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Resumen

Esfuerzo reproductivo en el limite de la distribucion geogréfica: el

cangrejo violinista Leptuca uruguayensis como modelo

El cangrejo violinista Leptuca uruguayensis tiene como limite sur de su
distribucion geografica la provincia de Buenos Aires, Argentina, donde la
temporada reproductiva es corta. El objetivo de esta tesis fue estimar el esfuerzo
reproductivo y comprender la estrategia de inversidn energética que poseen las
hembras de esta poblacion en un estuario templado. En primer lugar, se estudio
el patron reproductivo de L. uruguayensis con una aproximacion experimental en
campo y laboratorio. Se registraron el tamafio de las hembras, el tiempo de
incubacion, el numero de puestas que tienen y el tiempo entre las mismas.
Luego, se evaluo la variacion del estadio de desarrollo del ovario y el volumen
del ovario y del hepatopancreas a lo largo de la temporada reproductiva.
Ademas, se analizaron las reservas en estos Organos mediante analisis
bioquimicos. Esto permitid reconocer en la temporada reproductiva tres
momentos, en cada uno de los cuales se registrdO un evento de puesta en la
poblacién. Debido a que las hembras de esta especie atraviesan dos temporadas
reproductivas como adultas, se determiné que en el primer ciclo reproductivo, las
hembras medianas y chicas pueden tener como maximo una puesta, mientras
gue, en el segundo ciclo reproductivo de sus vidas, las hembras grandes pueden
tener hasta dos puestas. Ademas, se evidencié que las hembras emplean una
estrategia reproductiva mixta en el manejo de la energia para la reproduccion.
Para conocer si el desempeiio reproductivo de las hembras se modifica a lo largo

de su vida, se evaluaron variables reproductivas teniendo en cuenta el ciclo
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reproductivo que atraviesan las hembras y el momento de la temporada
reproductiva. Si bien las hembras de primer ciclo reproductivo mostraron menor
fecundidad, el rendimiento reproductivo fue similar para todas las hembras, en
todos los momentos de la temporada reproductiva. El volumen del huevo y los
carotenoides se vieron afectados por los momentos de la temporada
reproductiva y, la calidad nutricional de los huevos, por el ciclo reproductivo de
la hembra. Debido a que se observo que sélo las hembras grandes son capaces
de tener dos puestas en la misma temporada reproductiva, se evalué la dinamica
energética y el desemperio reproductivo de éstas. Se comprob6 que las hembras
grandes tienen la primera puesta de la temporada reproductiva utilizando
mayoritariamente la estrategia de capitalizacién. Dos meses mas tarde, tienen la
segunda puesta utilizando en mayor medida la estrategia reproductiva de uso
inmediato, mediante el incremento de la ingesta de energia evidenciado por el
aumento en la tasa de alimentacion. Las puestas de huevos producidas por las
hembras en la primera puesta mostraron mayor fecundidad y peso que aquellas
puestas que fueron producidas en la segunda puesta. Sin embargo, la energia
asignada por las hembras grandes de L. uruguayensis a cada embrion fue similar
en ambas puestas. Los resultados de este trabajo evidencian como las hembras
de L. uruguayensis utilizan la energia disponible cuando la ventana de
condiciones Optimas para reproducirse es estrecha, aplicando una estrategia
reproductiva mixta que maximiza el uso de recursos asegurando un proceso

reproductivo exitoso.

Palabras clave: cangrejo violinista, carotenoides, ciclo reproductivo, ingesta de

energia, estrategia reproductiva de capitalizacion, estrategia reproductiva de uso
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inmediato, fecundidad, Leptuca uruguayensis, nimero de puestas por hembra,
patron de puesta, rendimiento reproductivo, reservas en ovario y

hepatopancreas, tamafio de la hembra, volumen del huevo.

Vi



Abstract

Reproductive effort at the limit of geographical distribution: the fiddler

crab Leptuca uruguayensis as a model

The southern limit of the geographical distribution of the fiddler crab
Leptuca uruguayensis is in the province of Buenos Aires, Argentina, where the
reproductive season is short. The aim of this thesis was to estimate the
reproductive effort and to understand the energy investment strategy displayed
by the females of this population in a temperate estuary. First, the reproductive
pattern of L. uruguayensis was studied with an experimental approach in the field
and in the laboratory. The size of the females, brooding time, number of spawns,
and time between spawns, were recorded. Also, the variation of the
developmental stage of the ovary and the volume of the ovary and
hepatopancreas throughout the reproductive season were evaluated. In addition,
the reserves in these organs were studied by biochemical analyses. Three
periods in the reproductive season were recognized, with a population spawning
event recorded in each one. Since the females of this species go through two
reproductive seasons as adults, it was determined that in the first reproductive
cycle, the medium and small females can have a maximum of one spawn, while
during the second reproductive cycle of their lives, the larger females can have
up to two spawns. In addition, it was evidenced that females use a mixed
reproductive strategy in managing energy for reproduction. To determine whether
the reproductive performance of females is modified throughout their lives,

reproductive traits were evaluated considering the reproductive cycle of females
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and the period of the reproductive season. Although females in the first
reproductive cycle showed lower fecundity, reproductive performance was similar
for all females, at all periods of the reproductive season. Egg volume and
carotenoids were affected by the periods of the reproductive season, whereas
egg nutritional quality, by the female reproductive cycle. Since only large females
can have two clutches in the same reproductive season, their energetic dynamics
and reproductive performance were evaluated. Large females have the first
spawn of the reproductive season using mostly the capital breeding strategy. Two
months later, they have the second spawn increasing the using of the income
breeding strategy, through increased energy intake, evidenced by increased
feeding rate. Egg clutches produced by females in the first spawn showed higher
fecundity and weight than clutches produced in the second spawn. However, the
energy allocated by large females of L. uruguayensis to each embryo was similar
for both strategies. The results of this thesis evidence how the females of L.
uruguayensis use the available energy when the optimal reproduction window is
narrow, applying a mixed reproductive strategy that maximizes the use of

resources, ensuring a successful reproductive process.

Keywords: capital breeding strategy, carapace size of the female, egg volume,
energy intake, fecundity, fiddler crab, income breeding strategy, Leptuca
uruguayensis, number of spawns per female, ovary and hepatopancreas

reserves, reproductive cycle, reproductive performance, spawning pattern.
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1.1. Costo de la reproduccion e inversion energética

La reproduccion es un proceso costoso que puede generar conflictos con
otros aspectos de la vida de los animales, como el crecimiento y la supervivencia
(Bell, 1980; Stearns, 1989; Reznick et al., 2000). Los recursos destinados a cada
aspecto dependerén del equilibrio entre la disponibilidad y la demanda de éstos,
que puede variar segun la etapa de la vida de los individuos, la estrategia
reproductiva y las condiciones ambientales (Reznick, 1985; Barnes y Partridge,
2003). El paradigma de la seleccién natural promueve los fenotipos que
maximizan el fitness, por lo tanto, el modo en que los animales obtengan y
administren los recursos definira la estrategia utilizada para la reproduccién

(Calow y Townsend, 1981; Stearns, 1992; Roff et al., 2002).

Los costos fisiolégicos de la reproduccién se pueden medir como la energia
asignada a las actividades reproductivas (Callow, 1979), de modo que un
aspecto interesante es relacionar la derivacion de energia considerando la
dindmica del periodo reproductivo (Houston et al., 2007). En funcion de como se
administra la energia derivada a la reproduccién, se plantearon dos hipoétesis
principales denominadas capital breeding strategy e income breeding strategy

(Drent y Daan, 1980; Jonsson, 1997).

En la capital breeding strategy la adquisicién de alimento y la reproduccién
ocurren en momentos diferentes ya que, en los meses previos a la temporada
reproductiva, los organismos obtienen el alimento que se almacena en forma de
metabolitos conformando una fuente de energia que sera utilizada luego, durante
la temporada reproductiva (Stearn, 1992; Ejsmond et al., 2015). La principal

ventaja de esta estrategia es que desacoplan las actividades de forrajeo y
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reproduccion, lo cual aumenta la eficiencia de ambos procesos (Jénsson, 1997;
Stephen et al., 2009). Ademas, el hecho de tener reservas energéticas asegura
que la reproduccion pueda ocurrir temprano en la temporada reproductiva,
independientemente de situaciones impredecibles (Stephen et al., 2009; Varpe
et al., 2009). La principal desventaja es, desde una perspectiva energética, que
el almacenamiento de metabolitos implica costos de mantenimiento (Jonsson,

1997; Williams et al., 2017).

