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Resumen

Ciertos cambios en la fenologia de una especie (momento del ciclo de vida en que
se dan eventos clave, i.e. nacimiento, madurez sexual), pueden tener efectos sobre
rasgos de su historia de vida (momento de la eclosiéon, crecimiento, madurez
sexual). El ciclo de vida de los peces anuales esta altamente ensamblado a las fases
de inundacién y sequia del ambiente que habitan, los charcos de agua temporales.
El género de peces anuales Austrolebias se distribuye en las zonas subtropicales y
templadas de Sudamérica. Esta altamente amenazado debido a las modificaciones
de su habitat y a las alteraciones de los ciclos naturales de inundacion de los rios.
En los humedales de Villa Soriano (cuenca del Rio Uruguay) cohabitan dos especies
de Austrolebias (A. bellottii y A. nigripinnis), las cuales comparten habitat en
algunos lugares con la especie A. elongatus de mayor tamafio. El ciclo de vida de las
Austrolebias subtropicales comienza con el llenado de los charcos en otofio y dura
hasta finales de la primavera, cuando éstos se secan. Sin embargo, un evento de
sequia inusual a mediados del invierno de 2015, afect6 a varios charcos de la
region. Los charcos se volvieron a llenar con una gran precipitacion en Agosto y en
algunos eclosioné una nueva cohorte de peces para dos especies. En esta tesis se
investigaron las consecuencias de estos patrones alterados de las precipitaciones,
sobre los rasgos de historia de vida y la dinamica de las poblaciones de peces
anuales de la region Pampa del Oeste de Uruguay. Se estudiaron los ensambles de
Austrolebias en 18 charcos en la confluencia del Rio Uruguay y el Rio Negro y se
realizaron 16 salidas de muestreo a lo largo de todo el ciclo de vida de los peces en
2015. Se utilizo la lectura de otolitos para probar que existe una asociacion directa
entre las lluvias y las fechas de eclosidn de las especies de Austrolebias. La eclosiéon

de ambas cohortes fue relativamente sincrénica dentro y entre las especies. La
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primera eclosion6 durante un mes a principios de otofio, con un pico entre el 15y
el 20 de abril. No se pudo confirmar la eclosién mas temprana de la especie de gran
tamafio (4. elongatus). La eclosion de la segunda cohorte duré quince dias con un
pico entre el 2 y el 6 de agosto. Austrolebias bellottii fue una especie ubicua y
generalista, A. nigripinnis fue mas comun en los charcos con influencia de la
planicie inundable del Rio Negro Austrolebias elongatus fue una especie rara en
general, y A. alexandri fue encontrada accidentalmente. La disminucién temporal
de la abundancia y de la densidad de peces fue lineal, en lugar de tener un
decaimiento mas empinado al final de la temporada, justo antes de secarse los
charcos. Se encontraron indicios de que los adultos de A. bellottii pueden
sobrevivir un corto periodo de desecacién en el barro hiumedo, pudiendo llevar a la
coexistencia de A. bellottii mayores con A. nigripinnis mas jévenes. Los machos
desaparecieron de las poblaciones con una tasa mayor hacia el final de la
temporada. La duracion de la vida de A. bellottii y A. nigripinnis fue de hasta siete
meses en los charcos que no se secaron. La segunda cohorte experimenté una
temperatura menor del agua en el momento de la eclosion y el desarrollo de los
juveniles, pero una temperatura mayor durante la fase de crecimiento de los
adultos. La segunda cohorte se desarroll6 mas rapido, con una llegada 40% mas
rapida al tamafio corporal asintético (14 vs. 23 semanas). Su tamafo corporal
asintotico fue significativamente menor en A. bellottii pero no en A. nigripinnis. El
desarrollo mas rapido de los juveniles de la segunda cohorte fue asociado con una
maduraciéon mas temprana y una inversién mas fuerte en el tejido reproductivo.
Esta alteracion de la historia de vida es adaptativa, ya que los peces de la segunda
cohorte vivieron una vida mas corta (hasta que las altas temperaturas eliminaron
todas las poblaciones de peces anuales). Esta tesis demuestra como los peces
anuales pueden hacer frente a cambios inesperados en las precipitaciones, los
cuales pueden ser consecuencia del cambio climatico. Las poblaciones estudiadas
de peces anuales mostraron una gran plasticidad fenotipica que amortigué las
consecuencias de las alteraciones del ciclo climatico. Esta habilidad de hacer frente
a las alteraciones del ciclo natural que tienen estas poblaciones, depende en gran
medida de la capacidad de los bancos de huevos en el sedimento de hacer frente al

aumento de la impredictibilidad de las precipitaciones. Sin embargo, es posible que
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las poblaciones de peces anuales no puedan hacer frente a una amenaza mayor, la

modificacion o destruccién de su habitat por parte de los humanos.
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“Necesitamos especialmente de la imaginacién en las ciencias. No todo
es matematicas y no todo es simple l6gica, también se trata de un poco
de belleza y poesia.”

Maria Montessori
(1870 - 1952)

“Cada uno es un ser individual.”
Ligia Rigoli
(1915 -2001)
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1-Introduccion general
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1.1 - Las historias de vida

Los seres vivos necesitan nutrientes para sobrevivir. Los utilizan para crecer,
mantener sus cuerpos y reproducirse. Sin embargo, estos recursos son limitados y
a menudo los individuos compiten para adquirirlos (e.g.: luz solar y minerales en
plantas o alimento en animales). Entonces, los organismos deben repartir estos
recursos limitados entre sus diferentes actividades vitales (crecer, mantener su
cuerpo, reproducirse). La historia de vida de una especie es el conjunto de
caracteristicas de su ciclo de vida, relacionadas con la supervivencia y la

reproduccion (Stearns, 1992).

Estudiar historias de vida es prestar particular atencién a la interaccién
entre los procesos de adaptacion y las diversas limitantes que los afectan. Esta
interaccion determina cierta adaptaciéon que les permite a los individuos que
posean estrategias exitosas sobrevivir y proliferarse, incrementando asi su eficacia
darwiniana (fitness). La seleccion natural moldea las historias de vida y éstas son
un reflejo de como una especie distribuye sus recursos limitados entre el
crecimiento, la supervivencia y la reproduccion. Esta disciplina unifica y explica la
diversidad de la vida y la complejidad de sus ciclos. La evolucién de los rasgos de
historia de vida y su plasticidad determinan también las dinamicas poblacionales

de las especies que interactian (Stearns, 1992).

La Teoria de Historia de Vida describe la asignacion estratégica de recursos
materiales y de energia entre los diferentes componentes del fitness (e.g.: calorias y
nutrientes aportados al crecimiento en contra de la reproduccion) (Figueredo et
al, 2006). El estudio de las historias de vida se basa en que los fenotipos de los
individuos estan compuestos por caracteres o rasgos (momento de eclosion, edad
y tamafno de madurez, numero y tamafio de la descendencia, crecimiento e
inversion reproductiva, duracion de la vida y muerte) y éstos estan conectados por
relaciones de restricciones y compensaciones. De este modo, los individuos pueden
realizar un mayor Esfuerzo Somdtico (asignar la mayoria de los recursos al
crecimiento o a la supervivencia del organismo a nivel individual), o realizar un
mayor Esfuerzo Reproductivo (asignar la mayoria de los recursos a la produccion

de nuevos organismos como vehiculos de transmisién de la informacion genética
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del individuo). El Esfuerzo Reproductivo se divide en Esfuerzo de Apareamiento por
un lado y Esfuerzo Parental y Esfuerzo en Nepotismo por el otro. El Esfuerzo de
Apareamiento se refiere a los recursos volcados a obtener y retener compafieros
sexuales. El Esfuerzo Parental y Esfuerzo en Nepotismo se refieren a los recursos
asignados para mejorar la supervivencia de la descendencia existente y de otros
parientes genéticos (e.g.: hermanos o sobrinos). Asi, una determinada estrategia de
historia de vida asignara la energia y los recursos materiales de un individuo entre

las demandas de supervivencia y de reproduccion.

La Teoria de Historia de Vida propone la existencia de una continuidad de
variacion de estrategias reproductivas entre r y K. Esta continuidad representa un
rango de covariacién de patrones de comportamiento reproductivo, relacionados
inversamente con rasgos de historia de vida, como fecundidad e inversion parental
(Mac Arthur & Wilson, 1967). Los limites de esta continuidad varian desde
organismos r extremos (maxima puesta de huevos y sin cuidado parental), a
organismos K extremos (tasa de nacimiento minima y cuidado parental elaborado).
De acuerdo con Pianka (1970), la Teoria de Historia de Vida predice que las
especies que vivan en ambientes inestables (e.g.: fluctuaciones en disponibilidad
de alimento o refugio) e impredecibles (e.g.: alta depredacién o alta incidencia de
parasitos) tenderan a evolucionar hacia grupos con caracteristicas de “seleccion-r”,
asociados con altas tasas reproductivas, baja inversion parental, y relativamente
bajos tiempos generacionales. Por el contrario, especies que vivan en ambientes
mas estables y predecibles tenderan a evolucionar caracteristicas de “seleccion-K”,
asociados con bajas tasas reproductivas, alta inversidon parental y largos tiempos

generacionales.

Un ambiente acuatico temporal, se caracteriza por tener una variabilidad
estacional ciclica de las fases acuatica y seca. Esto le agrega gran complejidad al
estudio de las historias de vida. La duracién de estas fases no es fija y depende
altamente de los regimenes de lluvia de las regiones que los contienen. El ciclo de
variabilidad anual complica las presiones selectivas y los compromisos, comparado
con ambientes mas estables. La edad, el tamaio, el crecimiento, el estado

reproductivo y la mortandad, varian a lo largo del afio en forma ciclica. Las
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restricciones energéticas y reproductivas pueden ser también altamente
estacionales, permitiendo algunas actividades sé6lo en un determinado momento
del afio. Principalmente, estas decisiones anuales tienen efectos sobre los
compromisos que involucran los valores presentes y futuros de la reproduccion,
conectando la fenologia (momento en que se dan los eventos clave del ciclo de vida
de una especie) con consecuencias para toda la vida (Varpe, 2017). La evolucion ha
llevado a diferentes estrategias para resolver compromisos de historia de vida que
emergen de la estacionalidad. Por lo tanto, la estacionalidad conduce hacia la
diversidad (Daan & Tinbergen, 1997; Houston & McNamara, 1999; Koztowski,
2006; Mathias & Chesson, 2013).

Los cambios actuales del clima estan modificando rapidamente la
distribucién espacial y temporal de la temperatura y las precipitaciones alrededor
del planeta (Trenberth, 2011; Walther et al.,, 2002). Esto tiene efectos en todos los
niveles de la biodiversidad, desde individuos y poblaciones, hasta biomas
(Parmesan, 2006). Uno de los efectos mas notorios de estos cambios son las
alteraciones de la fenologia de las especies. Estas pueden llevar a eventos en
cascada a nivel de las comunidades (Edwards & Richardson, 2004; Gilman et al.,
2010), mediante la respuesta de las especies que interactdan (Bellard et al., 2012).
Por ejemplo, los cambios en la fenologia de las plantas afectan a las poblaciones de
polinizadores. Dada su dependencia mutualista, la fenologia alterada de las plantas
podria llevar finalmente a la extincion de ambos, las plantas y los polinizadores
(Rafferty & Ives, 2010). Sin embargo, muchos otros efectos relacionados con
especies que interactuan de diferentes formas pueden surgir (Rafferty et al., 2014),

con gran desconocimiento sobre su resiliencia (Hegg et al., 2013).

Los cambios en la fenologia de las especies llevan también a modificaciones
de los rasgos de historias de vida (Forrest & Miller-Rushing, 2010). En ese sentido,
retrasar el momento de la eclosiéon puede llevar a un desarrollo post-eclosiéon en
condiciones ambientales alteradas, cambiando el crecimiento y patrones de
maduracion, con consecuencias para la viabilidad de la siguiente generacidn
(Varpe, 2017). Por ejemplo, la fecha de eclosién de la descendencia del salmén

Atlantico (Salmo salar), tiene consecuencias en el tamafio de los juveniles, siendo
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los juveniles mas tardios mas pequefios que los que eclosionan antes. Esto podria
afectarlos en eventos selectivos dependientes del tamafo, como ser la mortandad

invernal, el riesgo de depredacion y la reproducciéon (Einum & Fleming, 2000).

1.2 - Los ambientes temporales acuaticos y los peces anuales

Los efectos de las alteraciones en la fenologia pueden ser especialmente
pronunciados en ambientes temporales acuaticos. Los habitats temporales estan
sujetos a cambios entre estados alternativos del habitat, en general predecibles y
relacionados con los ciclos anuales de precipitacion y temperatura (Varpe, 2017).
Los charcos de agua temporales son ambientes que dependen altamente de los
ciclos naturales de las fases acuatica y seca (PolacCik & Podrabsky, 2015). Estos
ambientes pueden estar totalmente aislados o presentar conexiones temporales
con ambientes permanentes. Principalmente durante grandes inundaciones,
pueden producirse vinculos directos con cuerpos de agua permanentes y
conexiones entre charcos adyacentes. Sin embargo, la importancia relativa de cada
factor en la dinamica temporal de la fase acuatica y la conectividad entre charcos
temporales depende primariamente de su distancia a la fuente de agua y de la

topografia local (Winter, 1999; Williams, 2006).

Entre los organismos que explotan dichos ambientes, muchos estan
adaptados exclusivamente a las fases recurrentes del habitat. Esto puede
seleccionarlos para adaptarse especificamente a la regularidad de los ciclos de
inundacion por parte de ambientes permanentes (Lytle & Poff, 2004). Sin embargo,
otras especies parecen estar adaptadas a la impredecibilidad que esta
naturalmente asociada con ese tipo de habitats (Polacik & Podrabsky, 2015). A
medida que el cambio climatico modifica los regimenes de precipitacion, aumenta
la incidencia de fuertes precipitaciones condensadas en el tiempo. Esto lleva a
extensos periodos de sequia alternados con periodos de abundantes lluvias (Witze,
2018). De este modo, los charcos temporales estdn experimentando un gran
cambio en los patrones temporales de las fases acuatica y seca (Brooks, 2009). En

las especies que habitan estos ambientes, el mismo genotipo debe hacer frente a
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condiciones ambientales cada vez mas impredecibles. Esto favorece la evolucién de

la plasticidad del desarrollo y de historias de vida alternativas (Stearns, 1989).

Los grupos de peces del Orden Cyprinodontiformes que estan adaptados a
vivir exclusivamente en charcos de agua temporales en zonas tropicales,
subtropicales y templadas de Sudamérica y Africa son llamados peces anuales. Las
poblaciones de peces anuales sobreviven el periodo seco como huevos
encapsulados en el sustrato. Los huevos poseen una capa externa ornamentada
(Loureiro & de Sa, 1996, Thompson et al., 2018) que protege al embrién de la
desecacion y a la vez permite el intercambio gaseoso (Wourms & Sheldon, 1976).
El desarrollo embrionario de los peces anuales involucra hasta tres diapausas
facultativas (Wourms, 1972a,b,c) que mantienen a los embriones en las diferentes
condiciones ambientales que atraviesan, y permiten sincronizar la eclosién con el
llenado del charco. Luego de la eclosidn, los peces anuales se desarrollan
rapidamente y alcanzan la madurez sexual en pocas semanas (Blazek et al., 2013;
Vrtilek et al., 2018a). Los individuos ya maduros se reproducen diariamente para

aprovechar al maximo la naturaleza temporal de su habitat.

