de los juveniles | (A) y el area del 6rgano
perigastrico de los Juveniles | ocupado por gotas lipidicas (B). Letras diferentes indican

diferencias estadisticas significativas (p < 0,05).
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Figura 5.9: La calidad de progenie en Neocaridina davidi de parejas de reproductores
alimentadas con tres alimentos comerciales (T, C, O) fue evaluada mediante una prueba de
restriccion nutricional. El efecto de la dieta sobre la supervivencia (A), y el peso de las crias de
32 dias de edad (B) fue analizado para los dos regimenes de alimentacion: AC e 18. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p<0,05).
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5.5 Discusion

Las tres dietas fueron aceptadas de igual manera por los reproductores y juveniles de N. davidi.
Los reproductores y sus crias fueron examinados diariamente y se observd alimento en sus
tractos digestivos en todos los tratamientos. El rendimiento reproductivo fue similar entre dietas:
no se observaron diferencias significativas entre los alimentos en la fecundidad realizada relativa
y para la fecundidad actual relativa. Sin embargo, la fecundidad actual relativa en reproductores
alimentados con T fue cerca de un 50 % mayor que aquellos alimentados con C o con O. Esta
diferencia podria estar dada por una pérdida de huevos que habria sido menor en el caso de los
reproductores alimentados con T. Es importante destacar que solo un 10 % de las hembras
alimentadas con T perdieron sus huevos completamente (es decir, con una fecundidad actual
igual a 0). En contraposicion, alrededor de un 30 % de las hembras alimentadas con C y con O
sufrieron una pérdida total de sus huevos. La mayor supervivencia de los embriones observada
en las hembras alimentadas con T podria deberse a que tuvieron el mayor contenido de
carotenoides. En particular, la astaxantina es el carotenoide mas abundante en crusticeos (Yanar
et al., 2004). El contenido de astaxantina puede afectar la calidad de la progenie, ya que este
carotenoide reacciona con los radicales libres de oxigeno que son producidos normalmente por
los procesos oxidativos que se llevan a cabo en las células y causan estrés oxidativo (Blount et
al., 2000; Wade et al., 2015). Las especies reactivas de oxigeno como el anion superéxido, el
peroxido de hidrogeno y el singulete de oxigeno (radical de oxigeno), pueden inducir la
inactivacion enzimatica, el clivaje de la hebra de ADN y la peroxidacién de los lipidos de
membrana (Hirayama et al., 1994). La astaxantina puede atrapar estas especies reactivas y por lo
tanto previene el dafio al ADN del embrion y de los lipidos y proteinas de sus membranas,
siendo su eficacia 11 veces mayor que el beta-caroteno y 550 veces mas grande que el alfa-
tocoferol (Britton, 2008; Lopez Roldan et al. 2012; Weiss et al., 2011; Wouters et al., 2001).
Ademas, se ha visto que la calidad de los huevos mejora cuando los reproductores son

alimentados con dietas ricas en astaxantina (Watanabe & Vassallo-Agius, 2003). La
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suplementacion de las dietas con astaxantina incrementd la calidad de los huevos y el niumero
normal de larvas en el medregal del Japon, Seriola quinqueradiata Temminck & Schlegel, 1845
(Verakunpiriya et al., 1997); mientras que en la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Walbaum,
1792), mejoro la calidad de huevos y su tasa de supervivencia durante el desarrollo embrionario
(Ahmadi et al., 2006). Por otra parte, la calidad de las larvas nauplii de Litopenaeus vannamei
mejord luego de la adicion de pimentdn a la dieta de los reproductores. Esta especia es fuente de
varios carotenoides que luego pueden ser convertidos a astaxantina en crustaceos (Wyban et al.,
1997). A pesar de que el contenido de carotenoides en el alimento O fue similar al del alimento
T, los huevos de hembras alimentadas con O tuvieron un contenido de carotenoides menor que
aquellos provenientes de hembras alimentadas con T. Esto podria deberse a la formulacion de la
dieta, ya que dependiendo de la fuente, la astaxantina se puede encontrar en diferentes formas:
libre con diferente composicion de estereoisomeros, esterificado en uno o ambos grupos
hidroxilo con &cido palmitico, oleico, estedrico o linoleico, o combinado con proteinas o
lipoproteinas. Esto podria resultar en diferentes niveles de absorcion (Bjerkeng et al., 1997;
Higuera-Ciapara et al., 2006). Ademas, la biodisponibilidad de la astaxantina podria depender
también de la interaccion con otros nutrientes presentes en la dieta y de la velocidad a la que se
libera la astaxantina de la matriz alimentaria (Bjerkeng, 2000; Ju et al., 2011; Maltby et al.,