En el caso de la income breeding strategy los individuos utilizan de manera
inmediata el alimento adquirido durante la temporada reproductiva para madurar
la génada, lo cual resulta eficiente en términos energéticos (Stearn, 1992). Esta
estrategia permite que los individuos sostengan temporadas reproductivas largas
con la posibilidad de producir mas progenie si las condiciones ambientales son
favorables, pero resulta riesgosa si algun evento adverso impide que puedan
alimentarse o se reduce la disponibilidad de alimento, ya que esto podria implicar
la pérdida total de la oportunidad de reproducirse ese afio (Jonsson, 1997;
Stephen et al., 2009). La estrategia implementada dependera de las condiciones
fisiologicas de los organismos y ambientales del entorno (Drent y Daan, 1980;

Stephen et al., 2009).

Estas estrategias son consideradas como los extremos de un gradiente
donde un individuo que empieza la temporada reproductiva utilizando la energia
almacenada para reproducirse, puede continuar el proceso mediante la energia
captada directamente de la fuente de alimento presente en el ambiente (Houston
etal., 2007; Zeng et al., 2014). También se ha observado que la edad o el tamafio

puede determinar la estrategia utilizada ya que, para los organismos jovenes y



pequefios, es dificil alcanzar la temporada reproductiva con reservas, porque

aun contindan creciendo (Thomas, 1988).

Si bien los principales trabajos sobre estas estrategias se refieren a aves y
mamiferos, en los Ultimos afios se han realizado diferentes estudios en
crustaceos decdpodos, especialmente en cangrejos braquiuros como Carcinus
maenas (Griffen et al., 2011), Callinectes danae (Zara et al., 2011) y Eriocheir
sinensis (Yu et al., 2007). Los primeros resultados indicaron que los braquiuros
utilizan principalmente la capital breeding strategy, ya que pueden almacenar
suficiente energia dentro de sus cuerpos para sustentar completamente el
proceso reproductivo (Bonnet et al., 2001; Griffen et al., 2011, 2012). Sin
embargo, posteriores estudios han revelado que no sélo existen especies en
donde predomina el uso de la income breeding strategy, como fue demostrado
para el cangrejo invasor Hemigrapsus sanguineus (Griffen et al., 2012), sino que
también pueden presentar estrategias mixtas, como el cangrejo semiterrestre

Aratus pisonii (Carver et al., 2021).

1.2 Reproduccion en crustaceos decapodos

El estudio de la reproduccion en los crustaceos decapodos puede ser
abordado desde diversos enfoques (Hines, 1991; Correa et al., 2003; Hayes et
al., 2013; Pamuru, 2019; Jayasankar et al., 2020). En particular, los trabajos
realizados en hembras suelen orientarse al estudio de la dinAmica energética
entre el hepatopancreas y el ovario, a la evaluacion de la calidad y la cantidad
de los oocitos, los huevos y las larvas, asi como también al cuidado parental

(Kyomo, 1988; Hines, 1992; Rodriguez Jaramillo et al., 2021). En este estudio



nos centraremos en los ciclos de maduracion ovarica, que incluyen desde el

aporte energético del hepatopancreas, hasta la puesta de huevos.

Los crustdceos decapodos presentan un ovario sacular donde se
encuentran los oocitos que aumentan de tamafio y cambian de coloracién
durante el ciclo reproductivo a medida que aumenta la composicion y la
proporcién de vitelo (Tsukimura, 2001; Peixoto et al., 2005; Lopez Greco, 2013).
Cuando comienza el proceso de maduracion ovérica, los oocitos producen los
primeros componentes del vitelo, principalmente proteinas, en un proceso

conocido como vitelogénesis | (Cai y Liu, 2017).

El hepatopancreas constituye el 6rgano mas grande del sistema digestivo
y es el principal 6rgano de reserva de los crustaceos decapodos, donde
acumulan metabolitos como lipidos, proteinas y glucégeno, que producen
energia para sustentar el crecimiento somatico, la muda y el proceso
reproductivo (Vogt, 2019). Durante la vitelogénesis Il, el hepatopancreas
vehiculiza mediante la hemolinfa algunos componentes, como precursores de
vitelina, que son captados por los oocitos para luego ser modificados y formar el
vitelo, que es una lipoglicocarotenoproteina (Sasaki et al., 1986; Lee y Chang,
1997; Tsukimura, 2001; Subramoniam, 2011; Guzman et al., 2020; Jayasankar

et al., 2020).

La tendencia general sobre la composicion bioquimica de los huevos de
los crustaceos decapodos con desarrollo indirecto sefiala que el componente
principal son las proteinas, en segundo lugar los lipidos y, finalmente, los
carbohidratos (Arcos et al., 2003; Garcia Guerrero, 2009). Las proteinas tienen

un papel fundamental como componentes estructurales del embrién y, bajo



ciertas condiciones, también se utilizan como fuente de energia (Clarke et al.,
1991; Gardner, 2001; Garcia Guerrero et al., 2003). Los lipidos son la fuente de
energia metabolica mas importante para el embrion en desarrollo y también son
componentes estructurales esenciales de las membranas celulares y de las
hormonas (Nates y McKenney Jr., 2000; Roustaian et al., 2001). Los
carbohidratos son importantes en el ciclo de Krebs, en el almacenamiento de
glucégeno, en la sintesis de quitina y en la formacion de esteroides y &cidos
grasos, aunque su rol en la reproduccion es menor respecto de los lipidos,
probablemente debido a su menor rendimiento calérico (New, 1976; Rosa y
Nunes, 2002). Ademas, el vitelo estd compuesto por carotenoides provenientes
de la dieta, ya que los crustdceos no pueden sintetizarlo. Estos aportan
proteccién antioxidante a las células y favorecen el desarrollo embrionario ya que
aumentan la tolerancia al estrés, promoviendo el crecimiento y la sobrevida
(Yamada et al., 1990; Lorenz, 1998; Darachai et al., 1999; Lifidn Cabello et al.,

2002).

Para determinar el costo de la reproduccion debe evaluarse el desempefio
reproductivo, que se considera tanto como la cantidad y calidad la progenie
producida como también la inversion energética de los parentales, con lo cual la
evaluacion del esfuerzo reproductivo resulta compleja (Reznick, 1985; Clarke,
1987). Sin embargo, existen algunas aproximaciones que son Utiles para hacer
comparaciones tanto entre poblaciones como entre individuos (Hines, 1992;

Hartnoll, 2006).

% indices gonadosomatico y hepatosomatico



El estadio de desarrollo ovarico puede determinarse de manera
macroscopica (color, peso y forma del ovario) o microscopica (cortes
histologicos) y evaluarse de forma cualitativa o cuantitativa (Lépez Greco, 1997;
Brewer et al., 2008). Uno de los métodos cuantitativos mas utilizados para la
estimacion del estadio de desarrollo ovarico es el indice gonadosomatico que,
usualmente, es calculado como la relacion porcentual entre el peso del ovario y
el peso de la hembra (Grant y Tyler, 1983). Ademas, debido a que las reservas
del hepatopancreas son movilizadas para madurar la génada, una buena
estimacion para evaluar la dindmica energética es relacionar el indice
gonadosomatico con el indice hepatosoméatico, que es la relacién porcentual
entre el peso del hepatopancreas y el peso de la hembra (Janz et al., 2001;
Hasek y Felder, 2005; Shafi, 2012; Parker et al., 2018).

Si bien esta metodologia es simple de aplicar y, en conjunto, ambos
indices son una aproximacion Gtil del esfuerzo reproductivo (Granty Tyler, 1983),
cabe aclarar que tienen algunas limitaciones. Por ejemplo, es importante
considerar si los indices son determinados con el peso humedo o seco de los
organos y los animales, la fase del ciclo de la muda en la que se encuentra el
animal, el grado de sincronismo en la vitelogénesis respecto del tamafio de la
hembra, entre otros (Castille y Lawrence, 1989; Sudha y Anilkumar, 1996;

Courtney et al., 1995; Brewer et al., 2008; Flores et al., 2019).

* Fecundidad

Otra variable reproductiva de importancia que permite caracterizar y
comparar el desempeiio materno es la fecundidad, que puede medirse de tres
formas. La fecundidad potencial implica contar el nimero de oocitos maduros
que se encuentran dentro del ovario mediante técnicas histolégicas y de
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microscopia o recuento directo en el ovario cuando los oocitos son muy grandes
(Steachey y Somers, 1995). Sin embargo, existen otras aproximaciones como
determinar la fecundidad realizada, donde se cuenta el niumero de huevos
presentes en los pledpodos (sea el total o una estimacion a partir de
submuestras), o la fecundidad actual, que consiste en contar el nUmero de larvas
o0 juveniles eclosionados (Steachey y Somers, 1995; Lopez Greco et al., 2000;

Lépez Greco y Rodriguez, 2004; Ramirez Llodra, 2002; Militelli et al., 2019).