La historia de vida anual parece haber evolucionado por lo menos seis veces
entre los Cyprinodontiformes (Furness et al, 2015a). En la familia Rivulidae, un
clado Neotropical de Cyprinodontiformes (Loureiro et al, 2018) se dieron tres
transiciones evolutivas independientes hacia la estrategia de vida anual (Furness
et al, 2015a). Dependiendo de su ubicacion geografica pueden experimentar
diferentes condiciones climaticas durante los periodos embrionarios y los periodos
post-eclosiéon. La mayoria de los peces anuales tropicales, como Nothobranchius en
Africa y Austrofundulus en el Neotrépico, eclosionan durante el verano al comienzo
de la temporada de lluvias, pasando su tiempo de vida post-eclosiéon en agua con
altas temperaturas. Estos peces completan su desarrollo embrionario cuando el
agua se evapora del charco en la temporada seca (Podrabsky et al., 1998; Blazek et
al, 2013; Reichard, 2016). Por el contrario, los peces anuales de zonas
subtropicales y templadas del sur del Neotrdpico, habitan regiones sin distinciéon
de periodos secos y lluviosos y con una precipitacion pareja a lo largo del afio. La

temporalidad de la fase acuatica de estos charcos esta dada por la alta evaporacion
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durante los meses de verano. Por lo tanto, los peces eclosionan en otofio, viven
durante el periodo frio del invierno (Lanés et al., 2014, 2016), y completan su
desarrollo embrionario durante el verano (Arezo et al, 2005). Esta diferencia
sugiere que las adaptaciones y sefiales ambientales que controlan la eclosién
pueden ser diferentes entre los peces anuales de las zonas tropicales y de las
templadas. Los peces anuales Neotropicales estan altamente amenazados. La
mayor amenaza reconocida a sus poblaciones en el sur de Sudamérica (bioma
Pampa) es la pérdida de habitat asociada a la agricultura extensiva y las
regulaciones de las planicies de inundacion (Volcan & Lanés, 2018). Dado que los
peces anuales dependen de los patrones de precipitacion regulares de cada region
y pueden estar estrictamente adaptados a los ciclos naturales de llenado y secado
de sus habitats, estas amenazas ponen en serio riesgo a varias poblaciones de estos

peces (Volcan et al., 2016).

Una caracteristica destacable de los peces anuales es la falta de
solapamiento entre las generaciones. Inmediatamente después de la eclosion, los
peces anuales mantienen un crecimiento rapido y alcanzan la madurez sexual en
muy poco tiempo: menos de 3 semanas en algunas especies tropicales (BlaZek et
al, 2013) a 8 semanas en especies subtropicales/templadas (Berois et al., 2012).
Mas aun, se ha demostrado que estos tiempos son menores en la naturaleza, para
algunas especies tropicales (Vrtilek et al, 2018a). Los adultos se reproducen a
diario, pero sus huevos no eclosionan. Estos se mantienen en el sedimento en la
primera diapausa del desarrollo (Reichard, 2016; Podrabsky et al., 2017). Cuando
el charco se seca, los huevos permanecen en el sedimento seco en la forma de
embriones encapsulados en huevos con una capa coridonica gruesa (Wourms,
1972), donde el embrién permanece protegido del estrés ambiental (Podrabsky et
al, 2001). El tiempo de desarrollo de los embriones es variable, ya que los
embriones tienen la capacidad de entrar o salir de alguna de las tres diapausas
posibles (Wourms, 1972; Podrabsky & Hand, 1999; Furness et al., 2015b; Polacik
et al, 2018). Esta capacidad de entrar o salir de las diapausas esta altamente
sincronizada con sefnales ambientales (Dominguez-Castanedo et al., 2017), tales
como la temperatura (Podrabsky et al, 2010a), el fotoperiodo (Levels & Denucé,

1988) y la humedad relativa (Podrabsky et al., 2010b). La evidencia actual sugiere
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que la siguiente generacién eclosiona durante la subsecuente fase acuatica cuando
el periodo seco ha eliminado la generacion parental. Estas caracteristicas de su
ciclo de vida convierten a los peces anuales en estrategas r extremos (vida corta,
alta puesta de huevos, sin cuidado parental), en concordancia con lo esperado para
el tipo de ambientes que habitan (Pianka, 1970). En el género africano
Nothobranchius de regiones con lluvias erraticas, los charcos pueden completar
varias fases de desecacion y llenado durante una unica temporada (Polacik et al,
2014), siempre presentando una nueva cohorte de peces (Reichard et al, 2017).
Sin embargo, los peces anuales sub-tropicales, como Austrolebias, estan adaptados
al llenado del charco en otofio. Su permanencia se da hasta fines de la primavera,

con una Unica cohorte de peces que sobrevive durante todo el periodo inundado.

1.3 - Las Austrolebias

El género Austrolebias (Cyprinodontiformes, Rivulidae) es un grupo Neotropical de
peces anuales con mas de 40 especies descriptas (Loureiro & de S3, 2016; Alonso
et al, 2018a; Serra & Loureiro, 2018) con distribuciones geograficas restringidas a
lo largo de las zonas subtropicales y templadas de Sudamérica (Loureiro & de S3,
2016). Su centro de distribucién se encuentra en las tierras bajas de la cuenca del

Plata y Sistema Patos-Merin.

Muchas especies de Austrolebias, como A. univentripinnis, A. wichi o A.
viarius, son categorizadas como vulnerables, amenazadas o criticamente
amenazadas (Rosa & Lima, 2008; Volcan et al., 2009, 2010; Loureiro & Bessonart,
2017; Alonso et al., 2018a). Sin embargo, otras especies, como A. bellottii o A.
nigripinnis (especies de este estudio) son mas comunes y con una distribucidn
bastante amplia (Costa, 2006). El tamafio de los charcos con presencia de
Austrolebias varia entre pequefios charcos hasta grandes planicies inundadas. Los
charcos de Austrolebias tipicamente se llenan con la llegada del otofio (Marzo-
Abril), cuando la temperatura decrece a niveles en los que la precipitacién excede a
la evaporacion, y persisten hasta finales de la primavera (Noviembre-Diciembre)

cuando aumenta la evaporacién. No obstante, algunas especies de Austrolebias con
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una distribucién mas hacia el Norte, pueden completar su fase adulta durante la

temporada de lluvias en verano (Shalk et al., 2014).

Existe abundante informacidn acerca de las Austrolebias en tematicas tales
como la historia evolutiva (Loureiro & de Sa, 2016; Loureiro et al, 2018),
biogeografia (Garcia et al, 2012; Garcia et al, 2016), biologia y estructura
genomica (Garcia, 2016; Gutiérrez et al, 2016), morfologia (Costa, 1998; Costa,
2006; Loureiro et al., 2011), desarrollo embrionario (Arezo et al., 2005; Berois et
al., 2012), los efectos de la temperatura sobre el crecimiento (Liu & Walford, 1965;
Errea & Danulat, 2001; da Fonseca et al.,, 2013), el comportamiento reproductivo
(Belote & Costa, 2004; Garcia et al.,, 2008) y la seleccion sexual (Passos et al., 2013,
2014). Dado que las Austrolebias viven en cuerpos de agua pequefios y replicados
(como pequeiios laboratorios naturales), representan sistemas ideales para
comprender aspectos sobre el ensamble (Arim, 2010) y la ecologia de las
comunidades (Laufer et al, 2009; Canavero et al, 2014; Keppeler et al, 2015;
Reichard et al, 2018). Toda esta valiosa informacion proviene de estudios de
laboratorio o muestreos de campo con baja frecuencia anual y se concentra en
especies de las regiones de las lagunas costeras Atlanticas, en el sistema Patos-
Merin. Sin embargo, no existe informacién sobre la dindmica de las poblaciones
naturales de Austrolebias que contemple la posible variabilidad intrinseca de la
temporada ni de coOmo varian sus caracteres de historia de vida. Tampoco hay
estudios ecologicos que se concentren en las especies de la cuenca del Rio Uruguay

bajo.
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1.4 - Objetivo general

En esta tesis se analiz6 la dindmica poblacional y rasgos de historia de vida
asociados, de dos especies de peces anuales de Uruguay (A. bellottii y A.
nigripinnis), que habitan los humedales del Rio Uruguay bajo en Villa Soriano, a lo
largo de todo un ciclo de vida natural en el afio 2015.

En concreto se evaluaron los siguientes rasgos de historia de vida:
1. Nacimiento

¢Como varia la fecha de eclosién de los individuos de las especies de peces anuales
de una misma poblacion en los charcos estudiados?

(Como varia la fecha de eclosion de los individuos de peces anuales entre
poblaciones de las especies, en los charcos estudiados?

2. Crecimiento y madurez sexual.

;Como varia el tamaio de los individuos de las especies a diferentes edades, en los
peces anuales de los charcos estudiados?

;.Como varia el tamafio y la edad de los individuos a diferentes grados de madurez
sexual, en los peces anuales de los charcos estudiados?

;.Como varia el tamano de los individuos de A. bellottii a diferentes edades en los
charcos en los que coexiste con A. nigripinnis?

;.Como varia el tamano de los individuos de A. bellottii a diferentes edades en los
charcos en los que no coexiste con A. nigripinnis?
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Se evaluaron también los siguientes aspectos de la dinamica estacional de las
poblaciones:

1. Abundancia y densidad de especies.

(Como varia la cantidad de individuos de las especies de peces anuales, a
diferentes edades, en las poblaciones estudiadas?

2. Proporcién de especies.

¢(Como varia la cantidad de individuos de cada especie de peces anuales en los
charcos donde conviven las dos especies estudiadas?

3. Proporcion de sexos.

;Como varia la cantidad de individuos de cada sexo, a diferentes edades, de las
especies de peces anuales en los charcos estudiados?
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2 - Metodologia general
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2.1 - Area de estudio y parametros ambientales

Durante el afio 2015, se seleccionaron 26 charcos en las planicies inundables del
Rio Negro bajo. Se eligié un area cerca de su desembocadura en el Rio Uruguay
(33°23'56"S, 58°19'13"0), en los alrededores de la localidad de Villa Soriano
(departamento de Soriano, Uruguay) (fig. 2.3). Se realizaron un total de 16 salidas
de muestreo, con colecta de peces a lo largo de toda el area de estudio. De los 26
charcos seleccionados inicialmente, ocho se secaron pronto en la temporada (antes

de completar tres muestreos) y fueron excluidos de los estudios.

Esta area corresponde tipicamente al bioma Pampa. Se caracteriza por su
baja altitud (1-7m sobre el nivel del mar) y la presencia de humedales en la
planicie de inundacion del rio y sus alrededores (Batallés et al., 2009, Brazeiro et
al, 2014). El Rio Negro adyacente inunda directamente una fracciéon del area de
estudio durante las grandes crecidas. La vegetacion terrestre del bioma Pampa se
caracteriza por pastizales subtropicales, con parches de arboles nativos como

Vachellia caven y Prosopis nigra (Brazeiro et al., 2014).

El area de estudio tiene un clima subtropical himedo. La temperatura
media anual es de 17°C, variando entre 10,4°C en invierno a 23,5°C en verano
(https://es.climate-data.org/location/50536/). La media de lluvia de los seis afios
anteriores al estudio (2009-2014) fue de 1266 mm/afio (maximo 1748 mm en
2014, minimo 814 mm en 2013), con la mayor precipitacién mensual en verano
(Febrero: 224 mm) y la menor en invierno (Junio: 42 mm) (datos obtenidos del
Instituto Nacional de Meteorologia, INUMET). El afio del estudio (2015) tuvo una
media de lluvias de 1029 mm, con episodios particularmente secos (42 mm en
Febrero, 52 mm en Mayo, 36 mm en Julio, datos obtenidos de pluvidmetros

locales) (fig. 2.1).
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Figura 2.1. Precipitacién mensual total (barras grises, en mm.) registrada por pluvidmetros
locales en 2015 y patrones temporales en precipitaciones mensuales en el periodo 2009-2014
(media y desvio estandar) de la region del estudio (datos cedidos por INUMET). Se indican la
duracién estimada del ciclo completo de vida de las Austrolebias en condiciones normales de
precipitaciones (lineas y flechas sélidas) y el periodo excepcionalmente seco de invierno del afio del
estudio (lineas y flechas punteadas).

En el area de estudio se encuentran tres especies de peces anuales.
Austrolebias bellottii (Steindachner 1881) (tamafio maximo 70 mm) (fig. 2.2A,B) y
A. nigripinnis (Regan 1912) (tamafio maximo 40 mm) (fig. 2.2C,D) son especies
simpatridas (y a veces sintopicas) con amplio rango de distribucidn, desde las
cuencas medias y bajas de los rios Parana y Uruguay, hasta el sur de la provincia de
Buenos Aires en Argentina (Garcia et al. 2012; Volcan et al. 2017). La tercera
especie, A. elongatus (Steindachner 1881) (fig. 2.2E) es una especie de gran tamafio
(tamafio maximo 150mm), con una distribuciéon mas estrecha, que coexiste con A.
bellottii y A. nigripinnis a lo largo de la mayor parte de su distribucion sur,
aproximadamente desde la boca del Rio Negro hasta la provincia de Buenos Aires
(Alonso et al., 2016). En Uruguay, A. elongatus s6lo se encuentra en los humedales
entre la boca del Rio Negro y el Rio San Salvador, en las cercanias de Villa Soriano
(Departamento de Soriano), pero no existe informaciéon sobre su abundancia ni

dindmica poblacional.
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Figura 2.2. Especies de Austrolebias presentes en el area de estudio. Se muestra A.
bellottii macho (A) y hembra (B); A. nigripinnis macho (C) y hembra (D) y A.
elongatus macho (E). Fotos tomadas de fishbase.org.

El estudio cubri6 una regién de 5,5 km (distancia latitudinal) por 9,7 km
(distancia longitudinal) (aproximadamente 53 km?) y contuvo varios charcos con
peces anuales. La mayoria de los charcos estaban localizados en zonas de
ganaderia extensiva, aunque algunos tenian influencias de desarrollo agricola
adyacente. El area fue delimitada en cinco secciones que formaron grupos de

charcos con caracteristicas similares y cercania espacial (fig. 2.3, tabla 2.1).

Daniel Garcia Pagina 27



Historias de Vida de Peces Anuales 2019

(A) (B) ) N N
. b
Rincén %{ ° Villa Soriano
\ 1A-6A :
Canaleta| 2 Ruta(sc)
g 7B-8B
S .
3 Escuela /™
Q 10D-12D
X
) Curupi .
v "o, 13E-18E | ap
S fo
::;_ [— ]
k S * 2Km.

Figura 2.3. Localizacion del area de estudio dentro de Uruguay (A), y de las poblaciones estudiadas
dentro del area de estudio (B). Los simbolos de los charcos individuales designan los ensambles de
Austrolebias con sdlo a A. bellottii (circulos abiertos), A. bellottii y A. nigripinnis (circulo negro), A.
bellottii y A. elongatus (tridngulos abiertos), A. bellottii, A. nigripinnis y A. alexandri (tridngulos
negros) and A. bellottii, A. nigripinnis y A. elongatus (cuadrado negro). Los circulos grises indican los
charcos que se secaron temprano en la temporada y no se continuaron muestreando. Los asteriscos
indican la posicion de los pluviémetros locales.

La regién “Rincén” (seccién A, 6 charcos, fig. 2.4) estd localizada en la
planicie inundable del Rio Negro y fue cubierta en ocasiones por las inundaciones
del rio. Dependiendo de la magnitud de la inundacion, el rio alcanza diferentes
grupos de charcos. Inundaciones pequefias alcanzan sélo a los charcos 34, 4A 'y 6A.
Las inundaciones medias también inundan los charcos 1A y 5A. El charco 2A sélo
es afectado durante inundaciones muy grandes, y no fue alcanzado por ninguna

inundacion durante el periodo del estudio.

Los charcos del grupo “Canaleta” (seccion B, 2 charcos) estan ubicados en
las depresiones de los lados de un camino abandonado (charcos 7B y 8B),

rodeados de pastizales utilizados para la ganaderia (fig. 2.5).
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(A)

(F)

Figura 2.4. Imagenes
representativas de la regiéon A
(“Rincén”). Se muestra el
charco 1A (A) durante su fase
llena (Salida 13, 8 Nov 2015);
el charco 2A con agua (B)
(Salida 2, 2 Jun 2015) y seco
(C), luego de haber sido
destruido parcialmente por
maquinaria vial (Salida 6, 27
Jul 2015); el charco 3A con
agua (D) (Salida 11, 11 Oct
2015); el charco 4A con agua
(E) (Salida 9, 13 Set 2015); el
charco 5A con agua (F) (Salida
13, 8 Nov 2015). Se muestra
también el charco 6A casi seco
(G) (Salida 6, 27 Jul 2015) y
totalmente inundado luego de
la lluvia de Agosto (H) (Salida
7, 10 Ago 2015). Finalmente
se muestra una panoramica
de la region durante una gran
crecida (I) (Salida 16, 31 Dic
2015).

Daniel Garcia

Pagina 29



Historias de Vida de Peces Anuales 2019

Figura 2.5. Imagenes representativas de la region B (“Canaleta”). Se muestran los charcos
7B durante (A) la fase llena al inicio de la temporada (Salida 1, 18 May 2015) y (B)
momento terminal del charco luego de la sequia de mitad de temporada (Salida 5, 14 Jul
2015). Se muestra también el charco 6B al final de la temporada seca de mitad de afio,
con un remanente de agua (C) (Salida 6, 27 Jul 2015) y luego de la inundacién de agosto
(D) (Salida 7, 11 Ago 2015).