2003).

Es importante sefialar que los valores de fecundidad actual relativa para los reproductores
alimentados con T, fueron menores que en el ensayo descripto en el capitulo 4. Esto puede
deberse al reemplazo del uso de musgo de Java por plantas artificiales, pudiendo generar un
impacto negativo en la calidad del agua. La presencia del musgo de Java contribuye a la
disminucion de compuestos nitrogenados (amonio, nitritos y nitratos) (Rogers & Thorp, 2015).
En su ausencia se adicion6 un segundo recambio de agua semanal y se monitoreo la

concentracion de nitritos y nitratos por medio de tiras reactivas. Sin embargo, estas medidas
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probablemente no hayan sido suficientes para mantener la calidad del agua. Una de las

consecuencias de esto puede ser una reduccion en la fecundidad (Calado, 2008).

En las hembras inmaduras, el 6rgano perigastrico es la principal reserva de lipidos.
Durante la vitelogénesis, los lipidos acumulados en el 6rgano perigastrico, y también los
obtenidos de la dieta, se transportan y acumulan en los oocitos en desarrollo (Galois, 1984;
Harrison, 1990). Por lo tanto, en las hembras con ovario en desarrollo, la concentracion de
lipidos en los mismos aumenta, mientras que se observa habitualmente una disminucion en el
nivel de lipidos totales en el érgano perigastrico (Wouters et al., 2001). El vitelo proporciona
todos los nutrientes necesarios para el desarrollo de embriones y larvas lecitotroficas. Los
lipidos, en particular, son la principal fuente de energia en estas etapas de desarrollo (Harrison,
1990), especialmente en especies con desarrollo abreviado, donde se observa un desarrollo
embrionario relativamente méas largo, que requiere una mayor cantidad de reservas de lipidos en
los huevos (Cavalli et al., 2000; Herring, 1974). Acorde a esto, Tropea y L6opez Greco (2015)
encontraron que los lipidos son la reserva mas abundante en los huevos de N. davidi. En
camarones carideos, el contenido de nutrientes del huevo se correlaciona con su volumen, y las
diferencias en el volumen de los huevos son representativas de la inversion materna (Clarke,
1993; Wehrtmann & Graeve, 1998). En nuestro estudio, el volumen y el peso de los huevos de
N. davidi fueron similares para todas las dietas. Esto indicaria que el contenido total de lipidos

también podria ser similar entre los tratamientos, aunque no se midié directamente.

El peso de los juveniles | no se vio afectado por la dieta ofrecida a los reproductores. En
contraste, la cantidad de gotas lipidicas encontradas en la region del 6rgano perigastrico en los
juveniles | de reproductores alimentados con C fue aproximadamente un 20 % menor que en
aquellos provenientes de reproductores alimentados con T u O. Esto podria corresponderse con
una diferencia en el contenido de lipidos del embridon que no afecto el volumen del huevo, y

podria estar relacionado con el contenido de lipidos en la dieta, que fue menor para C. Para esta
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especie, entonces, el volumen de los huevos pareceria no estar correlacionado con su contenido

de lipidos.