# Rendimiento reproductivo

La relacién entre el tamafio total de la puesta de huevos producidos
respecto del tamafo de la hembra se conoce como rendimiento reproductivo
(reproductive output, sensu Hines 1991, 1992). Es un estimador de la proporcién
de la energia del cuerpo de la hembra que es destinada a la reproduccién y
constituye otra aproximacion para evaluar el esfuerzo reproductivo (Lopez Greco
et al., 2000; Tsujimoto et al., 2016). Hines (1982) estimd para una variedad de
especies de crustaceos decapodos que el peso de la masa de los huevos suele
ser de alrededor del 10% del peso de la hembra, ya que el espacio dentro del

cefalotérax para la acumulacién de vitelo en el ovario es limitado.

®* Volumen del huevo

El volumen del huevo es una variable util para evaluar el esfuerzo
reproductivo de las hembras ya que la menor cantidad de vitelo acumulada en
los oocitos podria devenir en un menor tamafio del embrion, lo cual posiblemente
afecte el desempefio de las larvas y, por ende, a la proOxima generacion de
individuos (Kuris, 1990; Moran y McAlister, 2009). Usualmente suelen medirse

los huevos bajo lupa o microscopio para determinar los diametros y aproximar al



volumen de una esfera o una elipse, dependiendo la forma del huevo (Steele y
Steele, 1975; Wenner et al., 2017). Para realizar comparaciones es importante
considerar que los huevos sean medidos en similares momentos del desarrollo
embrionario ya que el tamafio del huevo aumenta a medida que éste avanza,
tanto por el propio crecimiento embrionario como por la acumulacion de agua

(Stevens, 2006; Gonzalez Pisani et al., 2013).

1.3 Moduladores de la reproduccidon en crustaceos

decapodos

Los crustaceos decapodos son un grupo altamente diverso morfolégica y
fisiolégicamente, que incluye alrededor de 15000 especies distribuidas en
ambientes marinos, de agua dulce y terrestres alrededor del mundo (Martin y
Davis, 2001; De Grave et al., 2009), cuya reproduccion tiene numerosos

moduladores.

Los mas estudiados son la temperatura, la salinidad, la disponibilidad de
alimento, el fotoperiodo y la fluctuacion del ciclo de mareas y del ciclo lunar
(Kleppel y Burkart, 1995; Gelin et al., 2001; Ferrero et al., 2002; Matsuda et al.,
2002; Anger, 2003; Nagaraju, 2011, Balifia et al., 2018; Johnston y Yeoh, 2021).
En aquellas especies que tienen una amplia distribucién latitudinal, la
combinacion de factores modulan fuertemente la extension de la temporada
reproductiva (Oliphant et al., 2013; Thatje y Hall, 2016). Por lo tanto, a latitudes
mas altas, se ha observado que algunas especies presentan cambios de
reproduccion anual a estacional (Bauer, 1992, Defeo y Cardoso 2002; Lester et

al., 2007) o mayor edad/ tamafio en la madurez sexual (Defeo y Cardoso, 2002;



Brante et al., 2003), como consecuencia del estrés fisiolégico que representa

alejarse del centro de la distribucion geografica (Lester et al., 2007).

Las especies que habitan climas tropicales, donde el fotoperiodo y la
temperatura son constantes en los meses del afio, suelen presentar
reproduccion anual con varios eventos reproductivos durante el afio, mientras
que, hacia los polos, se observa una tendencia hacia la reproduccion estacional,
donde las temporadas reproductivas quedan acotadas a los meses de altas
temperaturas y mayor fotoperiodo (Sastry et al., 1983; Clarke, 1987; Pinheiro y

Fransozo, 2002; Bertini et al., 2004; Boa y Garcia, 2015; Grassi et al., 2018).

Para una misma especie, se ha observado que el tamafio de los individuos
aumenta con la latitud, es decir, que en el clima templado se registran animales
de mayor tamafio (Bauer, 1992; Castilho et al., 2007). En crustaceos decéapodos,
esto repercute directamente en variables como la fecundidad, debido a la
estrecha relacion entre el ancho del caparazon de las hembras con la capacidad
de portar huevos (Hines, 1982, 1988; Fox y Czesak, 2000). De esta manera, las
poblaciones que habitan en latitudes mas altas invierten energia en crecer y
acumular reservas durante los meses previos a la temporada reproductiva y asi,
tener menos puestas, pero con mayor numero de huevos cada una (Castilho et

al., 2007; Wehrtmann et al., 2012).

En los crustaceos decdpodos, que son ectotérmicos, la temperatura tiene
un efecto importante en su crecimiento (Azra et al., 2020). El tamafio de las
hembras es considerado uno de los factores que mas modulan la calidad de la
progenie (Garcia Guerrero y Hendrickx, 2004; Birkeland y Dayton, 2005;

Marshall y Keough, 2007; Bert et al. 2016; De Grande et al., 2021a). El concepto
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de calidad de progenie serefierealafic al i ldhauce vdadicpl | thadrdao.
El primero se define como la capacidad de un huevo para ser fecundado y
desarrollarse, mientras que el segundo se refiere a la condicion fisioldgica y el

desempeiio de las larvas (Holcomb et al., 2004).

A partir del estudio del tamafio en los crustaceos decapodos es posible
establecer diferentes pardmetros. La talla de madurez sexual y los patrones de
crecimiento permiten determinar la estructura de las poblaciones y la esperanza
de vida. Entonces, es posible relacionar el tamafio de la hembra y el ciclo
reproductivo que estan atravesando con la cantidad de reservas acumuladas, la
madurez de la gonada y el momento del desove (Vaninni y Gherardi,1988; Lopez

Greco, 1997; Sampedro et al., 1999; Corgos y Freire, 2006).

Estas medidas también son utiles para la evaluacion de la edad de la
hembra, que impacta principalmente en las reservas energéticas de las hembras
y, como consecuencia, en la calidad de las sucesivas puestas (Wouters et al.,
1999; Wu et al., 2010; Jones et al., 2014). En particular, se puede observar como
los huevos de las primeras puestas se presentan en mayor cantidad, volumen 'y
calidad nutricional, lo cual favorece la supervivencia de las larvas (Tropea y
Lépez Greco, 2015; Teixeira et al., 2017). Sin embargo, existen algunos trabajos
gue contradicen esta tendencia ya que demuestran que las reservas pueden no
agotarse (Palacios et al., 2000) y la calidad de los huevos y las larvas pueden
aumentar a medida que las hembras tienen puestas sucesivas (Arcos et al.,

2005; Marciano et al., 2018).

El alimento presente en el ambiente es la fuente de nutrientes y, por ende,

de energia para los individuos de una poblacion. Por lo tanto, la alimentacion de
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los parentales puede modelar las caracteristicas de la descendencia (Sorensen
et al., 2009; Nagaraju, 2011; Emerenciano et al., 2013). Los crustaceos
decapodos, en general, presentan diversos habitos alimenticios que involucran
diferentes comunidades de animales, plantas, algas y bacterias, cuya presencia
en el ambiente se encuentra sujeta a variados factores ambientales que fluctian
a lo largo del afio (Fabiano y Danovaro, 1994; Cannicci et al., 2007; Josileen,
2011; Mao et al., 2016). Esta dindmica impacta en la calidad y en la cantidad de
reservas que los decidpodos pueden acumular (Yamaguchi, 2001; Sanchez Paz
et al., 2006; Sarapio et al., 2017) y, por lo tanto, es un factor que tendré influencia
en la duracién de la temporada reproductiva, el tiempo de interpuestas y el
namero de puestas, entre otras variables (Griffen y Norelli, 2015; Quintana et al.,

2015; Long et al., 2017).

Debido a que las proteinas y los lipidos conforman el sustento energético
para los embriones, la calidad y cantidad de estos nutrientes repercutird en su
desarrollo (Rani y Subramoniam, 1997; Mak et al., 2005; Rodriguez Gonzélez et
al., 2006). Se ha observado que en las hembras que presentan sus
hepatopancreas empobrecidos energéticamente, los ovarios son de menor
tamafo ya que disminuye la cantidad de vitelo en los oocitos (Vazquez Boucard
et al.,, 2004). Generalmente, esto se observa al final de la temporada
reproductiva, como consecuencia de agotamiento materno y/o como
consecuencia de un déficit en la alimentacion (Palacios et al., 2000; Arcos et al.,
2003; Vazquez Boucard et al., 2004; Tropea y Lopez Greco, 2015; Teixeira et

al., 2017).
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1.4 Cangrejo violinista

La familia Ocypodidae es un taxén de cangrejos braquiuros, entre los
cuales se encuentran los cangrejos violinistas, que presentan mas de 100
especies descritas y que habitan en zonas intermareales de estuarios tropicales,
subtropicales y templados de todo el mundo (Hodgson, 1987; Mouton y Felder,

1995; Naderloo et al., 2010; Rosenberg, 2013; Crane, 2015; Shih et al., 2016).