La seccion “Ruta” incluye un dnico charco (9C), adyacente a campos
agricolas y al borde de la ruta de entrada a la localidad. Tiene en su ribera oeste
una pared de grandes Eucalyptus sp. que proporcionan abundantes horas de

sombra (fig. 2.6).
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Figura 2.6. Imagenes representativas de la regiéon C (“Ruta”, charco 9C) durante (A) la fase llena
de la segunda temporada (Salida 12, 25 Oct 2015) y (B) momento terminal del charco luego de la
sequia de mitad de temporada (Salida 5, 14 Jul 2015).
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Tabla 2.1. Vista general de los charcos muestreados, incluyendo informacién geografica, area de la superficie (media, minimo y
méaximo en m?) durante el periodo del estudio (18 May 2015 - 1 Ene 2016). Se indica si se secé completamente, la presencia de
una segunda cohorte y la persistencia de la primera cohorte a lo largo de todo el afio. Los charcos con asterisco son los sitios de
donde se tomaron las muestras de otolitos. También se indican las especies que los habitan: AB: A. bellottii; AN: A. nigripinnis; AE:
A. elongatus; AA: A. alexandri.

Persistencia
Area Area Area 22 dela 12
Charco Region Latitud Longitud media min. max. Especies Se seco cohorte  cohorte

1A* Rincén  33°23'34.58"S  58°20'39.20"0 1202 671 1512  AB, AN Si Si No

2A Rincén  33°23'40.55"S  58°19'40.84"0 739 404 1144 AB Si No No
AB, AN,

3A* Rincén  33°23'41.57"S  58°20'47.09"0 1020 11 2643 AA Si Si No

4A* Rincén  33°23'48.89"S  58°20'58.52"0 935 200 2327 AB,AN St St No
AB, AN,

S5A* Rincén  33°23'51.23"S  58°20'19.64"0 1658 7 3367 AA St St No

6A* Rincon  33°24'0.17"S 58°20'48.77"0 1353 6 2992  AB,AN St St No

7B*  Canaleta 33°24'59.32"S  58°20'18.60"0 161 4 702 AB No No St

8B* (Canaleta 33°25'15.75"S  58°20'20.20"0 407 4 1203  AB,AE St No St

9C* Ruta 33°25'40.21"S  58°17'12.73"0 52 9 160 AB, AN St St No

10D* Escuela 33°26'17.63"S  58°18'14.72"0 81 6 259 AB, AN St St St

11D* Escuela 33°26'33.78"S  58°18'37.51"0 138 44 218 AB, AN No No St

12D  Escuela 33°26'34.49"S  58°18'41.41"0 37 17 63 AB, AN No No St
AB, AN,

13E*  Curupi  33°28'1.48"S 58°19'46.85"0 212 11 533 AE No No St

14E*  Curupi  33°28'29.20"S 58°20'3.15"0 107 29 234 AB, AN St No No

15E*  Curupi 33°28'29.18"S  58°20'23.98"0 595 45 2364  AB,AE St No St

16E  Curupi 33°28'52.50"S 58°20'4.61"0 233 78 341 AB St No No

17E*  Curupi 33°28'55.37"S  58°19'53.94"0 466 105 1102 AB No No St

18E  Curupi  33°29'1.44"S 58°20'10.78"0 911 27 2444 AB St No St
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La region “Escuela” (seccidn D, 3 charcos) es cercana a campos agricolas,
pero localizado en areas ganaderas (fig. 2.7). La regién “Curupi” (seccién E) agrupa
a seis charcos (13E-18E), localizados en campos ganaderos, también con
agricultura cercana (fig. 2.8). Las regiones D y E estan localizadas en tierras de
blanqueal, con caracteristicas particulares del suelo y la flora (Brazeiro et al,

2014).

Figura 2.7. Imagenes representativas de la region D (“Escuela”). Se muestra el charco 10D en su
fase terminal durante la sequia de mitad de temporada (A) (Salida 3, 15 Jun 2015) y luego de
volverse a llenar tras la lluvia de Agosto (B) (Salida 11, 11 Oct 2015). También se muestran los
charcos 11D (C) (Salida 13, 7 Nov 2015) y 12D (D) (Salida 11, 11 Oct 2015) con agua, luego de las
lluvias de Agosto.

Todos los charcos estaban separados al menos por 300 metros, excepto los
charcos 11D y 12D, apartados s6lo por 100 metros, pero claramente diferenciados.
De los 18 charcos muestreados entre Mayo y Julio, 13 charcos se secaron y, a pesar
de un nuevo llenado, (entre el 30 de Julio y el 1° de Agosto), s6lo en 7 charcos
eclosion6 una nueva cohorte de peces. En cuatro charcos (8B, 10D, 15E y 18E), la
primera cohorte sobrevivio la sequia, a pesar de la evidente falta de agua en los

charcos. En uno de estos charcos (10D) una segunda cohorte coexistié con la
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primera cohorte. De este modo, Unicamente se muestrearon 15 charcos en la
segunda temporada (ocho en los que la primera cohorte sobrevivio, seis con una
segunda cohorte y un charco donde la primera y la segunda cohorte coexistieron).
Entre el 25 y el 27 de octubre (salida 12), una inundacién cubri6 parcialmente al
grupo “Rincén”, haciéndolo inaccesible para el muestreo. Las muestras

correspondientes a los charcos 3A, 4A y 6A faltan para esa salida.

Figura 2.8. Imagenes
representativas de la
region E (“Curupi”). Se
muestra el charco 14E
lleno (A), durante la
primera  salida de
muestreo (19 May 2015)
y a punto de secarse (B)
un mes mas tarde
(Salida 3, 16 Jun 2015).
Se observa también el
charco 16E casi seco (C)
al final de la sequia de
invierno (Salida 6, 27 Jul
2015) y luego de su
llenado (D) con la lluvia
de Agosto (Salida 7, 10
Ago 2015). Ademas se
observa al charco 13E
(E) (Salida 11, 10 Oct
2015), el charco 17E (F)
(Salida 7, 10 Ago 2015),
los charcos 15E (G) y
18E (H) (Salida 8, 31
Ago 2015) todos con
abundante agua luego
de las lluvias.
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Para estimar los momentos de desecacién de los charcos se colocaron data-
loggers (Hobo UA-002-08) en 12 charcos durante el primer dia de muestreo, los
cuales registraron temperatura del agua cada 3 horas. Las fluctuaciones de
temperatura entre el dia y la noche son mayores cuando el charco esta seco y
menores cuando hay agua (Lanés et al. 2016; Reichard et al. 2017), por lo tanto es
un buen predictor de cuando el charco esta seco. El inicio y el fin de la fase acuatica
fueron estimados por inspeccion visual de los registros y comprobados por las

visitas regulares a los sitios.

2.2 - Colecta de peces

La primera salida de colecta fue entre el 18 y el 21 de Mayo de 2015 y se muestre6
durante el ciclo de vida completo hasta el 1 de Enero de 2016. Los muestreos se
repitieron con una frecuencia quincenal, excepto por un intervalo mayor entre las
salidas 7 (9-10 Ago) y 8 (29 Ago-1 Set), y las salidas 15 (4-5 Dic) y 16 (30 Dic-1

ene).

Para recolectar los peces, una red de mano rectangular (20 x 15 cm, 2mm de
malla, fig. 2.9 A) se pasd paralela al fondo. Todos los sitios disponibles del charco
fueron muestreados. El esfuerzo de muestreo fue variable entre los sitios y el
momento de los muestreos, debido a la amplia variacién en densidades de peces y
area de los charcos. Se registro el tiempo de captura de peces (mediana = 26 min,
media = 32 min, desvio estandar = 23,8) y el area de la superficie del charco para
estimar el esfuerzo de muestreo. Los charcos se midieron in situ caminando por el
borde del charco con un GPS para mapear el contorno de la superficie (Garmin

Etrex10).

Para la cuantificaciéon de cantidad y tamafio, todos los peces capturados
fueron separados y fotografiados en un recipiente (8 x 8 cm) con una superficie
himeda y una escala detras (fig. 2.9 B, C). Se fotografiaron 7,679 peces en total
durante los 16 muestreos desde el 18 de Mayo de 2015 hasta el 1 de Enero de
2016. Dado que ocho charcos se secaron demasiado pronto en la temporada (antes

de completar 3 muestreos), los analisis de abundancia y crecimiento se basan en
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18 charcos y 7,355 peces. Todos los peces fijados para las diferentes muestras
(otolitos y madurez sexual) fueron previamente anestesiados con una sobredosis
de aceite de clavo (fig. 2.9 D). Los peces que no fueron fijados, se devolvieron sin
dafio al charco (fig. 2.9 E). Todos los analisis de datos fueron realizados en el
entorno estadistico R (R Core Team, 2018). El protocolo de investigacion fue
aprobado previamente por la CEUA de Facultad de Ciencias con el nimero

240011-001885-13.

Figura 2.9. Método de colecta de peces. Los peces fueron capturados con red de mano (A),
separados (B) y fotografiados con una escala detras (C). Los peces utilizados para las muestras
fueron anestesiados y fijados (D) y el resto de los peces fueron devueltos al charco sin dafios (E).
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3. - Fenologia de tres especies de
peces anuales: patrones temporales

en las fechas de eclosion
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3.1 - Introduccion

La estructura de las comunidades de los charcos temporales esta fuertemente
asociada a la duracidon de la fase acuatica (Schneider & Frost, 1996) y tiene gran
resiliencia luego de un evento de desecacion (Brock, 1998). Los organismos
pueden recolonizar estos ambientes en forma activa (e.g.: colonizacion desde aguas
permanentes durante inundaciones por parte de muchos peces o por vuelo activo
de parte de insectos) o pueden eclosionar a partir de estadios dormantes del ciclo
de vida, presentes en el sustrato seco (e.g.: huevos resistentes a la desecacion de
crustaceos o embriones en diapausa de peces anuales) (Brock et al,, 2003; Polacik

& Podrabsky, 2015).

Las especies que habitan los charcos temporales se encuentran adaptadas a
los ciclos de vida estacionales. Los peces pueden llegar a estos ambientes, ya sea
colonizdndolos desde cursos de agua permanentes durante las inundaciones, o
pueden poseer adaptaciones especificas de su ciclo de vida que les permiten
completarlo totalmente en estos ambientes (Polacik & Podrabsky, 2015). Los peces
anuales tienen un ciclo de vida adaptado a los charcos temporales. La adaptacién
clave de este grupo de peces es el desarrollo de huevos resistentes que sobreviven
la sequia enterrados en el sedimento, con embriones que poseen adaptaciones de
su desarrollo, las cuales incluyen hasta tres diapausas (Wourms, 1972 a,b,c;
Podrabsky et al., 2001; Berois et al, 2012; Podrabsky et. al.,, 2017). La presencia de
etapas de vida resistentes a la desecacion es muy comun en invertebrados
acuaticos (Williams, 1997; Brendock & De Meester, 2003; Brock et al., 2003), sin
embargo es extremadamente rara en vertebrados acuaticos (Burton, 1990; Polacik

& Podrabsky, 2015).

Una adaptacion sobresaliente de los peces anuales, es la capacidad de
sincronizar su eclosion con el inicio de la fase acuatica del charco. El momento de
la eclosion se dispara con sefiales ambientales (presion parcial de oxigeno,
humedad del sustrato, temperatura) (Watters, 2009). La sensibilidad a los
diferentes valores umbral de estas sefiales es determinada por factores genéticos a
nivel interespecifico (Reichard et al, 2017) y varia individualmente como

consecuencia de efectos maternos (Polacik et al., 2017). Este complejo control de la
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eclosion determina el momento en que ésta se da. De esta forma, se minimizan los
riesgos del fracaso completo de alguna puesta para alcanzar la madurez sexual, en
el caso que se dieran lluvias fuera de la temporada, periodos de seca extensos o
una desecacion demasiado rapida de los charcos recientemente llenados

(Podrabsky et al., 2016).

Existen algunos indicios de la coexistencia de varias cohortes de edad en
especies de Cynopoecilus subtropicales, basados en las distribuciones de tamafio de
los peces adultos (Arenzon et al, 2001) y la posibilidad de eclosién continua en
peces del mismo género (Arenzon et al., 1999). Sin embargo, ningtin estudio se ha
enfocado en estimar las fechas de eclosion (y su variabilidad) en peces anuales
Neotropicales. La sincronia de eclosion (o su falta) ha sido demostrada como una
estrategia adaptativa fuertemente seleccionada en varios taxa (Howe, 1976;
Findlay & Cooke, 1982; Flint et al., 1994; Hillstrom & Olsson, 1994; Huss et al,
2010). Sin embargo, aun no existe informacién para los peces anuales

Neotropicales.

En esta seccién se analiza la sincronia de eclosiéon en especies de peces
anuales que coexisten en 14 charcos temporales de las 5 areas estudiadas. Se
utilizaron estimaciones precisas de los dias de vida de los peces, obtenidas a partir
de la lectura de los otolitos. También se realizaron visitas frecuentes a los sitios y
se obtuvo informacion sobre las precipitaciones y desecaciones de los charcos a
partir de pluviometros locales y data-loggers. De esta forma se puso a prueba si el
periodo de eclosion fue breve (nacimiento sincronico) y si se corresponde con la
inundacion de los charcos o dur6é un tiempo mas prolongado (nacimiento
asincronico). Se midi6 la edad de los peces. Se compararon las fechas de eclosién
de los individuos entre los charcos y entre las especies de Austrolebias. También se
correlacion6 la edad de los individuos con el tamafio corporal para probar si el

tamafio es un predictor confiable de la edad.
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3.2 - Materiales y métodos

Para determinar la fecha de eclosion de los peces ya nacidos, se utilizé el método
de conteo de anillos de sus otolitos. Se asume que cada incremento de los otolitos
se corresponde con un dia de edad después de la eclosion. La validez del
incremento diario del otolito fue realizada para Nothobranchius furzeri, un pez
anual africano (Polacik et al. 2011) y para otros peces (Brothers et al, 1975;
Campana & Nielson, 1982; Sogard, 1991; Carmefio et al, 2003), pero no en
Austrolebias. La evidencia indirecta apoya la asuncién de la deposicion diaria
(tamafio al analizar, coincidencia de la eclosién estimada con la inundacién del
habitat, ver Resultados), pero se reconoce que las estimaciones de la muestra no

fueron validadas en forma directa contra individuos de edad conocida.

Las muestras para los analisis sobre sincronia de eclosion fueron tomadas
en 14 charcos de las regiones antes descriptas (tabla 2.1). Los peces muestreados
para la extraccion de otolitos se recolectaron durante 6 salidas (16-18 May, 30
May-1 Jun, 28 Jun, 27-28 Ago, 11 Set, 5 Nov). Del total de peces recolectados se
tomo una muestra variable de entre 3 y 5 individuos por charco, que incluyera al
individuo mas pequefio y al mas grande, y asi abarcar el mayor rango de tamafnos
presente. Los peces se fijaron en etanol 96% (previa sobredosis de anestésico) y
las muestras se tomaron en la primera salida y sélo se afiadieron mas muestras si
se encontraba algun individuo fuera del rango de tamafios del resto de la
poblacion. En el laboratorio los peces fueron medidos en Longitud Standard (SL,
desde la punta de la nariz hasta el final del pedunculo caudal), con una precision de
0,01 mm. Con ayuda de una lupa binocular fueron identificados, sexados y

etiquetados.

Los otolitos de los peces fijados fueron analizados en un establecimiento
comercial (Barcelona Otolith Reading Service, BORS, Espafia) para la estimacion de
edad. El establecimiento era ciego a la identidad de la muestra, excepto por la
etiqueta identificadora. La lectura se completdé en otolitos sagitales. En el
laboratorio, el otolito se remueve mediante diseccidn, se monta en portaobjetos y
se pule hasta que los incrementos diarios son visibles como circulos alternados

oscuros y claros (fig. 3.1; Fablet et al., 2011). La lectura de cada otolito fue repetida
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tres veces y un conjunto adicional de dos o tres lecturas se realiz6 en los casos en

los que las lecturas brindaron resultados confusos.

