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Resumen

A pesar de su abundancia e importancia en la cuenca del Plata, la
biologia reproductiva de los cangrejos tricodactilidos practicamente no ha sido
estudiada hasta el momento. Por esta razén, esta Tesis Doctoral tuvo como
objetivo abordar dicha tematica desde aspectos morfologicos, histologicos,
comportamentales y fisiologicos en tres especies de la familia Trichodactylidae.
Los muestreos se realizaron mensualmente durante 24 meses en distintos
puntos de la provincia de Santa Fe, de los cuales se obtuvieron todos los
individuos utilizados.

Los analisis macroscopicos e histologicos de las gonadas se realizaron
en Zilchiopsis collastinensis 'y  Dilocarcinus pagei, los ensayos
comportamentales de cortejo, copula, comportamiento agonistico y cuidado
materno en Z. collastinensis, D. pageiy Trichodactylus borellianus y el ensayo
fisiologico de consumo de oxigeno bajo condiciones de laboratorio en T.
borellianus. Los diferentes analisis se efectuaron en una, dos o las tres
especies de acuerdo con la disponibilidad de individuos en el ambiente. En el
caso del analisis de consumo de oxigeno, el tamano de Z. collastinensis y D.
pagei vy el estrés de estas hembras impidieron mantenerlas ovigeras para
realizar los ensayos correspondientes. El sistema reproductivo de Z.
collastinensis y D. pagei resultdé similar en ambas especies y sigue el patron
general propuesto para los decapodos, mostrando caracteristicas distintivas
en ambas especies. Los machos tienen una estructura pareada con
diferenciaciéon estructural y de tonalidad. El sistema se divide en testiculo y
vaso deferente, que es reconocible en machos sexualmente reproductivos por
su coloracion blanquecina. También presentan una estructura en el extremo
posterior del vaso deferente de color naranja traslucido en Z. collastinensis y
transparente-blancuzco en D. pagei. En estadios inmaduros, suele observarse
sélo el testiculo, siendo el vaso deferente transparente (por la ausencia de
esperma en su interior). La talla (ancho de cefalotérax = ACF) observable (s6lo
testiculo) es de 23,71-24,41 mm y de 28,01-28,69 mm en Z. collastinensis y D.
pagei, respectivamente. La estructura microscopica del sistema reproductor
masculino presenta en el testiculo tubulos seminiferos agrupados en lébulos y
delimitados por células accesorias. Dentro de cada lobulo las células
germinales se encuentran en la misma etapa de desarrollo, observandose

dentro de los tubulos seminiferos espermatogonias, espermatocitos primarios
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y secundarios, espermatidas y espermatozoides de acuerdo con el grado de
madurez del macho. Los tubulos seminiferos del testiculo se comunican con el
vaso deferente anterior por un corto conducto colector. En el vaso deferente
anterior los espermatozoides se agrupan formando un conglomerado de
espermatozoides que luego es encapsulado en el vaso deferente medio (VDM)
formando los espermatoéforos, los que se observan en su luz. El vaso deferente
presenta una zona anterior lindante al VDM formado por células columnares
secretoras y su extremo posterior desprovisto de espermatozoides pero si
abundante fluido seminal, que se propone como reservorio de fluido en la
inseminacion. La presencia tanto del vaso deferente con coloracion
blanquecina como su estructura distal grasa, evidencia la madurez morfo-
fisiologica del macho por la acumulaciéon de esperma. Las hembras presentan
un ovario Unico con forma de “U” invertida y ubicacion dorso-central en el
interior del cefalotéorax, con receptaculos seminales que presentan union
oviductual dorsal. El ovario es visible en tallas (ACF = ancho de cefalotérax) de
10,50-11,70 mm en Z. collastinensis y emtre 17,55-21,22 mm en D. page;,
observandoselo luego con una tonalidad blanco-perlada. Al alcanzar entre
19,30-22,22 mm en Z. collastinensis y 21,05-25,13 mm en D. pagei, el ovario
se observa de un tono nacarado-rosado claro. La estructura microscopica del
ovario, tanto en hembras maduras como inmaduras, presenta una
microestructura similar en toda su forma. La pared ovarica tiene dos capas,
una germinal interna y otra externa de tejido conectivo. En hembras
inmaduras presenta una distribucibn homogénea de oocitos en
previtelogénesis y vitelogénesis endogena, y germarium de ubicacion central.
En cambio los cangrejos maduros de ambas especies presentan diferentes
tipos de células, tales como oogonias, oocitos en distinto desarrollo y células
foliculares. Tanto la estructura del vaso deferente distal como la forma de la
gonada en forma de “U” invertida son caracteristicas propias de las dos
especies estudiadas, que marcan una diferencia con el resto de los cangrejos
dulciacuicolas consignados hasta ahora. Los comportamientos agonisticos
observados en Zilchiopsis collastinensis y Dilocarcinus pagei fueron similares,
observandose antes, durante y después de las copulas y entre machos
adultos. Durante el cortejo y copula se observd la presencia de
comportamiento agonistico, teniendo un patron general unidireccional -de los
machos a las hembras en las tres especies- con el fin de mantener el control

del evento reproductivo. El cortejo de Z. collastinensis, D. pageiy T. borellianus
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resulto corto y agresivo. El cortejo consiste en una serie de movimientos donde
el macho identifica a la hembra, se acerca y la toma de uno o varios
pereiopodos. Al producirse el encuentro, las hembras de D. pagei realizan
movimientos erraticos con los pereiopodos hasta el acoplamiento,
posiblemente asociados a la movilizacion de la estructura del gonoporo. Las
copulas observadas -tanto en el laboratorio como en el ambiente natural- se
realizaron con el cefalotérax “en duro”. En las tres especies se observo una
participacion pasiva por parte de la hembra, adoptando una ubicacion inferior
respecto al macho sin retencion de la hembra luego de la trasferencia del
material genético. En Z. collastinensis y D. pagei se observaron coépulas
estacionales, mientras que en T. borellianus ocurrieron durante todo el ano.
Los cuidados parentales en Z. collastinensis, D. pagei y T. borellianus fueron
observados sobre los huevos y crias, variando su tiempo en relacion con la
especie y siendo proporcional el tiempo de incubacion y el de cuidado parental
luego de la eclosion. Inmediatamente después de depositados los huevos en su
abdomen, las hembras de Z. collastinensis, D. pagei y T. borellianus se
ubicaron fuera del agua (rocas, cuevas o vegetacion de acuerdo a los habitos
de cada especie) donde el agua no cubra el abdomen. Este comportamiento
podria deberse a la necesidad de evitar el “lavado” del agua sobre la masa de
huevos. El tiempo de incubacion en condiciones de laboratorio fue entre 37-41
dias en Z. collastinensis, 46-62 dias en D. pagei y 8-12 dias en T. borellianus.
Durante el periodo de incubacion se registr6 cuidado materno en forma de
ventilacion y limpieza de la masa de huevos. Se identificaron tres tipos de
movimientos de los pleépodos: movimiento lateral, sube-baja y oblicuo, todos
con el fin de movilizar la masa de huevos y la consecuente entrada de agua
oxigenada al abdomen. Luego de la eclosion, los pequenios cangrejos se
mantuvieron bajo el abdomen materno durante un periodo de 30 + 3 dias en Z.
collastinensis, 34 + 4 dias en D. pageiy 10 + 2 dias en T. borellianus. Los
tiempos tanto de incubacion como de cuidado materno diferentes entre las
especies, evidencian la estrategia de T. borellianus a “invertir” su energia de
forma repartida en varios eventos reproductivos a diferencia de Z
collastinensis y D. pagei, que solo presentan una puesta anual de huevos. La
fecundidad fue de 1.143 = 345 huevos en Z. collastinensis, 662 = 117 huevos
en D. pageiy 83 + 68 huevos en T. borellianus. La fertilidad (numero de crias
vivas por hembra) fue de 651 * 172 en Z. collastinensis, 582 + 8 en D. pageiy

63 = 33 en T. borellianus. Las tasas de consumo (ppm/gr) de hembras ovigeras
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de T. borellianus con distintos estadios de desarrollo de los huevos, mostraron
diferencias significativas en huevos en estadios finales. Lo que sugiere que los
costos asociados al consumo de oxigeno se acrecientan hacia el final de la
incubacion. Los cangrejos tricodactilidos estudiados presentan caracteristicas
propias de cada especie tendientes a maximizar su reproduccion. Sin
embargo, Zilchiopsis collastinensis, Dilocarcinus pagei y Trichodactylus
borellianus comparten un fuerte comportamiento reproductivo que los
caracteriza. La estrategia que cada especie utiliza esta relacionada a su
interaccion con los recursos del ambiente. Teniendo en cuenta que existe una
gran presion de competencia intra- e interespecifica y, utilizando los mismos
recursos de forma similar, cada una de las especies maximiza su reproduccion
“utilizando” los recursos en “momentos” diferentes a fin de no solapar las
necesidades y consiguiendo desincronizar sus tiempos reproductivos. Asi, Z
collastinensis, D. pagei y T. borellianus consiguen co-habitar un mismo

ambiente manteniendo sus funciones poblacionales en buen estado.
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Resumen en ingles

Summary

Despite their abundance and importance in the Plata Basin, the
reproductive biology of trichodactylids crabs has not been intensively
studied at the moment. For this reason, this doctoral thesis aimed to
address this issue from morphological, histological, behavioral and
physiological aspects in three species of the family Trichodactylidae.
Sampling was conducted monthly for 24 months in different points of
the Santa Fe Province, where obtained all individuals used. Macroscopic
and histological analysis of the gonads were performed in Zilchiopsis
collastinensis and Dilocarcinus pagei, behavioral tests courtship,
mating, agonistic behavior and maternal care in Z. collastinensis, D.
pagei and Trichodactylus borellianus and physiological oxygen
consumption test under laboratory conditions in 7. borellianus. The
different analyzes were performed in one, two or three species in
accordance with the availability of individuals in the environment. For
the analysis of oxygen consumption, the size of Z. collastinensis and D.
pagei and stress of these ovigerous females prevented to keep the
corresponding tests. The reproductive system of Z. collastinensis and D.
pagei was similar in both species and follows the proposed decapod
general pattern, showing distinctive features in both species.

Males have a paired structure with structural and tonal
differentiation. The system is divided into testis and vas deferens, which
is recognizable by its sexually reproductive males whitish color. Also,
the males have a structure in the rear end of the vas deferens
transparent-orange in Z. collastinensis and transparent-whitish color in
D. pagei. In immature stages have seen only the testis and vas deferens
is been transparent (due to the absence of sperm). The size (carapace
width = ACF) observable (testis only) is 28.01-28.69 mm and 23.71-
24.41 mm in Z. collastinensis and D. pagei, respectively. The
microscopic structure of the male reproductive system has testicular

seminiferous tubules in the lobes grouped and defined by accessory
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Resumen en ingles

cells. Within each lobe germ cells are in the same stage of development,
observed within tubules spermatogonia, primary and secondary
spermatocytes, spermatids and spermatozoa in accordance with the
degree of maturity of the males. Testicular seminiferous tubules are
communicated with the anterior vas by a short collecting duct. In the
anterior vas deferens sperm are grouped forming a cluster of sperm
which is then encapsulated in the middle vas deferens (VDM) to form
spermatophores, which are observed in its light. The vas deferens has a
bordering the VDM formed by columnar secretory cells and its rear end
but lacking abundant sperm seminal fluid, which is proposed as a
reservoir of fluid in the anterior insemination. The presence of both the
vas deferens with whitish fat as its distal structure, shows the morpho-
physiological maturity by the accumulation of the male sperm.

Females have a single ovary with a "U " inverted mid-dorsal
location inside the carapace, with seminal receptacles having an oviduct
dorsal link. The ovary is visible in sizes (ACF = carapace width) of 10.50
to 11.70 mm in Z. collastinensis and 17.55 to 21.22 mm in D. pagei
then observandoselo with a pearly - white color. Reaching between
19.30 to 22.22 mm in Z. collastinensis and 21.05 to 25.13 mm in D.
pagei, the ovary is observed a clear pearly - pink. The microscopic
structure of the ovary, in both mature and immature females, has a
similar microstructure throughout its shape. Ovarian wall has two
layers, an inner and outer germinal connective tissue. In immature
female presents a homogenous distribution of oocytes and endogenous
vitelogenesis previtellogenesis and germarium central location. Instead
mature crabs both species have different types of cells, such as oogonia,
oocytes and follicular development in different cells. Both the structure
of the distal vas deferens as the shape of the gonad in a "U" are typical
of the two species studied, that make a difference to the rest of the

freshwater crabs investigated at the moment.

During courtship and agonistic presence copulation it was

observed an agonistic behaviors in Z. collastinensis and D. pagei were
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similar, with a having a generally unidirectional pattern in all three
species, from males to females in order to maintain control of the
reproductive event. Courtship of Z. collastinensis, D. pagei and T.
borellianus were short and aggressive. Courtship consists on a series of
movements where the male identifies the female approaches and
making one or more pereiopods. When they met, females of D. pagei
made erratic movements with up to pereopods coupling, possibly
associated with the mobilization of the structure of the gonopore.
Copulations observed, both in the laboratory and in the natural
environment- were performed with the "hard" cephalothorax. In all three
species passive participation by the female was observed by adopting a
lower location compared to male without female retention after the
transfer of genetic material. Z collastinensis and D. pagei seasonal
mating were observed while in T. borellianus occurred throughout the
year. Parental care in Z. collastinensis, D. pagei and T. borellianus were
observed on the eggs and hatchlings, varying in time relative to the
species being proportional to the incubation time and parental care
after hatching. Immediately after the eggs deposited in their abdomen,
females of Z. collastinensis, D. pagei and T. borellianus were located out
of the water (rocks, caves and vegetation according to the habits of each
species).

This behavior could be due to the need to avoid "washing" of water
over the egg mass. The incubation under laboratory conditions was
between 37-41 days in Z. collastinensis, 46-62 days in D. pagei and 8-
12 days in T. borellianus. During the incubation period was recorded
maternal care such as ventilation and cleaning of the egg mass. Lateral
movement, up-down and sideways, all in order to mobilize the egg mass
and the consequent entry of oxygenated water to the abdomen: three
types of movements of the pleopods were identified. After hatching, the
small crabs were maintained on the maternal abdomen over a period of
30 = 3 days in Z. collastinensis, 34 = 4 days in D. pagei and 10 = 2 days
in T. borellianus. Incubation times as much maternal care between

different species, showed the strategy of T. borellianus to "invest" their
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Resumen en ingles

energy so divided in several reproductive events unlike Z. collastinensis
and D. pagei, that only have an annual egg laying. The fertility rate was
1.143 £ 345 eggs in Z. collastinensis, 662 + 117 eggs in D. pagei and 83
*+ 68 eggs in T. borellianus. Fertility (number of live pups per female) was
651 + 172 in Z. collastinensis, 582 = 8 in D. pagei and 63 + 33 for T.
borellianus. Consumption rates (ppm/g) of ovigerous females of T.
borellianus with different stages of egg development, showed significant
differences in end-stage eggs. Suggesting that the costs associated with
oxygen consumption are increased towards the end of incubation. The
trichodactylids crabs studied exhibit species-specific tending to
maximize their reproduction characteristics. However, Z. collastinensis,
D. pagei and T. borellianus share reproductive behavior aspects that
characterizes them. The strategy uses each species is related to their
interaction with environmental resources. Given that there is great
pressure of intra-and interspecific competition and using the same
resources in a similar way, each species maximizes its reproduction
"using" the resources in different "moments" in order to not overlap
their needs and getting desynchronized their reproductive times.
Finally, Z. collastinensis, D. pagei and T. borellianus get co-occur in the
same environment while maintaining their population functions in good

condition.
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Introduccion

INTRODUCCION

La clase Malacostraca se caracteriza por presentar individuos con
S somitos cefalicos, 8 toracicos y 6 abdominales. Gran parte de los
malacostracos tienen una morfologia compleja, caracterizados por la
presencia de pledpodos, con el Ultimo par casi siempre diferenciado en
uropodos, y una minoria con el cuerpo replegado bajo el cuerpo. Por lo
general tienen un tamano superior al de los demas crustaceos
(Kaestner, 1970; Grassé et al., 1985; Lopretto, 1995).

El subphylum Crustacea cuenta con mas de 38.000 especies, de
las cuales la mayoria de la unidad taxonoémica Decapoda se restringe a
areas marinas, pero hay una gran variedad de especies dulciacuicolas
semiterrestres y terrestres (Schram, 1986; Melo, 2003) que actuan
como procesadores de materia organica e integran las cadenas troficas
acuaticas (Melo, 2003; Collins et al., 2006, 2007).

El orden Decapoda se encuentra dentro del superorden Eucarida.
Estos crustaceos pertenecen a un grupo muy diversificado en el que se
incluyen taxones con un caparazon bien desarrollado formando un
cefalotorax compuesto por segmentos cefalicos y toracicos, el que
encierra una camara branquial (Kaestner, 1970; Collins et al., 2004).

Los cangrejos son los decapodos que presentan la mayor
especializacion morfolégica, siendo las principales adaptaciones la
compactacion y especializacion de estructuras, apéndices y tagmas,
achatamiento/alargamiento del cefalotéorax con fusion epistomial;
reduccion del abdomen o cefalotorax; asociacion de musculatura en la
base de los pereiopodos; branquias laminares o filobranquias. Son
considerados los crustaceos de mayor suceso evolutivo por la radiacion
adaptativa que tuvieron (Stevci¢, 1971). La capacidad adaptativa de este
grupo posibilito la conquista del ambiente acuatico continental,
desarrollando patrones de reproduccion especificos (Bliss, 1968).

Los decapodos de ambientes dulciacuicolas en América del Sur se

agrupan en siete familias (Manning & Hobbs, 1977; Boschi, 1981;



Introduccion

Rodriguez, 1981, 1992; Magalhaes & Turkay, 1996a, b, c; Morrone &
Lopretto, 2001), disminuyendo a cinco en los ambientes fluviales
argentinos (Sergestidae, Palaemonidae, Parastacidae, Aeglidae y
Trichodactylidae), siendo muchos endémicos de esta region a nivel de
especie, género (Morrone & Lopretto, 1994; Collins et al., 2004).

En nuestra region los verdaderos cangrejos dulciacuicolas se
agrupan en la familia Trichodactylidae, con algo menos de 50 especies,
las que se distribuyen desde el sur de México hasta el norte de la
provincia de Buenos Aires, Argentina (Magalhaes, 2003).

Los integrantes de la familia Trichodactylidae son cangrejos
tropicales y subtropicales semiterrestres (Bliss, 1968; Lopretto, 1995),
que habitan exclusivamente agua dulce. Los tricodactilidos son
facilmente diferenciados por la presencia de espinas en la margen
lateral del cefalotéorax y cerdas en los pereiopodos (Magalhaes, 1991;
2003).

Los tricodactilidos abarcan 12 géneros distribuidos en tres
subfamilias: Dilocarcininae (Bottiella, Dilocarcinus, Goyazana y
Poppiana), Trichodactylinae (Avotrichodactylus, Trichodactylus) y
Valdiviinae (Forsteria, Melocarcinus, Rotundovaldivia, Sylviocarcinus,
Valdivia, Zilchiopsis) (Magalhaes, 1991; Rodriguez, 1992; Magalhaes y
Tuarkay, 1996a, b, c; 2008a, b; Morrone & Lopretto, 1996, 1997, 2001;
von  Sternberg, 1997, 1998). Estos cangrejos son los
macroinvertebrados de mayor talla que habitan las aguas continentales
y, en general, viven en aguas poco profundas, con abundante
vegetacion acuatica y refugios, siendo los macrofitos un importante
recurso durante su vida. Por otra parte, este taxon interviene en el
intercambio de materia y energia entre el sistema acuatico y el terrestre.
El importante papel que desempenan se debe a que son depredadores
de diversos grupos biologicos y, a su vez, presas de aves, mamiferos y
reptiles (Massoia, 1976; Beltzer, 1983a, b, 1984; Beltzer & Paporello,
1984; Navas, 1991, 1993, 1995; Bianchini & Delupi, 1993; B6 &
Darrieu, 1993; Lajmanovich & Beltzer, 1993). Los cangrejos

tricodactilidos forman un grupo diverso comparado con otras familias
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de decapodos del sistema del Plata, reconociéndose diez especies
(Magalhaes & Turkay, 1996a-c; 2008a; Martin & Davis, 2001; Morrone
& Lopretto, 2001; Collins et al., 2002).

Tal vez por los habitos cripticos, la actividad nocturna o el pequeno
tamano de algunos de ellos, los cangrejos de agua dulce no son tan
conocidos como los marinos y existen pocos estudios que aborden
temas relacionados a la reproduccion de especies dulciacuicolas (Melo,
1967; Magalhaes, 1991; Magalhaes & Turkay, 1996a-c; 2008a, b;
Pinheiro & Taddei, 2005; Darim et al., 2007; Souza da Silva, 2010).