Los cangrejos violinistas llevan este nombre coloquial debido a su
dimorfismo sexual, ya que los machos no solo presentan mayor ancho de
caparazon que las hembras, sino que también poseen un quelipedo hipertrofiado
(Figura 1.1 A), que utilizan en combate o para cortejar a las hembras mediante
un movimiento ondulatorio del quelipedo hipertrofiado conocido como waving
(Hartnoll, 1969; Christy y Salmon, 1984). Por otro lado, las hembras son méas

pequefias y presentan dos quelipedos de similar tamafio que utilizan

principalmente para alimentarse (Figura 1.1 B) (Christy y Salmon, 1984).

Figura 1.1: Cangrejo violinista Leptuca uruguayensis. (A) Ejemplar macho donde puede
apreciarse el quelipedo de mayor tamafio y (B) Ejemplar hembra con ambos quelipedos
de similar tamafio. Autor de las fotografias: Alvaro Pérez Tort para ecoregistros.org.
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Los cangrejos violinistas construyen cuevas de diferentes formas y
tamafos, que utilizan como refugio de depredadores, para ocultarse durante la
marea alta y también durante el apareamiento (Ribeiro et al., 2005; 2016; Zhu et
al., 2012). En algunas especies, los machos y hembras se aparean en las cuevas
y las hembras ovigeras pueden, o no, permanecer en éstas durante el tiempo de
incubacion (Christy y Salmon, 1984; Ribeiro et al., 2010; Crane, 2015). Luego de
la eclosion, las larvas atraviesan un periodo en el mar y retornan como
megalopas que se asientan en el sustrato, donde comienzan a alimentarse y

crecer (Hartnoll, 1969; Rieger, 1996).

En general, los cangrejos violinistas tienen habito detritivoro, llevan porciones
de sedimento a la boca donde setas especializadas separan los detritos,
bacterias, algas y otros organismos infaunales de las particulas de sedimento.
El alimento es ingerido y las particulas de sedimento no deseadas son devueltas
al ambiente en forma de pellets alimenticios (Robertson y Newell, 1982a, b;
Colpo y Negreiros Fransozo, 2013; Di Virgilio y Ribeiro, 2013). La mayor
actividad de forrajeo ocurre durante la marea baja diurna que es cuando los
cangrejos se encuentran mas activos (De La Iglesia et al., 1994; Ribeiro e
Iribarne, 2011). Debido al movimiento que producen en el substrato donde
habitan, ya sea por la confeccion de cuevas o por la generacion de pellets
alimenticios y fecales, los cangrejos violinistas son considerados fingenieros de
los ecosistemasoy, por lo tanto, son fundamentales para el funcionamiento del
ecosistema (Botto e Iribarne, 2000; George et al., 2001; Giblock y Crain, 2013).
Ademas, se los considera indicadores de cambio climatico ya que se ha
observado el desplazamiento de algunas especies a mayores latitudes como

consecuencia del aumento de la temperatura (Johnson, 2014; De Grande et al.,
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2021b; Jimenez et al., 2022) y la transformacion del hbitat (Sanford et al., 2006;

Crane, 2015; Vermeiren y Sheaves, 2015).

1.5 Leptuca uruguayensis

Leptuca uruguayensis (Nobili, 1901) es un cangrejo Vviolinista cuya
distribucion tiene como limite norte el estado de Rio de Janeiro (22 ° S) en Brasil
y, como limite sur, la costa atlantica de Buenos Aires (36 ° S) en Argentina
(Figura 1.2), lo cual la define como la especie de cangrejo violinista con la

distribucién mas austral registrada (Crane, 2015).

La costa atlantica bonaerense es una region caracterizada por una mezcla
de aguas frias de la corriente de Malvinas y aguas mas calidas de la corriente de
Brasil, que tiende a incluir especies mas tolerantes a la variacion de temperatura
(Boschi, 2000). En particular, la Bahia Samborombén representa uno de los
humedales mas importantes de la Provincia de Buenos Aires y fue declarada
Sitio Ramsar en 1997 (rsis.ramsar.org). La Bahia Samboromboén se extiende
desde Punta Piedras (35A30Nj S, 56A45Nj O) h
57A23Nj O) y est§ formada por sedi mentos pr
Parand, generando extensas llanuras costeras y marismas (Violante et al.,
2001), que son bafadas por las aguas salobres del estuario del Rio de la Plata

(Boschi, 1988).

Si bien la poblacion de L. uruguayensis establecida en la Bahia de
Samborombén se considera la dltima poblacion estable y principal suministro
genético de las demas poblaciones que se encuentran hacia el sur de la provincia

de Buenos Aires (Bogazzi et al., 2001; Laurenzano et al., 2012), es posible
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encontrar poblaciones de L. uruguayensis en Mar Chiquita (Spivak et al., 1991),

Quequén (Boschi et al., 1992) y Bahia Blanca (Truchet et al., 2019).

Figura 1.2: Distribucion geografica
de Leptuca uruguayensis. El limite
norte de la distribucién geografica
de L. uruguayensis es el estado de
. Rio de Janeiro, Brasil, donde las
Brasil hembras se reproducen durante
todo el afio (Costa et al., 2006),
mientras que el limite sur es la
provincia de Buenos Aires,
Rlo de Janelrg Argentina, donde la mayoria de las
hembras se reproducen durante los
meses mas calidos (noviembre a
Ko deradtudis febrero). El area de estudio fue la
i localidad de General Lavalle, en la
Bahia de Samborombon.

Argentina

Buenos Aires

Se ha observado que en Brasil, al norte de la distribucién geografica, las
hembras tienen puestas en todos los meses del afio (Costa et al., 2006), mientras
que en el sur, Colpo y Lopez Greco (2017, 2018) determinaron que la temporada
reproductiva de L. uruguayensis comienza en el mes de noviembre y se extiende
hasta febrero, distinguible por una alta proporcién de hembras ovigeras en la
poblacién. Estos meses corresponden a la primavera y el verano en el hemisferio
sur y se caracterizan por temperaturas maximas promedio de 25,7 °C,
temperaturas minimas promedio de 14,6 °C, precipitaciones medias de 49 mmy

fotoperiodo promedio de 13,5 h de luz (weather-atlas.com). Debido a que las
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hembras de L. uruguayensis permanecen en las cuevas mientras estan ovigeras
(Christy y Salmon, 1984), se considera que la capacidad de alimentarse se
reduce durante el periodo de incubacion de los huevos. A continuacion, en
febrero se observan hembras con ovarios menos desarrollados y en marzo y
abril, las hembras se encuentran con ovarios no desarrollados y no es posible
detectar ninguna hembra ovigera, por lo que se considera una etapa post

reproductiva.

En los meses siguientes, correspondientes al otofio y al invierno, los
cangrejos atraviesan un periodo de baja actividad hasta el mes de agosto donde
comienzan a realizar actividades de forrajeo. En estos meses la temperatura
méaxima promedio es de 18,6 °C, la temperatura minima de 10,2 °C, las
precipitaciones medias de 39,2 mm y el fotoperiodo promedio de 10,8 h de luz
(weather-atlas.com). A partir de este momento, es posible identificar un aumento
de las reservas de lipidos y proteinas en el hepatopancreas (Colpo y Lépez
Greco, 2017, 2018). En octubre, se comienzan a distinguir hembras con ovarios
maduros, con lo cual se considera que se encuentran en una etapa pre-
reproductiva de preparacion para la siguiente temporada reproductiva (Colpo y

Lépez Greco, 2017, 2018).

Spivak et al. (1991) caracterizaron la estructura poblacional de L.
uruguayensis en Mar Chiquita y Armendariz y César (2006) en la Bahia de
Samborombdn. Estos trabajos determinaron que L. uruguayensis presenta una
distribucion bimodal de frecuencias de tallas durante la mayor parte del afio que
establece la presencia simultanea de dos o tres cohortes distinguibles a partir de
su rango de tamano. El rango de tamafos de las hembras grandes se caracteriza

por hembras adultas que miden mas de 12 mm de ancho maximo de caparazon
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al comienzo de la temporada reproductiva y que ya no se encuentran en la
poblacion al final de la misma (Spivak et al., 1991). Luego, se distingue el rango
de tamafos de hembras medianas que, en marzo, miden aproximadamente 9
mm, crecen lentamente durante el invierno y es posible encontrarlas ovigeras a
partir de diciembre con un ancho de caparazon entre 10 y 12 mm (Spivak et al.,
1991). El tercer rango de tamafios es el de las hembras chicas que comienzan
la temporada reproductiva en diciembre midiendo menos del tamafio
considerado para ser adultas (6,75 mm de ancho de caparazén; Hirose et al.,
2013), pero contindan creciendo durante la misma temporada y es posible
encontrarlas ovigeras en febrero, midiendo entre 7 y 10 mm de ancho de
caparazon (Spivak et al., 1991). Las hembras adultas son sexualmente activas
durante dos temporadas reproductivas y, por lo tanto, la esperanza de vida,

incluida la etapa larvaria, es de 2 afios (Spivak et al., 1991).