De un total de 101 otolitos obtenidos, se leyeron 86. Diez otolitos no
pudieron ser leidos por deformaciones o rupturas. La edad de seis otolitos fue
estimada entre 65 y 84 dias, con altas inconsistencias en las relecturas (diferencias
de entre 20 y 62 dias entre estimaciones consecutivas) y con gran énfasis del
establecimiento comercial sobre lo impreciso de las lecturas. Se descartaron esos
seis otolitos y sélo los otolitos con edades menores que 50 dias fueron utilizados.
Todos los analisis fueron completados en la muestra de los 80 otolitos. Se calcul6 la
media de las lecturas de los otolitos y se utiliz6 ese dato en los analisis. Las
repeticiones de las estimaciones se encuentran en el rango de entre 0 y 3 dias y la
diferencia maxima fue de 5 dias (2 casos), en contraste con los otolitos
inconsistentes de individuos de edad estimada media mayor de 50 dias. La edad de

los peces mas jovenes se estim6 en 12 dias.

La edad de eclosion fue obtenida sustrayendo la edad estimada en dias, de
la fecha de muestreo. Las fechas fueron guardadas en formato Juliano, dénde el dia
1 es el 1° de Enero y el resto de los dias del afio son la adicién de los dias
correspondientes. Los datos siguieron una distribucion Gaussiana. Se utilizaron
Modelos Lineales Mixtos (LMM) para comparar la media de la fecha de eclosion
entre especies coexistentes. La variacion entre los charcos fue controlada
asignando interceptos aleatorios para cada sitio. La sobredispersion de residuales
fue revisada para los modelos. Se correlacioné la edad estimada con el tamafio
corporal utilizando la correlacion de Pearson. El tamafio corporal fue log-
transformado, para estandarizar los residuales. Las correlaciones fueron
realizadas para cada especie y sexo separadamente. Para todos los andlisis de

datos se utiliz6 la biblioteca Ime4 (Bates et al., 2015).
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(B) K

Figura 3.1. Ejemplos de secciones de otolitos, con los incrementos diarios aparentes en forma de
circulos oscuros y claros alternados (indicado por puntos negros). (A) macho de Austrolebias
bellottii (largo estdndar 9.17 mm), recolectado el 18 de mayo de 2015 en el charco 9C (Ruta), 15
dias de edad. (B) macho de Austrolebias nigripinnis (largo estdndar 14,61 mm), recolectado el 19 de
mayo de 2015 en el charco 4A (Rincon), 26 dias de edad. Notese las barras de escala indicando
diferencias de tamafio relacionadas con la edad entre Ay B.
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Figura 3.2. Fecha estimada de eclosidon de los individuos entre regiones de estudio y
especies. Las poblaciones estan ordenadas por un gradiente latitudinal de Norte a Sur. Las
diferentes regiones estdn separadas por una linea vertical quebrada y los diferentes
simbolos corresponden a las diferentes especies.
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3.3 - Resultados

Se encontraron dos claras cohortes en el area de estudio dentro del mismo afio de
calendario (fig. 3.2). La primera cohorte contuvo las tres especies y eclosion6 entre
el 8 de Abril y el 7 de Mayo de 2015 (tabla 3.1). La segunda cohorte se estima que
eclosion6 entre el 27 de Julio y el 16 de Agosto de 2015. No se detectaron

individuos de A. elongatus en la segunda cohorte (tabla 3.1).

La primera cohorte eclosiond en los 18 charcos estudiados, pero la segunda
cohorte sélo se registro en siete de esos charcos (tabla 2.1). Trece charcos (72%)
se secaron durante el periodo comprendido entre el 1 de Junio y el 27 de Julio
(primeras fechas que se registraron como secos) y permanecieron secos hasta la
caida de una fuerte lluvia entre el 30 de Julio y el 1 de Agosto (tabla 2.1). La sequia
durante ese periodo fue confirmada por las estimaciones de los data-loggers (fig.
3.3). Las dos cohortes estuvieron tipicamente separadas por la desecacién del
charco y no coexistieron, excepto en un unico charco (10D, regiéon “Escuela”)
donde la segunda cohorte eclosion6 a pesar de no haber desaparecido la primera
cohorte. No obstante, el charco fue registrado como seco entre el 1 de Junio 27
Julio. En cuatro charcos (31% de los que se secaron), no se registré una segunda
cohorte, a pesar de haberse inundado el habitat. En 5 charcos que no se secaron
(28%), la primera cohorte sobrevivio hasta el final del periodo de estudio (tabla

2.1) al final de la primavera (Noviembre-Diciembre).

Hubo diferencias regionales en cuanto a la desecacién de los charcos y la
presencia de una segunda cohorte. Las regiones “Rincén” y “Ruta” albergaron dos
cohortes consecutivas, sin solapamiento en el tiempo. Se detectd una coexistencia
temporal de las dos cohortes en la region “Escuela”. No se detecté segunda cohorte
en las regiones “Curupi” y “Canaleta” (tabla 2.1, fig. 3.2). No se encontraron
diferencias interespecificas en las fechas de eclosion de la primera cohorte (LMM
primera cohorte: Fz;483 = 0,38; P = 0,683) pero A. bellottii eclosioné antes que A.
nigripinnis en la segunda cohorte (LMM segunda cohorte: F1;130 = 11,22; P = 0,006).
La estimacién del modelo de las diferencias en la fecha de eclosidon (tomando en
cuenta la variacion entre los charcos) sugiere que A. bellottii eclosion6 1,65 (s.e.

1,93) dias antes que A. nigripinnis en la primera cohorte y 4,2 (s.e 1,26) dias en la
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segunda cohorte. No existieron diferencias entre las fechas de eclosion de A.
bellottii y A. nigripinnis de la primera cohorte, incluso cuando se excluyé del
andlisis a A. elongatus (LMM: Fi442 = 0,92; P = 0,342) y, por lo tanto, la falta de

correspondencia entre la primera y segunda cohorte no fue un artefacto analitico.

Charco A5 CharcoB7
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Figura 3.3. Temperatura ambiente de seis charcos representativos de las cinco regiones. Fue
registrada directamente por data-loggers en los sitios. Las fases hiimeda y seca se marcan con
flechas. Flechas sin relleno: comienzo de fase seca; flechas con relleno gris: inicio de fase hiumeda.
Linea de borde simple: periodo seco a mitad de temporada; linea de borde doble: Segundo periodo
de seca al final de la temporada.
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Tabla 3.1. Temperatura media del agua de 9 de los charcos estudiados, medida con data-loggers
depositados en el fondo de los charcos. Se registré la temperatura cada 3 horas. Se muestra el rango
de temperaturas registrado en el periodo. Temperaturas bajo cero refieren a periodos con el charco
seco (1A, 54, 10D) o casi seco (7B, 11D). NA significa falta de datos para ese periodo.

Charco 18-31May 1-30Jun 1-31Jul 1-31Ago 1-30Set 1-310ct 1-30Nov 1-31 Dic

1A* 16,1 12,0 11,2 15,9 16,1 18,1 20,5 NA

99-254  -37-308 -28-336 91-286 70-272 83-322 122-345 NA

5A 16,5 12,5 11,8 15,5 13,6 16,3 19,6 25,4
61-278  -38-336 -40-347 107-235 81-191 93-242 124-284 132-425

7B 16,3 12,2 11,8 15,3 13,7 16,5 21,0 25,7
87-257  -09-253 38-233 97-236 85-206 104-284 119-374 87-451

8B# 15,8 11,6 11,4 15,3 NA NA NA NA

10,6-220  0,7-220 0,01-296 10,7-181 NA NA NA NA

9C 16,2 13,6 12,5 15,1 14,7 15,5 19,7 23,8
99-231 23-276 1,1-381 102-229 87-204 10,0-240 123-306 140-366

10D 16,1 12,0 12,1 15,2 15,3 16,6 21,6 26,1
83-251  -1,6-259 05-290 94-235 86-229 105-271 11,2-389 6,2-450

11D 16,4 12,3 12,0 15,3 14,8 17,2 21,5 26,1
85-249  -16-289 46-230 86-230 87-191 11,7-243 126-403 98-457

13E 13,8 11,2 11,1 14,8 14,7 17,5 21,9 25,7
93-193 1,1-234 50-187 11,4-196 103-185 104-251 143-361 10,0-484

14E§ 15,2 12,2 11,9 15,7 15,4 15,7 NA NA

8,7-22/4 22-221 22-240 89-253 69-258  10,9-22,0 NA NA

*ultima lectura el 8 Nov 2015; # Ultima lectura el 11 Ago 2015; § Giltima lectura el 1 Nov 2015
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Tabla 3.2. Estimaciones de las fechas de eclosion (media, desvio estindar, mediana) para las especies
estudiadas basadas en la lectura de los otolitos. Se indica el tamafio de la muestra (N) y la variabilidad
(fechas mayores y menores de eclosién registradas y rango de eclosion en dias).

, Mediana Rango
Fecha Fecha Media Desvio
Afo 2015 N . _ dela Min Max
Media Juliana Estandar (en dias)
fecha
A. bellottii
12 cohorte 42 20 Abr 109,6 8,3 17 Abr 8 Abr 7 May 29
2acohorte 10 2 Ago 2151 5,2 2 Ago 27 Jul 10 Ago 14
A. nigripinnis
12 cohorte 13 23 Abr 112,6 9,52 20 Abr 9 Abr 7 May 28
2acohorte 10 6 Ago 219,0 51 4 Ago 31Jul 16 Ago 16
A. elongatus
12 cohorte 5 20 Abr 109,6 5,77 19 Abr 13 Abr 28 Abr 15

El tamafo corporal de los individuos estuvo correlacionado positivamente
con la edad estimada de machos y hembras de A. bellottii y A. nigripinnis
(correlacién de Pearson, largo estandar log-transformado, tabla 3.3, fig. 3.4). El
pequefio tamafo de la muestra de A. elongatus no permitié la comparaciéon entre

edad y tamafio.
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Figura 3.4. Relacion entre el tamafio corporal de los individuos (largo estandar, en mm) y la edad
estimada basado en todas las muestras de todos los charcos con valores registrados para (A) A. bellottii y
(B) A. nigripinnis. Los machos estan representados por triangulos azules y las hembras por circulos rojos.

Tabla 3.3. Correlacién de Pearson entre la edad estimada (en dias) y el tamafio corporal
(largo estandar en mm). Los datos de tamafio corporal fueron log-transformados previo
al analisis para normalizar los residuales.

Especies Sexo r P N
A. bellottii Machos 0,83 <0,001 24
Hembras 0,73 <0,001 26
A. nigripinnis Machos 0,72 0,014 10
Hembras 0,56 0,039 13
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3.4 - Discusion

Se demostro que la eclosion de las Austrolebias de los charcos temporales de Villa
Soriano es sincrénica entre charcos individuales y, parcialmente, entre especies
simpatridas. Ha sido hipotetizado que las Austrolebias de gran tamafio presentan
adaptaciones evolutivas para ocupar un nicho depredador (Costa, 2009). En la
comunidad de peces anuales estudiada, A. elongatus es la especie de mayor
tamafio. Eclosionar antes proporcionaria una ventaja de tamafo para A. elongatus
y asi depredar sobre sus congéneres recién eclosionados. Sin embargo, esto no fue
observado, y todos los otolitos de A. elongatus analizados estaban dentro del rango
de edad de los individuos mas viejos de las especies coexistentes. Un mayor
tamafio al nacer y un crecimiento inicial muy rapido, podrian ser explicaciones
alternativas a la ventaja de tamafio de A. elongatus sobre las otras Austrolebias

simpatridas, pero esto deberia ser probado.

La asincronia de eclosién intraespecifica en las larvas de libélulas es
promotora del canibalismo (Hopper et al, 1996). En general, el canibalismo entre
cohortes puede influir en la estructura de tamafios de las cohortes via mortandad
selectiva, aumento de tasas de crecimiento de los canibales y supervivencia de las
cohortes mas jovenes al beneficiarse de la relajacion de la competencia por
recursos compartidos (Huss et al, 2010). De forma contraria, sincronizar la
eclosion podria minimizar los efectos del canibalismo por parte de individuos
mayores. Sin embargo, la habilidad para modular el tiempo de los eventos de
eclosion depende criticamente de las sefiales usadas por las etapas pre-eclosion
como pueden ser los disparadores ambientales. Sefiales ambientales (e.g.: mareas)
parecen determinar la eclosiéon en algunos cangrejos (Saiusa, 2000), pero el
comienzo de la eclosién de peces anuales parece estar basado en un grupo de
sefiales mucho mas complejo (e.g.: etapa de desarrollo del embrion, humedad

relativa, temperatura, presion parcial de oxigeno; Reichard et al., 2017).

La eclosion ocurrié entre principios de Abril y principios de Mayo, con un
pico entre el 15 y 20 de Abril. Un grupo de 13 charcos se secaron durante Junio y
Julio, llenandose nuevamente durante una gran precipitacion entre el 30 de Julio y

el 1 de Agosto. En siete de los trece charcos rellenados, una nueva cohorte
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eclosiono, se desarrollé y madur6 sexualmente, pero no eclosionaron peces en los
otros seis charcos. No eclosiond una nueva cohorte en los charcos que no se
secaron, con la excepcion de un charco (10D) donde la nueva cohorte coexisti6 con
peces mas longevos. La primera cohorte sobrevivio por todo el afio (hasta fines de
primavera) en los charcos que no se secaron. La eclosiéon de la primera cohorte al
principio del otofio es tipica de Austrolebias (Berois et al., 2014). La época de altas
precipitaciones (Diciembre-Febrero) coincide con la época de mayor temperatura,
ocasionando una alta evaporacién que no permite que los charcos persistan por
mucho tiempo. No hay evidencia de que las Austrolebias eclosionen en esos
momentos de altas precipitaciones. Incluso exploraciones preliminares durante
Enero de 2015 no detectaron la presencia de peces anuales en los sitios inundados
(D Garcia, obs. pers.) y la precipitaciéon durante Febrero de 2015 fue inusualmente
baja (fig. 2.2). Por otra parte, las lluvias relativamente leves de otofio (Marzo-
Mayo) llevan al llenado de los charcos y a condiciones acudticas estables. Las
lluvias subsecuentes contindan manteniendo la fase acuatica hasta el fin de la
primavera (Octubre-Diciembre) antes de que la evaporacion exceda la
precipitacion. Como resultado, una tunica cohorte sobrevive y completa el ciclo de
vida (Lanés et al., 2016). Este escenario fue el encontrado en los charcos que no se
secaron y contuvieron una Unica cohorte. En varios de estos charcos las
poblaciones se redujeron dramaticamente debido a la reduccién del area de los
charcos, y s6lo unos pocos adultos sobrevivieron hasta el fin de la temporada (ver
seccion siguiente; Garcia et al., 2019). Sélo un charco (17E) mantuvo su volumen
relativamente constante y su poblacion se mantuvo durante todo el afio sin

experimentar mayor mortandad.

Una segunda cohorte eclosiond en siete charcos luego de haberse vuelto a
llenar, dentro de las dos primeras semanas de Agosto. Al contrario de lo que
sucede en los Nothobranchius africanos (Polac¢ik et al, 2014; Reichard, 2016;
Reichard et al., 2017), la sucesiéon de multiples cohortes en un mismo afio no habia
sido documentada para Austrolebias hasta ahora. La nueva cohorte experiment6
condiciones ambientales muy diferentes a la primera cohorte, con mayor area de
los charcos, mayor temperatura del agua (tabla 3.1, fig. 3.3) y mayor abundancia de

nutrientes. La presencia de Austrolebias esta relacionada a temperaturas mas frias
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del ambiente, y se asume que exposiciones prolongadas a altas temperaturas en el
agua reducen su supervivencia (Walford & Liu, 1965). La alta temperatura retarda
el crecimiento y la esperanza de vida de las Austrolebias adultas (Liu & Walford,
1966). A pesar de esto, encontramos Austrolebias adultas en el charco 9C hasta el
verano (31 de Diciembre) con temperaturas del agua que sobrepasaron los 36°C
(tabla 3.1). Esta poblacidon se encontraba con una alta proporciéon de hembras
(15h-1m) y los peces poseian claros sintomas de deterioro (fig. 3.5). Este charco
esta ubicado al lado de unos grandes arboles de Eucalyptus sp. que proyectan
sombra sobre el agua del charco durante gran parte del dia. En otros charcos sin
esta proteccion, la temperatura del agua sobrepasé los 40°C (tabla 3.1) y no se
detectaron peces sobrevivientes. Estas condiciones ambientales son comunes para
los peces anuales tropicales (Podrabsky et al., 1998, Reichard et al,, 2009; Shalk et
al, 2014; Reichard, 2016) pero se documentan aqui por primera vez para

Austrolebias sub-tropicales.

Figura 3.5. Ejemplo de los peces capturados el 31 de Diciembre de 2015 (Salida 16) en el
charco 9C. Se notaron claros signos de deterioro, como el curvamiento de la columna
vertebral o la pérdida de turgencia somatica.