Los estudios sobre la biologia y ecologia de esta familia son pocos
(Taddei, 1999; Melo, 2003; Pinheiro & Taddei, 2005; Amado, 2006;
Scarton et al., 2009; Affonso & Signorelli, 2011; Dalosto & Santos,
2011); los aspectos analizados estan relacionados a la diversidad y
distribucion (Lopretto, 1981; Magalhaes & Turkay, 1996a-c; 2008a, b;
Morrone & Lopretto, 2001; Collins et al.,, 2002; César et al., 2004;
Davanso et al., 2013), ecologia tréofica (Williner & Collins, 2002; Oliveira
et al.,, 2009; Alves, et al. 2010; Lima et al., 2013), crecimiento (Taddei,
1999; Mansur & Hebling, 2002; Mansur et al., 2005; Pinheiro & Taddei,
2005; Vieira et al., 2013), biologia reproductiva (Lopretto, 1976; Taddei,
1999; Souza da Silva, 2010; Lima et al., 2012; Silva et al., 2012;
Sampaio Sant’Anna et al.,, 2013) y comportamiento (Renzulli & Collins,
2000, 2001). En cambio, ha sido estudiada en profundidad 1la
reproduccion de muchos decapodos marinos que mantienen relaciones
filogenéticas con los dulciacuicolas, como es el caso de algunos
cangrejos de la familia Ocypodidae (Castiglioni & Negreiros-Fransozo,
2006; Bedé et al., 2008; Wunderlich et al., 2008), Calappidae (Hebling &
Rieger, 2003), Grapsidae (Faria de Oliveira & Arruda-Leme, 2004;
Oliveira de Moura & Coelho, 2004; Leme, 2006), Sesarmidae (Lima &
Oshiro, 2006), Portunidae (Barreto et al., 2006), Potamidae (Adiyodi &
Adiyodi, 1970; Hines, 1986; Gherardi et al, 1987; Gherardi, 1988;
Gherardi et al.,, 1988; Gherardi & Vannini, 1989; Maina, 1990; Micheli
etal., 1991).
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La reproduccion de los decapodos varia ampliamente en las
distintas especies (Adiyodi & Adiyodi, 1970; Sastry, 1983; Adiyodi,
1985; Conan, 1985; Hartnoll, 1985; Hartnoll & Gould, 1988; Romero,
2003). Asi, una poblacion puede tener una respuesta favorable de su
genotipo a un ambiente determinado y tener una reproduccion
continua, o ser discontinua durante un periodo determinado del ano
(Sastry, 1983; Litulo, 2005).

Las caracteristicas reproductivas de cada especie o poblacion son
el resultado de las interacciones de factores endoégenos y exogenos
(Adiyodi & Adiyodi, 1970; Sastry, 1983; Conan, 1985; Romero, 2003).
Los componentes endogenos, tales como las caracteristicas genotipicas
e historia evolutiva, determinan caracteristicas reproductivas
particulares en cada especie. Estos son modelados por los factores
exogenos y estan representados por las relaciones entre la densidad de
especies, la disponibilidad y abundancia de recursos y los diferentes
factores ambientales, tales como condiciones climaticas locales
(MacArthur & Wilson, 1967; Pianka, 1970; Ebert, 1994; Lopez-Greco,
1997). También es necesario reconocer que la diferenciacion de sexos
puede tener un significado en el comportamiento social y reproductivo
de cada especie, como por ejemplo en la defensa territorial, combates,
desplazamiento, cortejo (Collins, 2001), siendo importante en el balance
energético y optimizacion de la eficacia biologica (Chapman et al., 1999;
Wasson et al., 2002).

Desde un punto de vista fisiolégico, la interaccion entre la
temperatura del agua y el fotoperiodo es una senal que induciria la
muda cuando las condiciones del ambiente son las adecuadas para el
crecimiento, permitiendo que los ciclos de ecdisis y reproduccion se
sincronicen adecuadamente (Conan, 1985; Diaz et al., 2003).

El inicio del periodo reproductivo esta relacionado, entre otros
factores, con el incremento de la temperatura, momento en el cual se
observan pulsos de extrusion de huevos y eclosion de juveniles bien

definidos (Ituarte et al., 2004). Asi el periodo de reproduccion puede
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definirse como el intervalo de tiempo durante el cual se encuentran

hembras ovigeras en una poblacion (Cobo, 2002).

La reproduccion es un evento ciclico (Giese & Pearse, 1974)
marcado  por transformaciones  morfologicas, fisiologicas 'y
comportamentales. Esta interaccion resulta en cambios en el papel que
estos individuos desempenan en la poblacion (Hartnoll, 1985; Oliveira
de Moura & Coelho, 2004), siendo el principal evento la transicion a la
fase adulta, cuando pasan a actuar como agentes reproductores
(Oliveira de Moura & Coelho, 2004). En muchos crustaceos este evento
sucede luego de la muda puberal, durante la cual se adquieren los
caracteres sexuales secundarios (Perez, 1928), estando relacionada en
muchas especies también con la madurez sexual (Hartnoll, 1988;
Legrand & Juchault, 1994).

En la determinacion de la madurez sexual se utiliza un conjunto
de métodos que se basan en analisis morfologicos, estudio de las
relaciones entre varias partes del cuerpo, crecimiento relativo,
observaciones comportamentales en relacion con la copula y cortejo,
madurez fisiologica y gonadal (Hartnoll, 1974; Sastry, 1983: Huber,
1985; Sampedro et al., 1997).

Durante el desarrollo gonadal de los decapodos, hay
modificaciones en la estructura de las gonadas, que incluye
modificaciones de las células gonadales, a saber: crecimiento y
proliferacion de células goniales, diferenciacion y maduracion, hasta la
ovulacion y oviposicion, para que luego ocurra la incubacion y eclosion
de larvas o juveniles en el caso de las hembras (Sastry, 1983; Grassé,
1994).

En el estudio del desarrollo de las gonadas, asi como en la
estimacion de la madurez, el indice gonadal es un método cualitativo de
determinacion de la madurez que se utiliza a menudo (Haefner &
Spaargaren, 1993; Chu, 1995; Lopez-Greco & Rodriguez, 1999).
Ademas, el indice gonadosomatico expresa, en porcentaje, el volumen

de la gonada con relacion al peso total del cuerpo del animal, y es un
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indicador del estado de madurez reproductivo del individuo (Vazzoler,
1996). También se utilizan en relacion con indices de los 6rganos que
almacenan energia; estos organos a menudo fluctian en el tiempo del
tamano de una manera similar a las gonadas (Grant & Tyler, 1983). Es
por ello que la gran cantidad de reservas nutricionales y disponibilidad
de alimento que requiere el desarrollo ovocitario puede analizarse a
partir de indices somaticos durante la maduracion de las gonadas. Los
indices hepatosomaticos mas altos en las hembras comparados con los
de los machos, podrian relacionarse con las altas demandas
energéticas, siendo el hepatopancreas el principal organo de
almacenamiento de nutrientes de los crustaceos decapodos (Icely &
Nott, 1992) que interviene en la movilizacion de lipidos hacia el ovario
durante la maduracion gonadal (Teshima & Kanazawa, 1983; Mourente
& Rodriguez, 1991).

Estos altos requerimientos energéticos durante la reproduccion
podrian modular -junto con otros factores poblacionales- la
incorporacion de individuos de mayor talla a la poblacion reproductiva.
Siendo esta incorporaciéon descendente respecto a las tallas con el
progreso de la estacion reproductiva, incorporandose a ésta los
ejemplares pequenios mas tardiamente (Cano & Ocete, 2000; Romero,
2003; Collins et al., 2006). Esta incorporacion asincronica podria
deberse también a la presencia de comportamientos agonisticos, siendo
la talla un factor importante en el desarrollo de los encuentros entre
individuos (Francis, 1988; Figler et al., 1999) y observandose durante la
copula interacciones agresivas (Minei, 1976; Adiyodi, 1988; Gherardi &
Micheli, 1989; Micheli et al., 1990).

Los crustaceos dulciacuicolas permanecen mayor tiempo dentro
del huevo con relacion a sus congéneres marinos, siendo por otra parte
menor el nimero de huevos (Boschi, 1981; Collins, 2000). Durante el
desarrollo embrionario se utiliza el movimiento del abdomen junto a los
pleopodos, provocando una corriente de agua altamente oxigenada que
seria utilizada por los individuos y huevos, independientemente del tipo

de habitat utilizado por los adultos. Esto sugiere que hay un
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compromiso con la descendencia a través de la inversion energética
empleada en ventilar los huevos (Fernandez & Brante, 2003).

Luego de eclosionar, los decapodos presentan un momento de
transicion durante las fases de crecimiento hasta conseguir su
madurez. Como en todos los crustaceos, el crecimiento ocurre de
manera discontinua, debido a la exocuticula rigida que se elimina en
cada proceso de muda. El cambio entre éstas ocurre por medio de
mudas criticas (Collins & Petriella, 1999) hasta llegar a la muda puberal
-cuando adquieren su madurez- e indican el inicio de la maduracion de

las gonadas, dando comienzo una nueva etapa en su ciclo vital.

En base a los antecedentes antes expuestos, esta Tesis tiene como
objetivo general caracterizar la biologia y ecologia reproductiva de
cangrejos dulciacuicolas a partir de las especies Zilchiopsis
collastinensis Pretzmann 1968, Dilocarcinus pagei Stimpson 1861 y
Trichodactylus borellianus (Nobili, 1896) como modelos de la familia

Trichodactylidae (Decapoda: Brachyura) en el rio Parana medio.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El area de estudio fue la costa del rio Parana medio a la altura de
la ciudad de Santa Fe. Fue disenado un muestreo a lo largo del eje
longitudinal del margen oriental del rio Parana, sobre la costa de Santa

Fe (Fig. 1.1).

Se seleccionaron areas a diferentes profundidades y en sustratos
rocosos y arenosos. También en zonas vegetadas y descubiertas de
vegetacion en diferentes tipos de ambientes (vegetado o sin plantas

acuaticas, rios, lagunas, banados, etc.) (Fig. 1.2).

En los muestreos sistematicos se capturaron las especies
Dilocarcinus pagei, Zilchiopsis collastinensis y Trichodactylus borellianus.
Los mismos se realizaron con el objeto de seguir el ciclo reproductivo de
las poblaciones de estos cangrejos. Para ello el muestreo fue mensual
durante 24 meses a fin de identificar el momento mas probable de

actividad reproductiva.

Muestreos en ambientes naturales

La informacion obtenida en estos muestreos se ha centrado en la
presencia de Z. collastinensis y D. pagei y su estado de madurez. Parte
de las muestras obtenidas fueron procesadas en el laboratorio para

obtener informacion sobre el estado reproductivo en machos y hembras.
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Figura 1.1. Rio Parana medio. Tomado de Iriondo (2007).
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Figura 1.2. Ambientes muestreados del rio Parana médio con distintas
caracteristicas y grados diferentes de cubierta vegetal.

>

Los puntos de muestreo variaron durante el desarrollo de los
muestreos, encontrando solo una poblacion de Z. collastinensis

establecida en la Laguna Setubal (31° 35" 26.7" S, 60° 37" 59" W) (Fig.
1.3).

El muestreo en este sitio fue mensual a lo largo de dos ciclos
anuales (24 meses) entre enero de 2010 y diciembre de 2012. Los
ejemplares capturados se utilizaron para todos los ensayos en
laboratorio y también los analisis morfolégicos e histologicos incluidos
en los capitulos siguientes.

Trichodactylus borellianus fue utilizado solamente en algunos

ensayos y estudios particulares de consumo de oxigeno y fecundidad.

También se muestrearon otros sitios con el fin de encontrar D.

pagei, encontrandolo de manera esporadica en algunos puntos.
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La recoleccion en todos los muestreos se realizo mediante copo de
mano, realizando cinco réplicas en los diferentes ambientes

muestreados y recoleccion.

14.05" S 60°40'32.15".0~elev.. 416 m alt. ojo 1.41 km

Figura 1. 3 Laguna Setubal Cludad de Santa Fe, Argentina.

Analisis en laboratorio

Los cangrejos D. pagei, Z. collastinensis y T. borellianus
recolectados y transportados al laboratorio de Macrocrustaceos del
Instituto Nacional de Limnologia, fueron observados utilizando
microscopio estereoscopico y/o lupa binocular de acuerdo a la
necesidad de detalles. La determinacion de las especies se realizo
siguiendo a Magalhaes y Turkay (1996a-c, 2008a).

Se establecio el porcentaje y grado de madurez sexual a través de
la presencia de organos reproductores maduros o inmaduros,
morfometria e histologia. Para ello se observaron los ovarios y testiculos
macroscopicamente para describir el desarrollo gonadal, clasificandolos

de acuerdo a color, tamano y forma, asociandolos a la presencia o
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ausencia de oviductos y/o conductos eyaculadores. Todas estas
observaciones se confirmaron a través de la histologia de los mismos,
identificandose las diferentes etapas de espermatogénesis y ovogénesis
de acuerdo a la clasificacion propuesta por Bauer (1986).

También se calculo el indice gonadosomatico (IG) y hepatosomatico
(IHp), pesando en fresco ovarios o testiculos y hepatopancreas,
respectivamente, y relacionandolos con el peso total del cangrejo.

Se tuvo en cuenta la presencia de hembras ovigeras. En base a ello
se calculé el numero de huevos por hembra, indicando la dinamica
poblacional de las especies en el area de muestreo. Se evaluo la relacion
entre el numero y tamano de huevos, los que se midieron y contaron
con auxilio de microscopio estereoscopico, clasificandolos de acuerdo a
su color, tamano y forma. También se establecieron relaciones entre el

numero de huevos y datos morfométricos de las progenitoras.

Experiencias en laboratorio

Los animales fueron aislados durante una semana en acuarios de
50 litros de capacidad, de 30 cm de ancho, 60 cm de largo y 40 cm de
alto, sin refugios, a 25 * 2 °C y un fotoperiodo 12:12. Cada dia, los
animales fueron alimentados con musculo de pescado. Para los ensayos
se utilizaron los cangrejos intermuda con todos pereiopodos y
quelipedos.

Se realizaron diferentes experiencias en condiciones controladas en
laboratorio, observando factores que permiten el desencadenamiento de
la etapa reproductiva y cambios en el comportamiento que definan un
determinado cortejo en las especies.

Fueron determinados cambios en el consumo de oxigeno con
relacion a la presencia de hembras ovigeras, en T. borellianus.

Se observo la presencia de cuidados maternales, tales como el
tiempo y tipo de cuidados, presencia de mutilaciones y canibalismo en

Z. collastinensis, D. pageiy T. borellianus.
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Los cangrejos fueron pesados completos (peso humedo total = PT)
utilizando una balanza digital (®*Ohaus, modelo CS 200) y se tomaron
las siguientes medidas morfologicas con calibre digital (0,01 mm de

precision):

Ancho de cefalotéorax (ACF): ancho del caparazon (contando la
espina orbital, a la altura de la 3° espina del cefalotorax en Z.
collastinensis y 5° espina en D. pagej) (Fig.1.4).

Largo de cefalotérax (LCF): largo del cefalotérax, comprendido
desde el extremo del margen medio frontal hasta la parte media-
posterior del cefalotéorax (Fig. 1.4). Ancho de abdomen (AA): mayor
ancho abdominal (a la altura de la fusion del 4° y 5° segmento

abdominales) (Fig.1.5)

e ——

10 mm

Figura 1.4. Medidas morfométricas en los cangrejos utilizados durante
los ensayos. Dilocarcinus pagei (a) y Zilchiopsis collastinensis (b). ACF= ancho
de cefalotorax, LCF= largo de cefalotorax.
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Figura' 1.5. Detalle del abdomen de machos (@) y hembras (b) de
Zilchiopsis collastinensis. AA= ancho de abdomen.

El intervalo de tallas de los ejemplares recolectados fue de 5-60

mm en Z. collastinensisy D. pageiy de 9-13 mm en T. borellianus.
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Capitulo 1 - Estructura del sistema reproductivo

Introduccion

Los cangrejos tricodactilidos tienen tipicamente el cuerpo aplanado
dorsoventralmente y de contorno ovalado. En la superficie del
caparazon se observan depresiones y surcos que corresponden en parte
a la insercion de musculos. Las coloraciones varian desde los tonos
ambar claro, castanos y rojizos, alcanzando colores violaceos en
muchos casos, no siendo esta caracteristica un dato taxonomico. En
cambio las espinas que tienen en el borde anterolateral del caparazon
tienen un valor especifico, cuyo numero, posicion y forma se encuentra

en relacion con la especie (Rodriguez, 1980).

El rango de tallas de esta familia varia ampliamente, teniendo
ejemplares adultos desde los 10 mm, hasta los grandes cangrejos de 90
mm de ancho de cefalotérax. Para el caso de los tricodactilidos
estudiados, se observan dos grupos: cangrejos de pequeno porte, como
Trichodactylus borellianus y de mediano a gran porte como Dilocarcinus

pageiy Zilchiopsis collastinensis (Magalhaes, 1991).

El abdomen de los tricodactilidos, como en general en los
Brachyura, esta muy reducido respecto al de los Natantia, con la region
esternal no calcificada y se encuentra permanentemente doblado debajo
de un surco debajo del caparazon. El abdomen de las hembras es mas
ancho que el de los machos. Las aberturas genitales del macho se
encuentran en papilas flexibles situadas en las coxas del quinto par de
pereiopodos, las cuales forman el aparato copulador junto con el primer
y segundo par de pleopodos. El primer pledpodo, también llamado
gonopodo, se modifica para formar un canal en el cual se inserta el
segundo pleopodo y sirve de conducto a los espermatozoides. La forma
de los gonopodos es un caracter especifico de alto valor y el uinico que
permite distinguir las especies de esta familia. La abertura genital

femenina o vulva esta localizada en el tercer esternito toracico, cerca de
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la linea media (Rodriguez, 1980).

La morfologia externa de los juveniles es similar a la de los adultos
desde el momento en que eclosionan del huevo (Vieira et al., 2013). Esta
caracteristica propia de los cangrejos dulciacuicolas se debe a una
estrategia reproductiva en la cual el embrion se desarrolla en su
totalidad dentro del huevo, sin tener estadios larvales fuera de €l
(Mansur & Hebling, 2002; Souza da Silva, 2010). De esta manera, el
tiempo de desarrollo larval se reduce y emergen del huevo individuos

similares a los adultos, con las caracteristicas de sus progenitores.

La sexualidad de los crustaceos esta definida principalmente a
nivel genético; sin embargo, los mecanismos por los cuales se
diferencian los sexos aun no estan del todo claros (Lopez-Greco, 2013).
También es importante reconocer que existen factores extrinsecos
relacionados con la estructura poblacional, fotoperiodo y temperatura
que estarian actuando, como moduladores en la determinacion sexual

(Lopéz-Greco, 2013).

El dimorfismo sexual en crustaceos es muy frecuente,
expresandose generalmente en los machos, donde se observa un mayor
tamano del cuerpo o de los quelipedos, como también en muchos casos
en la modificacion de los pleépodos con funciones copuladoras (Conlan,
1991; Krol et al, 1992; Lee, 1995). En cangrejos, ambos sexos
presentan modificacion de sus pledopodos con funciones reproductivas.
Los machos presentan una diferenciacion de los pleépodos, donde el
primero es tubular y el segundo actia como piston impulsando la masa
de espermatoforos hacia el interior de los receptaculos seminales
(McLaughlin, 1983; Bauer, 1986; Kronenberger et al, 2004). El
abdomen y los pleopodos de las hembras, en cangrejos de agua dulce,
se ensanchan y forman una concavidad pronunciada donde se albergan

e incuban los huevos.
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Las hembras de cangrejos tienen un sistema reproductivo que se
limita al cefalotérax. Este consta de ovarios pareados de ubicacion
dorsal respecto al sistema digestivo, asociados a oviductos que
conducen a gonoporos pares, que se abren en el esterno a la altura de
el 3° pereiopodo. Generalmente los ovarios pareados estan conectados
por un puente de tejido conectivo que les confiere forma de “H”. Algunas
hembras han  desarrollado  estructuras de  recepcion de
espermatozoides, tal como las espermatecas y receptaculos seminales
en cangrejos o telicum en camarones peneidos o langostas de agua

dulce (Krol et al., 1992; Lopez-Greco, 2013).

El ovario es un o6rgano dinamico que sufre grandes trasformaciones
a lo largo del proceso de oogénesis (Tsukimura, 2001). Para su estudio
la oogénesis puede ser dividida en varias etapas. Durante la primera
etapa o fase proliferativa las oogonias se mantienen mitosis y la fase de
crecimiento donde los oocitos crecen por la sintesis y captacion de
sustancias a su ooplasma (Lopez-Greco, 2013). Esta ultima etapa de
“crecimiento” es dividida por Adiyodi & Subramonian (1983) en
vitelogénesis temprana o primaria para referirse al periodo preparatorio
de vitelogénesis (previtelogénesis para autores como Dhainaut & De
Leersynder, 1976; Johnson, 1980; Charniaux-Cotton, 1985; Meusy &
Payen, 1988). Luego el periodo de vitelogénesis se divide en dos fases,
vitelogénesis I o endogena -periodo de crecimiento lento de los oocitos,
donde el vitelo es sintetizado por ellos mismos (Charniaux-Cotton,
1985)- y vitelogénesis II o exdgena, periodo donde el crecimiento ovarico
es rapido, por el gran aumento de tamano de los oocitos que captan el
vitelo producido fuera de ellos (Meusy & Charniaux-Cotton, 1985; Abdu
et al., 2000; Wainwright & Rees, 2001; Tsukimura, 2001; Vazquez et
al., 2008; Wilder et al.,, 2010). Durante este estadio los oocitos son
rodeados por células foliculares (Lopez-Greco, 2013) y el citoplasma se
carga de vitelo proveniente del hepatopancreas, de las células

foliculares u otro tejido de acuerdo con la especie (Charniaux-Cotton,
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1985; Kulkarni et al., 1991; Abdu et al., 2000; Tsukimura, 2001). Dicho
periodo es seguido por la oviposicion.

El sitio de sintesis de la vitelogenina varia en los distintos grupos
de crustaceos. En los decapodos, los sitios de sintesis se dan en el
hepatopancreas, los ovarios o ambos (Meusy, 1980; Eastman-Reeks &
Fingerman, 1985; Vazquez-Boucard et al, 1986; Van Herp, 1993;
Spaargaren & Haefner, 1994; Lee & Chang, 1997; Tseng et al., 2001;
Tsukimura, 2001; Yang et al., 2005; Tiu et al., 2006; Santhoshi et al.,
2009; Wilder et al., 2010).