Como se encontrd en varios estudios, la composicion de los acidos grasos del embrion se
puede alterar significativamente con la dieta de los reproductores (Cahu et al., 1994, 1995;
Cavalli et al., 1999; Wen et al., 2002). Por lo tanto, la calidad de los huevos y las larvas podria
verse influenciada por la composicion de los acidos grasos de la dieta. En particular, se ha
demostrado que la inclusion de niveles crecientes de PUFA n-3 en la dieta de los reproductores
en camarones peneidos, mejora la calidad de la progenie. La tasa de eclosion de los huevos se
relaciond con el contenido de PUFA n-3 en varias especies, por ejemplo, en el langostino
Penaeus indicus H. Milne Edwards, 1837 (Cahu et al., 1995), en el langostino chino P. chinensis
(Xu et al., 1994) y en el camaron M. rosenbergii (Cavalli et al., 1999). De las tres dietas que se
compararon en el presente estudio, T tuvo el contenido mas alto de PUFA n-3, mientras que O
tuvo el valor més bajo. Esta diferencia en el contenido de n-3 puede haber afectado la
supervivencia de los embriones. Pero, si bien el alimento C y el T tuvieron valores similares de
PUFA n-3 (solo un 20 % menor en C que en T), los reproductores alimentados con C tuvieron
una eclosion considerablemente menor que los alimentados con T. En este caso, el contenido de
astaxantina podria haber contribuido en mayor medida que el contenido de PUFA n-3 a la
supervivencia de los embriones. Por lo tanto, la hipdtesis 7 que dice que el desempefio
reproductivo de las hembras y la calidad de la progenie en estadios tempranos del desarrollo
(embriones y juveniles I) se veran afectados por el contenido de carotenoides y de acidos grasos

poliinsaturados de la dieta, es rechazada parcialmente.

Niveles altos de &cido linoleico (LIN; C18: 2 n-6) en la dieta de los reproductores
provocaron un aumento en la fecundidad en M. rosenbergii (Cavalli et al., 1999). En esta
especie, asi como en N. davidi, los niveles de PUFA n-6 en tejidos fueron méas abundantes que
los PUFA n-3 (C20: 5 n-3, EPA, y C22: 6 n-3, DHA) (Balifia et al., 2018). Se ha propuesto que

las hembras de N. davidi derivan LIN a los oocitos durante la vitelogénesis para ser usados como

113 | Pagina



un precursor del acido docosahexaenoico (C22:6 n-3) por los embriones (Balifia et al., 2018).
Este acido graso podria almacenarse en el érgano perigastrico en adultos como fuente de energia
metabdlica. El contenido de LIN fue abundante en todas las dietas analizadas en el presente
trabajo de tesis, pero mas alto en O. Ademas, este alimento tuvo el mayor contenido de PUFA n-
6 y la menor la proporcion de PUFA n-3 y n-6. A pesar de que la supervivencia de la progenie a
la prueba de restriccion nutricional fue similar para todas las dietas, su peso fue menor cuando
los reproductores fueron alimentados con O. Los PUFA de la serie n-3 parecerian mas eficientes
para promover el crecimiento en N. davidi que LIN, ya que las crias de los reproductores
alimentados con el alimento O, con un alto contenido en LIN pero bajo en PUFA n-3, alcanzaron
el peso mas bajo. De forma similar, la inclusion de LIN en la dieta fue menos efectiva que el
acido alfa-linolénico (C18:3 n-3) para aumentar la ganancia en peso en P. indicus (Read, 1981) y
P. japonicus (Kanazawa et al., 1979). En consecuencia, la composicion de &cidos grasos en la
dieta podria ser mas importante para el crecimiento de N. davidi que el contenido total de lipidos,
ya que su valor nutritivo podria estar relacionado con los tipos de acidos grasos y su contenido
en la dieta (Kanazawa, 1985). Sobre la base de estos resultados, la hipdtesis 8 que dice que el
desempefio de las crias frente a pruebas de estrés dependera del contenido y proporcién de acidos

grasos poliinsaturados de la serie n-3 y n-6 de la dieta, es parcialmente rechazada.