El periodo seco a mediados del invierno de 2015 fue inusual comparado con
los afios previos, y podria ser un efecto del cambio climatico. Este cambio esta

causando modificaciones en los patrones de precipitaciones (Trenberth, 2011).
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Estos cambios afectan la fenologia de las especies (momentos en los que se dan los
eventos del ciclo de vida) (Bellard et al, 2012). Mientras que estos cambios son
muy evidentes en plantas (Cleland et al, 2007), también han sido observados
efectos en la fenologia de la reproduccion y de las migraciones de aves, insectos y
algunos organismos acuaticos (Visser & Both, 2005; Manhard et al, 2017). Los
cambios en la fenologia podrian interrumpir la funcién del ecosistema, ya que la
respuesta a estos cambios varia probablemente entre grupos taxondmicos,
funcionales y niveles troficos (Edwards & Richardson, 2004). Las Austrolebias
estdn adaptadas a ambientes variables y parecen sobrellevar los cambios en la
temporalidad de las lluvias produciendo multiples cohortes. Sin embargo, un
estudio de una Unica temporada no permite documentar ninguna consecuencia
que pudiera surgir sobre la madurez y producciéon de huevos, de continuar esta
variabilidad. De forma diferente a lo que sucede en los Nothobranchius africanos
(Polac¢ik et al, 2014, 2017), las Austrolebias parecen no estar influidas por
precipitaciones erraticas e impredecibles. Sin embargo, es necesaria una
investigacion a largo plazo para comprender los efectos poblacionales de las

alteraciones en la temporalidad de las lluvias sobre estos peces.

La sincronia en la fecha de eclosién fue mayor en la segunda que en la
primera cohorte. Los charcos se llenaron con lluvias relativamente mas leves en
Abril y la eclosion de la primera cohorte podria haber sido mas prolongada, ya que
el sedimento se fue llenando durante un periodo mas extenso, resultando en un
llenado gradual. Por el contrario, la segunda cohorte eclosioné luego de una
precipitacion muy intensa, que llen6 los charcos por completo en pocas horas. Esto
fue mas pronunciado en la regiéon “Rincon”, donde el area fue inundada por el Rio
Negro adyacente. Asi, todos los huevos se mojaron sincrénicamente, resultando en
un menor rango de fechas de eclosion. Dentro de cada charco, todos los peces
nacieron en un rango de 2 semanas para la primera cohorte y en sélo una semana
en la segunda cohorte (fig. 3.1). Este rango es considerablemente menor que los
reportes de los Nothobranchius africanos, donde la eclosién puede estar
distribuida entre 3 o 4 semanas, a pesar del llenado rapido de los charcos

(Reichard et al,, 2017). El fin de verano particularmente seco (Febrero, fig. 2.1)
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experimentado durante el afio del estudio, podria haber contribuido a la eclosion

relativamente mas prolongada de la primera cohorte.

La Longitud Estandar (SL) fue relativamente un buen predictor de la edad
individual de Austrolebias. Esto contrasta con lo encontrado en peces anuales
africanos, donde el tamafio corporal esta fuertemente afectado por efectos denso-
dependientes (Vrtilek & Reichard, 2016) y no esta correlacionado con la edad
(Polacik et al., 2011, Reichard et al, 2017). Es probable que esta asociacién sea
particularmente fuerte en los peces mas jovenes (como los utilizados en esta etapa
del estudio) y se nivele mas adelante en la temporada, cuando lo peces se acercan a

la asintota de su crecimiento.

En el charco 10D las dos cohortes coexistieron. Una explicacién puede ser
que la nueva cohorte haya eclosionado en presencia de congéneres adultos cuando
el nivel del agua aument6 luego de la fuerte lluvia de Agosto. La coexistencia de
multiples cohortes en Austrolebias es extremadamente rara (Lanés et al, 2016).
Existe cierta evidencia experimental de que la presencia de adultos previene la
finalizacién del desarrollo embrionario en Nothobranchius (Inglima et al, 1981).
Esta respuesta es producida por la presencia se sefiales quimicas de los adultos
coespecificos (Inglima et al, 1981), un componente importante de la comunicacién
de Austrolebias (Passos et al.,, 2013). Sin embargo esta evidencia esta relacionada al
desarrollo de embriones detenidos en diapausa. En el charco 10D los embriones
pueden haber completado su desarrollo en el sustrato seco, sin sefales de los
adultos que fueron restringidos a un pequefio charco residual. Cuando el charco
aumento su tamafio luego de la gran precipitacion, la nueva cohorte podria haber
eclosionado del sedimento recién mojado. En embriones que estan listos para
eclosionar (etapa pre-eclosion, sensu Wourms 1971) de peces anuales africanos, la
presencia de coespecificos (u otros peces) no previene la eclosion de los alevines
(Polacik & Janac, 2017). También es probable que la nueva cohorte se originara en
un charco diferente y luego se dispersara al charco 10D durante los periodos de
abundante agua. Asi, la coexistencia de ambas cohortes podria haber sido por

contacto secundario.
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Llama la atencion que no haya eclosionado una nueva cohorte en tres
charcos, a pesar de la persistencia del agua durante al menos tres meses y la
presencia de adultos en los meses anteriores. Es posible que en esos charcos los
peces no estuvieran en fase pre-eclosion y no hayan completado su desarrollo
antes de la siguiente inundaciéon. También es posible que algunos adultos se
mantuvieran en el sustrato humedo del charco seco pero no fueran registrados en
muestreos sucesivos debido a su baja abundancia. Cualquiera sea la causa exacta,
la ausencia de una segunda cohorte en estos charcos indica una potencial amenaza
sobre la persistencia a largo plazo de las poblaciones de Austrolebias,

especialmente en regiones con baja conectividad de charcos.

En esta seccion se muestra claramente la utilidad de los otolitos para
determinar la edad de las Austrolebias. También se demuestra una clara asociacién
entre la eclosion de los peces y la llegada de las lluvias, siendo la eclosion de los
huevos sincrénica. La cantidad de las lluvias determinan el periodo de eclosidn,
siendo éste mas corto cuando la cantidad de agua es mayor y concentrada en
menos tiempo. Este estudio aporta a la comprension de los factores que afectan la
eclosion y, por lo tanto, la historia de vida de las especies estudiadas. Lo expuesto
en esta seccidn fue publicado en la revista Hydrobiologia (DOI: 10.1007/s10750-
017-3484-9).

Hydrobiologia (2018) 809:323-337 /i
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4. - Co-ocurrencia de especies y dinamica de las
poblaciones en ensambles de peces anuales de la

cuenca del Rio Uruguay bajo
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4.1 - Introduccion

Los ambientes temporales son explotados por peces con diversas historias de vida.
Mientras que la mayoria de los peces utilizan estos habitats efimeros en forma
temporal, otros poseen adaptaciones a las condiciones ambientales fluctuantes y
desafiantes. Ejemplos de estas adaptaciones son la respiracion aérea o la habilidad
de escapar de los charcos secos reptando o saltando (Polacik & Podrabsky, 2015).
Sin embargo, muy pocos taxa de peces estdn adaptados a completar todo el ciclo de
vida en los charcos temporales. Sus adaptaciones incluyen estivacion en
temporada seca de los adultos en el barro himedo en peces pulmonados (Delaney
et al, 1974; Chew et al, 2004) y supervivencia de los embriones protegidos en

estados de diapausa en los peces anuales (Worums, 1972 a,b,c).

Mientras que algunos charcos temporales de pastizales sub-tropicales y
templados de Sudamérica estan habitados por una tnica especie de pez anual, en
otros es comun la coexistencia de dos o tres especies y algunos ensambles estan
compuestos por hasta cinco especies coexistiendo en un mismo charco (Loureiro
et al., 2016). Las especies que coexisten son tipicamente de clados filogenéticos
diferentes y morfotipos diferentes. Existe un morfotipo depredador (cuerpo
elongado y robusto, de gran tamafio, compuesto por 5 especies) que podria
alimentarse de otros peces anuales (Costa, 2006; Loureiro et al, 2016). Son
siempre un componente raro del ensamble de peces anuales (Costa 2009). Los
otros morfotipos de peces anuales corresponden a peces de tamafio medio a
pequefio, con cuerpos comprimidos y elipsoides a elongados y son considerados
depredadores generalistas con alto solapamiento de dieta (Laufer et al, 2009,

Keppeler et al., 2015).

Los charcos con Austrolebias pueden estar totalmente aislados de cuerpos
de agua permanentes o conectarse temporalmente a lagos, rios o cafiadas. Durante
las inundaciones ocasionales, estas conexiones con cuerpos de agua permanentes
permiten la invasién de peces no anuales a los charcos temporales (Vaz Ferreira et
al, 1966; Lanés et al., 2016). Sin embargo, las poblaciones de Austrolebias parecen
no verse afectadas por estos eventos (Lanés et al, 2016), aunque se ha reportado

que podrian eliminar poblaciones de peces anuales en el tréopico (Nico &
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Thomerson, 1989). En las lagunas costeras Atlanticas y en la cuenca del Rio
Parana, en Sudamérica, Austrolebias comparte el habitat con otros géneros de
peces anuales. Sin embargo, en la cuenca del Rio Uruguay, donde este estudio fue

realizado, Austrolebias es el inico género de peces anuales presente.

Contrastando con la vasta literatura acerca de varios aspectos de la biologia
de Austrolebias, 1a informacion sobre la dinamica de sus poblaciones es limitada y
proveniente de la cuenca de las lagunas de la costa Atlantica (Lanés et al, 2014,
2016). En concreto, se carece de informaciéon de la dindmica temporal (que
represente el ciclo de vida completo) de las especies ampliamente distribuidas de

la cuenca del Rio Uruguay.

En el presente estudio, se investigaron las caracteristicas poblacionales y
comunitarias de Austrolebias de la region subtropical de Uruguay. El objetivo fue
describir patrones temporales de la co-ocurrencia, la densidad y la proporcién de
sexos de las especies que habitan en los humedales de Villa Soriano (Uruguay).
Para esto se predijo la existencia de una especie con una ocurrencia comun en la
mayoria de los charcos, co-ocurriendo con otra especie de pez anual, mas
especializado. También se predijo un decrecimiento de la abundancia de peces
constante (como respuesta al deterioro de las condiciones del habitat y efectos
negativos del envejecimiento), en lugar de un descenso repentino y brusco en la
fase terminal de los charcos (Vrtilek et al, 2018b). Finalmente se predijo una
disminucién de la proporcion de machos a lo largo de la temporada, como

respuesta a la competencia macho-macho por hembras (Passos et al., 2014).

4.2 - Materiales y métodos

La co-ocurrencia de especies fue visualizada utilizando un diagrama de Venn en
Venny 2.1 (http://bioinfogp.cnb.csic.es). Las dinamicas temporales de Ia
proporcidn entre A. bellottii y A. nigripinnis fue modelada usando Modelos Mixtos
Lineales Generalizados (GLMM) con una distribucion binomial y funcién de enlace
logit. La variable de respuesta fue la proporcion entre las especies. Las salidas de

muestreo (1-16) fueron modeladas como variable continua. El factor aleatorio fue
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la identidad del charco. Unicamente las muestras con mas de cuatro peces fueron

utilizadas para calcular la proporcién de especies.

A partir de los datos obtenidos de cantidad de peces por tiempo y area de
los charcos (ver Metodologia general), se calcularon aproximaciones de densidad y
abundancia de las poblaciones. La densidad de peces (una aproximacién de la
densidad de poblacién) se calculé dividiendo el nimero de peces capturados por el
tiempo de colecta y se expres6 como niimero de peces recolectados en 30 minutos.
La abundancia de peces (una aproximaciéon de la abundancia de la poblacién) se
estim6 multiplicando la densidad de peces por el area de la superficie del charco.
Las dos medidas representan diferentes aspectos de la poblacion, pero estan
correlacionadas positivamente (correlacién de Pearson con datos log-
transformados: ri70 = 0,523, p < 0,001). La densidad y la abundancia de peces se
calculé para todas las Austrolebias agrupadas y para A. bellottii y A. nigripinnis
separadamente. Las estimaciones de densidad y de abundancia para A. bellottii y A.
nigripinnis (dondequiera que coexistieron), asi como las estimaciones para una
sola especie y las estimaciones generales, se correlacionaron de forma altamente
positiva (correlacién de Pearson en datos transformados logaritmicamente: todos
p < 0.001). Por este motivo s6lo presentaremos las estimaciones de densidad y

abundancia de peces para todas las especies agrupadas.

Dada la sequia a mitad de temporada en algunos charcos, se realizaron tres
grupos de datos. El primero corresponde a los datos de comienzos de temporada
hasta la sequia de mitad de temporada (salidas 1-6, 18 Mayo-27 Julio). Este grupo
de datos consiste en 13 charcos (los charcos Al, A4, A5, 16E y 18E se excluyeron
de este grupo de datos por tener menos de tres colectas para estimaciéon de
densidad y abundancia). El segundo grupo de datos corresponde a los charcos que
completaron toda la fase acuatica del ciclo desde el otofio hasta la primavera. Este
grupo incluye a cinco charcos. El tercer grupo incluye a los peces nacidos en la

segunda temporada de los charcos. Estos datos se obtuvieron de siete charcos.

Las dinamicas temporales del area de la superficie, de la densidad y de la
abundancia de peces, fueron analizadas utilizando Modelos Lineales Mixtos (LMM)

con distribuciéon Gaussiana. Las tres variables de respuesta fueron log-
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transformadas para estandarizar los residuales. Los modelos tuvieron un tnico
factor fijo (salidas 1-16, que describe el cambio temporal). La identidad del charco
fue modelada como factor aleatorio (intercepto). Los modelos se corrieron con el
factor fijo codificado como variable continua (1-16). Para obtener una estimacion
del modelo especifico para cada fecha, las salidas fueron codificadas
adicionalmente como factor categorico. Los modelos de todos los grupos (area del
charco, densidad de peces, abundancia de peces) tuvieron idéntica estructura.
Usando modelos mixtos donde la variacion entre los charcos puede ser
incorporada mediante la asignacion de interceptos separados para cada charco, se
fue capaz de proporcionar un estimador Unico general de las dindmicas de las

poblaciones.

La proporcion de sexos fue también modelada con GLMM con distribucion
binomial y funcién de enlace logit. La variable de respuesta fue la proporcién entre
machos y hembras, el factor fijo la salida de muestreo (1-16) y el factor aleatorio la
identidad del charco. Se corrieron modelos por separado para A. bellottii y A.
nigripinnis y para cada grupo de datos (salidas 1-6, charcos que no se secaron,
segunda cohorte). Para todos los modelos, los supuestos fueron comprobados
mediante inspeccion visual de los residuales. Los analisis fueron realizados

utilizando el paquete de R Ime4 (Bates et al., 2015).
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4.3 - Resultados

4.3.1 - Coexistencia

Austrolebias bellottii estuvo presente en los 18 charcos estudiados con peces
anuales (n = 4.434 peces), A. nigripinnis fue encontrada en diez charcos (n = 2.524
peces), A. elongatus en tres charcos (n = 18 peces) (fig. 4.1) y A. alexandri en dos
charcos (n = 4 peces). Las malas condiciones de las fotografias de algunos peces del
primer muestreo, no permitieron la identificaciéon de 375 individuos, pero

igualmente fueron utilizados para los analisis generales de densidad y abundancia.

A. bellotti A. nigripinnis

A. elongatus

Figura 4.1. Cuantificacion de la co-existencia de
especies de Austrolebias en las comunidades de Villa
Soriano (Uruguay). Los numeros indican cantidad (o
porcentaje) de charcos. Austrolebias alexandri fue
omitida del analisis dada su ocurrencia esporadica.