Cuando la fecundacion es externa, las hembras liberan oocitos
poco después de la copulacion y la colocacion de la espermatoforo. En
hembras de especies que mantienen esperma internamente, la
liberacion de oocitos puede producirse mucho después de que se
deposita el esperma en la espermoteca o receptaculo seminal. Asi el
esperma de una sola copula puede fertilizar oocitos de mas de una
puesta (Krol et al., 1992).

Existe una considerable variacion entre los taxones de decapodos
en el grado de modificacion de la morfologia femenina relacionada con
la recepcion o almacenamiento de espermatoforos. En el nivel mas bajo
de complejidad, una masa espermatoforica es adherida al cefalotorax
ventral de la hembra y la morfologia de esta region del cuerpo es poco
modificada. Una mayor complejidad estructural se observa cuando la
masa de espermatoforos es depositado y almacenado en una
protuberancia o invaginacion del exoesqueleto de la hembra (Bauer,
1986).

En cangrejos eubraquiuros, los receptaculos seminales (RS) son
camaras extensibles de almacenamiento de esperma que se componen
de una parte dorsal mesodérmica conectada al ovario, y una ventral
ectodérmica conectada a la vagina (Hartnoll, 1969, Diesel, 1991). EI RS
de los decapodos es un depédsito de espermatozoides que almacena el

esperma después de la copula y lo mantiene hasta que se produce la
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fertilizacion. Su origen es a partir de una invaginacion del exoesqueleto,
una modificacion del oviducto o formado por un canal totalmente
separado en algunos macruros (Adiyodi & Subramoniam, 1983; Bauer,

1986; Lopez-Greco, 2013).

La madurez ovarica tiene una relacion directa con el crecimiento
oocitario y éste es directamente proporcional al peso ovarico. Uno de los
métodos mas utilizado en la estimacion de la actividad reproductiva es
el indice gonadosomatico (IGS) (Courtney et al, 1995; Lopez-Greco,
1997; Ituarte et al., 2006; Zara et al.,, 2012). Si bien este indice es
utilizado en ambos sexos (Chu, 1995), es mayormente utilizado en
hembras donde el IGS se utiliza como indicador de madurez ovarica
(Grant y Tyler, 1983; Lopez-Greco et al., 1997; Rodriguez-Gonzalez et
al., 2006).

Durante el crecimiento gonadal tienen lugar una serie de
modificaciones de las reservas energéticas y nutricionales. En muchos
cangrejos estas reservas son enviadas desde el hepatopancreas hacia el
ovario; sin embargo, existen otros o6rganos de almacenamiento como
son los cuerpos grasos (Tom et al, 1987; Souty-Grosset, 1997). No
obstante, el hepatopancreas es en los cangrejos el organo de
almacenamiento energético por excelencia (Cuartas et al., 2002) y por
esta razon se utiliza el indice hepatosomatico como indicador de la
transferencia de reservas desde el hepatopancreas hacia la gonada.

En crustaceos, el sistema reproductivo masculino es dorsal o
dorso-lateral respecto al hepatopancreas (Lopez-Greco, 2013) y esta
compuesto por un par de testiculos simétricos que se conectan via
colectores con los vasos deferentes que comunican con el exterior a
través de un conducto eyaculatorio (Hartnoll, 1969). Dependiendo de la
especie, el vaso deferente puede presentar entre tres y diez partes
(McLaughlin, 1983). Pero generalmente se observa dividido en tres
porciones: anterior o proximal (VDA), mediana o media (VDM) y

posterior o distal (VDP) (Johnson, 1980; Krol et al., 1992). Los
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espermatoforos generalmente se forman en el VDA, en tanto el VDM
produce la mayor parte del liquido seminal y mantiene espermatoéforos
maduros. El VDP, por su parte, exhibe sacos laterales y esta
involucrado en la produccion de fluidos seminales (Johnson, 1980;

Sainte-Marie & Sainte-Marie, 1999; Jivoff et al., 2007).

Las estructuras del sistema reproductivo masculino han sido
llamadas de diferentes maneras: “acinos” (Burton, 1995), “lobulos”
(Johnson, 1980) o “conductos seminiferos” (Moriyasu et al.,, 2002). De
igual forma las células somaticas del testiculo han sido llamadas
“células acompanantes” (Haley, 1984), “células epiteliales” (Hinsch,
1988), “células nurse” (Krol et al., 1992), o “epitelio escamoso” (Garcia &

Silva, 2006).

La morfologia de los testiculos y el conducto deferente, incluyendo
esperma y la formacion de espermatoforos han sido descritos en varios
crustaceos, entre ellos: Callinectes sapidus (Cronin, 1947), Panulirus
versicolor (Talbot & Summers, 1978), Scylla serrata (Uma &
Subramoniam, 1979), Scyllarus chacei (Hinsch & McNight, 1988),
Chiononectes opilio (Beninger et al., 1988), Thenu orientalis (Burton,
1995), Lithodes maja (Tudge et al., 1998), Aristaeomprha foliacea
(Desantis et al., 2003), Goniopis cruenata (Garcia & Silva, 2000) y Maja
brachydactyla (Simeé et al., 2009). Pocos estudios han utilizado la
microscopia de luz para la identificacion de las etapas de maduracion
espermatica; las primeras descripciones consistieron en dibujos que
representan espermatogénesis en Menippe mercenaria (Binford, 1913) y
Cancer magister (Fijar, 1918). Johnson (1980) y Stewart et al. (2010)
dieron a conocer descripciones preliminares de principios de
espermatidas y espermatozoides en Portunidae. En Chionoecetes opilio,
la maduracion espermatica ha sido descrita en detalle. Sin embargo, a
diferencia de otras especies de braquiuros, en C. opilio la maduracion
espermatica ocurre fuera de los 1obulos testiculares, dentro de

espermatoforos en el conducto deferente (Sainte-Marie & Sainte-Marie,

28

v



Capitulo 1 Estructura del sistema reproductivo

1999). En portunoideos, la formacion de espermatoforos y el fluido

seminal se ha descrito brevemente en C. sapidus (Johnson, 1980).

La masa de esperma esta compuesta de esperma o espermatidas
finales y una matriz de soporte extracelular, se transporta desde los
tabulos colectores de los testiculos en el lumen de los conductos
deferentes. En el conducto deferente, la masa de esperma se rodea por
una pared acelular (Talbot, 1989). A pesar de la importancia del
espermatoforo en la reproduccion de decapodos, poco se sabe acerca de
su formacion y envasado a nivel ultraestructural. Hinsch & Walker
(1974) han descrito la estructura basica de los conductos deferentes.
En su analisis ultraestructural de los conductos deferentes proximales
de la langosta Homarus americanus, Kooda-Cisco & Talbot (1986)

describen la produccion de espermatoéforos.

Teniendo en cuenta los antecedentes antes expuestos, cabe reiterar
que los estudios sobre la biologia reproductiva de tricodactilidos son
muy escasos, contandose solo con el trabajo de Souza da Silva (2010),
quien describi6 la estructura histologica de las gonadas de
Sylviocarcinus pictus y S. devillei y Lima et al (2012) quienes
describiron la madurez sexual de Trichodactylus fluviatilis. Por su parte,
Tadeei (1999) describio el crecimiento relativo y algunas caracteristicas
poblacionales de D. pagei, en tanto Mansur (2002) realizé un estudio
comparativo entre las fecundidades de D. pagei y S. australis. Sin
embargo, no ha sido estudiada la estructura del sistema reproductivo
de ningun tricodactilido en nuestra zona, por lo que se plantearon los

siguientes objetivos para este capitulo:

e Describir macroscopicamente y microscopicamente a
través de histologia la estructura del sistema reproductivo de
Zilchiopsis collastinensis y Dilocarcinus pagei.

e Establecer la talla minima reproductiva (morfolégica)

de Z. collastinensis y D. pagei.
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ot Observar posibles relaciones entre los indices
gonadosomatico y hepatosomatico como descriptores de la

actividad reproductiva.
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Materiales y métodos

La descripcion del sistema reproductor tanto masculino como
femenino de Z. collastinensis y D. pagei fue realizado en base a los
cangrejos recolectados durante el periodo 2009-2012 mencionado en la
metodologia general. El rango de tallas utilizadas fue 5 y 60 mm en Z.

collastinensis (N = 90) y D. pagei (N = 70).

Analisis macroscopico

La descripcion macroscopica de las gonadas de los cangrejos se
realizo sobre 50 animales inmaduros de cada especie, en una relacion
1:1 de hembras y machos: 20 machos adultos de Z. collastinensis y 10

de D. pageiy 20 hembras adultas de Z. collastinensisy 10 de D. pagei.

Los cangrejos fueron pesados y se tomaron las medidas del ancho
de cefalotorax (ACF), largo de cefalotéorax (LCF) y ancho de abdomen

(AA) (ver Materiales y métodos general).

Durante el analisis macroscopico del sistema reproductor, se tuvo
en cuenta la presencia, color, ubicacion y grado de desarrollo de la
estructura completa del sistema. En machos se observo testiculo y vaso

deferente y en hembras, el ovario, receptaculos seminales y oviductos.

El desarrollo ovarico fue evaluado de acuerdo a la propuesta de
Castiglioni et al. (2006) clasificando el ovario en tres estadios de
desarrollo, a saber: inmaduro, en desarrollo y maduro de acuerdo a su

color, volumen y ubicacion.

Ademas se calculdo el indice gonadosomatico (IG) e indice

hepatopancreatico (IHP) a través de las siguientes ecuaciones:

_ peso gonada

1G = x100 ||pmp = Pese hepatopdncreas <100

peso total peso total

31



Capitulo 1 Estructura del sistema reproductivo

Analisis microscopico

Una vez tomadas las medidas morfolégicas se procedi6 a anestesiar
los animales en frio (0°C) durante 20 minutos. Luego sobre un campo
de hielo se procedié6 a abrir con cuidado el caparazon y disecar las

gonadas.

Se utilizaron cinco hembras y cinco machos por estacion de cada

especie.

Las gonadas fueron fijadas en fijador de Botliin durante cuatro
horas, y luego se procedi6 a la deshidratacion en secuencia ascendente
de alcoholes durante 20 minutos cada uno (70° - 80° - 90° -100°), dos
banos de 15 minutos de xilol, dos de 10 minutos de acetona y
finalmente incluidos en paraplast en 10 banos de una hora cada uno.
Una vez armados los tacos, fueron cortados en microtomo de rotacion
en secciones de 5-7 pm de espesor y tenidas con hematoxilina-eosina
durante 1 minuto cada uno. Se realizaron entre 3 y 6 preparados por
ejemplar, con 5 a 7 cortes histologicos en cada uno. Luego fueron

observados en distintos aumentos en microscopio 6ptico (®*Nikon s200).

También se realizé la técnica del aplastado conocido como
“squash” como complemento para la observacion de los oocitos y
presencia de espermatozoides, espermatocitos y espermatoforos en el

vaso deferente de los machos.

Para clasificar el grado de madurez se tuvieron en cuenta algunos
de los criterios histolégicos utilizados por Johnson (1980), Lopez-Greco
(1997), Zara et al. (2012), segln los cuales la gobnada masculina madura
presenta lobulacion testicular con presencia de espermatozoides, vaso
deferente completo con espermatoforos y presencia de vaso deferente
distal desarrollado completamente. En las hembras se tuvo en cuenta la
presencia de oocitos en vitelogénesis secundaria, con la presencia de

placas vitelinas caracteristicas y receptaculos seminales maduros.
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Resultados

Los cangrejos comienzan su desarrollo dentro del huevo, teniendo
para el caso de la familia Trichodactylidae, todo su desarrollo larval
dentro del huevo, siendo abreviado y saliendo de los mismos, individuos
similares a los adultos. Sin embargo, estos juveniles eclosionan con una
reserva de vitelo, que puede durar desde una hora como en el caso de T.
borellianus, a una semana como en Z. collastinensis y D. pagei. Esta
reserva podria estar relacionada con que los cangrejos recién
eclosionados dispongan de un tiempo hasta la completa calcificacion

y/o endurecimiento de sus apéndices bucales.

El desarrollo de la gonada es un proceso continuo desde tiempos
tempranos cuando se desarrolla el embrion, si bien no es observable
hasta una talla que se relaciona con la especie y el sexo del animal. Sin
embargo, practicamente desde que salen del huevo, es posible observar
el sexo en cangrejos tricodactilidos. Aunque la morfologia del abdomen
sufre modificaciones con la madurez, con la ayuda de una lupa son

observables los pleopodos masculinos o femeninos.

Sistema reproductivo femenino
Estructura macroscopica

El sistema reproductor femenino de Z. collastinensis y D. pagei esta
formado por un ovario (Ov) unico, en forma de “U” invertida,
comunicado a través de oviductos anteriores con receptaculos
seminales (RS) y desde éstos a oviductos posteriores que confluyen en
gonoporos pares a la vulva, localizados en el tercer esternito toracico,
cerca de la linea media.

El ovario en juveniles inmaduras se ubica dorsalmente, de forma
central en el cefalotéorax, quedando 80 % debajo del corazon y

apoyandose sobre el hepatopancreas. La hembra debe alcanzar un ACF

33

v



Capitulo 1 Estructura del sistema reproductivo

entre 10,50-11,70 mm en Z. collastinensis y entre 17,55-21,22 mm en
D. pagei para que su ovario sea visualizado (Fig. 1.6). En un comienzo
es trasparente y pasa a una tonalidad blanca-perlada y se mantiene asi
hasta alcanzar una talla de 19,3-22,22 mm para Z. collastinensis y de
21,05-25,13 mm en D. pagei, donde adquiere un tono nacarado-rosado

claro (Tabla 1.1).

Figura 1.6. Ubicacion del ovario en juveniles inmaduras de D. pagei (a,d)
y Z. collastinensis (b,d). Las flechas indican el ovario en forma de “U” invertida
y de coloracion blanquecina-traslticida. B = branquias, C = corazén, Hp=
hepatopancreas.

Cuando la hembra alcanza la madurez, el ovario comienza a
ocupar mas lugar en el cefalotérax, acomodandose el hepatopancreas a
su alrededor (Fig. 1.7-a, b, c¢). La coloracién va cambiando a medida que
aumenta su tamano de tono rosado a naranja claro (Fig. a, b, c), hasta
alcanzar un color naranja fuerte al finalizar la maduracién, por la
presencia de vitelo (Fig. 1.7 e, f, g, h). La forma de “U” invertida y

ubicacion del ovario se conserva durante todo su ciclo, a pesar de que
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éste, al no tener suficiente lugar, comienza a plegarse haciendo zig-zag

(Fig. 1.7 e) y luego apoyandose sobre si misma, llega al borde del

corazon (Fig. 1.7 £, g).

Figura 1.7. Ubicacion del ovario en hembras adultas de Zilchiopsis
collastinensis. Las flechas indican el ovario en forma de “U” invertida. a, b:
ovario post-puesta, con oocitos atrésicos (color naranja), previtelogénicos
(blancos). c, d, e: ovario en crecimiento con oocitos en vitelogénesis exogena. f:
ovario en forma de zig-zag para optimizar el espacio a causa del crecimiento
oocitario. g, h: ovario totalmente desarrollado y replegado sobre si mismo,
hasta el borde del corazon por falta de espacio. B = branquias, C = corazon,

Hp= hepatopancreas.
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Hay una gran diferencia entre un ovario inmaduro y uno post-
puesta dada por la organizacion interna y su estructura general. Un
ovario post-puesta, aunque se observe blancuzco como uno inmaduro,
se observa flacido y en general con algunos oocitos naranjas aun no
reabsorbidos (esto depende del tiempo desde el desove) (Fig.7 a, b). En
juveniles inmaduros, los oviductos, RC y gonoporos se presentan de
menor tamano que en una hembra post-ovigera, incluso los oviductos
pueden no ser observados y la vulva es de menor tamano (Fig. 8).
También se observa que por lo general el ovario se mantiene en una
ubicacion inferior respecto al CF, en relacion con el lugar que ocupa en

una hembra post-ovigera (Fig. 1.7 a, b).

Del ovario surgen un par de oviductos anteriores que conectan a
ambos receptaculos seminales y desde estos a través de oviductos
posteriores a la vulva (Fig. 9). Aunque en general es un paso que se
abre antes del desove, en Z. collastinensis y D. pagei estan presentes

desde el momento en que el ovario comienza con su madurez.

Los receptaculos seminales son organos de almacenamiento de
esperma ubicados a ambos lados del CF, bajo la pared de la camara
branquial, encajados en un espacio propio en el cefalotorax que
comunica el ovario con el poro genital (Fig. 8). En los tricodactilidos
estudiados se observaron RC con conexion dorsal al ovario. Se observan
en hembras que se encuentran en la transicion juvenil-maduro (17-35
mm) siendo permanentes a partir de su desarrollo (al igual que los
oviductos), variando su tamano de acuerdo al resultado de los eventos

de copula realizados.
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Figura 1.8. Vulva de Z. collastinensis y D. pagei. a, b: estados inmaduros; c, e
hembras maduras de Z. collastinensis; d, f: hembras maduras de D. pagei.
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Figura 1.9. Receptaculos seminales de Zilchiopsis. collastinensis y Dilocarcinus
pagei. ay b. la flecha indica el espacio en el cefalotorax donde se ubican los
receptaculos seminales, B: branquias. PB: pared de la camara branquial. cy
d: receptaculos seminales (Rs) de Dilocarcinus pagei, O. ovario. Oa. oviducto
anterior. Op: oviducto posterior. e y f. receptaculos seminales de Zilchiopsis

collastinensis.
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Indice gonadosomdtico y hepatopancredtico

El mayor indice gonadosomatico (IG) fue observado en invierno
(5,84) y primavera (5,07) momento en el que el ovario de Z
collastinensis adquiere su mayor volumen, ocupando toda la cavidad del
cefalotorax. El menor valor, por su parte, se registré6 durante el verano
(1,62) cuando el ovario se encuentra en reabsorcion, observandose una
marcada estacionalidad y siendo esta diferencia estadisticamente
diferente (p = 0,002) (Fig. 1.10).

Por otro lado, el indice hepatosomatico se mantuvo practicamente
constante, variando entre los valores maximos durante el verano (8,41)

y minimos durante el invierno (6,05) (Fig. 1.10).

(n=12)

(n=6)

(n=6)

HIG

MIHP

% delindice
[e)}
|

estacion

Figura 1.10. Indice gonadosomatico (IG) y hepatosomatico (IHP) en
hembras maduras de Z. collastinensis durante los anos 2010-2011). Se
observa un crecimiento de la génada hasta alcanzar maximo en primavera y
su minimo en verano, encontrandose la gonada en reabsorcién y en un nuevo
crecimiento. Las barras de error indican el desvio estandar. El asterisco (¥)
significa diferencias significativas entre el IG de primavera y verano.
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Tabla 1.1. Caracteristicas del ovario de Zilchiopsis collastinensis.

Estadio Desarrollo Color ACF (mm) IG IHP
I inmaduro  Trasparente- 0 0 No se
blanco a calculo
11,99
II En Rosado- 12 0,41 3,49
desarrollo naranja claro a
35,99
III Maduro Naranja— 36 4,31 6,50
naranja en adelante
0SCUro

Tabla 1.2. Caracteristicas del ovario de Dilocarcinus pagei.

Estadio Desarrollo Color ACF (mm) IG IHP
min-max
I Inmaduro Trasparente 0 a 21,99 0 No se
—blanco calculo
II En Rosado- 22-39,99 3,53 5,58
desarrollo naranja
claro
III Maduro Naranja— 40 6,61 5,90
naranja en adelante
oscuro

Estructura microscopica

En el ovario de individuos juveniles se observa una masa compacta
de oogonias y oocitos inmaduros, que se mantienen en pre-vitelogénesis
y vitelogénesis endogena hasta la muda puberal, momento en el cual
completaran su desarrollo (alrededor de un ACF de 26 £ 7 mm)

(Figs.1.11y 1.12).

El nucleo y nucléolos de los oocitos a lo largo del ciclo ovarico
cambian de tamano y forma, segun requerimientos celulares. Las
células foliculares, de forma globular, se distribuyen de forma aleatoria
por todo el ovario. La pared ovarica es mucho mas gruesa que en el

resto de los estadios. El germarium es marcadamente central en ambas
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especies.

Figura 1.11. Ovario juvenil inmaduro de Z. collastinensis. Las flechas
rojas indican oocitos previtelogenios; las flechas azules indican los oocitos en
vitelogénesis I. Ge = germarium.
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Figura 1.12. Ovario juvenil inmaduro de D. pagei. Las flechas rojas
indican oocitos previtelogenios; las flechas azules indican oocitos en
vitelogénesis I. Ge = germarium

Descripcion de la gonada en hembras maduras

La pared del ovario se encuentra cubriendo todo el 6érgano y separa
al ovario del espacio hemocélico general. Se encuentra formada por dos
capas, una externa de tejido conectivo y una interna germinativa.

A lo largo del ciclo ovarico la pared ovarica sufre modificaciones
asociados con el crecimiento oocitario. A medida que los oocitos se van
colmando de vitelo, ocupan mas espacio y ejercen presion sobre la
pared ovarica, volviéndola cada vez mas fina. Luego de una puesta de
huevos, el ovario adquiere un aspecto flacido, e histologicamente se
observan contornos irregulares en forma de “vuelos” donde estan

presentes los foliculos vacios (Fig. 1.13).
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Figura 1.13. Ovario post-desove de Z. collastinensis. Ce = capa externa de la
pared ovarica. Cf = células foliculares. Ci= capa interna de la pared ovarica. Ge
= germarium. Oa = oocitos atrésicos.