En cuanto al contenido proteico de las dietas, es importante destacar que en todos los casos
fue mayor al 35 %. Si bien se desconocen los requerimientos especificos para los camarones
atyidos, éstos fueron ampliamente estudiados en camarones peneidos. Para €stos, se encontr6 que
la concentracion de proteinas recomendada en el alimento varia para las diferentes especies entre
30 % y 45 % (Alava & Lim, 1983; Cdérdova-Murueta & Garcia-Carrefio, 2002). Las dietas
utilizadas para la cria de reproductores en peneidos poseen un contenido proteico incluso mayor,
de entre 45 y 60 % (Bray & Lawrence, 1992). Otro factor a tener en cuenta es la calidad de las
proteinas en la dieta. Dado que los ingredientes ricos en proteinas suelen ser costosos, las dietas

comerciales suelen poseer una mezcla de fuentes proteicas (Cordova-Murueta & Garcia-Carrefio,

114 | Pagina



2002). Primeramente esto podria ser considerado ventajoso ya que los camarones utilizan mejor
aquellas dietas que contienen una mezcla de dos o mas fuentes de proteinas que las que
contienen solo una (Alava & Lim, 1983). Pero por otro lado, la inclusion de fuentes de proteina
vegetal en reemplazo de las fuentes de origen animal podria resultar en una deficiencia
nutricional. La harina de soja, por ejemplo, es comUnmente utilizada en las dietas comerciales,
dada su disponibilidad, su precio conveniente y su alta digestibilidad. Pero en comparacion con
la harina de pescado, la harina de soja es deficiente en ciertos aminoécidos esenciales, como la
metionina, la lisina y el triptofano, y tiene una menor palatabilidad (Floreto et al., 2000). Todos
los alimentos ensayados en este trabajo de tesis, incluyen harinas de origen vegetal, como harina
de soja, de trigo y de maiz. Pero a su vez incluyen fuentes proteicas de origen animal, como la
harina de pescado, la harina de camar6n y calamares, aunque se desconoce en qué proporcion.
Por lo tanto, aunque se espera que la cantidad proteinas presentes en las dietas sea apropiada para
el crecimiento de N. davidi, la composicion de las mismas podria ser otro factor influyente en el

menor peso obtenido para los camarones alimentados con O.

Este trabajo es el primero en explorar el uso de dietas comerciales en el cultivo de
N. davidi y su efecto en la reproduccion y la calidad de la progenie. Se utilizaron
diversos criterios para evaluar la calidad de la progenie en relacion a la dieta de los
reproductores, como el tamafo del huevo, su contenido de carotenoides, la cantidad
de gotas lipidicas en el organo perigastrico y la supervivencia a una prueba de
restriccion nutricional. En base a los resultados obtenidos se concluye que el uso del
alimento comercial T en la acuicultura de N. davidi proporcionaria una nutricion
adecuada para su reproduccion, ya que los reproductores alimentados con este
alimento tuvieron el mejor desempeno reproductivo, probablemente debido a su alto
contenido de astaxantina. En contraste, con el alimento C que esta formulado
especificamente para crustaceos, se obtuvo una menor produccion de juveniles. Sin
embargo, este alimento seria el mas adecuado para la etapa de crecimiento debido a su

alto contenido de PUFA n-3. A futuro, podria explorarse la posibilidad de combinar el
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uso del alimento C con la suplementacion de algin ingrediente rico en astaxantina
para mejorar la produccion de juveniles. Para concluir, los resultados obtenidos en
este trabajo de tesis proporcionan informacion valiosa para el posterior desarrollo y

evaluacion de dietas adecuadamente balanceadas para los reproductores de N. davidi.
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CAPITULO 6