Austrolebias bellottii fue una especie comun (abundancia relativa >30%) en
todos los charcos y A. nigripinnis fue comudn en 5 charcos (1A, 3-6A) localizados en
la planicie de inundacién del Rio Negro (“Rincén”), en los tres charcos de la regién

“Escuela” (10-12D) y en un charco de la regién “Curupi” (13E). Sin embargo, luego

de la sequia de mitad de temporada, la abundancia de ambas especies decayd
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dramaticamente en los charcos de la region “Escuela” y se dejo de encontrar A.
nigripinnis en el charco del “Curupi
(abundancia relativa 3,5%) en el charco de la seccion “Ruta” (9C) y fue detectado
un unico individuo en el charco 14E (seccion “Curupi”). En general, hubo una
disminucién temporal de la proporcidn de A. bellottii hacia A. nigripinnis en los

charcos en los que coexistieron (GLMM con error binomial; estimado + 1 error

o

(13E). Ademas, A. nigripinnis fue rara

estandar: -0,074 + 0,012, z=-6,43, P < 0,001, nmuestras = 93, Ncharcos = 11) (fig. 4.2).
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Figura 4.2. Dindmica temporal de la co-existencia de especies entre A. bellottii
(gris) y A. nigripinnis (negro) en los charcos en que ambas especies
coexistieron. El cddigo de cada charco individual se muestra sobre su

respectivo panel.
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Austrolebias elongatus fue rara (abundancia relativa <5%) en todos los
charcos en los que se detectd. Su abundancia fue relativamente mayor en la regiéon
“Curupi” (charcos 13E y 15E), y también fue detectada en la region “Canaleta”
(charco 8B). No se detect6 en la planicie de inundacion del Rio Negro (region
“Rincon”). Esta especie fue registrada sélo hasta el 30 de Junio (salida 4). Se colecté
A. alexandri ocasionalmente en la regién “Rincon” (charcos 3A y 5A), donde

coexistia con A. bellottii y A. nigripinnis.
4.3.2 - Dindmica temporal

La mayoria de los charcos se secaron entre el 1 de Junio y el 27 de Julio (salidas 2-
6) - sélo cinco charcos no mostraron signos de desecacion (tabla 2.1: 7B, 11D, 12D,
13E, 17E), a pesar de una gran disminucion de su area (fig. 4.3). Incluso hubo una
Unica cohorte de A. bellottii que sobrevivi6 la temporada completa en los charcos
8B, 10D, 15E y 18E. Estos charcos fueron registrados como secos durante el
periodo seco del invierno, pero contuvieron peces adultos luego de su re-llenado.
Austrolebias nigripinnis estuvo presente en cuatro de los charcos que mantuvieron
poblaciones de A. bellottii durante toda la temporada. Su poblacién se mantuvo en
los charcos 11D y 12D durante toda la temporada, mientras que en los otros dos
charcos la primera cohorte de A. nigripinnis desaparecio, con una segunda cohorte

eclosionando en el charco 10D pero no en el 13E (fig. 4.4).

La segunda cohorte eclosion6 en seis charcos (1A, 3-6A, 9C, tabla 2.1) sin
solapamiento con la cohorte anterior. La mayoria de estos charcos estaban
localizados en la planicie inundable del Rio Negro, donde la coexistencia entre A.
bellottii y A. nigripinnis era comun. En un charco (10D), la cohorte temprana de A.
bellottii coexistio inicialmente con una cohorte temprana de A. nigripinnis y luego
con una cohorte tardia de esta especie. No eclosion6 una segunda cohorte en tres
charcos (2A, 14E, 16E) a pesar de un rellenado secundario de los charcos y no

haberse detectado la presencia de adultos.
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Figura 4.3. Dinamica temporal del area de los charcos individuales. El c6digo
de cada charco se muestra sobre su respectivo panel.
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Figura 4.4. Dindmica temporal de la abundancia de peces de todas las
especies, en los charcos individuales. Los c6digos de los charcos individuales
se muestran sobre sus respectivos paneles. Las barras negras indican la
primera cohorte, las barras grises claro indican la segunda cohorte y las
barras gris oscuro (charco D10) indican la coexistencia de ambas cohortes.
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Para el grupo de charcos que no se seco, no hubo una disminucién en el area
de la superficie del charco durante la temporada (LMM, estimado: -0,009+ 0,013,
tess = 0,73, P = 0,469), pero tanto la densidad de peces (LMM, estimado: -0,032 *
0,006, tes,1 = -5,13, P < 0,001) como su abundancia (LMM, estimado: -0,061 + 0,014,
tess = -4,21, P < 0,001) decrecieron significativamente durante la temporada (fig.
4.5 A). Hasta la primera sequia (salidas 1-6) hubo una clara disminucion en el area
de la superficie de los charcos (LMM, estimado: -0,179 * 0,037, tss = -4,86, P <
0,001), la abundancia de peces (LMM, estimado: -0,364 + 0,032, ts65 =-11,47, P <
0,001), y la densidad de peces (LMM, estimado: -0,074 + 0,021, tsgg = -3,58, P =
0,001) (fig. 4.5B). Para la segunda cohorte, hubo una disminucién estadisticamente
significativa de la superficie del charco (-0,070 * 0,018, t371 = -3,91, P < 0,001),
pero no de la densidad de peces (-0,004 + 0,011, tzg7 =-0,37, P = 0,713) y s6lo una
disminucién marginal en la abundancia de peces (-0,078 + 0,027, t373 = -2,70, P =

0,011) (fig. 4.5C).

(A) Charcos que no se secaron (B) Primera cohorte (C) Segunda cohorte
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Figura 4.5. Estimaciones (media # s.e.) basadas en el modelo del area del charco, la
densidad y la abundancia de peces de todos los sitios que no se secaron (A), todos
los sitios previos a la desecacién de mitad de temporada (B) y de la segunda
cohorte (C). Todas las variables de respuesta fueron log-transformadas. Se
muestran los valores de la media con error estdndar. Para permitir una inspeccién
visual de la dindmica poblacional, la salida de muestreo fue codificada como
variable categoérica (en lugar de continua).
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4.3.3 - Proporcion de sexos

La dinamica temporal de la proporcién de sexos fue concordante entre ambas
especies. En las poblaciones que se mantuvieron durante toda la temporada, la
proporcién de machos decreci6 significativamente en ambas especies, a lo largo de
la temporada (salidas 1-16, GLMM binomial; A. bellottii: -0,041 + 0,015, z = 2,72, P
= 0,007, nogs = 42, npos = 6; A. nigripinnis: -0,133 + 0,042, z = 3,18, P = 0,002, noss =
16, npog = 7). No se detecté una caida significativa en la proporcién de machos
antes de la sequia invernal (salidas 1-6, binomial GLMM; A. bellottii: 0,061 + 0,053,
z=1,15, P = 0,251, noss = 46, npos = 16; A. nigripinnis: -0,107 + 0,093, z= 1,14, P =
0,254, nogs = 10, npog = 7). Sobre todo, la proporciéon de sexos durante ese periodo
ya tenia mayor proporcién de hembras en A. bellottii (37,8% de machos, 95% CI:
32,9 - 42,7) pero no en A. nigripinnis (51,2% de machos, 95% CI: 43,8 - 59,4). En la
segunda cohorte, la proporcion de machos disminuyé durante la temporada
(salidas 8-16, A. bellottii: -0,053 + 0,022, z = 2,39, P = 0,017, noss = 42, npos = 6; A.
nigripinnis: -0,193 + 0,027, z= 7,09, P < 0,001, noas = 39, npog = 6) (fig. 4.6).
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Figura 4.6. . Estimaciones basadas en el modelo de la proporciéon de sexos (medida como
proporcién de machos) para A. bellottii (paneles superiores) y A. nigripinnis (paneles inferiores) de
todos los sitios que no se secaron (A), todos los sitios previo a la desecacién de mitad de temporada
(B) y de la segunda cohorte (C). Todas las variables de respuesta fueron log-transformadas. Se
muestran los valores de la media con un error estdndar. Para permitir una inspeccién visual de la
dinamica poblacional, la salida de muestreo fue codificada como variable categérica (en lugar de
continua).
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4.4 - Discusion

Austrolebias bellottii fue la Unica especie presente en todos los charcos estudiados
con una abundancia alta en todos ellos. Esto sugiere que A. bellottii es una especie
que soporta bien los diversos ambientes y los diferentes regimenes de inundacién
de los charcos. La abundancia de A. nigripinnis fue mayor en los charcos asociados
a la planicie con inundaciones regulares. La amplia distribucién de esta especie
(alcanzando las planicies del Rio Parana en Argentina) (Costa, 2006) podria indicar
que A. nigripinnis estd adaptado a ambientes con inundaciones periédicas, aunque
sus poblaciones persisten también fuera de las planicies inundables. Borthagaray
et al. (2015) demostraron que una alta conectividad entre charcos estd asociada
con una menor diversidad de peces anuales en la regiéon costera Atlantica, en
contraste con las tendencias de diversidad en plantas vasculares, odonatos y
anuros. Se hipotetiz6 que esta relacion inesperada estuviera relacionada con una
depredacion intra-gremio, por parte de las grandes Austrolebias (Borthagaray et
al, 2015). Cuando los charcos tienen una alta conectividad, pueden soportarse
mayores poblaciones de Austrolebias de gran tamafio, a expensas de las de menor
tamarno, las cuales se cree que forman parte habitual de su dieta (Costa, 2009). En
este estudio, A. elongatus, el miembro del clado de las grandes especies de
Austrolebias (Costa, 2006) estaba restringido a los charcos fuera del area de la
planicie de inundacién del Rio Negro, pero su baja abundancia general y la rapida
desecacion de varios charcos en Julio, no permitieron conclusiones generales sobre

su efecto en los ensambles de Austrolebias.

El registro de A. alexandri representa el primero documentado de esta
especie al sur del Rio Negro del lado oriental del Rio Uruguay. La distribucion de A.
alexandri (tamafio maximo 50 mm) se solapa con la de A. bellottii y A. nigripinnis en
la Cuenca del Rio Uruguay bajo y medio (Alonso et al., 2018b). La distribucion de A.
alexandri a ambos lados del Rio Uruguay es consistente con la costa del paleo-mar
(Cavalotto et al., 2004; Alonso et al,, 2018b), estando la especie restringida a las
zonas con mayor elevacién, fuera del alcance de las inundaciones del rio. Se
registraron 4 individuos macho de esta especie en dos charcos en la planicie

inundable del rio, lo que podria estar relacionado a eventos de dispersion
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relativamente recientes, mas que a poblaciones ya establecidas. Los rios grandes
no representan barreras para la dispersion de las Austrolebias, las cuales estan
presentes a ambos lados (Alonso & Calvifio, 2018). De forma contraria, en los
Nothobranchius Africanos los grandes rios forman limites definidos para la
distribuciéon de las especies (Bartakova et al., 2015). Esto pone de evidencia las
diferencias en la capacidad de dispersion de los diferentes grupos de peces

anuales.

Estudios previos de la dindmica temporal de Austrolebias demostraron la
existencia de una unica cohorte que persiste durante toda la temporada, con una
disminucién constante de su abundancia (Lanés et al., 2014, 2016). En este estudio
se demostré como pueden hacer frente a periodos de sequia inesperado a mitad de
la temporada, eclosionando una segunda cohorte. La presencia de varias cohortes
ha sido registrada ocasionalmente en algunos peces anuales africanos (Reichard et
al.,, 2017), pero este estudio lo documenta en Austrolebias por primera vez. En los
charcos donde los adultos sobrevivieron a la aparente desecacién, no eclosioné
una segunda cohorte, a pesar de un llenado secundario del charco. Esto podria
deberse a la presencia de alguna sefial quimica en el agua, atin no identificada, que
prevenga que los huevos eclosionen (Inglima et al, 1981). La tnica excepcion a la
no eclosion debido a la presencia de adultos en el charco, la mostré el charco 10D.
Esto podria sugerir que esta sefial quimica fuera especie-especifica, ya que sélo
adultos (no juveniles) de A. bellottii y s6lo juveniles (no adultos) de A. nigripinnis
fueron encontrados luego del rellenado del charco. El rol de las sefiales quimicas
sobre la eclosiéon de los huevos y su especificidad, requieren un estudio
experimental para ser comprobados. También es posible que haya eclosionado una
segunda cohorte y haya sido depredada totalmente por los adultos sobrevivientes
de la primera cohorte antes del muestreo de los charcos. Sin embargo, la densidad
de los adultos en los charcos recientemente inundados fue muy baja para poder
considerarlos capaces de extirpar completamente la segunda cohorte mediante
depredacion. Una disminucién temporal continua en la abundancia fue aparente en
las especies comunes (A. nigripinnis y A. bellottii), en forma similar a lo encontrado
en las Austrolebias de la costa Atlantica (Lanés et al, 2014). Este patrén es

comunmente asociado a un aumento en la tasa de mortandad con la edad como
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consecuencia de un crecimiento rapido y una intensa actividad reproductiva

(Arenzon et al., 2001; Volcan et al. 2012).

La proporcién de sexos de las poblaciones mostré una disminucion en la
proporciéon de machos, resultando en una poblacién con mayoria de hembras hacia
el final de la temporada. Esto ha sido ampliamente documentado tanto en otras
especies de Austrolebias (Passos et al., 2014; Lanés et al., 2014, 2016), como en
otras especies de peces anuales (Reichard et al, 2014; Lanés et al., 2014, 2016,
Vrtilek et al,, 2018b) y otros peces no anuales emparentados (Lanés et al, 2012).
La mayor mortandad de parte de los machos esta probablemente asociada a la alta
demanda energética que éstos asignan hacia las actividades reproductivas (Passos
et al, 2014) o a una depredacion selectiva sobre los machos de mayor tamafo y
mas conspicuos (Haas 1976; Reichard et al., 2018). Apoyando esto, hubo también
un cambio de poblaciones dominadas por A. bellottii (de mayor tamafio) a
poblaciones dominadas por A. nigripinnis (mas pequeiias), con excepcion del
charco donde coexistieron la primera cohorte de A. bellottii con la segunda de A.
nigripinnis (charco 10D). En este charco la segunda cohorte desapareci6, aunque
no pudieron ser determinadas las causas de esa desapariciéon. La tendencia de
especies grandes a dominar al principio de la temporada y las pequeiias al final, fue
también documentada en otros peces anuales (Lanés et al, 2016). Nuestras
observaciones no son suficientes para establecer si esto es resultado de una
depredacion selectiva por parte de las aves sobre peces mas grandes (Reichard et
al, 2018) o un efecto de un compromiso entre la tasa de crecimiento inicial y la

tasa de envejecimiento (Metcalfe & Monaghan, 2003).

Un hallazgo interesante de este estudio es que cuatro de los charcos
registrados como secos durante el periodo de sequia del invierno, albergaron
adultos de A. bellottii luego de su rellenado. Esto podria indicar una habilidad
especial, principalmente de A. bellottii, para sobrevivir condiciones extremas de su
habitat. Durante exploraciones a los charcos secos, detectamos la presencia de
adultos de esta especie enterrados en el barro hiumedo en un charco
practicamente seco (D. Garcia, obs. pers.) y es posible que algunos individuos

fueran capaces de sobrevivir en el barro durante un corto periodo de sequia. Una
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explicacidn alternativa podria ser que las intensas lluvias que duraron 3 dias hayan
conectado los charcos secos con otros cercanos, permitiendo la colonizaciéon por
dispersion de peces adultos. Esta dispersion, sin embargo, deberia haberse
completado al comenzar la inundacién, para poder inhibir la eclosion de la

segunda cohorte.

En esta seccion se aporta significativamente a la comprension de las
dinamicas estacionales de los peces anuales. Mas concretamente, al conocimiento
de las especies de la cuenca del Rio Uruguay, de las que hay mayor
desconocimiento. Se demuestra una asociacion directa entre el area de los charcos
y la densidad de las poblaciones. Cmo una disminuciéon marcada del area (sequia
de mitad de temporada) puede tener efectos grandes en las poblaciones que luego
no se recuperan (disminucién abrupta de la densidad y abundancia de peces). Esto
pone de manifiesto la importancia de este tipo de estudios para comprender la
dinamica temporal de las poblaciones y los posibles desafios a las que deben hacer
frente. Lo expuesto en esta seccion fue publicado en la revista Environmental

Biology  of Fishes (DOI: https://doi.org/10.1007/s10641-019-00854-x).
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5. - Efectos de un cambio en la
fenologia sobre caracteres de historia

de vida de peces anuales
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5.1 - Introduccion

La relacion entre la temperatura ambiente y la historia de vida ha intrigado
largamente a los bidlogos a causa de los efectos paradodjicos de la temperatura
sobre el crecimiento y el tamafio de madurez sexual: temperaturas mas bajas
llevan a los animales ectotermos a crecer mas lento pero madurar a un tamafio
mayor del cuerpo. Por el contrario, la mayoria de los modelos de optimizado,
predicen un tamafio menor de madurez en ambientes con crecimiento retrasado
(Berrigan & Charnov, 1994). A pesar de su tasa de crecimiento menor, los
individuos de ambientes mas frios pueden alcanzar un tamafio corporal
relativamente mayor prolongando su crecimiento (esfuerzo somatico) y
retrasando su reproduccion (esfuerzo reproductivo) en relaciéon a los individuos
de ambientes mas calidos. Sin embargo, esta estrategia disminuye la probabilidad
de que el individuo de ambientes frios sobreviva hasta producir descendencia
(Anglietta et al, 2004). Por otro lado, individuos que habitan ambientes mas
calidos tienen una tasa de crecimiento mayor y alcanzan la madurez sexual antes, a
expensas de un tamafio menor y una menor expectativa de vida. Pero estos
individuos tenderan a invertir mas energia en la reproduccién (mayor esfuerzo
reproductivo), compensando asi la menor duracién de su vida (Stearns, 1992).
Esta relacion entre tamafio corporal y temperatura ambiente que afecta a los
animales ectotermos fue llamada la regla Temperatura-Tamafio (Temperature-Size
rule; Atkinson, 1994). Sin embargo, las explicaciones generales de esta regla son

controversiales (Anglietta & Dunhan, 2003; Walters & Hassal, 2006).