Dentro del ovario se observaron diferentes tipos de células
germinativas, tales como oogonias, oocitos en distinto desarrollo y
somaticas, células foliculares. Ademas se observaron senos hemales

entre los foliculos del ovario (Fig. 1.14).
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Figura 1.14. Senos hemales entre foliculos del ovario de Z. collastinensis. Ov
= oocito, Sh = seno hemal.

Las oogonias son células germinativas que se desarrollan dentro de
“nidos germinales”, germarium o “zonas germinativas” y se agrupan
entre la pared interna y la zona periférica de la luz del ovario (Fig. 1.15).
Dentro de ellas, se observaron dos momentos donde los cromosomas se
encontraban condensados en profase meiodtica y en su etapa final, con

la cromatina dispersa, siempre con un citoplasma escaso y basofilo
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Figura 1.15. Ge = germarium, Oo = oogonia, Op= oocitos primarios en Z.
collastinensis (ay d) y D. pagei (b y c).

Los oocitos primarios se desarrollan en cercanias de las oogonias y
encontrandose en pre-vitelogénesis. Durante esta etapa se encuentran
asociados a células foliculares de forma globular que comienzan a
rodear a cada oocito.

En este estadio se observa el nucleo redondeado, casi esférico y
uno o dos nucléolos. El citoplasma, escaso y denso, adquiere una
estructura peculiar por la presencia de pequenas vacuolas o granulos.
Al final de esta etapa las células foliculares, en cantidad variable, pasan
de ser globulares a aplanadas, definen el contorno de cada oocito y

forman los foliculos (Fig. 1.16).
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Figura 1.16. Oocitos secundarios en vitelogénesis endégena (a-b) Dilocarcinus
pagei y (c-d) Zilchiopsis collastinensis. Cf = células foliculares, N = ntcleo, Nu
= nucleodlo.

Los oocitos secundarios se observaron en dos estadios. En el
comienzo de la vitelogénesis endogena o primaria los oocitos sintetizan
el vitelo y aumenta el volumen de su interior, repercutiendo en su
tamano. El nucleo y nucléolos se observaron bien definidos y la célula
completa se mantiene basofila. Cuando los oocitos entran en
vitelogénesis exdgena o secundaria los oocitos aumentan mucho su
tamano, el nucleo no se observa directamente, pero en su lugar hay una
zona muy densa en forma de “nube” de vacuolas acidéfilas, mas

pequenas que en resto del citoplasma celular (Fig. 1.17).
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Capitulo 1 Estructura del sistema reproductivo

Figura 1.17. Oocitos secundarios en vitelogénesis exogena (a-d) Z.
collastinensis y (e-f) D. pagei. Cf = células foliculares, N = nucleo, Nu =
nucléolo. Pv = placas vitelinas, Sh = seno hemal.
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Los germarium se distribuyen a lo largo de la pared ovarica, en
posicion dorso-ventral y a continuacion en direccion a la luz del ovario.
Sin embargo, cuando los oocitos entran en vitelogénesis exogena son
dificilmente observables por el volumen que adquieren y el lugar que
ocupan en el ovario. Alli se observan oogonias con diferentes estadios y

alrededor de éstos oocitos previtelogénicos.

El ovario post-puesta tiene una tonalidad blanca traslucida, donde
generalmente se observan los foliculos vacios, oocitos previtelogénicos, y
oocitos vitelogenicos (no ovulados). Estos oocitos “atrésicos” se observan
a lo largo de todo el ovario, mostrandose en muchos casos
anastomosados formando “lagunas” de citoplasma oocitario. Los
germarium o zonas germinales se distribuyen de forma irregular en

diferentes partes del ovario (Fig. 1.18).

Figura 1.18. Ovario post-puesta de Z. collastinensis (a-b) y D. pagei (c-d).
Oa = oocitos atrésicos, Po = pared ovarica.
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En individuos reproductivos o maduros sexualmente, un nuevo
ciclo comienza luego de una puesta de huevos, mientras realiza la

incubacion (Fig. 1.19 y 1.20).

Figura 1.19. Ciclo ovarico de Zilchiopsis collastinensis. Ti = tiempo inicial,
juvenil recién eclosionado donde no se observa el ovario. T1 = ovario
rudimentario e inmaduro, transparente. T2 = ovario blanco-perlado inmaduro,
en previtelogénesis a vitelogénesis I o endogena. T3 = ovario en maduracion
luego de la muda puberal, en vitelogénesis II o exdgena. T4 = ovario
completamente maduro y listo para la ovulaciéon. TO = ovario luego de la
ovulacion y extrusion de los huevos, en estado inicial y luego a
previtelogénesis. Las lineas negras indican el comienzo y término de cada
etapa. Las letras mayusculas externas corresponden a los meses del ano y los
colores a las estaciones: amarillo = verano, naranja = otono, azul = invierno,
verde = primavera.
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Figura 1.20. Ciclo ovarico de Dilocarcinus pagei. Ti = tiempo inicial,
juvenil recién eclosionado donde no se observa el ovario. T1 = ovario
rudimentario e inmaduro, transparente. T2 = ovario blanco-perlado
inmaduro, en previtelogénesis a vitelogénesis I o endogena. T3 = ovario
en maduracion luego de la muda puberal, en vitelogénesis II o exogena.
T4 = ovario completamente maduro y listo para la ovulacion. TO = ovario
luego de la ovulacion y extrusion de los huevos, en estado inicial y luego
a previtelogénesis. Las lineas negras indican el comienzo y término de
cada etapa. Las letras mayusculas externas corresponden a los meses
del ano y los colores a las estaciones: amarillo = verano, naranja =
otono, azul = invierno y verde = primavera.
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Sistema reproductivo masculino

Estructura macroscopica

El sistema reproductor masculino (SRM) en individuos inmaduros
tiene una ubicacion dorso-anterior. Los testiculos se ubican a ambos
lados del estomago, unidos por tejido conectivo, continuandose con el
vaso deferente hasta la parte posterior del animal. En estadios
inmaduros sexualmente suele observarse solo el testiculo, siendo el
vaso deferente transparente y cortandose al disecarlo. La talla
observable (solo testiculo) es 23,71-24,41 mm y 28,01-28,69 mm en Z.

collastinensis y D. pagei, respectivamente (Fig. 1.21).

g ' S,
Figura 1.21. Gonada masculina inmadura de Z. collastinensis (a-b) y D. pagei
(c). B = branquias, C = corazon. Las flechas azules indican los testiculos.

A partir de estas tallas de ACF la evolucion de la gonada es
evidente, cambia su color y comienza el desarrollo del vaso deferente el
cual toma un color blanco por la presencia de esperma en su contenido
(29 £ 3 mm de ACF). A partir de los 35 mm de ACF se encontraron
espermatoéforos en el vaso deferente.

El sistema reproductor masculino de Z. collastinensis y D. pagei
esta formado por dos estructuras alargadas y paralelas. En Z.
collastinensis ambas estructuras se encuentran unidas por tejido
conectivo en la zona anterior -que suele cortarse al disecar el 6rgano-
formando una “U” invertida (Fig. 1.22).

Dicha estructura se encuentra formada por dos testiculos (TES)
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Capitulo 1 Estructura del sistema reproductivo

que contienen un gran numero de lébulos, unidos al vaso deferente por
tubulos colectores. El VD se encuentra regionalizado cumpliendo
diferentes funciones en: anterior (VDA), medio (VDM), y distal (VDD). El
VDA se encuentra muy enrollado en relacion a la porcion media y distal.

Una vez maduro, el vaso deferente se torna blanco por la presencia
de espermatozoides y/o espermatoforos. El SRM se distribuye desde la
zona anterior hasta caudal siempre manteniéndose en contacto con el
cefalotorax. El testiculo maduro adquiere un color amarillo claro y el
vaso deferente también cambia su coloracion y tamano. En la parte
media se observa color blanco y en su tramo distal su color es
amarillento. Ademas el tamano del VDM aumenta notablemente cuando
el individuo se encuentra en talla reproductiva, generalmente
dificultando su disecacion sin rotura. El VDD tiene dos zonas
claramente diferenciables cuando el macho adquiere la madurez
completa. La zona que se continua del VDM es color amarillento opaco y
su extremo distal amarillo traslucido, de aspecto graso en Z.
collastinensis y transparente en D. pagei (Figs. 1.22 y 1.23).

También forman el sistema reproductivo un par de pleépodos
funcionales durante la copula para la trasferencia del esperma,
ubicados en el primer y segundo somitos abdominales y comunicados a

poros genitales a la altura del 5° esternito toracico.
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Figura 1.22. Sistema reproductor en forma de “U” invertida de
Zilchiopsis collastinensis (a-e) y paralelo de Dilocarcinus pagei (f-h).
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Figura 1.23. Sistema reproductor masculino. Zilchiopsis collastinensis (a-b) y
Dilocarcinus pagei (c-d). B = branquia, C = corazoén. Las flechas indican el
sistema reproductor.

Indice gonadosomadtico y hepatopancredtico

El mayor indice gonadosomatico (IG) fue observado en otono (5,01)
momento en el que el sistema reproductivo de Z. collastinensis adquiere
su mayor volumen, observandose un vaso deferente medio muy grande,
y repleto de esperma. El menor valor se registro durante el verano
(2,55), cuando el VDM se encuentra menos dilatado que durante el
otono, pero con abundante esperma en su interior (Fig. 1.24).

Por otro lado, el indice hepatosomatico fluctué de modo similar al

IG, siendo maximo durante el otonno y minimo en verano (Fig. 1.24).

% del indice

> [ T HIG

T 5 IHP

estacién

Figura 1.24. Indice gonadosomaético y hepatosomatico de machos maduros de

Z. collastinensis.
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Capitulo 1 Estructura del sistema reproductivo

Estructura microscopica

El sistema reproductor de individuos juveniles se observa no
diferenciado, encontrandose presente soélo el testiculo que se continua

por un vaso deferente tinico tampoco diferenciado.

En el testiculo se observa una masa compacta de tabulos
seminiferos colmados de células germinales y de Sertoli (Fig. 1.25). Esta

estructura es seguida por un vaso deferente en el cual se observan

espermatogonias y espermatocitos inmaduros (Fig. 1.26).

Figura 1.25. Testiculo inmaduro de Z. collastinensis (a- b) y D. pagei (d-e). Se
observa los tabulos colmados de espermatogonias.

Las gonadas de Z. collastinensis y D. pagei se mantienen con esta
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estructura hasta la muda puberal (alrededor de un ACF de 29 a 35 mm,
en ambas especies). A partir de esta talla el vaso deferente se diferencia

en vaso deferente anterior (VDA), medio (VDM) y distal (VDD).

Figura 1.26. Vaso deferente inmaduro de Z. collastinensis (b y d) y D. pagei (a
y c). E.p = espermatocitos. Esp = epermatogonias.
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Descripcion de la gonada en machos maduros

Tanto los testiculos de Z. collastinensis y de D. pagei se observaron
histologicamente similares. Su estructura lobular, con multiples
tabulos seminiferos ultraenrollados dificulta el seguimiento de los
mismos, los que finalmente convergen en un conducto colector que

comunica al vaso deferente.

Cada tubulo seminifero esta rodeado por una fina capsula de tejido
conjuntivo y se agrupan formando un lébulo, el cual esta delimitado por
las células accesorias aplanadas y con escaso citoplasma (Figs. 1.27 y
1.28). Dentro de cada l6bulo las células germinales se encuentran en la

misma etapa.

Dentro de los tubulos seminiferos se encuentran espermatogonias,
espermatocitos primarios y secundarios, espermatidas y

espermatozoides.

Las espermatogonias se hallan en los centros germinales con
abundantes granulos fuertemente basofilos (Figs. 1.27 a, b, c y 1.28).
Se ubican colmando los tubulos seminiferos en la zona apical de los
testiculos (Figs. 1.27 ¢, g y 1.28) y se extienden sobre uno de los
margenes, cerca de la periferia de los lobulos testiculares, hasta
desaparecer en la zona media de los testiculos, rodeados por células

accesorias, de Sertoli o nodrizas (Figs. 1.27 d y 1.28).
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Figura 1.27. Tubulos seminiferos del testiculo de Z. collastinensis. Las flechas
indican la luz del tabulo. CS = células de Sertoli. Esp = espermatogonia.
Esp*= espermatogonias, en division. Ts = tabulo seminifero
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Figura 1.28. Tubulos seminiferos del testiculo de D. pagei. Las flechas indican
la luz del tabulo. E.p = espermatocitos. Esp = espermatogonias, Esp* =
espermatogonias en division, CS = células de Sertoli, Ts = tibulo seminifero.

Los espermatocitos se caracterizan por tener una estructura
globular y tincion basofila, en tanto las espermatidas se observan mas
elongadas y su tincion es diferenciada, siendo proporcionalmente mas
acidofilas (Figs. 1.29 y 1.30). Se observaron espermatocitos en posicion
basal respecto a la membrana en la zona germinal de los tubulo

seminales en ambas especies (Fig. 1.30).
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Figura 1.29. Espermatocitos de D. pagei. . Cf = células foliculares. E.pi =
espermatocito inicial. E.pf = espermatocito final. Espa = espermatida. Va
vesicula acrosomatica

Dos estados de desarrollo fueron identificados: inicial y en division o
final (Figs. 1.28 y 1.29).

Los espermatocitos iniciales se caracterizan por presentar el
citoplasma con cromatina dispersa y pequenos acumulos de
heterocromatina, observandose picnoéticos. Los espermatocitos finales
se encuentran en meiosis, observados en posible telofase (Figs. 1.28 y

1.29 b).

Se identificaron espermatidas en estadio inicial observandose el
nucleo en forma de “C” en Z. collastinensis (Fig. 30 b) y un estadio final

con la presencia de la vesicula acrosomatica (Figs. 1.30 c, ey 1.29 a, b).
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Capitulo 1 Estructura del sistema reproductivo

Figura 1.30. Espermatocitos de Z. collastinensis. E.pi = espermatocito inicial.
E.pf. espermatocito final. Espa = espermatida. Va = vesicula acrosomatica.

Los tubulos seminiferos del testiculo en ambas especies, se
comunican con el vaso deferente anterior (VDA) por un corto conducto
colector, cuya morfologia es similar a la del vaso deferente anterior en
su parte proximal. Ambos tienen un epitelio columnar y la luz del
tubulo poco a poco va abriéndose en la parte media y posterior del VDA

(Fig. 1.31).
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Figura 1.31. Vaso deferente anterior. a: Z. collastinensis. b: D. pagei.
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En la parte posterior del VDA el epitelio columnar es multinucleado
y aqui es donde los espermatozoides se agrupan formando un
conglomerado de espermatozoides en forma de “racimo de uvas” que

luego se encapsula en el VDM formando los espermatoéforos (Fig. 1.32).

Figura 1.32. Espermatoforos de Z. collastinensis. a-b: Espermatozoides
aglomerados en VDM listos para ser encapsulados en espermatoforos. c:
espermatoforos.
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Los espermatoforos tienen una unica capa (Fig.1.32) que encierra
un numero variable de espermatozoides (1-95), siendo lo mas habitual
encontrar espermatoforos con 85 en Z. collastinensis y en D. pagei.

(Fig. 1.33).
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Figura 1.33. Numero de espermatozoides presente dentro de
espermatoforos de Z. collastinensis y D. pagei.

u
T
6 31 51 56

El vaso deferente medio (VDM) tiene epitelio columnar con nucleos
basales y tejido conjuntivo rodeando el tabulo. En la luz se observan los
espermatoforos formados y liquido seminal mas abundante que en el

VDA (Fig. 1.34).

El vaso deferente distal se divide en dos partes, una anterior que se
diferencia del VDM por su pared con pronunciadas invaginaciones o
embolsamientos de células columnares secretoras, las cuales se

presentan multinucleadas con nucleos elongados y basales (Fig. 1.35).
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Figura 1.34. Vaso deferente medio. a: Z. collastinensis, b: D. pagei.
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Figura 1.35. Vaso deferente distal (parte anterior) de Dilocarcinus pagei (a-b) y
de Z. collastinensis (c-d). b y d, detalle de la pared, donde las células
foliculares se encuentran elongadas y paralelas, con nucleos basales.

La parte posterior del VDD de Z. collastinensis y D. pagei es una
estructura claramente diferente del resto del vaso deferente. En Z.
collastinensis su color es amarillento translicido con epitelio cuboidal,
en cambio en D. pagei no toma color, siendo traslucido pero de similar
aspecto y estructura. La luz se observa con abundante liquido seminal,
denso, homogéneo y sin presencia de espermatoforos. Su tincion es

basofila en Z. collastinensis y acidéfila en D. pagei (Fig. 1.36).

La figura 1.37 y 1.38 resume la informacion a cerca de la
estrucutra del sistema reproductor masculino de Z. collastinensis y D.

pagei respectivamente.
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Figura 1.36. Vaso deferente distal (parte posterior). ay c en Z. collastinensis. b
y d en D. pagei.
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Figura 1.37. Sistema reproductor masculino maduro de Zilchiopsis
collastinensis. a: testiculo apical; b: testiculo inferior; c: vaso deferente
anterior; d: vaso deferente medio; e: vaso deferente distal anterior; f: vaso
deferente distal posterior; g: vaso deferente distal-distal o vesicula seminal.
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Figura 1.38. Sistema reproductor masculino maduro de Dilocarcinus pagei. a:
testiculo apical; b: testiculo inferior; c: vaso deferente anterior; d: vaso
deferente medio; e: vaso deferente distal anterior; f: vaso deferente distal
posterior; g: vaso deferente distal-distal o vesicula seminal.
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Discusion

Sistema reproductivo femenino

El inicio del periodo reproductivo es un evento critico por el costo
energético que la hembra debe destinar a su sistema reproductivo
(Lopez-Greco & Rodriguez, 1999). En los crustaceos decapodos las
reservas del hepatopancreas se utilizan por lo general durante el
desarrollo ovarico (Pillay & Nair, 1973; Kyomo, 1988; Chu, 1995; Lopez-
Greco & Rodriguez, 1999; Yamaguchi, 2001; Tsukimura, 2001; Beatty
et al., 2005; Santhoshi et al., 2009; Ferré et al., 2009).

Del mismo modo se observd en Z. collastinensis donde los valores
minimos del IHP no alcanz6 niveles criticos. No obstante se observo una
correlacion negativa entre el IG y el IHP, lo que podria indicar que
cuando la gonada se encuentra en crecimiento, las reservas del
hepatopacreas (HP) disminuyen por el envio de vitelogenina al ovario.
Durante el periodo donde el ovario llega a su maximo tamano, el HP se
encuentra en su menor tamano y el HP retoma su volumen normal
durante el verano cuando comienza un nuevo ciclo ovarico.

Dado que los costos energéticos son altos en las hembras, y los
valores mostrados en el IHP de Z. collastinensis no fluctian mucho,
podria pensarse que la energia requerida durante el desarrollo ovarico
en esta especie proviene no solamente del HP. En algunos crustaceos
existen sitios de sintesis de vitelogenina diferentes al HP, como son las
células foliculares del ovario observado en Procambarus -clarkii y
Callinectes sapidus (Kulkarni et al., 1991; Lee y Watson, 1995).

Por otro lado los valores mas altos alcanzados por el IG fueron
durante primavera-verano, observandose una marcada estacionalidad.
Esto puede explicarse ya que durante estos meses al menos 50 % de las
hembras de la poblacion se observo ovigera. Luego durante el otono-
invierno el ovario de Z. collastinensis se encuentra en nuevo

crecimiento, teniendo valores minimos.
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El sistema reproductivo de Z. collastinensis y D. pagei esta formado
por un unico ovario, el cual tiene una forma inusual de “U” invertida,
solo descripto para Sylviocarcinus pictus (Souza Da Silva, 2010), especie
perteneciente a la misma familia. Es frecuente observar el ovario en
forma de “H” como en Cardisoma guanhum (Molina, 1782), Cancer
setosus (Goldstein & Enrique Dupré, 2010), Uca uruguayensis y
Neohelice granulata (Rodriguez, 1991), o en “Y” como en Procambarus

clarkii (Girard) (Ando & Makioka, 1998).

La posicion del ovario es dorsal respecto al hepatopancreas,
comunicado con oviductos que se elongan formando receptaculos
seminales y conductos genitales que desembocan en gonéporos pares
ubicados en el quinto somito toracico (McLaughlin, 1983; Lopez-Greco,

2013).

La pared del ovario observada en Z. collastinensis es similar a la
descrita para los Brachyura observandose una capa de tejido conectivo,
y una germinativa (Adiyodi & Soubramoniam, 1983; Bell & Lightner,
1988; Rodriguez, 1991). Algunas especies poseen ademas una pared
muscular que rodea el ovario, pero generalmente esta ausente (Krol et

al., 1992) al igual que en Z. collastinensis.

La luz del ovario de Z. collastinensis, como en la mayoria de los
decapodos, no es evidente y queda solapado por oogonias y oocitos
previtelogénicos (Krol et al, 1992; Elorza & Dupré, 2000), que en
diferentes grados de desarrollo rodean el germarium. Luego las oogonias
se convierten en oocitos previtelogénicos con nucleos centrales y

grandes nucléolos (Btowdy, 1989).

La internalizacion pronunciada del germarium en braquiuros
(Adiyodi & Subramonian, 1983) se comprobo también en Z
collastinensis, donde los centros germinativos se encuentran dispersos a
lo largo de un eje central de tejido en el ovario. De modo similar fue

observado en Portunus sanguinolensis, Callinectes sapidus, Cancer
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pagurus, Menippe mercenaria, Rhithropanopeus harrissi, Portunus
pelagicus, Uca uruguayensis, Chasmagnathus granulata, Procambarus
clarkii (Ryan, 1967; Johnson, 1980; Adiyodi & Subramonian, 1983;
Rodriguez, 1991; Lopez-Greco, 1997; Ando & Makioka, 1998). Sin
embargo, en algunas especies de peneidos, la zona germinal se
encuentra en posicion intermedia y ventral de la pared del ovario (King,
1948; Bell y Lightner, 1988).