Consideraciones finales






El cultivo de camarones ornamentales de agua dulce puede desarrollarse en tanques pequefios
que se pueden mantener en un laboratorio, en una casa o0 en un garaje sin necesidad de acceder a
instalaciones de gran tamafio (Rhyne, 2010). Por ello, la acuicultura de especies ornamentales es
un emprendimiento que puede ser llevado adelante por pequefios, medianos o grandes
productores, e incluso junto con otras producciones obteniendo una buena rentabilidad. Sin
embargo, para que estos emprendimientos acuicolas tengan éxito en Argentina, es menester que
se avance en la investigacion sobre las especies de interés comercial (Luchini & Panné

Huidobro, 2008).

En este sentido, Neocaridina davidi es una de las especies con potencial para la produccion
acuicola que ya ha sido introducida en nuestro pais por medio de la importacion, y que
actualmente es comercializada como ornamental. Para avanzar sobre su cultivo es preciso
ampliar el conocimiento sobre su biologia reproductiva. En particular debe hacerse hincapié en
el estudio de los factores que regulan la produccion de crias, ya que el cultivo de camarones con
fines comerciales depende de una produccion continua de juveniles. Para maximizar la cantidad
y calidad de crias producidas, deben seleccionase reproductores de alta calidad y deben
implementarse condiciones de cultivo que permitan su 6ptima maduracion (Browdy, 1998;

Calado, 2008; Crocos & Coman, 1997).

El tamafio de los reproductores es uno de los principales factores a tener en cuenta en un
cultivo (Browdy, 1998). En N. davidi en particular, se encontré que la fecundidad actual, es
decir, el numero de juveniles eclosionados por hembra por puesta, depende del peso materno
pero no del peso paterno. Para hembras de entre 40 y 110 mg el promedio fue de 29,15 + 15,47
juveniles eclosionados por puesta por hembra. Por lo tanto para un cultivo comercial se sugiere
utilizar hembras reproductoras de aproximadamente 80 a 100 mg de peso corporal, para obtener
asi un maximo rendimiento reproductivo. Este rango de peso fue el utilizado para evaluar otro
factor que puede relacionarse con la fecundidad en un cultivo: la coloracion materna (Nordeide

et al., 2008, 2013). Se obtuvo en promedio una fecundidad de 0,40 £ 0,12 juveniles eclosionados
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por puesta por mg de hembra, y se encontrd que esta variable esta relacionada negativamente a la
coloracion materna. Esta disminucion de la fecundidad con el aumento de la coloracion en las
madres se debe probablemente a una menor supervivencia de sus embriones. Esto se relacionaria
a un menor contenido de carotenoides en los huevos producidos por las hembras méas coloreadas.
Los carotenoides son Unicamente incorporados a través de la dieta y al utilizarse en gran parte
para la coloracion corporal en las hembras intensamente coloreadas, se derivaria una menor
cantidad a sus huevos. En cambio, en las hembras poco coloreadas, un mayor contenido de
carotenoides en los huevos supondria una mayor supervivencia y calidad de los embriones que
produce (Nordeide et al., 2008, 2013). Para corroborar esta explicacion, en estudios futuros seria
necesario evaluar el efecto de la coloracién materna sobre la fecundidad realizada, es decir, el
namero de huevos producidos por puesta por hembra, y sobre la supervivencia de los embriones.
A su vez, la medicién del contenido de carotenoides tanto en los huevos como en las hembras
inmediatamente luego del desove, contribuiria a estudiar el posible compromiso entre la

asignacion de carotenoides a la coloracion corporal y a la progenie.