La region de la Pampa sudamericana, en donde al menos 40 especies de
peces anuales son endémicas (Froese & Pauly, 2018), ha experimentado un
aumento moderado en la temperatura y mas de 30% de descenso en las
precipitaciones entre 1960 y 1990 (Walther et al, 2002). Esta region pertenece a
una de las areas en que la temperatura esta cambiando mas rapidamente en el
planteta (Loarie et al., 2009). En las condiciones climaticas actuales, se demostro
antes que los charcos temporales de Villa Soriano experimentaron una desecacion
inusual en medio de la fase inundada (invierno) en 2015, seguida de una gran

precipitacion que rellen6 los charcos secos. Esto disparo la eclosiéon de una nueva
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cohorte de peces anuales en algunos charcos (esta tesis; Garcia et al, 2018). Existe
una alta probabilidad de que los periodos de fuertes lluvias y temperaturas
extremas aumenten en los proximos 90 afios (con un probable aumento de 3° C de
la temperatura mundial). Esta probabilidad es de entre el 20 y el 50% para las
lluvias y entre un 150 y 300% para las temperaturas extremas (Fischer & Knuty,
2015; Witze, 2018). Las alteraciones climaticas pueden producir cambios
fenoldgicos sobre las especies y llevar a alteraciones de ciertos rasgos de historias
de vida (Forrest & Miller-Rushing, 2010). Los efectos mas notorios detectados de
estos cambios en la fenologia de las especies, son sobre el crecimiento y el
momento de la madurez sexual de los individuos (Walker et al, 1995; Higgins,
2000; Rotzer et al, 2004; Linton & Macdonald, 2018). En esta seccién se estudié
como son afectados el crecimiento, la madurez sexual y la fecundidad de las

poblaciones estudiadas, cuando se alteran los patrones climaticos estacionales.

En concreto se analizaron los efectos del desarrollo en condiciones fuera de
lo habitual (segunda cohorte que eclosiona a mediados del invierno, en lugar de
hacerlo en otofio), sobre la tasa de crecimiento, el tamafio final y la madurez sexual
de las especies estudiadas (A. bellottii y A. nigripinnis). Esto se compararé con los
efectos causados por otro desafio ecologico: la coexistencia interespecifica. El
crecimiento y la madurez sexual son componentes cruciales de la historia de vida
de las especies para determinar el fitness individual (Stearns, 1992) y la dinamica
de las poblaciones (Saether & Bakke, 2000). Esto es especialmente pronunciado en
los peces anuales (Vrtilek et al., 2018). Como fue comentado anteriormente, el ciclo
natural de las Austrolebias comprende una unica cohorte que experimenta un
descenso en la temperatura del agua al inicio de su desarrollo, el cual es
completado con aguas frias. Sin embargo, la segunda cohorte que eclosioné en
Agosto, experiment6 un desarrollo en aguas que fueron aumentando su

temperatura, y la fase acuatica del charco tuvo una menor duracion.

Inicialmente se compard el crecimiento y la madurez sexual entre
poblaciones replicadas de A. bellottii coexistiendo con A. nigripinnis y poblaciones
replicadas de A. bellottii sin la coexistencia interespecifica. Luego se comparo el

crecimiento y madurez entre las dos cohortes. Por ultimo se compar6 momento y
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tamafio de madurez sexual para ambas generaciones y para cada especie. Se
predijo en primer término, un crecimiento mas lento y una maduracion sexual mas
tardia en poblaciones de A. bellottii que coexisten con A. nigripinnis como resultado
de la competencia interespecifica entre especies con nichos ecolégicos similares
(Arim et al, 2010). En base a la Teoria de Historias de Vida, se predijo que los
peces de la segunda cohorte (con una expectativa de vida menor) asignaran menos
recursos al crecimiento somatico, asignandolos a un mayor esfuerzo reproductivo
(Figueredo et al., 2006). Asi, se predijo que los individuos de la segunda cohorte
alcanzardn un menor tamafio final pero maduraran sexualmente antes que la
primera cohorte e invertiran en la reproduccién inmediata mas fuertemente que
los peces de la primera cohorte. Asimismo, se espera que los peces de la primera
cohorte inviertan mas recursos a un periodo mayor de crecimiento resultando en

una fecundidad mayor pero mas tardia.

5.2 - Materiales y métodos

La fecha de eclosién en cada charco fue calculada en base a los datos obtenidos a
partir de los otolitos, y luego se agregé la cantidad de dias transcurridos entre las
salidas. Una muestra aleatoria de 5 hembras por charco fue tomada en cada salida
de muestreo, para estimar madurez sexual. Estos peces fueron fijados en
formaldehido (4%) para una diseccion posterior en el laboratorio (previo
anestesiado). Los individuos recolectados y fotografiados fueron devueltos sin
dafio al charco (ver Metodologia general). La especie y el sexo de los individuos
fueron determinados a partir de las fotografias, basados en caracteres externos
(tamafio de las aletas, forma y coloracion). El tamafio de los peces fue medido
utilizando el software tpsDig2 (v2.1; Rohlf, 2009), desde la punta del hocico hasta
el final de la aleta caudal (Longitud Total, TL). La muestra de 5 hembras llevada al
laboratorio fue medida hasta TL y pesada (con precision de 0,001g). Luego se

disecaron las gonadas y se midié su masa.

Primero se puso a prueba el efecto de la presencia de A. nigripinnis sobre los

patrones de crecimiento de A. bellottii. Austrolebias bellottii estaba presente en
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todos los charcos y A. nigripinnis s6lo en el 55% (10 de 18). Se utilizaron Modelos
Mixtos Aditivos Generalizados (GAMM) especificos, con una distribucién de error
Gaussiana. La coexistencia (factor con dos niveles) fue incluida como factor fijo. El
efecto de la edad fue modelado con un término de suavizado de curva con una
dimension de base establecida en k=5 (maximo de 5 nudos), definida en base al
conocimiento a priori de la forma de la curva de crecimiento de las Austrolebias
(Volcan et al, 2012) y permitiendo una desaparicidn selectiva de los peces mas
grandes al final de la temporada (Reichard et al., 2018). La variable de respuesta
fue el tamafo corporal, medida como Longitud Total (TL). Para tomar en cuenta la
dependencia de los datos de la variacion entre los charcos, la identidad del charco
se incluy6 como factor aleatorio. Se construyeron dos modelos con una diferencia
en como se modelé el factor de suavizado. Primero, se asigné un factor de
suavizado diferente para ambos tratamientos (coexistencia con A. nigripinnis o no).
Luego, el mismo suavizado fue usado en ambos tratamientos. El ajuste de los
modelos fue comparado utilizando el Criterio de Informacion de Akaike (AIC)
(Akaike, 1973). Una disminucién del AIC mayor a diez es considerada como una

mejora sustancial del ajuste del modelo.

De forma similar se comparo si la coexistencia con A. nigripinnis afecté el
momento de madurez sexual en las hembras de A. bellottii. Como una gran
proporcion de las hembras era inmadura, los datos fueron modelados usando un
modelo de cero-alterado (vallado). Los modelos cero-alterados se dividen en dos
partes. La primera es un proceso binario, modelando ceros y conteos positivos. La
segunda es otro proceso modelando sdlo los valores positivos, usando un modelo
cero-truncado (Hilbe, 2014). Para el caso de la masa de las génadas, se modelaron
los datos cero-truncados usando distribucién Gaussiana (Zuur et al, 2014). Esta
aproximacion del modelo permitié identificar de forma separada las variables
ambientales que predicen la madurez (parte binaria), y la masa gonadal cuando las
génadas estaban presentes (parte cero-truncada). Los factores fijos fueron la
presencia de la otra especie (dos niveles), el tamafio corporal (TL, log-
transformado, predictor continuo) y su interaccién. En el modelo, la interaccién
entre la competencia y el tamafio corporal midieron la contribucién de la

competencia al momento de la madurez sexual relativa al tamafio corporal.
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El analisis principal comparé trayectorias de crecimiento y madurez sexual
de peces de la primera y segunda cohorte. Utilizamos la misma aproximacién que
la usada para probar el efecto de la coexistencia. Esperamos a priori que las dos
especies y los dos sexos difirieran en tamafio corporal (Costa, 2006), por lo que
fueron separados previo al analisis. Ajustamos GAMMs sexo-especificos con error
de distribucion Gaussiano que incluye al factor Cohorte (con dos niveles). Dado
que la coexistencia de A. bellottii con A. nigripinnis no tiene efecto en el crecimiento
y la madurez (ver resultados), este factor no fue incluido en el andlisis. Modelamos
la edad tanto con ambos suavizados diferentes para cada cohorte (modelo 1) como
con un mismo suavizado para ambas generaciones (modelo 2). La dimensién base
fue restringida a k=5 en ambos modelos. El ajuste de los modelos fue comparado

utilizando AIC. Este analisis fue realizado para ambas especies.

Para comparar formalmente las tasas de crecimiento entre las generaciones
(en lugar del tamafio a una edad), se calcul6 la Tasa de Crecimiento Especifica

(TCE) usando la férmula:
TCE = (In(TLx)-In(TLx-1)*100) /Naias

Donde TLx es el Largo Total para la fecha x, TLx.1 es el Largo Total para la fecha
previa y Nuws es el nimero de dias entre cada fecha. Esto se realizé para cada
especie y charco por separado. Luego se comparé la TCE entre generaciones
ajustando un Modelo Lineal (LM) con el intervalo de edades, la cohorte y su
interaccion como factores. La variable de respuesta fue la TCE especifica de cada
poblacion. Dado que la segunda cohorte tuvo una vida con menor duracion, se
truncaron los intervalos de edad de la primera cohorte. Esto permiti6 que el
andlisis formal realizara una interaccion completa entre los dos factores. Este
andlisis se completé Unicamente para A. bellottii, porque no habia un ndmero
suficiente de TCE poblacidon-especifica de la primera cohorte de A. nigripinnis. Para
su visualizacion, extendimos la TCE de la primera cohorte durante la duracion total

de su vida.

Mientras que las curvas de crecimientos son cominmente usadas para el

andlisis de datos de crecimiento, éstas sufren de dependencia temporal. Para
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acomodar formalmente la dependencia temporal en los datos, también se modeld
el tamafio de los peces utilizando un modelo de tendencia de caminata aleatoria
(‘random walk’, RW2) en un marco Bayesiano, utilizando la Aproximaciéon de
Laplace Anidada Integrada (R-INLA; Rue et al, 2017). El tamafio de los peces fue
ajustado a la edad siguiendo una distribucion Gamma con una funcién de enlace

logaritmica. El modelo fue ajustado como:

TLijp~ Ntk 7)

2

Hij

E(TLy) = mye vy var(TLy ) ==
logﬁ@‘ijk) = Nijk
nijk = Bl + Bz XSeinjk X ﬁ3 X COhOijk + ﬂ4 X Areaijk +Edadj + Charcok
Edad; ~ N(0, 0f444)

Charcok ~ N(O; O-Czharco )

Donde TLjk es el tamafio del pez i de edad (Edad) j. La variable Sexojx es una
variable categorica con dos niveles (machos y hembras) y Cohojjx (cohorte) es una
covariable categorica con dos niveles (primera o segunda cohorte). El modelo
también contuvo un efecto lineal para el tamafio del charco (Areaix) ya que varia
ampliamente a lo largo del afio. Se incluy6 el intercepto aleatorio Charco en el
modelo para introducir una estructura de correlacion entre las observaciones para
los peces recolectados del mismo charco con una varianza % con distribucién
normal e igual a 0. Se colocaron datos predeterminados uniformes en los
parametros del modelo y se ajustaron las estimaciones de los datos observados
coincidiendo con el tamafio de los peces.

El momento de la madurez sexual y la inversién en reproduccion fueron
comparadas entre generaciones utilizando datos de masa gonadal ajustados
mediante un modelo cero-truncado con distribucion Gamma (ZAG), de la misma
forma a lo realizado para la competencia interespecifica. Todos los modelos finales
se verificaron visualmente para determinar sobredispersion, mediante el trazado
de los residuales frente a valores ajustados, efectos fijos y efectos aleatorios. Los
analisis fueron realizados en R, utilizando los paquetes “sciplot” (Morales, 2017),

“lattice” (Sarkar, 2008), “effects” (Fox, 2003), “Ime4” (Bates et al., 2015), “ImerTest”
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(Kuznetsova et al.,, 2017), “glmmTMB” (Brooks et al.,, 2017), “ggplot2” (Wickham,
2016), “plyr” (Wickham, 2011), “‘gamm4” (Wood & Scheipl, 2017), “pscl” (Zeileis et
al, 2008), “INLA” (Rue et al., 2009; Rue et al,, 2017) y un cédigo R proporcionado
por Highland Statistics Ltd. (Zuur et al,, 2009). Todos los modelos finales fueron
controlados para sobredispersion de residuales y especificaciones erradas del

modelo siguiendo los lineamientos de Zuur & Ieno (2016).

5.3 - Resultados

5.3.1 - Efectos de la coexistencia interespecifica

No se encontraron efectos de la coexistencia interespecifica sobre el crecimiento
de A. bellottii (GAMM, machos: F = 0,12; P = 0,77; hembras: F = 1,27; P = 0,26). Se
encontrd sélo un mejor ajuste marginal del modelo con suavizados separados para
machos (AAIC = -10,3) y un ajuste claramente inferior del modelo con suavizados
separados en hembras (AAIC = +256). El mejor ajuste marginal del modelo con
suavizado separado para cada cohorte de machos, capturé diferentes tipos de
mortandad en la fase terminal en lugar de diferentes tasas de crecimiento entre las
poblaciones de A. bellottii con y sin coexistencia interespecifica (fig. 5.1). No hubo
efecto de la coexistencia con A. nigripinnis sobre el momento de la madurez sexual
de las hembras de A. bellottii (parte binaria) o sobre su asignacion de recursos
hacia las gonadas (parte cero-truncada del modelo). La madurez y asignacion de
recursos hacia las gonadas de las hembras de A. bellottii depende de su tamafio

corporal, pero no difiere entre los niveles del tratamiento coexistencia (Tabla 5.1).
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Tabla 5.1. Resultados del modelado con GAMM de la masa gonadal de A. bellottii como funcién de la
coexistencia con A. nigripinnis (Coex), el tamafo corporal log-transformado (Log-TL) y su interaccion
(Coex:TL). Se model6 separadamente una parte binaria (a) y una parte cero-truncada (b) (ver texto). Se
muestran las estimaciones del modelo (Est.) con un error estandar (SE), los valores de z y el nivel de
significancia (P).