Si bien existen diversos trabajos donde se estudian variables reproductivas
de las hembras de L. uruguayensis (Costa et al., 2006; Hirose et al., 2013), son
pocos los que ahondan en cuestiones fisioldgicas y ecoldgicas relacionadas con
el desempefio reproductivo de esta especie. En consecuencia, la informacion
disponible sobre este tema es escasa en toda su distribucion latitudinal. Por otro
lado, trabajos recientes han relacionado el aumento de la temperatura con el
tamafo de la madurez sexual (De Grande et al., 2021a) y con la disminucion en
las reservas del hepatopancreas (Vianna et al.,, 2020) de L. uruguayensis.
También se ha reportado el desplazamiento de la especie hacia mayores

latitudes (Truchet et al., 2019).

Por lo tanto, L. uruguayensis se torna un modelo ideal para evaluar el

esfuerzo reproductivo y la estrategia de inversion energética en el sur de la
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distribucion geografica. Estos resultados ampliaran los conocimientos acerca del
esfuerzo reproductivo, de las estrategias reproductivas y de la estabilidad
poblacional. La informacion generada por este estudio proporcionara una
herramienta més para la prediccion de las consecuencias del calentamiento

global sobre los cangrejos violinistas.

1.6 Objetivo general y objetivos especificos

El objetivo general de este trabajo de tesis es estudiar las estrategias de
inversibn energética en reproduccibn que poseen las hembras de L.
uruguayensis en poblaciones con reproduccion estacional que se encuentran
hacia el sur de su rango de distribucion, donde presenta reproduccion estacional.

En este marco se plantean 3 objetivos especificos:

# Reconocer el patron reproductivo de las hembras de L. uruguayensis en
la poblaciéon estudiada con el fin de comprender las estrategias de
inversion energética.

«# Evaluar si el desempefio reproductivo de las hembras de L.
uruguayensis en una poblacién de clima templado estd modulado por el
ciclo reproductivo que atraviesan las hembras o por los momentos de la
temporada reproductiva.

«# Evaluar la dindamica energética y el desempefio reproductivo de
hembras grandes de L. uruguayensis para conocer como combinan las
diferentes estrategias reproductivas para tener su primera y segunda

puesta.
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1.7 Organizacion de la tesis

La tesis est4 organizada en 5 capitulos. En el capitulo 1 se resumen
brevemente los factores que modulan la reproduccion en crustaceos decapodos,
haciendo hincapié en los patrones de reproduccion y las estrategias de inversion
energética para reproduccion. Asimismo, se describen las particularidades de la
especie estudiada y se establecen las caracteristicas que la convierten en un

buen modelo para este estudio.

En el capitulo 2 se establece el patron reproductivo que tienen las
hembras de esta poblacion. Se realiz6 una aproximacion en campo y laboratorio
con el fin de determinar el tiempo de incubacién, el niumero de puestas por
temporada reproductiva, el tiempo de interpuestas y estudiar los principales
componentes bioquimicos en el hepatopancreas y el ovario durante la

temporada reproductiva.

En el capitulo 3 se evaluan dos factores que afectan el desempefio
reproductivo de las hembras: el ciclo reproductivo que estan atravesando
(primera o segunda temporada reproductiva de sus vidas) y el momento de la
temporada reproductiva (inicio, mediados o final). Para esto se tuvieron en
cuenta rasgos reproductivos como la fecundidad, el rendimiento reproductivo y

el volumen y composicién bioquimica de los huevos.

En el capitulo 4 se estudian las hembras grandes de L. uruguayensis con
el fin de relacionar el desempefio reproductivo con las dos estrategias de energia
para la reproduccion que estas hembras utilizan en una misma temporada

reproductiva.
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Por dltimo, en el capitulo 5 se integran los resultados obtenidos en los
capitulos anteriores en una discusion general. Finalmente se incluyen todas las

referencias bibliograficas en el capitulo 6.
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Capitulo?

Estudi o del patr
hembrlapt wi@au g u a

Los resultados de este capitulo han sido parcialmente publicados ¢

Marciano, A., Lgez Greco, L.S., and Colpo, K.D., 20Reproductive
patterns and energy management strategies of females of the fiddle
Leptuca uruguayensigith short reproductive seasons. Canadian JoL
of Zooloy. 99, 149159.



2.1 Introduccidén

La reproduccion es un proceso esencial en la vida de los organismos y, por
lo tanto, debe llevarse a cabo con éxito para asegurar la continuidad de la
especie (Bell, 1980; Salmon et al.,, 2001; Mgller et al., 2010). Aunque las
especies pueden tener diferentes estrategias reproductivas, identificar la
temporada reproductiva y cuales son los individuos de la poblacion que se estan
reproduciendo contribuye a predecir la cantidad y calidad de la descendencia
producida (Reid, 1987; Koivula et al., 2003; Harshman y Zera, 2007; Mgller et

al., 2010; Lv et al., 2020).

El momento y la duraciéon de la temporada reproductiva se ven afectados
principalmente por el fotoperiodo y la temperatura. En crustaceos, por ejemplo,
a medida que aumenta la latitud, la temporada reproductiva suele restringirse a
los meses de mayor temperatura, mientras que, en latitudes bajas, estos
animales pueden reproducirse durante todo el afio y tienden a tener mas puestas
por afio (Clarke, 1987; Castilho et al., 2007; Lester et al., 2007; Wehrtmann et

al., 2012; Faria et al., 2017; Johnston y Yeoh, 2021, entre otros).

En las hembras de los crustaceos decdpodos, los gastos de la reproduccion
estan relacionados principalmente con la vitelogénesis y el cuidado de los
embriones (Fernandez et al., 2000; Taylor y Leelapiyanart, 2001; Silva et al.,
2007; Oliveira et al., 2011; Simpson et al., 2015; Bert et al., 2016), dos procesos
en los que el hepatopancreas juega un papel importante, ya que contiene las
principales reservas de lipidos y glucogeno que abastecen las demandas
energeticas y aportan al ovario los nutrientes esenciales que seran trasferidos a

los embriones para su desarrollo (Subramoniam, 2011; Jimenez y Kinsey, 2015;
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Wang et al., 2015; Colpo y Lépez Greco, 2018; Vogt, 2019). Las proteinas,
lipidos, carbohidratos y carotenoides son los componentes necesarios para la
maduracion del ovario ya que determinan la calidad de los huevos, lo que
condiciona el éxito de las larvas (Holcomb et al., 2004). Son los componentes
estructurales y sustrato para el metabolismo energético de los oocitos y los

embriones (Gardner, 2001; Garcia Guerrero et al., 2003; Rosa et al., 2005).

Otro punto importante en la inversion energética para la reproduccion es
cOmo se gestiona esta energia. Se han propuesto, para diferentes artropodos,
aves, reptiles y mamiferos, dos estrategias principales denominadas capital
breeding strategy e income breeding strategy (Drent y Daan, 1980; Jonsson,
1997; Warner et al., 2008; Wessels et al., 2010; Bert et al., 2016; Williams et al.,
2017). Entre los diversos grupos de artropodos en los que se ha estudiado este
tema, como en el copépodo Calanoides acutus (Varpe et al., 2007) y en la mosca
Sarcophaga crassipalpis (Wessels et al., 2010), los cangrejos braquiuros han
sido considerados como animales que utilizan principalmente la capital breeding
strategy, ya que cubren |l os ficostoso de
acumuladas en el hepatopancreas (Ng et al., 2008; Zeng et al., 2014; Bert et al.,
2016; Griffen, 2018). Sin embargo, algunas especies de braquiuros pueden
presentar una estrategia mixta como Scylla serrata (Alava et al., 2007;
Brockerhoff y McLay, 2011; Zeng et al., 2014) y Aratus pisonii (Carver et al.,
2021). En este caso tienen puestas tempranas usando la capital breeding
strategy y puestas tardias usando directamente los recursos del medio ambiente
(sin previa acumulacion), es decir, la income breeding strategy. Esto dependera
principalmente del estado fisiolégico de las hembras y de las condiciones

ambientales, ya que aquellas hembras capaces de combinar las estrategias y
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aprovechar las ventajas de ambas podrian incrementar el rendimiento

reproductivo de la poblacion maximizando el uso de reservas acumuladas y la

disponibilidad de alimento en el ambiente (Griffen et al., 2012; Zeng et al., 2014;

Carver et al., 2021). Dado que para estas estrategias definidas originalmente en

inglés no existe una traduccion directa al idioma castellano, utilizaremos los
nombres degihastdrea capi t adpiialzbeeding sraiegypyar a | a
qgue i mplica fAacumularo previamente al per ?
hepatopancreas, y iestr at egi a de us oincomenbeedingt 00 pa
strategy, ya que implica la utilizacion directa del alimento para el proceso

reproductivo, sin acumulacion previa en el hepatopancreas.