En base a lo expuesto anteriormente, la seleccion de hembras reproductoras poco
coloreadas y de gran tamafio incrementaria la produccién de juveniles por puesta. Por otro lado,
se encontrd un aumento de la coloracién de las hembras con la edad, incluso luego de alcanzada
la madurez sexual. Este resultado tiene importancia en cuanto al cultivo ornamental, debido a
que el precio de venta de los camarones depende de su coloracién (Ruangdej & Laohavisuti,
2014). En el caso de N. davidi, la cria de los ejemplares por lo menos hasta los 180 dias de edad
resultaria en la obtencién de camarones intensamente coloreados aumentando asi su valor
comercial. Adicionalmente no se encontré una asociacién entre la coloracion materna y la

coloracion de las crias una vez alcanzada la madurez sexual.

La nutricion de los reproductores es otro factor que esta estrechamente relacionado con el
éxito en la reproduccion (Bray & Lawrence, 1992). En los ensayos descriptos en los capitulos 3

y 4 los camarones fueron alimentados diariamente con un alimento comercial para peces
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tropicales (TetraColor®). Luego, se compard su desempefio con otros dos alimentos disponibles
en el mercado: un alimento comercial para crustaceos (Crusta Sticks®) y uno para peces
ornamentales (Basic®). Los tres alimentos proporcionaron una nutricion adecuada para la
reproduccion en N. davidi, obteniéndose una fecundidad realizada relativa similar entre
alimentos. Su promedio fue de 0,51 + 0,08 huevos por mg para el alimento TetraColor®, 0,62 +
0,03 para el alimento Crusta Sticks® y 0,49 + 0,04 para el alimento Basic®. En cambio, se
alcanz6 una mejor fecundidad actual relativa con TetraColor® que con los otros alimentos,
promediando 0,34 + 0,05 juveniles eclosionados por mg. La fecundidad actual relativa obtenida
al alimentar a los reproductores con el alimento Crusta Sticks® fue de 0,14 + 0,05, mientras que
con Basic® se obtuvo un valor de 0,18 + 0,06 juveniles eclosionados por mg. Es decir, el
namero de juveniles eclosionados por hembra fue aproximadamente un 50 % mayor para el
alimento TetraColor® comparado con los otros probablemente debido a su alto contenido de
carotenoides. Con referencia a lo anterior se hallé que el contenido de carotenoides de los huevos
desovados por hembras alimentadas con dicho alimento, fue considerablemente mayor que en los

otros casos.

Luego de la eclosion, el siguiente paso en el cultivo de N. davidi es la fase de crecimiento
de los juveniles. La obtencion de huevos y juveniles de dptima calidad es fundamental para
obtener el maximo rendimiento de la produccion (Racotta et al., 2004). Entre los diversos
criterios utilizados con frecuencia para evaluar la calidad de la progenie se encuentra el
monitoreo de la supervivencia en etapas tempranas (Bray & Lawrence, 1992). Tanto para el peso
parental como para los otros dos factores analizados (coloracién materna y dieta de los

reproductores), la supervivencia de la progenie se mantuvo siempre por encima del 80 %.

Otro criterio que se ha propuesto es el tamafio de los huevos o embriones, ya que podria
reflejar la cantidad de reservas contenidas en el vitelo y tiene la ventaja de ser una variable mas
facil y rapida de evaluar (Clarke, 1993). Tanto el volumen como el peso de los huevos

fecundados fueron similares para las tres dietas evaluadas. De igual modo, el peso de los
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Juveniles | no se vio afectado por el peso materno, el peso paterno, la coloracion materna o la
dieta de los reproductores. Sin embargo, la cantidad de gotas lipidicas encontradas en la regién
del 6rgano perigéstrico en los juveniles | fue menor para los reproductores alimentados con el
alimento Crusta Sticks®. Ambos resultados en conjunto sugeririan que el tamafio de los huevos
no seria un buen indicador de las reservas energéticas que contiene. En relacion a esto, es
importante sefialar que no fue posible medir la composicion bioquimica de los Juveniles | por ser
su masa insuficiente. Pero la medicion de las gotas lipidicas en la region del 6rgano perigéstrico
podria ser una aproximacion sencilla cuando no sea posible aplicar otras metodologias mas

precisas.