En Z. collastinensis y D. pagei la posicion dorso-central de la zona
germinal podria estar en relacion con maximizar el espacio que van
ocupando los oocitos en el ovario. Dado que los cangrejos tricodactilidos
han invertido en un mayor tamano del huevo (mayor cantidad de vitelo)
que sus parientes marinos, y teniendo en cuenta la presion que ejercen
éstos dentro del ovario, esta estrategia podria beneficiar el
desplazamiento de los ovocitos primarios a las zonas de crecimiento

mas alejadas de la luz del ovario (Adiyodi & Subramonian, 1983).

En Penaeus stylirostris los oocitos de la zona germinal se
convierten en oocitos previtelogénicos y estos oocitos en desarrollo
migran a los margenes de la subunidades del ovario porque estos se
agrandan (Bell y Lightner, 1988). Zilchiopsis collastinensis y Dilocarcinus
pagei no presentan un ovario compartimentado en subunidades; sin
embargo, los oocitos previtelogénicos migran de igual forma a la
periferia del ovario maximizando el espacio. Cabe destacar que cada
foliculo esta constituido por un solo oocito con su capa de células
foliculares y la membrana basal al igual que en Jasus frontalis (Elorza &
Dupreé, 2000). Ello difiere de lo que ocurre en Penaeus setiferus, P.
stylirostris y P. vannamei, donde los foliculos son una especie de “bolsa”
con un lumen central donde se encuentran los oocitos. Dentro del
foliculo, los oocitos maduran desde el centro hacia la periferia y cada
foliculo se encuentra conectado en su zona media al lumen del ovario
(King, 1948; Bell & Lightner, 1988).

El crecimiento de los oocitos implica el desarrollo de la célula
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germinal antes de la vitelogénesis (Krol et al.,, 1992). El desarrollo de
estos se da de modo similar al descrito en otras especies marinas donde
se observa una alta basofilia al comienzo de su desarrollo por la escasa
presencia de vitelo y la alta tasa de trascripcion y presencia de ARN en
el citoplasma. La previtelogénesis en decapodos se caracteriza por un
aumento en la actividad de los diversos organulos citoplasmaticos. La
acumulacion de los ribosomas y el desarrollo del reticulo
endoplasmatico rugoso dan lugar a elementos vesiculares (Charniaux-

Cotton, 1980).

Fue registrada una variacion en el tamano y disposicion de las
células foliculares. Estas se ubican de forma desordenada en la zona
germinal y se reacomodan alrededor de cada oocito cuando éstos entran
en previtelogénesis tardia para formar los foliculos. En un comienzo las
células foliculares son aplanadas y elongadas. Pero a medida que los
oocitos crecen, tales células acompanan su crecimiento con un
aumento de volumen. Cuando los oocitos son depositados en el
abdomen, éstas células permanecen en el ovario de forma dispersa
cumpliendo funciones de reabsorcion oocitaria (Adiyodi &
Subramonian, 1980; Lopez-Greco, 1997).

Son muy discutidas las funciones de estas células, estimandose
que participan en la produccion de vitelo, la formacion del corion en los
huevos y la produccion de hormonas (Adiyodi & Subramonian, 1980;
Krol et al.,, 1992; Pochon-Masson, 1994).

Los oocitos vitelogénicos se observan con tincion acidofila y estos
van acumulando vitelo hasta el momento en que son extruidos. Cabe
destacar que como el proceso de oogénesis es continuo, suelen
observarse en una misma puesta de huevos oocitos en vitelogénesis 1.
Esto también fue observado por Elorza & Dupré (2000) en Jasus

frontalis.

La oogénesis en crustaceos involucra dos procesos: proliferativo y

diferenciativo. Durante la fase proliferativa en la zona germinal tiene
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lugar un aumento del numero de oogonias por mitosis. Luego, durante
el periodo diferenciativo, los oocitos primarios derivan en oocitos
secundarios que son trasformados en la tipica “célula huevo” (Adiyodi &
Subramonian, 1983).

En la fase proliferativa, las oogonias son producidas por mitosis en
la zona germinal a lo largo de la vida reproductiva de la hembra. En la
fase de diferenciacion, los oocitos primarios derivados de las oogonias
secundarias son desplazados hacia la zona de crecimiento, en la que
inmediatamente entran en la profase meiética (Adiyodi & Subramonian,
1983; Krol et al., 1992). En ese momento se producen cambios
nucleares y citoplasmaticos, el oocito aumenta de tamano y los ovocitos
alcanzan su posicion final en el ovario (Adiyodi & Subramoniam, 1983).
Cuando los oocitos maduran y se produce la ovulacion, la division
meiotica progresa a la metafase de la division de maduraciéon primaria

(Yano, 1983).

Sistema reproductivo masculino

El indice gonadosomatico (IG) se observo con una fluctuacion
similar al del IHP, teniendo su maximo durante el otonno y su minimo en
verano, por lo que podria pensarse que la energia requerida por el SRM
esta dada por el HP. A pesar de esto, en ninguno de los dos el valor
minimo llega a ser menor a 50 % del valor maximo, por lo cual podria
estimarse que el SRM se encuentra todo el ano preparado para la
trasferencia de material genético. Ademas de la energia destinada al
mantenimiento de la gonada cabe destacar que el comportamiento de
cortejo, agonistico y de forrajeo también estan presentes en el gasto
energético.

La relacion entre el IG y el desarrollo de la VDM es clara,
encontrandose en su maximo desarrollo al alcanzar el maximo el indice
respectivo. Esta relacion puede explicarse ya que durante los meses de
marzo-agosto se registraron el mayor numero de copulas en el ambiente

natural (ver Capitulo 2).
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El sistema reproductivo de Z. collastinensis y de D. pagei es similar
al sistema descrito para los decapodos en general, teniendo una
estructura pariada, formada por testiculos lobulares (Johnson, 1980;
Krol et al., 1992; Sokolowicz et al., 2007; Erkan et al., 2009) unidos por
una comisura de tejidos conjuntivo y vasos deferentes (Krol et al,
1992). En Z. collastinensis se observo que el SRM tiene forma de “U”
invertida, ya que la estructura pareada tiene una comisura en su
extremo anterior uniendo ambos testiculos. Esta configuracion, no
encontrada en otras especies, tampoco fue sennalada para miembros de
la misma familia como en el caso de Sylviocarcinus pictus (Souza Da
Silva, 2010), donde se observo una estructura en forma de “H” o “V”
como la mayoria de los decapodos (Krol et al., 1992; Kronenberger et
al., 2004; Erkan et al., 2009; Lopez-Greco, 2013).

Otra caracteristica que distingue a Z. collastinensis y D. pagei es el
lugar de formacion de los espermatoforos ya que, a diferencia de lo que
sucede en general en los decapodos, los espermatéforos se forman
cuando los espermatozoides pasan del VDA al VDM. Al entrar al VDA
los espermatozoides se rodean de una secrecion que los aglutina y
consolida la masa de esperma, que luego sera envuelta por otra
secrecion formando los espermatéforos (Uma & Subramonian, 1984;
Krol et al., 1992; Subramonian, 1993) en el VD medio.

Los espermatoforos son estructuras cuya principal funcion es la
proteccion durante la trasferencia del esperma contra la desecacion en
ambientes iso-osmoticos o la excesiva entrada de agua en ambientes
hiper-osmoéticos. Sin embargo, no es ésta su uUnica funcion, ya que
ademas es una fuente de almacenamiento, proteccion y provee
sustancias energéticas para su prolongada estancia en el cuerpo de la
hembra (Subramonian, 1991; 1993).

Los decapodos tienen una gran variedad morfologica de los
espermatoforos. En macruros, los espermatoforos son estructuras
tubulares rodeadas de secreciones mucosas; en anomuros Sson

generalmente pedunculados, consistiendo en una ampula con la masa
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de esperma y un pedunculo gelatinoso. En cangrejos braquiuros los
espermatoforos son vesiculares o esféricos (Subramonian, 1991), tal
como se presentan en Z. collastinensis y en D. pagei. Este tipo de
espermatoforos también se observo en Callinectes sapidus (Cronin,
1947), Libinia emerginata y L. dubai (Hinsh & Walker, 1974), Geryon
fenneri (Erdman & Blake, 1988), Matuta Ilunaris (Perez, 1990),
Chionoecetes opilio (Beninger et al.,, 1993; Elner & Beninger, 1995),
Metopograpsus messor (Anilkumar et al.,, 1999), Chasmagnathus
granulata (Lopez-Greco et al., 1999), Chionoecetes japonicas (Yosho,
2000), Uca lacteal (Yamaguchi, 2001), Arenaeus cribrarius (Pinheiro &
Fransozo, 2002), Chaceon fenneri (Hinsch, 2005), Goniopsis cruentata
(Garcia & Silva, 2006; Pljaroen et al., 2010),

El vaso deferente posterior en Z. collastinensis y en D. pagei
presenta una estructura diferenciada en una zona anterior blanca, con
paredes fuertemente plegada y gruesas y en su interior espermatoforos
y liquido intersticial. Por otro lado, en su parte distal se observa una
estructura traslucida, donde no se observaron espermatoéforos, pero si
un lumen completamente cargado de una secrecion amorfa, por lo que
se propone como un reservorio energético y deposito de fluido para la
inseminacion. Las secreciones del VDA, VDM y VDD participan en la
formacion de los espermatoforos, también una secrecion en el VDD que
no se mezcla con el resto del semen podria cumplir funciones de “tapon
espermatico” durante la copula (Subramonian, 1993).

En Uca uruguayensis (Cuartas & Petriella, 2010) y Chionoecetes
opilio (Beninger et al., 1988), el VDD presenta una estructura similar a
la descrita para Z. collastinensis, donde se observa una estructura
epitelial muy desarrollada y secretora sin presencia de espermatoforos.
En tanto Diesel (1991) sostiene que el VDD produce y almacena plasma
seminal, en cangrejos arana y otros braquiuros su porcion final esta
particularmente desarrollada (Garcia & Silvia, 2006) al igual que en Z.

collastinensis y en D. pagei.
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Capitulo 2 - Comportamiento reproductivo

Introduccion

La reproduccion es un proceso que requiere la coordinacion de
procesos fisiologicos, conductuales y ecologicos que aseguren el éxito
reproductivo. Las interacciones entre machos y hembras pueden ser
complejas, generando en muchas ocasiones encuentros agonisticos
antes, durante y después del apareamiento (Teytaud, 1971; Gleeson,

1980; Jivoff, 1997; Jivoff & Hines, 1998).

Las condiciones ambientales interaccionan entre si e influyen en
los individuos, actuando como estimulo, y determinando patrones de
conducta y desarrollo (Begon, 1999). Asi, por ejemplo, la temperatura y
el fotoperiodo interactian como senales que desencadenan los ciclos de

muda y reproduccion (Diaz et al., 2003).

La distribucion espacial y temporal de los cangrejos determinan la
estructura de las poblaciones e influyen directamente en la
reproduccion (Hines et al., 1987; Steele & Bert, 1994). Asi el numero de
machos y hembras maduros sexualmente influye en las competencias
por el acceso a parejas receptivas (Emlen & Oring, 1977, Borgia, 1979),
por lo cual la incorporacion de nuevos individuos a la poblacion
reproductiva es clave en el mantenimiento de las poblaciones locales

(Oliveira de Moura & Coelho, 2004).

Las interacciones agonisticas definen el uso de los recursos, tanto
en aspectos espaciales como la adquisicion de refugios (Volpato &
Hoshino, 1984; Peeke et al., 1995), la optimizacion de los recursos
troficos (Hazlett et al., 1975; Stocker & Huber, 2001) y lograr reuniones
exitosas entre hembras y machos maduros (Bovbjerg, 1953; Morre,
2007; Warren et al., 2009). Por lo tanto los animales dominantes logran
mantener su fitness a través del desarrollo de actividades reproductivas

exitosas (Wilson, 1975; Moore, 2007).
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En los decapodos, la agregacion espacial, movimientos rituales, las
diferencias en tamano de quelipedo, e informacion sensorial son
algunos de los principales factores que influyen en el comportamiento
agonistico (Dingle, 1983; Garvey & Stein, 1993; Rutherford et al., 1995;
Schroeder & Huber, 2001; Zulandt-Schneider et al., 2001; Lammers et
al., 2009). El tamano de los cangrejos es un elemento influyente en las
interacciones agonisticas (Francis, 1988; Figler et al., 1999). Ademas,
estas acciones en animales de diferente tamano, varia en intensidad
(Huber, 1987) dependiendo de la condicion de los individuos
subordinados y dominantes (Zulandt-Schneider et al., 2001). A ello se
suma que el tiempo de permanencia en el lugar, la historia de la lucha
anterior y la capacidad de lucha adquirida, afectan el desarrollo de cada

luchador en combate (Parker, 1974; Bergman & Moore, 2003).

En Brachyura el apareamiento es un fenomeno cuyas causas
pueden residir en la madurez del individuo y en su etapa en el ciclo de
muda (Hartnoll, 1969). En la mayoria de los cangrejos existe una muda
puberal que implica cambios estructurales observables
macroscopicamente. En las hembras el abdomen y ple6podos aumentan
de tamano, siendo éste indicador de la madurez en las mismas
(Hartnoll, 1969; Taddei, 1999), éste evento tiene como funcion la
ampliacion de la superficie abdominal, donde se cumpliran funciones de
incubacion de los huevos y cuidado de las crias. En machos, luego de la
muda puberal se desarrollan el primer par de pledépodos que funciona
como organo copulador, como también puede haber un aumento en el
tamano del quelipedo, importante durante el cortejo, comportamientos
agonisticos y eventos reproductivos (Hartnoll, 1965, 1974; Conan &

Comeau, 1986; Gherardi & Micheli, 1989; Lopez-Greco, 1997).

Los machos de cangrejos copulan solo mientras estan en la
condicion de intermuda (Hartnoll, 1969; Lopez-Greco, 1997). En la
mayoria de las hembras la estructura de la vulva y la vagina no ofrecen
ningun obstaculo en el apareamiento durante cualquier parte del ciclo

de muda. Las excepciones son aquellas especies en las que la vulva
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normalmente se cierra por opérculos calcificados inmoéviles y que
pueden copular solamente durante periodos en que el opérculo se

vuelve flexible (Hartnoll, 1969).

En cangrejos tricodactilidos, el patron de cortejo y copula no ha
sido estudiado, pero si en otros cangrejos de agua dulce como
Geotelpusa dehaani, Spiralothelphusa hydrodroma, Potamon potamios
palestinensis y Potamon fluviatile, para los cuales se describieron tanto
estos comportamientos como los de desove, cuidados parentales y
eclosion (Andrews, 1916; Mason, 1970; Ingle & Thomas, 1974; Barki &
Karplus, 1999; Lopez-Greco et al., 2004; Almerao et al., 2010). Sin
embargo, los comportamientos de cortejo observados en estas especies
coinciden en que hay una interaccion agresiva, donde el macho toma a
la hembra con los quelipedos y la manipula hasta quedar enfrentados
colocando su abdomen bajo el de la hembra (Minei, 1976; Adiyodi,

1988; Gherardi & Micheli, 1989; Micheli et al., 1990).

Los cangrejos tricodactilidos viven en un ambiente inestable
respecto a su condicion ancestral marina, dado que el rio presenta fases
de inundaciéon y sequia. Estas variaciones resultan en un amplio rango
de conectividad hidrolégica entre aguas loticas y lénticas que produce
un intercambio de sedimentos, materia organica y organismos. La
hidrologia de los lagos de llanura de inundacion, asi como los procesos
de sedimentacion y resuspension, y las variaciones en el contenido de
calor estan estrechamente relacionadas con la inundacion y las fases de
sequia (Drago, 2007). En razon de estas condiciones ambientales
oscilantes, los cangrejos tricodactilidos podrian tener un compromiso
mayor en la inversion materna, representada por cuidados parentales
prolongados, reduccion del numero de huevos con aumento del tamano
(mayor cantidad de vitelo) y desarrollo directo. Esto se refleja en una
disminucion de la descendencia respecto a los marinos, pero con
eclosion de individuos totalmente desarrollados sin estadios larvales

libres.
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Generalmente después de la eclosion, la atencion materna en los
decapodos se restringe a los cangrejos y langostas de agua dulce (Liu &
Li, 2000). En la familia Trichodactylidae, fue descripta en Trichodactylus
Sfluviatilis (Alarcon et al., 2002), Sylviocarcinus australis (Magalhaes &
Tuarkay, 1996; Mansur & Hebling, 2002) y Sylviocarcinus pictus
(Sant'Anna et al. 2013); también en otras familias de cangrejos de agua
dulce, tales como potamoideos (Gherardi et al.,, 1988; Micheli et al.,
1990; Cumberlidge, 1999; Wehrtmann et al., 2010), Geosesarma
notophorum (Ng & Tan, 1995). En anomuros del género Aegla también
se observo el cuidado materno, por ejemplo en A. perobae (Hebling &
Rodrigues, 1978), A. prado (Schmitt, 1942; Bond-Buckup et al., 1996),
A. violacea (Bond-Buckup & Buckup, 1994; Bueno & Bond-Buckup,
1996) y A. uruguayana (Lopez-Greco et al., 2004).

Otros aspectos conductuales fueron observados para la familia
Trichodactylidae, como en el caso de Dilocarcinus pageiy Trichodactylus
borellianus (Renzulli & Collins, 2001) y Trichodactylus panoplus

(Zimmermann et al., 2009).
Este capitulo tiene como objetivos:

- Describir el comportamiento agonistico de machos de
Dilocarcinus pageiy Zilchiopsis collastinensis.

= Describir el comportamiento de cortejo, copula y desove de
D. pagei, Z. collastinensis y Trichodactylus borellianus.

e Describir el tipo de cuidado maternal y sus caracteristicas

en D. pagei, Z. collastinensisy T. borellianus.
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Materiales y métodos
Comportamiento agonistico

El comportamiento agonistico de Z. collastinensis y D. pagei se
analiz6 en condiciones de laboratorio.

Para los ensayos se utilizaron cangrejos machos con tallas
reproductivas de Z. collastinensis y D. pagei (Tabla 2.1). Estos cangrejos
fueron recolectados durante el periodo 2010-2012 mencionado en la

metodologia general.

Tabla 2.1. Talla reproductiva de Zilchiopsis collastinensis y Dilocarcinus

pagei utilizados en los ensayos de comportamiento agonistico.

Especie N Rango de tallas (mm)
Z. collastinensis 30 54-61
D. pagei 30 43-50

Se completaron quince encuentros agonisticos de cada especie.
Para cada uno fue acondicionado el acuario con agua nueva para evitar
la presencia de sustancias que pudieran influir en el comportamiento y

aumentaran la agresion.

La interaccion se dividio en tres categorias: pre-pelea, pelea y post-
pelea. Cada etapa se identificé por la presencia de diferentes acciones.
Cada accion y tiempo correspondiente se registro en forma digital con
una camara Sony H9, y la pelicula se analizo digitalmente para evaluar
el patron de movimiento. El tiempo transcurrido de cada encuentro fue

de 60 minutos para evitar lesiones extremas.

El tiempo empleado en cada accion y ambos ensayos se
compararon mediante la prueba no paramétrica de Kruskal y Wallis, en

tanto las diferencias se analizaron mediante post-test de Mann Whitney.
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Cortejo y copula

En el laboratorio se evalud el patron de comportamiento de cortejo

y copula en D. pagei, Z. collastinensisy T. borellianus.

Las observaciones -tanto en el ambiente natural como en el
laboratorio- fueron realizadas durante el periodo comprendido entre
enero 2011 y febrero 2012, segin se describe en la seccion general de

Materiales y métodos.

Las observaciones de campo se realizaron teniendo en cuenta el
lugar donde se desarrollaron las copulas, el tiempo de duracion y las

tallas de los participantes.

Los ensayos se llevaron a cabo con cangrejos maduros
sexualmente, con todos sus pereiopodos y quelipedos, siempre con el
cefalotorax duro (en relacion con el estado de muda). Las tallas
utilizadas lo fueron de acuerdo con los datos de madurez sexual
obtenidos en el primer capitulo. En T. borellianus se utilizo la talla
minima de hembras ovigeras utilizadas en ensayos de consumo de
oxigeno (ver Capitulo 3) como medida de minima talla reproductiva

(Tabla 2.2).

Los cangrejos utilizados en los ensayos fueron transportados al
laboratorio de bioensayos del Instituto de Limnologia, donde se los
mantuvo de forma individual durante una semana en acuarios a 22 + 2
°C y un fotoperiodo de 12:12 con refugios y una planta acuatica
(Eichhornia crassipes). Cada dia los animales fueron alimentados con
musculo de pescado, eliminando el sobrante anterior y haciendo

recambios de 1/3 de agua del total del acuario cada tres dias.
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Tabla 2.2. Rango de tallas y namero de individuos de Zilchiopsis
collastinensis, Dilocarcinus pageiy Trichodactylus borellianus utilizados en los
ensayos de laboratorio de cortejo y copula.

Rango de tallas (mm)

Especie
Hembras Machos
Z. collastinensis (N =20) 51-58 (N =20) 54-61
D. pagei (N =12) 48-55 (N =15) 43-50
T. borellianus (N =20)9-13 (N =20)9-11

Para los ensayos de cortejo y copula, por cada observacion, se
colocé un macho y una hembra de la misma especie, en acuarios de 72
litros de capacidad, de 30 cm de ancho, 60 cm de largo y 40 cm de alto

y sin refugios.