El cangrejo violinista Leptuca uruguayensis habita en los estuarios templados
de Argentina, donde su temporada reproductiva se restringe a los cuatro meses
mas célidos (Armendariz y César, 2006; Ribeiro et al., 2016; Colpo y Lépez
Greco, 2017). En Mar Chiquita (Buenos Aires, Argentina), la esperanza de vida
de L. uruguayensis se estimé en dos afios (Spivak et al., 1991), por lo que los
individuos probablemente experimentan dos temporadas reproductivas durante
su vida. Si bien estos rasgos reproductivos son conocidos, existen otros aspectos
que quedan sin estudiar o son inciertos, y esto dificulta la comprension de las
estrategias que utiliza la poblacion para maximizar el uso de los recursos y

asegurar una descendencia exitosa.

25



2.2 Objetivo e hipotesis

El objetivo de este capitulo fue reconocer el patrén reproductivo de las
hembras de L. uruguayensis en una poblacion de la Bahia de Samborombdn con
el fin de comprender las estrategias de inversion energética en especies con una
ventana estrecha para la reproduccion. Para este objetivo, se desarrollé un
enfoque integrado a lo largo de la corta temporada reproductiva de este cangrejo
violinista para analizar el tiempo de incubacién, el patron de puestas modulado
por el tamafio de la hembra, el nUmero de puestas por hembra y el contenido de

reservas en el ovario y en el hepatopancreas.

Considerando que esta poblacion de L. uruguayensis tiene dos temporadas

reproductivas cortas durante su vida, se plantearon las siguientes hipétesis:

® Hipotesis 1: La estrategia que utilizan las hembras para administrar la
energia les permite tener mas de dos puestas por temporada

reproductiva.

® Hipdtesis 2: Las puestas multiples son posibles s6lo si L. uruguayensis

utiliza las estrategias reproductivas de capitalizacién y de uso inmediato.
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2.3 Materiales y metodos

2.3.1 Area de estudio

El trabajo de campo se llevé a cabo en un &rea de arena fangosa de
aproximadamente 3500 m?en | a zona intermareal
0, 30-58A 5 D) enlla localidad de General Lavalle, Buenos Aires,
Argentina. El area de estudio tiene unos 25 m de zona intermareal con una
pendiente suave de 3 a 5°. En este estuario, las mareas son semilunares y
semidiurnas, con una amplitud de aproximadamente 1 m en mareas sicigia (Acha
et al., 2008). Leptuca uruguayensis habita la zona alta del intermareal, que se
extiende de 8 a 10 m y que se descubre con cada marea baja, tanto de sicigia
como de cuadratura. El trabajo de campo se realiz6 durante las mareas bajas en

los dias de marea de cuadratura.

2.3.2 Tiempo de incubacion

El tiempo de incubacién de L. uruguayensis se evalué durante la
temporada reproductiva 2017 - 2018. Para esto se colectaron en el area de
muestreo 60 hembras adultas no ovigeras (ancho maximo de caparazén > 6,75
mm; Hirose et al., 2013) entre el 10 de noviembre de 2017 y el 1 de febrero de
2018. Se trasladaron al laboratorio en un recipiente adecuado y se dispusieron
individualmente en recipientes de plastico (31 x 24 x 19 cm) con 10 cm de
sedimento del ambiente para permitir que las hembras excaven (Figura 2.1 A).
El sedimento se mantuvo humedo con agua salina artificial mantenida a una
salinidad entre 12 y 20a . Los recipientes permanecieron a temperatura
ambiente (25 = 1 °C) y fotoperiodo de verano (14 h L: 10 h O) en el bioterio de

Ciudad Universitaria, Ciudad Autbnoma de Buenos Aires.
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Las hembras fueron controladas diariamente para registrar el dia de la
puesta (Figura 2.1 B), que se consider6 como el primer dia donde era posible
identificar la masa de huevos color violaceo intenso en el abdomen de la hembra
(Figura 2.1 C). Luego, las hembras eran revisadas diariamente y las puestas
examinadas para evidenciar el avance del desarrollo embrionario (Figura 2.1 D)
y detectar la eclosion de las larvas. El intervalo entre el dia del desove y el dia

de eclosion de las larvas se consider6é como el tiempo de incubacion.

Figura 2.1: Determinacion del tiempo de incubacién para Leptuca uruguayensis.
(A) Distribucion de los recipientes con hembras y sedimento en el bioterio de
Ciudad Universitaria. (B) Abdomen de una hembra sin huevos. (C) Abdomen de
una hembra con puesta de huevos con embriones en estadio inicial del
desarrollo. (D) Abdomen de una hembra con puesta de huevos con embriones
en estadio avanzado del desarrollo.
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2.3.3 Patron de puestas

Los resultados del tiempo de incubacidon se utilizaron para definir el
esquema de muestreo en el campo para reconocer el patrén de puestas de L.
uruguayensis. Esto permitio establecer un intervalo de tiempo adecuado para
realizar los muestreos en el campo y observar todos los posibles eventos de
puestas de las hembras. EI muestreo se realiz6 cada 14,7 + 2,1 dias desde el 18
de octubre de 2018 hasta el 27 de febrero de 2019, es decir, un total de nueve
fechas de muestreo (Tabla 2.1). Sélo el muestreo del 17 de diciembre no se pudo
realizar debido a las condiciones climaticas. En cada fecha de muestreo, dos
personas entrenadas recolectaron hembras adultas ovigeras y no ovigeras al

azar en el area de estudio durante 1 h.

Dado que las hembras de L. uruguayensis permanecen en las cuevas
durante el periodo de incubacién de los huevos (Ribeiro et al., 2016; Colpo y
Lépez Greco, 2017), se excavo a 40 cm de profundidad en el sedimento para
muestrearlas. En el campo, el ancho maximo del caparazon (AC) de las hembras
muestreadas se midié con un calibre (precisién 0,01 mm) y la proporcién de
hembras ovigeras se estimé a partir de la cantidad total de hembras adultas en
la poblacion. Ademas, a partir de su tamafio, se categorizé a las hembras adultas
en: hembras chicas (< 10 mm AC), hembras medianas (10 - 12 mm AC) o
hembras grandes (> 12 mm AC). En cada fecha de muestreo, se llevaron al
laboratorio hembras adultas no ovigeras y se estimoé la proporcion de hembras

ovigeras de cada rango de tamario.
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Tabla 2.1: Esquema de muestreo del cangrejo violinista Leptuca uruguayensis
para la temporada reproductiva 2018/2019 en la Bahia de Samborombén,
estuario del Rio de la Plata, Argentina.

Muestreos Fecha
1¢" muestreo 18 de octubre de 2018
29° muestreo 2 de noviembre de 2018
3¢ muestreo 16 de noviembre de 2018
4'° muestreo 30 de noviembre de 2018

Muestreo no realizado 17 de diciembre de 2018

5'° muestreo 28 de diciembre de 2018
6 muestreo 14 de enero de 2019
7™° muestreo 27 de enero de 2019
8Y° muestreo 13 de febrero de 2019
9"° muestreo 27 de febrero de 2019

2.3.4 Numero de puestas por hembra

Para estimar el nimero de puestas por hembra, las hembras adultas de
L. uruguayensis fueron confinadas en mesocosmos in situ y monitoreadas

durante la temporada reproductiva.

Los mesocosmos fueron cestas plasticas de 54 x 29 x 35 cm con
perforaciones de 5 mm en todos los lados para permitir el flujo de agua producido
por los ciclos de mareas. En la primera fecha de muestreo (18 de octubre de
2018) se distribuyeron aleatoriamente ocho mesocosmos en la zona alta del
intermareal, donde predomina L. uruguayensis. Los mesocosmos se rellenaron
hasta 30 cm de profundidad con sedimento del ambiente y se enterraron en el

sustrato (Figura 2.2 A).
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En la segunda fecha de muestreo (2 de noviembre de 2018), se
recolectaron, midieron e identificaron individualmente 55 hembras adultas sin
huevos utilizando marcas plasticas de diferentes colores que fueron adheridas al
caparazon (Figura 2.2 B). En esta fecha, sélo se encontraron hembras medianas
y grandes en el campo, por lo tanto, el nUmero de puestas se registré solo para
estos tamanos de hembras. En cada mesocosmos se agregaron siete u ocho
hembras, asi como también cinco machos maduros (ancho maximo de

caparazon > 12 mm) para asegurar el apareamiento.