La composicion bioquimica de larvas y juveniles también se utiliza como criterio
predictivo de su calidad (Calado, 2008; Racotta et al., 2003). En particular, para evaluar la
calidad de progenie en relacion al tamafio parental y a la coloracion materna, se midio su
contenido de lipidos, proteinas y glucdgeno luego de un periodo de crecimiento de 60 y 30 dias,
respectivamente. La composicién bioquimica fue similar para las crias independientemente del

tamafio o color de los reproductores.

La tasa de crecimiento es también utilizada para identificar tempranamente en un cultivo a
los animales fuertes y sanos (Bray & Lawrence, 1992). El peso de los reproductores y la
coloracion materna no afectaron el incremento en peso de las crias evaluado en los 60 dias
posteriores a la eclosién. Sin embargo, se observo que fue mayor para las crias hembras que
para las crias machos en el periodo comprendido entre los 30 y 60 dias luego de la eclosion.
Estos resultados son consistentes con los hallados en el capitulo 2, donde se observé que el peso
de las hembras y los machos es similar hasta los 45 dias de edad. En ese punto se empez6 a
observar un aumento del peso mas acelerado en las hembras y finalmente a los 54 dias se

encontro un dimorfismo sexual significativo respecto al tamafio.

Por otro lado, el crecimiento de los juveniles se vio afectado por la calidad del alimento de
los reproductores. En la prueba de restriccion nutricional utilizada para comparar el desempefio
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de las dietas, se encontré que con el alimento Basic® las crias alcanzaron un peso menor. Si bien
no hubo diferencias significativas entre el alimento TetraColor® y el alimento Crusta Sticks®, el
crecimiento de los juveniles fue un 23 % mayor para el dltimo. Esto probablemente se deba a su
alto contenido de acidos grasos poliinsaturados n-3. Por lo tanto, teniendo en cuenta ésta y las
otras variables anteriormente mencionadas, el alimento Crusta Sticks® seria el mas adecuado de
los ensayados para la etapa de crecimiento en el cultivo de N. davidi. Estos primeros ensayos
sobre dietas comerciales para el cultivo de Neocaridina davidi pueden constituir la base de
ensayos para otras formulaciones comerciales y/o el disefio de dietas especificas para la

especie.

Dadas las consideraciones que anteceden se puede concluir que, a diferencia de la dieta, el
tamafio de los reproductores y la coloracion materna no afectaron la calidad de las crias
resultantes. De este modo se puede proceder a la seleccion de reproductores con alto rendimiento

reproductivo sin comprometer la calidad de progenie obtenida.

Por altimo, es importante destacar que el cultivo de camarones requiere del desarrollo de
pruebas estandarizadas simples, precisas y replicables para determinar la viabilidad de las crias
producidas. Pero son pocos los parametros que se han correlacionado con los resultados a largo
plazo, es decir, en la fase de crecimiento del cultivo (Bray & Lawrence, 1992). En la presente
tesis se ensayaron una variedad de criterios para evaluar la calidad de progenie, aplicados
tanto en huevos y juveniles recién eclosionados, como etapas avanzadas del crecimiento. Su uso
se puede extender a futuras investigaciones que evallen diversas condiciones de cultivo de los
reproductores, y a la industria ornamental para monitorear el progreso del cultivo. Ademas de
estas contribuciones respecto a la acuicultura de N. davidi, se obtuvieron resultados de
importancia tedrica que contribuyen a la comprension de los factores que afectan la inversion
materna y consecuentemente la calidad de progenie en N. davidi en particular, y en los
camarones carideos en general. Del mismo modo se ampli6 el conocimiento sobre su dimorfismo

sexual, evidenciandose diferencias en la forma general del caparazén entre hembras y machos
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adultos. Estas diferencias corresponden a cambios alométricos, y pueden interpretarse como un

efecto directo del crecimiento.
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