Las observaciones de ensayos de cortejo y copula permitieron
definir las etapas de pre-copula, copula y post-copula, como también
los patrones de movimiento que ocurre en cada etapa y el tiempo
utilizado en cada caso. El punto final del ensayo fue definido cuando se

separaron ambos cangrejos.

La pré-copula fue establecida desde el momento en que tiene lugar
interaccion entre los cangrejos. Este momento esta caracterizado por los
toques con los pereiopodos o quelipedos, acercamientos con

persecucion, la toma de la hembra por parte del macho, hasta el acople.

La copula propiamente dicha, se definio desde el acople, momento
en el cual se observan ambos cangrejos enfrentando sus abdomenes y
la ubicacion de los pleopodos masculinos en los gonoporos femeninos,

hasta el momento en el que el macho suelta a la hembra.

La post-copula fue el momento donde ambos cangrejos se separan

y un periodo de 10 minutos posterior durante el que se observa si hay
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una nueva interaccion.

Los ensayos de cortejo y copula se realizaron durante todo el ano,
observando variaciones estacionales respecto a la presencia o no de

copula.

Desove y cuidado maternal

Los ensayos de desove se realizaron utilizando hembras de tallas
reproductivas de D. pagei, Z. collastinensis y T. borellianus. Cada
hembra se mantuvo aislada en acuarios de 72 litros de capacidad,
equipado con rocas sobrepasando el nivel del agua y una planta

acuatica (E. crassipes) (Fig. 2.1).

Cada dia se verifico el estado de las hembras hasta observarlas
ovigeras. A partir de dicho momento se controlo6 el tiempo de incubacion

y de cuidado maternal.

Diariamente se revisaron las hembras para definir el fin de la
incubacion y el tiempo de cuidado maternal. El control diario de las
hembras fue realizado con extremo cuidado y de forma rapida, abriendo
el abdomen un centimetro y extrayendo entre dos y tres huevos por
semana con pincel. Cada extraccion de huevos fue de una hembra

diferente para disminuir el estrés.
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El comportamiento de las hembras y de los juveniles fue observado
en el mismo recipiente de eclosion una vez al dia. Con el proposito de
disminuir el estrés, el control fue realizado filmando durante 30

minutos cada hembra de forma alternada cada dia.

A través de las filmaciones se determinaron los movimientos de
ventilacion realizados por las hembras, limpieza de la masa de huevos y

juveniles, como también los movimientos realizados por los pequenos

cangrejos luego de la eclosion.

Figura 2.1. Acuario acondicionado con rocas y plantas acuaticas
durante los ensayos de desove y cuidado maternal. P.E: roca. C: cueva. P.A:
planta acuatica. R: refugio.
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Resultados

Comportamiento agonistico

Durante el periodo de adaptacion, la supervivencia fue de 100 %.
Sin embargo, luego de los ensayos hubo mortalidad, aunque baja (8 %)

y algunas pérdidas de quelipedos o pereidépodos.

Los momentos dentro de los ensayos fueron separados en tres
categorias (es decir, pre-pelea, pelea y post-pelea después de la pelea)

con fases discretas en cada uno (Fig. 2.2).

Cuando los animales reconocen la presencia de otro macho
comienza la pre-pelea (Fig. 2.2). En esta categoria, las acciones fueron
separadas en tres fases (es decir: reconocimiento, ataques y danza).
Para cangrejos de ambas especies la categoria inicial se mantuvo
similar los ensayos. Los cangrejos se tocaban con sus quelipedos y
pereiopodos. Después se acercaban, y enfrentados se movian de lado a
lado. La danza consiste en movimientos armoénicos y sincronizados
donde los animales miden el tamano, fuerza, dureza y altura del
oponente con los quelipedos. En el fin de esta categoria se definié dos

posibles acciones: sumision o pelea.

La pelea tuvo dos acciones consecutivas (Fig. 2.2): una pelea en
combate cuerpo a cuerpo con los quelipedos, y un revolcon lateral
tomados por los pereiopodos. Durante la pelea los oponentes se
mantienen tomados con los quelipedos y pereiopodos. Estas acciones
presentan varias oportunidades para que uno o ambos cangrejos
pierdan el equilibrio y caigan rodando por el sustrato. Durante el
abrazo, el cangrejo dominante utiliza quelipedos y pereiopodos para
presionar en la parte ventral del caparazon del otro cangrejo. El
cangrejo atrapado en este abrazo movio erraticamente sus pereiopodos.

Este comportamiento solo se observo en Z. collastinensis.
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En los casos donde no hubo abrazo, los dos cangrejos terminaron

la pelea y la recuperacion se iniciéo en la post-pelea, la cual carece de

cualquier comportamiento agonistico (Tabla 1). Posterior a la pelea, el

perdedor evita el encuentro o participacion en una nueva lucha (Fig.

2.2).
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Figura 2.2. Descripcion de las movimientos durante los encuentros
agonisticos de Zilchiopsis collastinensis y Dilocarcinus pagei con sus

correspondientes categorias.
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Cortejo y copula

El patron de cortejo observado en Z. collastinensis y T. borellianus
fue similar. Dilocarcinus pagei mostro un comportamiento diferente al
resto de las especies estudiadas ya que las hembras, al producirse el
encuentro, realizaron movimientos erraticos con los pereiopodos hasta

el acoplamiento.

El cortejo fue corto en las tres especies (Tabla 2.3), consistiendo en
una serie de movimientos donde el macho identifica a la hembra, se

acerca y la toma de uno o varios pereiopodos.

Tabla 2.3. Duracion en minutos (minimos y maximos) del cortejo y
copula en Z. collastinensis, D. pageiy T. borellianus.

Especie Cortejo Copula
Z. collastinensis 15-40 300 - 960
D. pagei S-15 50 - 65
T. borellianus 5-10 50 -90

Las copulas fueron registradas tanto en el laboratorio como en el
ambiente natural y se realizaron con el cefalotéorax “en duro”.

En las tres especies se observo un patron de conducta agresivo
durante el cortejo y copula, en donde el macho tiene el control del
evento reproductivo y la hembra se limita a la participacion pasiva,

teniendo una ubicacion inferior respecto al macho (Fig. 2.3).

En las tres especies el patron de movimientos durante la copula

fue similar, siguiendo la secuencia que se describe a continuacion:
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TR

s El macho, sin soltar a la hembra, la gira hasta conseguir la
posicion donde las superficies ventrales entran en contacto.
Encontrandose el macho siempre sobre la hembra, se lleva a cabo,
el acoplamiento en esta posicion.

s El macho ayuda a abrir el abdomen de la hembra con sus
pereiopodos e inserta los gonopodos en los genitales femeninos.

° En esta posicion, la hembra mantiene sus quelipedos con
las puntas horizontalmente hacia adentro, mientras que el macho

permanece con los quelipedos hacia abajo reteniendo a la hembra.

Después del apareamiento, el macho libera a la hembra y se

separan. No se observo ninguna interaccion posterior.
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Figura 2.3. Cortejo y copula en D. pagei. A-D: el macho identifica a la
hembra y la toma de los pereidopodos. E, F: el macho abraza a la hembra y la
acomoda hasta obtener la posicion de copula. G, H: el macho asiste a la
hembra en la apertura del abdomen. I, J: el macho inserta los ple6podos en
los genitales femeninos. La flecha indica el pleopodo en posicion. K: durante la
copula, la hembra mantiene sus quelipedos con las puntas hacia adentro y
horizontalmente y el macho permanece con los quelipedos con sus puntas
hacia abajo.
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En Z. collastinensis se observaron 13 copulas distribuidas durante
los meses de abril a octubre (Fig. 2.4), durando entre 5 y 16 horas
(Tabla 2.3). Del total de copulas observadas tres fueron en el ambiente

durante el mes de julio.

En D. pagei se observaron 12 copulas distribuidas durante los
meses de enero a agosto (Fig. 2.4), durando entre 50 y 65 minutos
(Tabla 2.3). Del total de copulas observadas, dos fueron en el ambiente

en el mes de mayo.

En T. borellianus se observaron 20 copulas distribuidas en todo el
ano (Fig. 2.4), durando entre 50 y 90 minutos (Tabla 2.3), todas en

condiciones de laboratorio.

En Feb Mar Abr May Jun Jul Ago  Sept Oct Nov Dic
Figura 2.4. Distribucion de las observaciones de copulas segin el mes del
ano, en Z. collastinensis (azul), D. pagei (rojo) y T. borellianus (verde). Los
numeros representan la cantidad de cépulas observadas en cada mes para
cada especie.
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Desove y cuidado maternal

Inmediatamente luego de la bajada de huevos al abdomen se
observaron a las hembras de D. pagei, Z. collastinensis y T. borellianus
fuera del agua. Durante las observaciones en el ambiente natural y en
el laboratorio, se advirtio que las hembras ovigeras se encontraban
fuera del agua durante el periodo en que bajan sus huevos al abdomen,
y se mantuvieron alli al menos durante las primeras horas antes de
sumergirse (Fig. 2.5).

Por lo general durante la incubacion Zilchiopsis collastinensis se
mantiene en su cueva, la que cierra con un tapon de barro y vegetacion
(Fig. 2.6). Sin embargo, fue observado un gran numero de hembras
ovigeras fuera de éstas durante un muestreo en el mes de diciembre de
2012. En el caso de T. borellianus y D. pagei se encontraron hembras
ovigeras siempre sobre plantas acuaticas.

Durante el periodo de incubacion se observé una frecuencia
significativamente mayor (P = 0.41) de ovigeras fuera del agua que
sumergidas 43:26 respectivamente, por parte de las hembras de las tres
especies. Sin embargo, no hubo preferencia respecto al sustrato a
utilizar para salir del agua. En efecto: las hembras se encontraban por

momentos sobre las piedras y en otros sobre las plantas suministradas.
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Figura 2.5. Hembras ovigeras de Z. collastinensis (columna izquierda) y
D. pagei (columna derecha) fuera del agua, durante el desove e incubacion.

Figura 2.6. Cuevas cerradas por hembras de Z. collastinensis con barro y
restos de plantas acuaticas. Las flechas indican la entrada.
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En las tres especies se observo la pérdida de la masa de huevos en
los casos en que momentos después de bajar los heuvos al abdomen se
sumergieron al agua (N = 2 en D. pagei, N = 3 en Z. collastinensisy N =
2 en T. borellianus), como también en otros momentos del desarrollo

embrionario en Z. collastinensis (N = 7).

Este comportamiento de mantenerse fuera del agua, concluyo con
la eclosion de las primeras crias. A partir de ese momento no se observo
ninguna hembra fuera del agua, al menos hasta que las ultimas crias

habian abandonado el abdomen materno.

El tiempo de incubacion en condiciones de laboratorio fue entre
46-62 dias en D. pagei, 37-41 en Z. collastinensis y 8-12 dias en T.
borellianus (Tabla 2.4).

Cabe destacar que los huevos de Z. collastinensis y D. pagei no
estan pegados o fijados a los pledpodos de la hembra, como si ocurre en
la mayoria de los huevos de T. borellianus (Fig. 2.6). Sin embargo, se
observo cohesion entre ellos dentro del abdomen materno y fuera de €l
cuando no se encontraban sumergidos en agua. La estructura del
abdomen de Z. collastinensis y D. pagei, junto con los pleépodos, forma
una especie de “camara incubadora” donde los huevos permanecen

durante la incubacion.

Tabla 2.4. Tiempos utilizados por Z. collastinensis, D. pagei y T.
borellianus en la incubacion, eclosion y cuidado maternal (post-eclosion) en
dias.

Especie incubacion eclosion cuidado Tiempo
maternal total
Z. 37-41 3-6 27 - 33 67- 80
collastinensis
D. pagei 46-62 3-6 30 -38 79-106
T. borellianus 8-12 0 8-12 16 -24
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Figura 2.6. Huevos de T. borellianus (primera columna de la izquierda) en los
que se observa el pedunculo que lo aferra a los pleopodos del abdomen
materno (flecha). Huevos de D. pagei y Z. collastinensis (segunda y tercera
columna, respectivamente) desnudos, sin ninguna superficie de adherencia a
las setas maternas.

Durante el periodo de incubacion se observo el cuidado materno en
forma de ventilacion y limpieza de la masa de huevos. Se identificaron
tres tipos de movimientos de los pleopodos abdominales, a saber:

movimiento “lateral”, “sube-baja” y “oblicuo” (Tabla 2.5).
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Tabla 2.5. Movimientos de ventilacion realizados por hembras ovigeras
durante la incubaciéon de los huevos.

Movimiento Descripcion

Lateral Los pleopodos son movidos de un lado a
otro en un mismo plano horizontal,
atravesando la masa de huevos.

Sube-baja Los pleépodos son movidos de arriba hacia
abajo en un mismo plano vertical, haciendo
subir y bajar la masa de huevos.

Oblicuo Los pleopodos son movidos en un plano
oblicuo a su posicion inicial de modo que hacen
un movimiento “envolvente” de la masa de

huevos.

En D. pagei y Z. collastinensis se observo eclosion asincronica,
durando tres a cinco dias entre la eclosion de las primeras y ultimas

crias (Tabla 2.4). En T. borellianus, esto no fue posible de determinar.

Los pequefios cangrejos se mantuvieron en el abdomen materno
durante un periodo de 34 + 4 dias en D. pagei, 30 =+ 3 dias en Z.

collastinensisy 10 £ 2 dias en T. borellianus (Tabla 2.4).

Los juveniles recién eclosionados presentaron una reserva de vitelo
observada a trasluz en el cefalotorax de las tres especies (Fig. 2.7). Esta
reserva se consumio durante la primera semana después de la eclosion

en D. pageiy Z. collastinensisy en un dia en T. borellianus.
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Figura 2.7. Cangrejos recién eclosionados de T. borellianus, D. pageiy Z.
collastinensis (primera, segunda y tercera columna, respectivamente). La
flecha indica la reserva de vitelo.

Durante las dos primeras semanas luego de la eclosion, las crias
de D. pagei y Z. collastinensis limitaron su movimiento a la superficie
abdominal interna de la hembra. Luego de este tiempo comenzaron a
desplazarse ventralmente sobre la linea media, fuera del abdomen (Fig.
2.8A). Este primer movimiento de las crias en el cuerpo materno en T.
borellianus fue observado luego de la primera semana de eclosion.
Seguidamente a este periodo, se observaron crias en otras partes del
cuerpo de la madre, como en el cefalotéorax, superficie exterior del

abdomen, o en la coxa de los pereiopodos (Fig. 2.8 B-F).

No se observo oofagia ni canibalismo por parte de la madre hacia

las crias en ninguna de las tres especies estudiadas.
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Figura 2.8. Ubicacion de las crias durante el cuidado maternal post-eclosion.
A-D: Z. collastinensis. E-F: T. borellianus.

Las figuras 2.9 y 2.10 resumen el ciclo comportamental de hembras de
Z. collastinensis y D. pagei respectivamente.
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Figura 2.9. Ciclo comportamental de hembras de Zilchiopsis collastinensis. Ho = Huevo. E = eclosion. Ci = crias
independientes. Sa = sub-adulto. Ad = adulto maduro sexualmente. Co = comportamientos agonisticos, cortejo y
copula. Ov = presencia de hembras ovigeras y cuidados maternales. Ec = eclosion de los juveniles y cuidado parentales
prolongados. Las letras mayusculas externas corresponden a los meses del afio y los colores a las estaciones: amarillo

= verano, naranja = otono, azul = invierno y verde = primavera.
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Figura 2.10. Ciclo comportamental de hembras de Dilocarcinus pagei. Ho = Huevo. E eclosion. Ci= crias
independientes. Sa = sub-adulto. Ad = adulto maduro sexualmente. Co = comportamientos agonisticos, cortejo y
copula. Ov = presencia de hembras ovigeras. In = incubacion y cuidados maternales. Ec = eclosion de los juveniles. Cm
= cuidado maternales prolongados. Las letras mayusculas externas corresponden a los meses del afno y los colores a

las estaciones: amarillo = verano, naranja = otono, azul = invierno y verde = primavera.
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Capitulo 2 Comportamiento reproductivo

Discusion

Comportamiento agonistico

La zona riberena presenta un sitio ideal para el establecimiento de
las cuevas que utilizan como refugio Z. collastinensis y D. pagei. En ellas
el comportamiento agonistico y la posibilidad de reproduccion es mas
frecuente (observaciones personales) (Fig. 1.2. Pag. 10, Cap. Materiales

y métodos).

El comportamiento agonistico ocurre con una serie de pasos (pre-
pelea, pelea, post-pelea), fases que contribuyen a una compleja
interaccion y dan lugar a mecanismos de reconocimiento
intraespecificos que permite la reproduccion y supervivencia de la

especie.

La pre-pelea permite la identificacion del otro, lo que es
fundamental para la evaluacion del oponente (Prenter et al., 2006). La
evaluacion de la situacion que se presenta incluye tanto la estimacion
de las capacidades del cangrejo oponente, como las propias capacidades
y riesgos u oportunidades de ganar el encuentro. Los encuentros entre
rivales de similar tamano tienen una pre-pelea corta, sin necesidad de
una amplia evaluacion de su oponente. Cuando hubo diferencia de
tamano, los cangrejos pequenos pasaron un largo tiempo “evaluando”
sus propias capacidades frente a un oponente de mayor tamano
(Prenter et al., 2006). Por lo tanto, el combate se producira de acuerdo
con la evaluacion que el cangrejo realice de las propias capacidades y de
las de su oponente. Las condiciones ambientales, tales como la
turbidez, presencia de refugio, tipo de sedimento y la posibilidad de la
construccion de cueva, afectan el reconocimiento de la capacidad del
oponente. Por lo tanto, el comportamiento individual se basa en senales
complejas que se transmiten dentro de las condiciones ambientales y/o
la presencia de otros cangrejos. Esta senal que indica la presencia de

alimentos, parejas potenciales, competidores, o kairomonas podria ser
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una sustancia quimica producida por enemigos y depredadores
(Fletcher & Hardege, 2009). Por otra parte, estas senales son elementos
importantes que desempenan un papel en el reconocimiento de las
condiciones de dominancia de la poblacion, como se observa en el

cangrejo de rio Procambarus clarkii (Zulandt-Schneider et al., 1999).

El primer reconocimiento podria ser una senal pobre debido a la
alta turbidez en el entorno en el que viven Z. collastinensis y D. pagei.
Un segundo reconocimiento podria ocurrir durante la evaluacion del
oponente, donde la danza determinaria las interacciones con el
oponente. El tamano del caparazon y quelipedos, el estado nutricional y
condiciones energéticas son algunos de los elementos que influyen en la
pelea y el tiempo de ocurrencia de cada encuentro (Prenter et al., 2006).
Las diferencias de tamano hacen que los pequenos cangrejos gasten
mas energia y tomen un mayor riesgo frente a una pelea, dado que
deben evaluar mas la situacion agonistica que se le presenta
(Huntingford et al., 1995). Tanto en Z. collastinensis como en D. pagei,
los pequenos cangrejos necesitan mas tiempo para evaluar el riesgo de

combate.

Durante la pelea los cangrejos atrapan al oponente por los
quelipedos y utilizan los pereiopodos para derribar al otro cangrejo.
Luego, el ganador demostré6 dominio al envolver al adversario con sus
pereiopodos y quelipedos, comprimiendo el oponente, prohibiéndole el
movimiento. Este abrazo se observo solo en cangrejos grandes respecto
al adversario, y en Z. collastinensis. Ante diferencias de tamano, los
cangrejos mas pequenos no podian comprimir al oponente mas grande.
Los cangrejos de tamano similar luchan por menos tiempo y evitando
un gran gasto energético. La jerarquia social de los cangrejos se
produce rapidamente después de un breve periodo de lucha (Bovbjerg,

1953).
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Cortejo y copula

Durante el cortejo de los cangrejos tricodactilidos estudiados se
observo a los machos acercarse a la hembra vigorosamente. Este
comportamiento podria implicar el reconocimiento sexual como en el
caso de Procambarus clarkii, Homarus americanus y Callinectes sapidus,
donde este momento antes de la copula es utilizado por el macho para
distinguir el estado de madurez de las hembras (Ameyaw-Akumfi, 1981;
Glesson, 1990; Waddy & Aiken, 1991).

El comportamiento de acercamiento agresivo observado durante los
ensayos con cangrejos tricodactilidos, permitiria incluirlos en el tipo de
apareamiento “busqueda e intercepcion” descripto por Christy (1987).
En este tipo de apareamiento, el macho intercepta a la hembra y la
toma por la fuerza sin antes determinar el estado de receptibilidad de
ésta. Sin embargo, en este modelo no hay competencia entre machos
por las hembras. En los tricodactilidos estudiados se observo
comportamiento agonistico entre machos, por lo cual podrian incluirse
también en el tipo de apareamiento “dominancia de machos”
caracterizado por una importante competencia entre machos para
acceder a las hembras (Chrysti, 1987).

En muchas especies de cangrejos como en Geothelphusa dehaani,
Potamon fluviatile y Candiopotamon rathbunae se observa un cortejo
sutil, donde simplemente el macho toma a la hembra con fuerza y la
acomoda hasta conseguir la posicion apropiada para la céopula (Minei,
1976; Warner, 1977; Micheli et al., 1990; Liu & Li, 2000).

El hecho de controlar a la hembra con los quelipedos antes de la
copula es una caracteristica compartida con otros crustaceos, en
particular portunidos (Ryan, 1966; Fielder & Eales, 1972; Berrill &
Arsenault, 1982; Campbell, 1982). También se ha observado en otros
cangrejos marinos (Edwards, 1964; Bigford, 1979; Elner et al., 1987;
Donaldson & Adams, 1989; Pérez & Bellwood, 1989; Claxton et al.,
1994), camarones (Seibt & Wickler, 1979; Nakashima, 1995), langostas
(Lipcius et al.,, 1983; Atema, 1986; Waddy & Aiken, 1991) y langostas

103

v



Capitulo 2 Comportamiento reproductivo

de agua dulce (Mason, 1970; Ingle & Thomas, 1974; Stein, 1976;
Snedden, 1990).