La densidad de cangrejos en los mesocosmos fue similar a la registrada
en el campo, es decir, 70 cangrejos.m? (datos no publicados de K.D. Colpo).
Cada mesocosmos se cubrio con un bastidor de madera recubierto por una malla
plastica (2 mm?) conformando una tapa para evitar que los cangrejos escaparan,
pero permitiendo que el agua fluyera (Figura 2.2 C). En cada fecha de muestreo,
se levantaron las tapas de los mesocosmos, se excavo el sedimento del interior
y se revisO cuidadosamente en busca de las hembras. Se registré la identidad
de las hembras recuperadas a partir de las marcas de colores, y su estado de
ovigera o no ovigera. Con eso se pudo identificar cuantas puestas tuvo cada
hembra a lo largo de la temporada reproductiva. Los cangrejos se mantuvieron

en los mesocosmos durante todo el periodo de muestreos.
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Figura 2.2: Area de estudio y mesocosmos utilizados para evaluar al cangrejo violinista Leptuca
uruguayensis en el canal Saladero, estuario del Rio de la Plata, Argentina. (A) Vista general que
muestra la extension de la zona alta del intermareal (ZAl) habitada por L. uruguayensis y la
disposicion de algunos mesocosmos en el area experimental junto con un dispositivo de
proteccion, sefialado en la figura con un circulo. (B) Vista de un mesocosmo enterrado y lleno de
sedimento del ambiente con los cangrejos violinistas identificados. En el detalle un macho y una
hembra con marca plastica sobre el caparazon sefialada con una flecha. Barra de escala = 10 mm
(C) Vista de un mesocosmo cubierto por una malla plastica (2 mm?) sostenido por un marco de
madera, después de la incorporacion de los cangrejos.
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2.3.5 Condicion del ovario y hepatopancreas

Las hembras adultas no ovigeras colectadas durante 1 h en cada fecha
de muestreo fueron llevadas al laboratorio, sacrificadas después de ser
anestesiadas en frio durante 15 min, y luego disecadas para determinar el indice
gonadosomatico en base humeda (IGS = peso de la gbnada humeda / peso de
la hembra humeda) y el indice hepatosomatico en base humeda (IHS = peso del
hepatopancreas humedo / peso de la hembra humeda). La precision de la

balanza fue de 0,1 mg.

El desarrollo ovéarico se categorizO segun los valores de IGS, de la
siguiente manera: los ovarios incipientes tenian un IGS menor a 4 con un color
rosado; los ovarios en desarrollo tenian un IGS entre 8 y 4 con una coloracion
violdcea tenue y los ovarios desarrollados tenian un IGS mayor a 8 y

presentaban un color violaceo intenso (Figura 2.3).

B 0,5 mm
—

Figura 2.3: Vista dorsal de ovarios de Leptuca uruguayensis en diferentes estadios de
desarrollo. (A) Ovario incipiente (IGS < 4). (B) Ovario en desarrollo (4 < IGS < 8). (C) Ovario
desarrollado (IGS >8). H: hepatopancreas, Ov: ovario.
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Por otro lado, el contenido de nutrientes en el ovario y el hepatopancreas
(proteinas totales, lipidos totales y glucdgeno) se determind bioquimicamente
desde la segunda hasta la novena fecha de muestreo. Las proteinas y los lipidos
totales se determinaron en ovario y hepatopancreas, mientras que la

concentracion de glucégeno se midio solo en el hepatopancreas.

Para obtener la masa de tejido minima para realizar los analisis
bioguimicos, se combinaron los ovarios y el hepatopancreas de cinco hembras
con el mismo estadio de desarrollo ovarico. Cada uno de estos grupos se
consideré una réplica (entre 8 y 15 réplicas por fecha de muestreo, dependiendo
del numero de hembras muestreadas en cada fecha). El ovario y el
hepatopancreas de las hembras se almacenaron a -20 °C hasta el momento de

realizar los andlisis bioquimicos.

Para determinar la concentracion de proteinas totales, las muestras de

ovari o y hepatop8ncreas se homogenei zaron

con buffer Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), y luego se centrifugaron a 10.000 g durante
30 min en una centrifuga refrigerada (4 °C). Los sobrenadantes se diluyeron con
agua destilada, como se indica a continuacion: 1: 20 para el ovarioy 1: 3 para el
hepatopancreas (volumen: volumen). Las proteinas totales se determinaron
mediante el método de azul de Coomassie, en un espectrofotometro Shimadzu
UV1800 a 595 nm (Bradford, 1976). Se utilizé albumina de suero bovino como
estandar (Sigma-Aldrich®). Los valores se expresaron como mg de proteinas
totales/g de tejido. Para la determinacion de lipidos totales, las muestras de
ovari o y hepatop8ncreas se homogenei
de una mezcla de cloroformo y metanol (2: 1 volumen: volumen), luego se

mezclaron y centrifugaron con NacCl al 0,9% para separar la fraccion lipidica. Los
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lipidos totales se determinaron mediante el método de sulfofosfovanillina de
acuerdo con Folch et al. (1957) modificado por Frings et al. (1972) y medido con
un espectrofotémetro a 530 nm. Se utilizo aceite de oliva extra-virgen (Nucete®)
diluido con etanol absoluto para construir la curva estandar. Los valores se
expresaron como mg de lipidos totales/g de tejido. Para la determinacion de
glucégeno, se digirieron muestras de hepatopancreas hirviéndolas con solucién
alcalina (KOH 30%). Se utilizaron SOsNaz saturado, alcohol absoluto y
centrifugacion para lograr la precipitacion de glucégeno. El sedimento resultante
se disolvié con agua destilada. El glucogeno se determiné siguiendo el método
descrito por van Handel (1965) y se midié con un espectrofotometro a 620 nm.
Se us6 higado de conejo (Fluka®) para construir la curva estandar. Los valores

se expresaron como mg de glucégeno/g de tejido.

2.3.6 Analisis estadisticos

Los tamafos de las hembras que tuvieron 0, 1 o 2 puestas en los
mesocosmos se compararon mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una
via. La proporcion de hembras ovigeras entre el campo y los mesocosmos se
comparé mediante un modelo lineal generalizado (GLM). Debido a que en los
mesocosmos se encontraron solo hembras medianas y grandes, tales
comparaciones se realizaron con hembras de campo de los mismos rangos de
tamafo. Se utilizaron dos factores fijos: ubicacidon (campo y mesocosmos) y
muestreo (cada fecha de muestreo con datos para ambas ubicaciones). Se
implemento la distribucion binomial y Alogito como f unci - n etdlg

2010).

Las variables del ovario y del hepatopancreas (IGS, IHS, proteinas

totales, lipidos totales y contenido de glucégeno) se utilizaron en un escalamiento
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multidimensional no métrico (hmMDS) para comparar las ocho fechas de
muestreo (de la segunda a la novena fecha de muestreo) y detectar variaciones
a lo largo de la temporada reproductiva. Ademas, se realiz6 un analisis de
porcentaje de similitud (SIMPER) para identificar las variables més importantes
que generan los patrones de disimilitud observados entre los diferentes
momentos de muestreo dentro de la temporada reproductiva. Para los analisis
nmMDS y SIMPER, se utilizé el coeficiente de Bray-Curtis como medida de
similitud (Clarke y Warwick, 1994; Gotelli y Ellison, 2004). Se realiz6 un ANOVA
de una via para comparar las variables de ovario y hepatopancreas a lo largo de
la temporada reproductiva. Los valores se expresaron como media = desvio
estandar (DE). Para el ANOVA, los datos fueron probados para normalidad y
homocedasticidad con las pruebas de Shapiro-Willks y Levene, respectivamente.
Se aplicé la prueba de Tukey cuando se encontraron diferencias significativas.
Todas las pruebas se llevaron a cabo al 95% de nivel de significancia con el

software R 4.0.3 (RStudio Team, 2015).

2.4 Resultados

2.4.1 Tiempo de incubacion

De las 60 hembras evaluadas en el laboratorio, 15 quedaron ovigeras. De
éstas, seis perdieron sus huevos en los primeros 10 dias, mientras que, en las
nueve hembras restantes, la puesta completd el desarrollo y las larvas

eclosionaron. El tiempo promedio de incubacion se estimo en 21 + 1,8 dias.

También se observo que la puesta de huevos y la eclosion de las larvas
se encontraban sincronizadas con la fase lunar, como ya ha sido reportado para
otros cangrejos (Christy y Stancyk, 1982; Zimmerman y Felder, 1991; Gove y
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Paula, 2000). En este caso, observamos que el 73% de las hembras que
quedaron ovigeras lo hicieron en luna cuarto menguante y el 83% de las

eclosiones se produjeron en luna llena.

2.4.2 Patron de puestas

Se recolectaron un total de 684 hembras de L. uruguayensis durante los
nueve muestreos realizados. De ellos, 552 estaban no ovigeras y 132 estaban
ovigeras. El tamafio medio y el desvio estandar para las hembras chicas fue de
8,3 £ 0,7 mm de AC, para las hembras medianas fue de 10,8 + 0,5 mm de ACy

para las hembras grandes fue de 12,7 £ 0,8 mm de AC.

En la primera fecha de muestreo (18 de octubre de 2018), no se
encontraron hembras ovigeras en la poblacién. Las primeras hembras ovigeras,
gue eran grandes y medianas, se encontraron en la segunda fecha de muestreo,
a principios de noviembre (Figura 2.4). Esto confirma que se registro el inicio de
la temporada reproductiva. En las primeras cuatro fechas de muestreo (del 18
de octubre de 2018 al 30 de noviembre de 2018), el porcentaje de hembras
chicas no superé el 5%. En la quinta fecha de muestreo (28 de diciembre de
2018) se observaron hembras chicas en mayor proporcion y, en este momento,
representaron el 35% de las hembras adultas. En la sexta (14 de enero de 2019)
y octava (13 de febrero de 2019) fechas de muestreo, se encontraron hembras
chicas ovigeras (Figura 2.4). En la quinta (28 de diciembre de 2018), séptima (27
de enero de 2019) y novena (27 de febrero de 2019) fechas de muestreo, no se

encontraron hembras ovigeras en la poblacion (Figura 2.4).
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Figura 2.4: Patrén de puestas de Leptuca uruguayensis. Porcentaje de
hembras ovigeras y no ovigeras de cada clase de talla (ancho del
caparazén en mm), representadas para cada fecha de muestreo. No-Ov.,
namero de hembras no ovigeras y Ov., nUmero de hembras ovigeras
para cada fecha de muestreo. Ademas, se indica el rango de tamafio que
corresponde a las hembras chicas (HC), hembras medianas (HM) y
hembras grandes (HG).

Se registraron tres eventos de puesta en esta temporada reproductiva

(Figura 2.5). El primer evento ocurri6 entre la segunda y cuarta fechas de

muestreo (2 y 30 de noviembre), cuando el 29,2% de las hembras adultas
estaban ovigeras, divididas en 6,4% hembras medianas y 22,8% hembras

grandes. El segundo evento de puesta se observo en la sexta fecha de muestreo

(14 de enero de 2019), cuando el 55,4% de las hembras muestreadas estaban
ovigeras, divididas en 18,7% hembras chicas, 11,2% hembras medianas y

25,5% hembras grandes. Finalmente, el tercer evento de puesta se observo en
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la octava fecha de muestreo (13 de febrero de 2019), cuando el 30% de la
poblacion de hembras estaba ovigera, dividida en 8,6% de hembras chicas, 4,3%

de hembras medianas y 17,1% de hembras grandes (Figura 2.5).
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Figura 2.5: Proporcién de hembras ovigeras de cada rango de tamafio de Leptuca
uruguayensis, encontradas en el campo durante toda la temporada reproductiva.

Hembras chicas (negro; < 10 mm AC), hembras medianas (gris; 10 - 12 mm AC) y
hembras grandes (blanco; > 12 mm AC).

2.4.3 Numero de puestas por hembra

Las 55 hembras presentes en los mesocosmos de tamafio mediano y
grande nos permitieron estimar el numero de puestas que una hembra puede
tener durante la temporada reproductiva. Se encontro que el 20% de las hembras
(n= 11) nunca tuvieron puestas, el 31% (n= 17) tuvo solo una puesta y el 22%
(n= 12) tuvo dos puestas durante la temporada reproductiva (Tabla 2.2).

Ademas, 15 hembras (27%) murieron o se perdieron antes de tener una puesta.

39



Las hembras que tuvieron dos puestas fueron mas grandes que las que tuvieron
una o ninguna puesta (resultado ANOVA de una via, F2;37 = 10,6; p < 0,001)
(Tabla 2.2). Para las hembras que tuvieron dos puestas, el tiempo promedio
entre puestas consecutivas fue de 58 + 11 dias. En la mitad de la temporada
reproductiva, se registraron ocho hembras que tuvieron una puesta y mudaron
en los mesocosmos (es decir, se encontraron exuvias etiquetadas de hembras
que estaban ovigeras en fechas de muestreo anteriores). Estas hembras no
volvieron a tener una puesta durante la temporada reproductiva y la mayoria eran
hembras medianas (AC medio 11,1 £ 1,06 mm). Este evento de muda fue
corroborado también por la observacion de algunas hembras con caparazones

blandos en el campo fuera de los mesocosmos.

Tabla 2.2: Numero y tamafio promedio de hembras de Leptuca uruguayensis en los

mesocosmos que tuvieron 0, 1 o0 2 puestas y muestreo en que ocurrieron durante la

temporada reproductiva. Los valores (promedio £ DE) con letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0,05).

Muestreo* Jer 4o g g gmo  gwo  gno
Numero de puestas AC (mm)
por hembra promedio + DE N hembras

0 11,4 + 1,09 11
6 X

1 11,6 + 1,032 4 «
7 X
8 X X
2 X X

2 13+0,74°
1 X X
1 X X

*El nimero total de hembras en los mesocosmos en cada fecha de muestreo
fueron:; 3@= 55; 4ta= 55: 5= 4]: g'a= 40; 7Ma= 23; 8va= 10; 9"a= 7.
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Los eventos de puesta registrados para hembras grandes y medianas en
el campo y los mesocosmos fueron sincronicos (Figura 2.6). El analisis de GLM
no mostré diferencias entre la proporcién de hembras ovigeras registradas en
campo y las registradas en los mesocosmos (resultado LR Chiq @) = 1,9; p =
0,168), lo que indica que el confinamiento de las hembras en los mesocosmos
no afectd su desempefio reproductivo (Figura 2.6). El andlisis de GLM mostro
diferencias en la proporcion de hembras ovigeras entre las fechas de muestreo
(resultado LR Chiq ) = 116,5; p < 0,001), corroborando la presencia de tres

eventos de puestas durante la temporada reproductiva (Figura 2.6).

—— Mesocosmos - - -Campo

H OO O
o O o

—_ N
(e} o
~

~

Porcentaje de hembras ovigeras
w
o

o
N

1 er 2do 3er 4t0 510 6to 7mo 8v0 9no
180ct18 2Nov18 16Nov18 30Nov18 28Dic18 14Ene19 27Ene19 13Feb19 27 Feb19

Muestreos

Figura 2.6: Porcentaje de hembras ovigeras grandes y medianas de Leptuca
uruguayensis encontradas en el campo (linea de puntos) y en los mesocosmos
(linea completa) para cada fecha de muestreo. No se encontraron diferencias en la
proporcion de hembras ovigeras entre campo y mesocosmos (p > 0,05). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre los dias de muestreo (p < 0,05).
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2.4.4 Condicion del ovario y del hepatopancreas

Los andlisis de nmMDS de la condicion del ovario y del hepatopancreas
agruparon las fechas de muestreo en tres grupos con una similitud del 95%
(Figura 2.7). El primer _grupo incluyé la segunda, tercera y cuarta fechas de
muestreo, que correspondieron al inicio de la temporada reproductiva (2 de

noviembre, 16 de noviembre y 30 de noviembre de 2018). El sequndo grupo

incluyd la quinta y sexta fechas de muestreo, que correspondieron a mediados
de la temporada reproductiva (28 de diciembre de 2018 y 14 de enero de 2019).
Finalmente, el tercer grupo incluyé las fechas de muestreo séptima, octava y
novena, que correspondieron al final de la temporada reproductiva (27 de enero,
13 de febrero y 27 de febrero de 2019) (Figura 2.7). El analisis SIMPER mostro
que las principales variables que explicaron la disimilitud entre los tres momentos
dentro de la temporada reproductiva fueron los lipidos totales, el contenido de
glucogeno del hepatopancreas y el IGS. El contenido de lipidos totales y
glucogeno en el hepatopancreas contribuyeron con el 62% de la disimilitud entre
inicio y el mediados de la temporada reproductiva, mientras que el IGS vy el
contenido de lipidos totales en el hepatopancreas contribuyeron con el 54% de
la disimilitud entre el inicio y el final de la temporada reproductiva. El IGS y el
contenido de glucégeno en el hepatopancreas contribuyeron con el 52% de la

disimilitud entre mediados y final de la temporada reproductiva (Tabla 2.3).
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Figura 2.7: Escalamiento multidimensional no métrico (nMMDS) basado en variables del
ovario y del hepatopancreas de Leptuca uruguayensis. Se determinaron tres grupos con un
95% de similitud (coeficiente de Bray-Curtis). El primer grupo agrupd las tres primeras
fechas de muestreo (inicio de la temporada reproductiva). El segundo grupo vinculé la

quinta y sexta fecha de muestreo (mediados de la temporada reproductiva). El tercer grupo
incluyo las ultimas fechas de muestreo (final de la temporada reproductiva).

Tabla 2.3: Resultados del analisis SIMPER que indican la contribucion de las variables
del ovario y el hepatopancreas que explican mas del 50% de disimilitud entre los tres
momentos de la corta temporada reproductiva de Leptuca uruguayensis.

Momentos de la temporada Contribucion de las

Variables

reproductiva variables (%)
Glucégeno en el
hepatopancreas 36.2
Inicio y mediados
Lipidos totales en el 26.2
hepatopancreas ’
% acumulado = 62,4
IGS 34,0
Inicio y final Lipidos totales en el 199
hepatopancreas ’
% acumulado = 53,9
IGS 35,0
Mediados y final Glucégeno en el 170

hepatopancreas

% acumulado = 52,0
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