Durante el cortejo de D. pagei, se observo a la hembra realizar una
serie de movimientos erraticos con los pereiépodos, no observados en
copulas fallidas. Estos movimientos podrian estar relacionados con la
movilizacion de la estructura del poro genital posibilitando la recepcion
del macho y representando un estado de madurez en las hembras. De
forma similar, durante el cortejo de Aegla platensis, la hembra exhibe
una serie de contracciones en el cuerpo y el abdomen. Sin embargo, en
estos anomuros tales movimientos estarian en relacion con la
movilizacion de los ovocitos del ovario al poro genital antes de la copula

(Almerao et al., 2010).

La posicion inferior adoptada por las hembra en las tres especies
durante el apareamiento se ha observado en otros cangrejos tales como
Potamon fluviatile (Micheli et al., 1990) y Candiopotamon rathbunae (Liu
& Li, 2000), Austropotamobius pallipes (Ingle & Thomas, 1974) y
Callinectes sapidus (Gleeson 1991; Jivoff et al, 2007). La posicion
superior del macho podria estar relacionada con la trasferencia de
esperma a los receptaculos seminales de la hembra, facilitando su
traspaso por la accion de la gravedad. Como también para mantener la
posicion correcta y completar la copula, dado que la capacidad de
mantener el control fisico de las hembras es fundamental para el éxito

de apareamiento (Jivoff et al., 2007).

El corto tiempo de duracion de las copulas, medido en minutos, en
D. pagei y T. borellianus, contrasta con las horas utilizadas por Z.
collastinensis. Sin embargo, lo habitual es que los tiempos de copula
sean medibles en minutos (Hartnoll, 1989), sobre todo cuando se trata
de copulas en duro donde no hay presencia de abrazo o cuidado post-
copula (Sastry, 1983; Lopez-Greco, 1997) como se observo en Z.
collastinensis. Es comun que este tiempo varie entre las especies de

decapodos, oscilando entre 12 minutos y 21 dias, como por ejemplo en
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C. sapidus (Gleeson, 1991), Austropotamobius pallipes (Ingle & Thomas,
1974), P. fluviatile (Micheli et al., 1990) y Orconectes limosus (Bechler,
1981). El rango de tiempo utilizado en las diferentes especies tiene
relacion con la condicion de la hembra respecto a su ciclo de muda al

momento de la copula (Hartnoll, 1969).

Desove y cuidado maternal

También se observd que las tres especies poseen diferentes
estrategias reproductivas, teniendo una desigualdad temporal respecto

a los meses utilizados en la copula, incubacion y cuidados maternos.

En T. borellianus la estrategia reproductiva es tener varias puestas
a lo largo del ano, a diferencia de D. pagei y Z. collastinensis, que solo

tienen una.

El desove observado fuera del agua en el cangrejo de agua dulce C.
rathbunae (Liu & Li, 2000), podria relacionarse con lo observado en los
cangrejos tricodactilidos estudiados. Y aunque no se verifico
directamente la bajada de huevos (propiamente dicha), si se observo el
momento inmediatamente posterior, con lo cual podria especularse que
el desove sea también fuera del agua. Este inhabitual comportamiento
podria estar relacionado con la prevencion del dano que podrian
ocasionar los movimientos del agua durante la temporada de extrusion
de los huevos (Liu & Li, 2000). También estaria en juego la finalizacion
de la fecundacion de los huevos, que duraria entre 60 a 90 minutos
después de ser extruidos (McLay & Lopez Greco, 2011) y ademas esta
estrategia conductual colaboraria en el endurecimiento rapido de la
pared del corion en los huevos recién extruidos. Dado el medio
hiperosmotico, esto ayudaria a aislar al huevo, evitando un excesivo
ingreso de agua, tal como se observo en otros decapodos, donde el saco
embrionario se modifica y hay formacion de capas en la pared del corion
dentro de las primeras horas después de la oviposicion (Sandifer &

Lynn, 1980; Lynn & Clark, 1983; Talbot & Goudeau, 1988; Goudeau et
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al.,, 1991; Lynn et al., 1993; Glas et al., 1997).

Durante el periodo de incubacion -en contraste con el de
apareamiento- se detecté que las hembras fueron muy susceptibles a
los estimulos externos. Ante un evento durante el cual tuvieron que
sumergirse recientemente ovigeras, liberaron espontaneamente los
huevos en cualquier momento de la incubacion, siendo menor al final
del periodo. Este hecho fue observado también por Mansur et al. (2002)
en hembras ovigeras de D. pagei.

Esta situacion permite hipotetizar que ante este periodo de
fragilidad, las hembras tengan habitos que les permitan resguardarse.
De este modo se dificulta encontrar hembras ovigeras en el ambiente
natural, particularmente en el caso de D. pagei, como fuera mencionado

también por Taddei (1999) y Mansur et al. (2002).

La retencion post-eclosion de reserva de vitelo en los juveniles de
las especies de tricodactilidos estudiados, podria representar una fuente
de alimento utilizado hasta la calcificacion completa de los apéndices
bucales. En los pequenos cangrejos esto permitiria luego consumir los
alimentos que se les presenta y también alcanzar un mayor tamano
corporal. Esta estrategia lecitotrofica es beneficiosa en ambientes donde
la disponibilidad de alimentos varia, dandole a los juveniles recién
eclosionados independencia trofica (Anger, 1995), lo cual se refleja en

un tiempo “extra” para su completo desarrollo.

Esta etapa “extra” de cuidado materno siendo juveniles, se
denomina cuidado parental extendido. Durante este tipo de cuidado
parental, los juveniles -similares a adultos completamente
desarrollados- son mantenidos en la “camara incubatriz” durante un

periodo que excede la eclosion (Thiel, 2003).

La duracion de la atencion materna en general es de unos pocos
dias, como se observo en este estudio en T. borellianus y en otras

especies como en C. rathbunae (Liu & Li, 2000), A. uruguayana (Lopez-

106



Capitulo 2 Comportamiento reproductivo

Greco et al.,, 2004.), A. castro (Swiech-Ayoub & Masunari, 2001) y A.
perobae (Hebling & Rodrigues, 1977; Rodrigues & Hebling, 1978). Sin
embargo, este periodo fue de casi dos meses en D. pagei y Z.
collastinensis, como lo observado en Paratelphusa hydrodromus (Pillai &
Subramoniam, 1984). Esto podria ser una respuesta frente al ambiente
isosmotico que los rodea -dado que los cangrejitos al eclosionar son
blandos- y una estrategia hasta su completo endurecimiento evitando

una excesiva entrada de agua.
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Capitulo 3 - Parametros reproductivos y consumo de oxigeno

Introduccion

La estrategia adoptada por las hembras de crustaceos decapodos
durante el periodo reproductivo es el resultado de la interaccion de
factores endégenos y exogenos (Pinheiro & Fransozo, 1995). Asi los
organismos que conquistaron los sistemas dulciacuicolas realizaron
ajustes acoplando sus ciclos biologicos a los ambientales. Algunas de
las principales modificaciones fueron aquellas relativas a aspectos
reproductivos. Por ejemplo, aunque el volumen de los huevos
producidos por las especies de crustaceos es en parte controlado
genéticamente (Raven, 1961), se observa un patron de variacion de
acuerdo al grado de salinidad de los ambientes y de la independencia
del medio marino (Omori, 1974; Sastry, 1983). De esta manera, una de
las adaptaciones de los crustaceos decapodos que conquistaron
ambientes dulciacuicolas fue la disminucion en el numero de huevos y
el aumento en su volumen (Jones & Simons, 1983; Jalihal et al. 1993;

Odinetz-Collart & Rabelo, 1996).

En este contexto de ambientes inestables, como los existentes en
los valles aluviales de rios de llanura de inundacion, las poblaciones
animales presentan sincronizaciéon con los factores ambientales que
influyen sobre la densidad, proporcion de sexos y reclutamiento (Ranta,

1998; Ruetz et al., 2005).

Dentro de la familia Tricodactylidae, Dilocarcinus pagei y
Sylviocarcinus australis llevan sus huevos debajo del abdomen, pero no
adheridos a los pledopodos (Mansur & Hebling, 2002). A diferencia de
éstos, T. borellianus lleva sus huevos pegados a los pleépodos como las
especies marinas (Senkman et al.,, en preparacion). Por otro lado, la
mantencion de la masa de huevos libres en el abdomen, precisa espacio

suficiente que permita mantenerlos sin pérdidas. Por esta razon las
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hembras de cangrejos sufren una muda puberal, luego de la cual su
abdomen aumenta sobre todo en ancho (Taddei, 1999), considerandose
este momento de transicion a la fase adulta y utilizandose por lo general
como talla de madurez sexual. En gran parte de los crustaceos hay una
correlacion positiva entre el numero de huevos y una determinada
variable corporal (Sastry, 1983). El abdomen es el parametro mas
utilizado que permite determinar el esfuerzo reproductivo de una
especie, ya que el area bajo el abdomen limita fisicamente el numero de

huevos producidos (Bové, 2001).

Asi también algunos aspectos conductuales fueron modificados,
aumentando el tiempo de cuidado parental. Los tricodactilidos
presentan, como estrategia conductual que contribuye al aumento de la
aptitud adaptativa de la progenie, cuidado parental extendido (Clutton-
Brock, 1991; Thiel, 2003; Senkman et al., en preparacion). El cuidado
parental incluye el aseo de los huevos y la ventilacion mediante el
batido abdominal, pudiendo implicar un aumento de la tasa metabdlica
(Bauer, 1989; Taylor & Leeapiyanart, 2001; Baeza & Fernandez, 2002).
Este comportamiento tiene un costo energético que generalmente es
evaluado a nivel de tasa de consumo de oxigeno. El analisis del
consumo de oxigeno de las hembras durante el desarrollo de los huevos
podria ayudar a dilucidar en qué momento de su periodo de incubacion
aumenta su tasa de consumo de oxigeno (Taylor & Leeapiyanart, 2001).
Por otro lado, el numero de huevos extruidos en cada evento
reproductivo es definido como fecundidad (Bourdon, 1962) y en
braquiuros esta relacionado con el tamano del animal o su peso
corporal y con la capacidad que tenga la hembra de almacenar vitelo
durante el ciclo reproductivo (Du Preez & Mclachlan, 1984; Branco &
Avilar, 1992; Mansur, 2002).

Desde un punto de vista ecoloégico y evolutivo, la caracterizacion de

aspectos reproductivos y poblacionales como la fecundidad y el éxito
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reproductivo es una herramienta importante en la comprension de los

cambios que se producen en el ambiente (Anger, 1995).
Los objetivos de este capitulo son:

- Determinar la talla de madurez sexual funcional o
efectiva de hembras de Zilchiopsis collastinensis, Dilocarcinus
pageiy Trichodactylus borellianus.

= Determinar la fecundidad y fertilidad de Zilchiopsis
collastinensis, Dilocarcinus pageiy Trichodactylus borellianus.

= Evaluar el consumo de oxigeno de cangrejos adultos
de Trichodactylus borellianus en relacion con diferentes estados

reproductivos.
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Materiales y métodos

Los cangrejos utilizados en este capitulo fueron recolectados

durante el periodo 2010-2012 mencionado en la metodologia general.

El numero de huevos se estim6 mediante la recoleccion de
hembras ovigeras que fueron trasladadas vivas al laboratorio para

contar sus huevos.

La descripcion de los parametros reproductivos fue realizada en
base a 300 individuos de Z. collastinensis, 100 individuos de D. pageiy

130 cangrejos de T. borellianus.

Los cangrejos fueron pesados individualmente (peso total = PT)
utilizando una balanza digital (®*Ohaus, modelo CS 200) y se tomaron
las medidas de ancho de cefalotorax y abdomen con calibre digital (0,01

mm de precision).

Los huevos fueron sacados del abdomen de cada hembra con
pincel y colocados en una capsula de Petri con agua para su conteo y
tomar sus medidas. El numero de huevos fue contado por hembra de Z.
collastinensis, D. pageiy T. borellianus. El conteo de los huevos y crias

vivas se llevo a cabo con auxilio de lupa binocular.

Calculo de fecundidad

La fecundidad fue calculada como fecundidad realizada relativa
obtenida como la relacion del numero de huevos por desove sobre la
talla, y también se calcul6 la fecundidad actual relativa, como el
numero de crias vivas recién eclosionadas en el abdomen materno sobre
la talla. Estos parametros fueron calculados para las tres especies.

En cada caso los huevos fueron contados y se determinoé la etapa

de desarrollo de los embriones, realizando una adaptacion de la
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clasificacion propuesta por Taylor & Leeapiyanart (2001) y Tuset et al.
(2011). La clasificacion utilizada abarca cinco etapas, de menor
desarrollo (EO = huevos recién extruidos) a mayor desarrollo (E4 = crias

recién eclosionadas) (Tabla 3.1).

Consumo de oxigeno

Los ensayos de consumo de oxigeno fueron realizados utilizando
individuos de T. borellianus de ambos sexos recolectados en el mes de
enero de 2011. Los cangrejos fueron trasladados en recipientes
plasticos al laboratorio de Bioensayos del INALI y alli se mantuvieron en
peceras grupales de 100 litros con aireacion constante y temperatura
controlada de 26 = 2 °C (+ desvio estandar). En los acuarios se los
alimento ad libitum con musculo de pescado hasta 24 horas antes del
ensayo.

Las tasas de consumo de oxigeno fueron utilizadas como medidas
del gasto energético. El consumo de Oz se determiné con un sistema de
camaras metabodlicas cerradas consistente en una botella hermética de
vidrio de 640 cm?3 de capacidad. Todas las medidas se realizaron
durante el dia, cuando la actividad de los cangrejos es menor,
permitiendo ser consideradas como tasas metabolicas basales (Lardies
et al., 2004).

El registro del consumo de oxigeno fue realizado en tres grupos con
distintas caracteristicas reproductivas: hembras ovigeras (N = 60) con
huevos en cinco etapas de diferentes de desarrollo, hembras
reproductivas no ovigeras (N = 40) y machos reproductivos (N = 30). Los
cangrejos fueron colocados individualmente en cada camara. El nivel de
oxigeno fue registrado con un oximetro digital (*HANNA model HI9143)
antes de colocar los organismos y luego de cuatro horas de
permanencia en la camara (tiempo estimado en ensayos preliminares).
En todos los casos se calculd el consumo de oxigeno (partes por millon)

por unidad de tiempo (segundos).
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Analisis de datos

Las relaciones de regresion entre las medidas biométricas (ancho
de cefalotorax, ancho de abdomen), y fecundidad y fertilidad se
realizaron utilizando el paquete estadistico PAST (Hammer et al., 2008).
La fecundidad fue comparada entre hembras con embriones en las
distintas etapas de desarrollo mediante ANOVA estableciendo el ancho
del caparazéon como covariable. El pos-test de Tukey con un nivel de
significancia del 0,05 fue utilizado para la discriminacion entre las
medias. La evaluacion de las diferencias en la tasa de consumo de
oxigeno de las hembras con embriones en distintas etapas de
desarrollo, de hembras reproductivas no ovigeras y de machos
reproductivos se realizo mediante ANOVA. Por ultimo, los grupos que
mostraron diferencias entre si, fueron establecidos mediante el pos-test

de Tukey de comparaciones multiples (Zar, 1999).
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Tabla 3.1. Estadios de huevos de Zilchiopsis collastinensis, Dilocarcinus
pageiy Trichodactylus borellianus. Adaptado de Taylor & Leelapiyanart (2011);

Tuset et al. (2011).

Imagen
=

Estadio Descripcion
EO Huevo con vitelo uniforme
Huevo con mas del 50% de vitelo
E1l uniforme, se observa la zona libre de
vitelo.
Huevo con menos del 50% de vitelo,
B2 esbozos de pledpodos, corazén
bombeando y presencia de mancha
ocular semilunar.
Huevo con presencia de ojos,
abdomen y pledépodos segmentados.
E3 o5
El embrion ocupa la mayor parte del
huevo.
B4 Cangrejos recién eclosionados.
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Resultados

Parametros reproductivos
Zilchiopsis collastinensis

Los cangrejos recolectados tuvieron una frecuencia de 100
juveniles y 200 adultos: 100 machos y 100 hembras. Del total de
hembras, 40 fueron ovigeras y comenzaron a registrarse hacia fines del
mes de octubre hasta mediados de enero (Fig. 3.1), con una alta
ocurrencia en diciembre, alcanzando 50 % de la poblacion el estado
ovigero durante este mes.

La hembra ovigera mas pequena registrada presenté un ancho de
cefalotorax (ACF) de 36,88 mm. Esta hembra portaba 490 huevos,
mientras que la de mayor talla portaba 1.277 huevos (Fig. 3.2).

Dilocarcinus pagei

Los 100 individuos recolectados tuvieron una frecuencia de 60
juveniles y 40 adultos, de éstos, 10 fueron hembras y los restantes 30
machos. Del total de hembras cinco fueron ovigeras (tres en condiciones
de laboratorio) y de ellas solo dos permanecieron ovigeras hasta el final
de la incubacion. Los cinco eventos se registraron durante el mes de
agosto (Fig. 3.1). La hembra ovigera mas pequena tuvo un ACF de 38,65
mm y portaba 660 huevos, mientras que la de mayor talla tuvo 780

huevos (Fig. 3.2).

Trichodactylus borellianus

Los 130 cangrejos recolectados fueron adultos con una frecuencia
de 30 machos y 100 hembras. Del total de hembras, 60 fueron ovigeras
y comenzaron a registrarse hacia fines del mes de agosto hasta

mediados de marzo, con una alta ocurrencia entre noviembre y enero

115



Capitulo 3 Parametros reproductivos y consumo de oxigeno

(Fig. 3.1), alcanzando 50 % de la poblacion el estado ovigero durante
este mes.

La hembra ovigera mas pequena registrada presenté un ancho de
cefalotorax (ACF) de 8,18 mm. Esta hembra portaba 62 huevos,

mientras que la de mayor talla portaba 102 huevos (Fig. 3.2).

Desarrollo de los huevos

Los huevos de Z. collastinensis, D. pagei y T. borellianus tienen
forma de esfera (Fig. 5 en Capitulo 2) y su tamano varia de acuerdo a la
especie entre 1 mm (7. borellianus) y 2 mm (Z. collastinensis y D. pagei),
manteniendo su tamano hasta el fin de su desarrollo.

Los huevos en Z. collastinensis y D. pagei no se encuentran
adheridos a los pledpodos, a diferencia de T. borellianus, cuyos huevos
son pedunculados.

En Z. collastinensis se encontraron hembras que portaban huevos
en estadios iniciales (EO) durante los meses de octubre a diciembre,
alcanzando los estadios finales hasta el mes de febrero.

En D. pagei solo se registraron hembras ovigeras durante el mes de
agosto, y los huevos se encontraban en estadio EO, o sea recientemente
extruidos; dado que no se presentaba diferenciacion dentro del huevo ni
divisiones, el huevo estaba completamente lleno de vitelo.

En T. borellianus se observo un patron de distribucion parejo de los
estadios de los huevos. Durante los meses de enero, febrero, marzo,
abril, septiembre y diciembre se encontraron huevos iniciales (EO),

intermedios (E2) y en estadios finales (E3-E4).
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Figura 3.1. Distribucion de hembras ovigeras de Zilchiopsis collastinensis
(rojo), Dilocarcinus pagei (naranja) y Trichodactylus borellianus (verde) durante
el periodo 2010-2012.
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Figura 3.2. Numero de huevos (sin tener en cuenta su grado de desarrollo)
con relacion al ancho del cefalotérax (ACF). Zilchiopsis collastinensis (rojo),
Dilocarcinus pagei (naranja) y Trichodactylus borellianus (verde).

118 5 i



Capitulo 3 Parametros reproductivos y consumo de oxigeno

Fecundidad

La fecundidad realizada relativa fue 25,04 en Z. collastinensis,
15,99 en D. pagei y 10,60 en T. borellianus. No se encontraron
diferencias significativas entre las tres especies en el niumero de huevos,
(Kruskal- Wallis: P=0.368) (Fig. 3.3).

Por otra parte, el namero de huevos se incrementa en forma
directamente proporcional al aumento de tamano del abdomen y del
cefalotorax en las tres especies (Figs. 3.2 y 3.4).

En T. borellianus la relacion entre niumero de huevos y las medidas
morfomeétricas tuvieron un valor de correlacion mas alto (r2) cuando se
consider6é como variable independiente el AA en lugar de ACF (Fig. 3.4).
Zilchiopsis collastinensis, por su parte, tuvo un valor de correlacion
mayor y se observo un mejor ajuste de los datos relacionando el namero

de huevos con el ACF (Fig. 3.2).
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Figura 3.3. Fecundidad realizada relativa en Dilocarcinus pagei (naranja),
Zilchiopsis collastinensis (rojo) y Trichodactylus borellianus (verde).
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Figura 3.4. Numero de huevos (sin tener en cuenta su grado de
desarrollo) con relacion al ancho del abdomen (AA) en Zilchiopsis collastinensis
(rojo) y Trichodactylus borellianus (verde).

La fecundidad actual relativa (numero de crias vivas por
hembra/ACF) fue de 14,27 en Z. collastinensis 14,06 en D. pageiy 8,15
en T. borellianus (Fig. 3.5).

La comparacion de estos valores indica que no hay diferencias

significativas entre las tres especies (Kruskal- Wallis: P=0.368).
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Figura 3.5. Fecundidad actual relativa en Dilocarcinus pagei (naranja),
Zilchiopsis collastinensis (rojo) y Trichodactylus borellianus (verde). Letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) y las barras de error
representan el desvio estandar.
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Consumo de oxigeno

La tasa de consumo de oxigeno (ppm/gr) no mostré diferencias

significativas entre machos, hembras sin huevos y hembras ovigeras

(ANOVA, F: 0,611, p>0,05) (Fig. 3.6).
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Figura 3.6. Tasa de consumo de oxigeno de Trichodactylus borellianus
segun su sexo y estado reproductivo (S/H = hembras reproductivas sin
huevos; C/H = hembras reproductivas con huevos; M = machos
reproductivos). Las barras de error indican el desvio estandar.

Sin embargo, las tasas de consumo (ppm/gr) de hembras ovigeras
con distintos estadios de desarrollo de los huevos, mostraron
diferencias significativas (ANOVA, F: 2,59, p<0,05). El post-test de
Tukey de multiples repeticiones evidencio que la tasa de consumo de las
hembras con huevos en E3 fue significativamente mayor en relacion a

E4 (Fig. 3.7).
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Figura 3.7. Tasa de consumo de oxigeno de hembras ovigeras de
Trichodactylus borellianus en funcion del estadio de los huevos (EO = huevo
con vitelo uniforme; E1 = huevo con mas de 50 % de vitelo uniforme y zona
libre de vitelo; E2 = huevo con menos de 50 % de vitelo, esbozo de ple6épodos,
corazéon bombeando y presencia de mancha ocular semilunar; E3 = huevo con
presencia de ojos, abdomen y pleépodos segmentados; el embrién ocupa la
mayor parte del huevo; E4 = cangrejos recién eclosionados). Las barras de
error indican el desvio estandar. a y b indican diferencias significativas
(P<0,095) en la tasa de consumo de oxigeno entre E3 y E4.
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Discusion

Variables reproductivas

El nimero de huevos de las tres especies de tricodactilidos vario
significativamente, teniendo 7. borellianus un numero bajo de huevos
respecto a D. pagei y Z. collastinensis. Sin embargo, T. borellianus
presenté al menos dos eventos reproductivos anuales y las otras dos
especies uno solo. De este modo se puede considerar que T. borellianus
profundiza la estrategia para optimizar la reproduccion, eclosionando
una menor cantidad de juveniles en varias puestas anuales, sin perder
de vista que T. borellianus pertenece a las especies de pequeno porte.
En otra especie de este género, T. kensleyi, el tamano de la puesta varia

entre 75y 119 (Konig et al., 2008).

En ambientes de Brasil, Mansur y Hebling (2002) registraron
valores entre 120-299 huevos en D. pagei y una fertilidad de 83-1.057
crias. Las diferencias en cuanto al numero de huevos y crias respecto a
los especimenes de D. pagei encontrados en el presente estudio (662 +
117 y 582 * 8, respectivamente), podrian deberse a las adaptaciones de
la especie a condiciones ambientales diferentes. La temperatura es el
principal factor regulador del crecimiento y fecundidad (Giese, 1959;
Sastry, 1966; Jones & Simons, 1983), por lo cual toda variacion en los
patrones reproductivos de una especie distribuida en una zona
geografica estaran asociados a un gradiente térmico latitudinal (Clarke
1987; 1992). Por otro lado, Mansur y Hebling (2002) establecieron la
talla de madurez en D. pagei en 32,0-34,0 mm de ACF, mientras que en
nuestra region se encontro la hembra ovigera mas pequena en 38,65
mm. Es sabido que la talla de madurez sexual de los organismos
aumenta progresivamente con la latitud. Esta tendencia a menudo se

relaciona con la temperatura y las diferencias metabdlicas que se
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producen a lo largo del rango latitudinal de una especie, es decir, a
bajas temperaturas los individuos crecen y maduran mas lentamente
que a temperaturas mayores (Annala et al.,, 1980; Clarke et al., 1991).
La variacion latitudinal en la ecologia reproductiva de una misma
especie constituye informacion relevante que permite conocer las

adaptaciones al ambiente (Sastry, 1970).

Otra adaptacion de los cangrejos tricodactilidos es que el tamano
de sus huevos es mayor comparados con especies marinas (Bliss,
1968; Liu & Li, 2000). Esta caracteristica esta relacionada con el
desarrollo directo que, evolutivamente, acompand la conquista del
ambiente dulciacuicola (Mansur & Hebling, 2002). El tamano de los
huevos tiene importantes consecuencias en la tasa de desarrollo y en el
tamano de los juveniles al momento de eclosion (Negreiros-Fransozo et
al., 1992).

Existe un consenso que establece un patron general donde el
numero de huevos aumenta junto al incremento del tamano corporal de
la hembra (Hines, 1982; Hartnoll, 1985). De acuerdo con esto se
observo en los tricodactilidos estudiados una correlacion positiva entre

el tamano de la hembra (ya sea ACF o AA) y el namero de huevos.

Gasto energético

En T. borellianus se observo que el consumo de oxigeno fue similar
en machos, hembras ovigeras y en hembras no ovigeras. Si bien hay
una limitacion morfologica y fisiologica respecto al numero de puestas
que pueden producir (Rabalais, 1991), se observo que T. borellianus
tiene varias puestas al ano. Por otro lado, en cangrejos marinos se
observo que las hembras ovigeras consumen sustancialmente mas
cantidad de oxigeno que hembras no ovigeras (Fernandez et al., 2000;

Baeza & Fernandez, 2002; Brante et al., 2003), lo que indicaria un costo
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de suministro de oxigeno para los embriones (Fernandez & Brante,
2003).

Las diferencias de consumo de oxigeno entre hembras con huevos
en E3 y E4 pueden deberse a que el E3 es el ultimo estadio de
desarrollo embrionario antes de la eclosion y este ultimo tiempo dentro
del huevo requiere mas energia (Taylor & Leeapiyanart, 2001), para
luego disminuir y estabilizar el consumo de oxigeno. Esto también se
observa ya que durante todo el periodo de desarrollo del huevo, se
mantiene una tendencia de consumo de oxigeno que cambia al
eclosionar el cangrejo juvenil.

El costo de la reproduccion es tradicionalmente interpretado como
una consecuencia del conflicto entre la demanda de recursos para la
reproduccion, el crecimiento y el metabolismo basal (Barnes &
Partridge, 2003). En los crustaceos existen profundas diferencias en las
estrategias reproductivas al analizar el nimero, el tamano y el tiempo
de incubacion de huevos entre especies marinas de ambientes
dulciacuicolas.

En general, el cuidado parental se ha asociado con la proteccion de
las crias frente a los depredadores o las condiciones adversas del
ambiente (Thiel, 1999). Pero ademas de estas conductas, la mayoria de
las hembras ovigeras de decapodos presentan cuidados asociados
especificamente a la provision de oxigeno a los embriones, siendo éste
un factor limitante (Fernandez et al., 2000; Baeza & Fernandez, 2002).

El consumo de oxigeno en hembras ovigeras de T. borellianus
muestra una tendencia a invertir energia simultaneamente en el
cuidado parental de incubacion de los huevos y en el desarrollo de
gonadas optimizando la ocurrencia de un nuevo evento reproductivo.
Por esta razon se observa un consumo mas alto en hembras ovigeras

que en hembras no ovigeras.
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Conclusiones

A partir de lo expuesto en apartados anteriores, se arriba a las

siguientes conclusiones finales:

% La estructura del sistema reproductor masculino se presenta como
una estructura pareada con diferenciacion estructural y en
tonalidad. En Zilchiopsis collastinensis toma una forma de “U”
invertida, ya que ambas estructuras pares se unen en su parte
anterior por una comisura de tejido conectivo. En Dilocarcinus pagei
la estructura es en forma de “II”, sin comisuras de union. Estas
formas no han sido registradas con anterioridad y podrian estar
relacionadas con el anclaje de los testiculos a la pared superior del
cefalotorax. Dado que ésta es la zona de proliferacion y el lugar
inicial de maduracion (en estadios inmaduros sexualmente, suele
observarse solo el testiculo), podria ubicarse en su extremo anterior
con el fin distribuir hacia caudal las células sexuales que van
madurando. Sin embargo, la estructura del sistema reproductor
masculino respeta el patron general propuesto para los decapodos.
Su organizacion consiste en un testiculo con multiples tabulos
entrelazados que forman una masa casi homogénea y compacta,
dificil de discernir en su recorrido. Los tubulos seminiferos se
encuentran rodeados por una fina capsula de tejido conjuntivo que
los agrupa en lobulos y se encuentran delimitados por células
accesorias aplanadas con escaso citoplasma. Dentro de cada lébulo
las células germinales (espermatogonias, espermatocitos primarios y
secundarios, espermatidas y espermatozoides) se encuentran en la
misma etapa de desarrollo y de acuerdo con el grado de madurez del
macho. Estos tubulos colapsan en tubulos colectores y éstos en un
unico vaso deferente. El vaso deferente es reconocible en machos
sexualmente reproductivos por su coloracion blanquecina que varia

a lo largo de su recorrido. El epitelio del VDA es columnar y
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multinucleado y es aqui donde los espermatozoides se agrupan
formando un conglomerado de espermatozoides en forma de “racimo
de uvas” que luego es encapsulado en el VDM formando los
espermatoforos. El vaso deferente medio tiene epitelio columnar con
nucleos basales y tejido conjuntivo rodeando el tubulo. En la luz se
observan los espermatoforos formados y liquido seminal. El vaso
deferente distal se divide en dos partes, una anterior que se
diferencia del VDM por su pronunciada pared con evaginaciones o
embolsamientos formado de células columnares secretoras. En su
extremo posterior se observo una estructura de aspecto graso que se
diferencia del resto del vaso deferente a simple vista, sin registro
para la familia, siendo en Z. collastinensis color naranja trasltcido y
en D. pagei trasparente-blancuzco. Dado que histologicamente no se
observo presencia de espermatozoides ni ninguna célula germinativa
o sexual -pero si abundante liquido que ocupa toda la luz del
tabulo- se propone sea éste un lugar de almacenamiento de fluido
seminal para la inseminacion. La presencia, tanto del vaso deferente
como su estructura distal, evidencia la madurez morfo-fisiologica del

macho por la acumulacion de esperma.

La estructura del sistema reproductor femenino de Zilchiopsis
collastinensis 'y Dilocarcinus pagei es similar, tanto a nivel
macroscopico como microscopico.

Las hembras presentan un ovario Unico con forma de “U” invertida
y ubicacion dorso-central en el interior del cefalotérax. Este tipo de
ovario es una novedad entre los crustaceos y no ha sido registrado
nunca en otros cangrejos. Esta forma inusual del ovario podria estar
relacionada al gran tamano de los oocitos y dado que ambas
especies presentan un numero elevado de huevos respecto a otros
cangrejos dulciacuicolas, esta forma de “U” invertida podria ocupar

de forma mas eficiente el espacio disponible en el cefalotorax y

128

*



Conclusiones

destinar asi mayor vitelo a los oocitos. La estructura microscopica
del ovario, tanto en hembras maduras como inmaduras, se
mantiene constante en su forma y ubicacion. Sin embargo,
diferencias tales como el tipo de células y su grado de maduracion
varia de acuerdo a la etapa reproductiva en que se encuentre la
hembra. La estructura microscopica del ovario se presenta de
acuerdo al patron general propuesto para los decapodos, siendo
similar en toda su forma. En hembras inmaduras la distribucion de
oocitos es homogénea encontrandose en previtelogénesis y
vitelogénesis endogena, con el germarium centrado. En cambio, las
hembras maduras de ambas especies presentan diferentes tipos de
células: germinativas (oogonias, oocitos en distinto desarrollo) y
somaticas (células foliculares), en tanto el germarium se ubica mas
dorsal respecto a la luz ovarica. Dado al gran tamano de los oocitos,
la centralizacion del germarium y la distribucion de los oocitos de
acuerdo a su madurez, podria pensarse en una estrategia para

maximizar el espacio disponible en el ovario y éste en el cefalotorax.

» Ambas especies presentan receptaculos seminales con union
oviductual dorsal que se comunican a la vagina para concluir en
una vulva. Este tipo de union al ovario tiene implicancias tanto
comportamentales como morfologicas propias de la reproduccion. El
hecho de que la union sea a nivel dorsal respecto al receptaculo,
podria estar indicando, por un lado el tipo de copula y, sobre todo,
el destino de la paternidad de los huevos. Dado que el esperma
almacenado en los receptaculos seminales es indispensable para la
fecundacion de los oocitos, el punto de union receptaculo seminal -
oviducto - ovario determinara la paternidad de los huevos
depositados por la hembra en el orden en que fue depositado el
esperma, pero de acuerdo al lugar donde se una el oviducto al

receptaculo. En este caso donde la union oviductual es dorsal,
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podria pensarse que el primer macho que fecunde a la hembra
tendra al menos el mayor porcentaje de huevos fecundados con su
material genético. También la copula “corta” observada en
Dilocarcinus pagei podria estar vinculada a este hecho y dado que el
macho no tiene forma de “evaluar” si la hembra ya tuvo copulas
anteriores, invierte poco en cada cépula. La estrategia es inversa en
Zilchiopsis collastinensis, ya que se trata de una copula larga, de
varias horas donde “retiene” mas tiempo a la hembra e invierte

mayor cantidad de esperma en cada evento.

Las diferencias en la talla de madurez morfolégica es marcada en
Dilocarcinus pagei, donde también hay presencia de heteroquelia.
Esta situacion puede deberse a que los machos deben competir por
las hembras y, dada esta situacion, maduran a una talla menor
para tener mas opciones de transferencia de su material genético.
En el caso de las hembras, al contar con estructuras especializadas
en la retencion del esperma, podrian invertir en crecimiento con el
fin de cargar un numero de huevos mayor y asi optimizar la

reproduccion.

En Zilchiopsis collastinensis las tallas parecen estar sincronizadas y
dado que se los encuentra formando cangrejales, esto podria indicar
que la competencia por las hembras no es tan marcada como en el
caso de D. pagei. Por otro lado, la talla minima de madurez
morfologica indicaria una estructura poblacional marcada por la
dominancia donde las tallas mayores relegan a las mas pequenas a

momentos diferentes de copula y desove.

Los valores del indice hepatopancréatico (IHP) encontrados en
Zilchiopsis collastinensis no fueron significativamente bajos; sin
embargo, se observo una coordinacion entre sus valores y los del

indice gonadosomatico (IG). Esta relacion inversa muestra que aun
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cuando hay una disminucion del IHP al aumentar el IG, ésta no es
significativa, por lo cual podria esperarse que la energia requerida
durante el crecimiento ovarico provenga de otros sitios de sintesis
como los cuerpos grasos o propiamente del ovario, segin se observa

en otros crustaceos.

% Los comportamientos agonisticos observados en Zilchiopsis
collastinensis y Dilocarcinus pagei fueron similares, observandose
antes, durante y después de las copulas y entre machos. El
comportamiento agonistico observado durante el cortejo y copula
presentd un patron general en las tres especies, siendo
unidireccional -de los machos a las hembras- con el fin de mantener
el control del evento reproductivo.

Los movimientos involucrados en el comportamiento agonistico se
caracterizan por un tiempo de reconocimiento, al que sigue un
acercamiento donde los participantes “miden sus fuerzas” y se dan
toques con los pereiopodos y quelipedos, midiendo literalmente el
alto del cefalotorax del oponente. Luego de este tiempo de mutuo
reconocimiento se observaron dos situaciones, la sumision y
dominancia o un nivel de agresion mayor comenzando un combate.
Zilchiopsis collastinensis presentd un movimiento propio, que se
denominé “abrazo”, en el cual el cangrejo dominante abraza al
oponente subiéndose sobre €l y envolviéndolo con sus pereidopodos.
Este comportamiento provoca un estrés irreversible y muerte
posterior y se observo en cangrejos donde la diferencia de talla
permitiria al dominante envolver con sus extremidades al sometido.

El comportamiento agonistico observado en los cangrejos
tricodactilidos es similar al de otros cangrejos; sin embargo, el
abrazo de Z. collastinensis no fue registrado antes y dado que estos
cangrejos conviven en cangrejales durante al menos algin momento
de su ciclo, es de esperar que compitan por los recursos y deban

establecer patrones de dominancia para el acceso a los mismos.
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El cortejo en Zilchiopsis -collastinensis, Dilocarcinus pagei y
Trichodactylus borellianus es corto y agresivo. Consiste en una serie
de movimientos donde el macho identifica a la hembra, se acerca y
la toma de uno o varios pereiopodos. Las hembras de D. pagei
presentaron movimientos erraticos en los pereiopodos desde
producido el encuentro hasta el comienzo de la copula, los que
podrian estar relacionados con la receptibilidad de la hembra en
relacion con la apertura de los gonoporos. Dado que en encuentros
donde las copulas no se produjeron estos movimientos no se
realizaron, se propone seguir con ensayos para esclarecer este

punto.

Las copulas observadas tanto en el laboratorio como en el ambiente
natural tuvieron lugar con el cefalotéorax “en duro”. En las tres
especies se observdo un patron de conducta agresivo durante la
copula, en el que el macho tiene el control del evento reproductivo y
la hembra se limita a la participacion pasiva, teniendo una
ubicacion inferior respecto al macho. Después del apareamiento, el
macho libera la hembra y se separan sin interaccion posterior.

El patron de comportamiento de las copulas observado es similar al
de otros cangrejos dulciacuicolas. Sin embargo, la distribucion
temporal de las mismas entre las especies estudiadas vario, siendo
estacional en Z. collastinensis y D. pagei y registradas durante todo
el ano en T. borellianus. Estas diferencias entre especies de la
misma familia que habitan un mismo ambiente pueden deberse a la
diferente utilizacion del medio por cada especie. Esta podria ser una
estrategia de “uso diferencial” de los recursos, donde no se
superpondrian al menos en el ciclo de reproduccion, extrusion de

los huevos y eclosion de juveniles.
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# Los cuidados maternales en Zilchiopsis collastinensis, Dilocarcinus
pagei y Trichodactylus borellianus fueron observados en funcion de
huevos y crias, variando su tiempo en relacion con la especie y
siendo proporcional el tiempo de incubacion y cuidado parental
extendido.

Se observd un comportamiento en relacion al cuidado materno,
donde las hembras de las tres especies, inmediatamente luego de
que depositan sus huevos en el abdomen, se ubican en algun sitio -
que depende de la especie y de sus habitos- donde el agua no cubra
el abdomen.

Durante la incubacion Zilchiopsis collastinensis por lo general se
mantiene en su cueva, mientras que Dilocarcinus pagei y
Trichodactylus borellianus se observaron siempre sobre plantas
acuaticas. Este comportamiento poco usual de permanecer fuera del
agua, estaria relacionado con evitar la pérdida de la masa de huevos
por la presion de lavado que el agua ejerce sobre la misma, como
también para liberarse de parasitos que no resisten la desecacion.
Ademas, la estrategia materna tiene implicancias morfologicas, ya
que su abdomen cuenta con pledopodos modificados que forman una
especie de “camara incubadora” donde los huevos permanecen
durante la incubacion humedos aun fuera del agua.

Durante este periodo se observaron cuidados maternos en forma de
ventilacion y limpieza de la masa de huevos.

Se identificaron tres tipos de movimientos de los pleopodos:
movimiento lateral, sube-baja y oblicuo, todos con el fin de movilizar
la masa de huevos y la consecuente entrada de agua oxigenada a la
camara incubadora. Estos movimientos de ventilacion son comunes
entre los decapodos; sin embargo, y dado que tanto Z. collastinensis
como D. pagei mantienen sus huevos sueltos dentro de la camara
incubadora, esta accion conlleva otro tipo de coordinaciéon para

evitar la pérdida de la masa ovigera. El mecanismo de cohesion que
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se observo entre los huevos y que permite a la masa ovigera
permanecer en el abdomen materno no pudo ser descrito, por lo
cual se espera en futuras investigaciones despejar dichas

incognitas.

El evento reproductivo es una compleja relacion de factores internos
propios de los individuos y externos del ambiente, asi como de las
relaciones que se establecen entre los individuos. Se observo que
cangrejos que morfolégicamente se encuentran maduros no
participan en el evento reproductivo de la poblacion, o lo hacen en
momentos diferentes. Por esto se obtuvo la talla de madurez sexual
funcional o efectiva de hembras de Zilchiopsis -collastinensis,
Dilocarcinus pagei y Trichodactylus borellianus a través de la talla
minima de hembras ovigeras. En general se observo una talla
similar a la talla de madurez morfologica en Z. collastinensis y en D.
pagei. Por lo cual podria haber una dominancia en la reproduccion
que permita a las hembras de menor o mayor talla entrar a tal

evento en momentos diferentes.

La fecundidad realizada relativa y actual relativa observada en
Zilchiopsis collastinensis, Dilocarcinus pagei y Trichodactylus
borellianus, muestra que si bien T. borellianus presenta varios
eventos anuales con un numero de huevos menor y las otras dos
especies concentran su energia en un solo evento, haciendo una
relacion respecto a la talla son similares en cuanto a este aspecto

reproductivo.

Las tasas de consumo (ppm/gr) de hembras ovigeras de
Trichodactylus borellianus con distintos estadios de desarrollo de los
huevos, mostraron diferencias en huevos en estadios finales. El

desarrollo embrionario conlleva un consumo de energia diferenciado
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segun el “momento” en que se encuentra el embrion dentro del
huevo, y dado que en T. borellianus se observo un incremento en el
ultimo estadio de desarrollo embrionario antes de la eclosion, podria
deberse a que este ultimo tiempo dentro del huevo requiere mas

energia.
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La informacion referida a la reproduccion de los
cangrejos tricodactilidos obtenida en esta tesis se
espera sea el primer peldano de una serie de
investigaciones sobre la reproduccién de estos
maravillosos animales de los cuales hay mucho que

aprender.
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