(a) Parte binaria (b) Parte cero-truncada
Parametro Est. SE z P Est. SE z P
Intercepto -45,55 10,82 -4,21 <0,001 -9,91 0,44 -22,71  <0,001
Coex -51,95 33,75 -1,54 0,124 -0,80 0,69 -1,15 0,254
Log-TL 32,45 7,68 4,23 <0,001 5,44 0,29 18,78 <0,001
(Coex:TL) 36,65 23,91 1,53 0,125 0,51 0,46 1,13 0,264
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Figura 5.1. Trayectoria del crecimiento de los machos (A) y de las hembras (B) de A. bellottii en
los charcos con presencia (rojo) o ausencia (azul) de A. nigripinnis. Se indican los tamafios
corporales individuales (Largo Total (TL) en cm.), junto con las curvas ajustadas del modelo
GAMM con suavizado diferente para presencia y ausencia de A. nigripinnis.
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5.3.2 - Diferencias entre generaciones
5.3.2.1 - Temperatura del agua

La primera cohorte experimenté un régimen tipico de temperatura de los charcos
temporales de la region. La temperatura del agua bajé desde mas de 20°C a menos
de 10°C en la fase temprana de crecimiento y se mantuvo relativamente fria hasta
la edad de aproximadamente 100 dias. A partir de ahi, la temperatura comenzé a
aumentar lentamente hasta alcanzar nuevamente los 20°C pasados otros 100 dias
(fig. 5.2). La segunda cohorte eclosion6 en un agua relativamente mas fria que fue

aumentando constantemente su temperatura y nunca fue menor a 10°C (fig. 5.2).
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Figura 5.2. Temperatura del agua experimentada por la primera (gris) y la segunda (negro)
cohorte de peces. Se presentan los valores diarios de temperatura promedio registrados con data-
loggers. Las barras representan la duracién del periodo de eclosién para cada cohorte. Notese que
los valores experimentados por la primera y segunda cohorte se solapan. Los valores
experimentados por los adultos de la primera cohorte desde la edad de 110 dias son los mismos
que los valores experimentados por la segunda cohorte desde el dia cero.
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5.3.2.2 - Trayectorias de crecimiento

Hubo diferencias claras en las trayectorias de crecimiento de la primera y segunda
cohorte en ambas especies, excepto para las hembras de A. nigripinnis. Los
modelos con suavizados separados para cada cohorte fueron claramente
superiores en A. bellottii (machos: AAIC = -118, hembras: AAIC = -246) y en machos
de A. nigripinnis (AAIC = -39), pero s6lo marginalmente superior para las hembras
de A. nigripinnis (AAIC = -2,52). Las curvas de crecimiento se caracterizaron por
una llegada méas temprana a la asintota de crecimiento por parte de la segunda
cohorte (aproximadamente 100 dias) antes que la primera cohorte (aprox. 150-
170 dias) (fig. 5.3). Esto result6 en un tamafo promedio de la asintota mayor en A.
bellottii (machos: F=19,79; p < 0,001; fig. 5.3 A; hembras: F=16,16; p<0,001; fig. 5.3
B) de la primera cohorte, pero no en A. nigripinnis (fig. 5.3 C, 5.3 D).

La comparacion de las tasas de crecimiento especificas (TCE) confirmé un
crecimiento mayor de los peces de segunda cohorte a edades coincidentes (ML:
F171=4,67; P = 0,024) y un declive mucho mayor de la TCE con la edad para los
peces de la segunda cohorte (interacciéon de la edad por cohorte Fi71 = 12,42, P =
0,001, age: F1,71 = 3,28, P=0,074) (fig. 5.4). En general, la TCE fue mucho mayor en
la segunda cohorte pero disminuy6 rapidamente con la edad. En forma contraria,
la TCE de la primera cohorte fue relativamente estable, aunque variable entre

poblaciones (fig. 5.4)
5.3.2.3 - Tamario corporal y madurez sexual

Ajustar un suavizado comun a los datos de crecimiento de A. bellottii utilizando
INLA demostré que las diferencias del tamafio corporal entre los sexos fueron
mayores en la segunda cohorte (interaccién sexo por cohorte en tabla 5.2) y
confirmo cuantitativamente que la segunda cohorte crecié mas rapido (efecto de la

cohorte en tabla 5.2).

La madurez de las hembras estuvo positivamente relacionada con la edad
(modelo de ocurrencia binomial) con un aumento mayor en las hembras de la
segunda cohorte (tabla 5.3 a). Esto implica que los peces de la segunda cohorte

alcanzaron la madurez sexual a una edad menor. Ademas, el modelo de frecuencia
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(grado de inversién gonadal) mostr6 que las hembras de la segunda cohorte
invirtieron en masa gonadal en mayor medida. Se registr6 también una mayor
masa gonadal en charcos con mayor area. De acuerdo a lo esperado, la masa

gonadal estuvo también correlacionada positivamente con la edad de las hembras
(tabla 5.3 b).

Tamafio corporal (LT)

T T T T T T T T
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250

61 (C) 61 (D)

Tamafio corporal (LT)

T T T T T T T T
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
Edad (dias) Edad (dias)

Figura 5.3. Trayectoria de crecimiento de la primera (azul) y segunda (rojo) cohortes de los
machos (A) y las hembras (B) de A. bellottii y de los machos (C) y las hembras (D) de A. nigripinnis.
Se muestra el tamafio corporal de los individuos como Largo Total (LT, en cm.), junto con las curvas
del modelado GAMM ajustadas con suavizado separado para cada cohorte.
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-2

Tasa de Crecimiento Especifico (TCE)

Tiempo

Figura 5.4. Tasa de Crecimiento Especifica (TCE) de la primera (azul) y la segunda (rojo) cohorte
de A. bellottii (ambos sexos agrupados). Notese que el andlisis formal comparé las TCE hasta el

Tiempo = 7 para evitar alguna tendencia provocada por la diferencia en la duracion de la vida entre
las dos cohortes.

Tabla 5.2. Estimaciones posteriores de la media del largo total (LT) de A. bellottii, modelado
utilizando un modelo de tendencia gamma random walk ajustado utilizando INLA. Crl es el
intervalo de credibilidad Bayesiana del 95%. Los intervalos de credibilidad que no contienen cero
indican una diferencia estadisticamente importante. Sexo es el sexo de los peces maduros, Cohorte

es la cohorte a la que un individuo pertenece y Area es el area de la superficie de los charcos donde
los peces fueron capturados.

Parametro del Media Crl Crl
modelo posterior menor Mayor
Intercepto 1,077 0,989 1,164
SeXO0(machos) 0,119 0,106 0,132
Cohorte(segunda) 0,236 0,201 0,271
Area -0,008 -0,024 0,007
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Tabla 5.3.Estimaciones posteriores de la media de la masa gonadal de A. bellottii como funcién de
la cohorte, la edad y el area de los charcos. Modelado utilizando un modelo gamma cero-alterado
(ZAG) con el charco incluido como término aleatorio. Crl es el intervalo de credibilidad Bayesiana
del 95%. Los intervalos de credibilidad que no contienen cero (en negrita) indican una diferencia
estadisticamente importante.

(a) Modelo de ocurrencia (b) Modelo de frecuencia
Parametro Media Crl CrI Media Crl CrI
Posterior Inferior Superior Posterior  Inferior  Superior
Intercepto 1,47 0,15 2,80 3,08 2,70 3,43
Cohorte(segunda) 2,11 0,43 3,97 1,37 0,84 1,93
Edad 3,83 2,83 4,95 0,86 0,75 0,99
Area -0,51 -1,29 0,21 0,27 0,11 0,44

5.4 - Discusion

Anteriormente se demostr6 que las Austrolebias tienen la capacidad de eclosionar
una nueva cohorte de peces en respuesta a una desecacién inesperada de los
charcos a mediados del invierno (Julio), aunque esta segunda cohorte eclosioné
solo en algunos charcos (esta tesis, Garcia et al, 2018). Las alteraciones en las
dinamicas de precipitaciones y temperatura de las regiones, afectan la fenologia de
las especies que las habitan (Parmesan, 2006; Ficetola & Maiorano, 2016). Sin
embargo, las respuestas a estos cambios y sus consecuencias, varian largamente
entre las especies (Both et al., 2009; Colchero et al., 2019) y entre las interacciones
entre ellas (Gilman et al., 2010; Kordas et al, 2011; Hassal et al., 2019). En esta
seccion se puso a prueba las consecuencias de la eclosion tardia en la temporada
sobre el desarrollo de los peces en un ambiente con diferente régimen de
temperatura, en A. bellottii. Los cambios asociados con una eclosiéon tardia

demostraron la habilidad de A. bellottii de hacer frente a esta alteracion, ajustando
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su historia de vida para maximizar el éxito reproductivo. Luego del posterior
rellenado de los charcos que experimentaron la desecacidon fuera de temporada,
varias poblaciones de A. bellottii (6 de 13; 46%) eclosionaron una segunda cohorte.
Los juveniles de la segunda cohorte (hasta la edad de aproximadamente 50 dias) se
desarrollaron en aguas mas frias pero mantuvieron un crecimiento mas
pronunciado y una madurez sexual mas temprana. Esto sucedi6 a expensas de un
menor tamafno final. Esta respuesta podria ser adaptativa, ya que la expectativa de
vida (y la duracién real de la vida) de la segunda cohorte fue menor. La magnitud
de estos cambios fue sustancial, porque no se encontraron efectos en el
crecimiento ni en la madurez sexual en las poblaciones de A. bellottii sujetas a otro
desafio ecoldgico, como lo es la coexistencia interespecifica con A. nigripinnis. Esta
especie de pez anual esta relacionada con A. bellottii y coexiste con ésta en varios
charcos. Austrolebias nigripinnis también experimenté un crecimiento mas rapido
en la segunda cohorte, aunque el efecto fue marginal en las hembras y su tamafio

en la asintota no fue menor.

Las diferencias en las tasas de crecimiento, tamafo final y madurez sexual
estuvieron probablemente afectadas en mayor medida por la dindmica diferente
en temperatura experimentada por los juveniles y los adultos de A. bellottii. La
primera cohorte experiment6 una dinamica de la temperatura usual para las
especies de estas latitudes, con la eclosion de los juveniles sucediendo en aguas
tibias de otofio (Abril), y con una disminucién gradual de la temperatura. Esto
resulta en adultos viviendo en el agua fria del invierno, los que moriran con las
altas temperaturas de fines de primavera (Noviembre). Estas son las condiciones
normales para las poblaciones de Austrolebias (Lanés et al., 2016). Sin embargo, la
segunda cohorte eclosion6 en agua fria, y la temperatura aument6 en forma
constante a lo largo de la temporada. Esto expuso a los adultos (5 meses de edad) a
una temperatura ambiente mayor a los 25°C (fig. 5.2). Este es considerado el limite
superior de temperatura para una supervivencia a largo plazo de las poblaciones

de Austrolebias (Lanés et al., 2016).

Estudios de laboratorio han demostrado que los peces anuales son sensibles

a los regimenes de temperatura (Hsu & Chiu, 2009; Volcan et al., 2012; da Fonseca
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et al, 2013). Austrolebias adloffii, una especie relacionada de la misma region,
disminuy6 su crecimiento y tuvo una menor duracién de la vida cuando se cambi6
esa disminucion en la temperatura en las etapas adultas. Luego de criar juveniles a
22°C, una disminucién en la temperatura (a 16°C) se asocié con un crecimiento
sostenido y una mayor duracion de la vida. Por otro lado, los peces del tratamiento
control que se mantuvieron a 22°C detuvieron su crecimiento (Liu & Walford,
1966). Nuestros datos del campo son consistentes con estudios de laboratorio de
Austrolebias que reportaron una madurez sexual mas temprana y crecimiento mas
rapido en temperatura mas alta (25°C comparado con 15°C en A. viarius y 22°C
comparado con 16°C en A. nigrofasciatus) (Errea & Danulat, 2001; Volcan et al,
2012). Sin embargo, la correlaciéon positiva entre temperatura del agua y
desarrollo de los juveniles se revierte cuando la temperatura excede el 6ptimo de
21-24 °C (da Fonseca et al.,, 2013 para A. wolterstorffii). Una temperatura ambiente
alta en la fase de crecimiento juvenil tiene el costo de una menor duracién de la
vida (Errea & Danulat, 2001). El 6ptimo térmico de Austrolebias es edad-especifico
y una temperatura de agua alta que persiste durante mucho tiempo es algo costoso

para los peces adultos (Walford & Liu, 1965; Liu & Walford, 1966).

También se observdé una desaparicion selectiva de los individuos mas
grandes de las poblaciones durante las fases finales de la temporada (fig. 5.3). Esto
podria estar asociado a una disminucidn en el area de los charcos y tener como
efecto el auto-raleo de los tamafios corporales (Arim et al, 2011). Sin embargo
también podria indicar parcialmente una depredacion selectiva (Reichard et al,
2018) o un agotamiento de los individuos mas grandes debido a una mayor
inversion reproductiva (Passos et al, 2014). Incluso podria ser resultado de un
compromiso directo entre crecimiento rapido y longevidad (Stearns, 1992). Por lo
tanto, mientras que la longevidad de los peces anuales estd asociada con
temperaturas del agua mas bajas (Walford & Liu, 1965; Valenzano et al., 2006; Hsu
& Chiu, 2009), A. bellottii puede hacer frente a la alteracion de la temperatura del
agua durante la temporada y responder mediante un aumento de la tasa de
desarrollo y una mayor asignacién hacia el tejido reproductivo. Las hembras de la
segunda cohorte invirtieron en reproduccidon en forma temprana, mediante una

maduracion sexual mas rapida y asignacion mayor a la masa gonadal, a expensas
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de una etapa de crecimiento prolongada y, por lo tanto, una inversién mas fuerte
en la reproduccion futura. Esto es concordante con las predicciones de la Teoria de
Historia de Vida (Stearns, 1992) y mas concretamente con la regla Temperatura-
Tamafio (Atkinson, 1994) siendo la temperatura ambiente una posible sefial que

indique una menor expectativa de vida.

Las poblaciones de peces anuales sobreviven a la fase seca como bancos de
huevos depositados en el sustrato (PolaCik & Podrabsky, 2015). Los bancos de
propagulos son esenciales para la existencia a largo plazo de las comunidades en
los ambientes temporales (Brock et al, 2003). En los peces anuales, el desarrollo
del huevo es escalonado, debido a las etapas de diapausa facultativas. Luego de la
fertilizacion, los embriones se desarrollan por unos pocos dias y pueden detenerse
en Diapausa I en las condiciones anoxicas del sustrato del charco en deterioro.
Luego de retomado el desarrollo, el embriéon puede responder a la sequia
ingresando en la Diapausa II y continuar su desarrollo Unicamente cuando el
sustrato se haya humedecido (Reichard & Polacik, 2019). Mas aun, embriones
diferentes pueden responder a las sefiales externas de diferente forma (Furness,
2016; Polacik et al., 2017), lo que resulta en un banco de huevos que consiste en
embriones en varios estados de desarrollo. La eclosion de la segunda cohorte fue
posible porque el banco de huevos contenia una proporcién de huevos listos para
eclosionar en el momento de la segunda inundacion. El llamarle a esa cohorte
como “segunda generacion”, implicaria que esos huevos hubieran sido producidos
por la generacidn previa. Sin embargo, es probable que hayan sido producidos por
peces del afio anterior (2014) que no eclosionaron durante la primera inundacién.

En ese caso, el término “segunda cohorte” es mas apropiado.

Una pregunta inquietante es qué tan frecuentes han sido las sequias de
mitad de temporada en la region de la pampa durante el pasado y qué tan
frecuentes son las alteraciones del régimen de inundaciones esperadas por los
cambios en los patrones de precipitaciones. Mientras que se mostré que las
poblaciones de peces anuales pueden responder a estos cambios mediante una
eclosién secundaria, una alta frecuencia de sequias a mitad de temporada podria

agotar rapidamente las reservas del banco de huevos. Se obtuvieron datos

Daniel Garcia Pagina 84



Historias de Vida de Peces Anuales 2019

temporales de precipitaciones y temperatura en la region desde 2008 a 2018
(datos proporcionados por el Instituto Nacional de Meteorologia, INUMET). Esta
serie temporal muestra unas condiciones inusualmente secas desde Febrero a Julio
de 2015, que resulté en sequia (fig. 5.5), incluso en el contexto de los afios
recientes, que se saben menos predecibles que décadas anteriores (Ding et al,

2008).
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Figura 5.5. Serie temporal de temperatura (en °C) (A) y precipitaciones (en mm.) (B). Las barras
indican promedio mensual 2008-2018 con un desvio estindar (exceptuando afio 2015). Los
tridngulos unidos con lineas indican los valores registrados en 2015. Datos proporcionados por
INUMET para la localidad de Mercedes (aprox. 40 km. del area de estudio).

El cambio climatico altera la ecologia de muchas species (Walther et al,
2002; Evans & Wallenstein, 2014) y puede llevar a varias especies hacia la
extincion (Thomas et al, 2014). Sin embargo, se demostro en este estudio que A.
bellottii, una especie representativa de los peces anuales, puede hacer frente a los
cambios de patrones temporales de lluvias. Esto indica que la plasticidad
fenotipica de A. bellottii permite el mantenimiento de poblaciones viables a pesar
de alteraciones en la fenologia (Nylin & Gottard, 1998; Colchero et al, 2019). De
hecho, A. bellottii tiene una distribucién relativamente amplia y algunas
poblaciones alcanzan la Cuenca del Rio Paraguay en el norte de Argentina (Garcia
et al, 2012) donde la temporalidad de las precipitaciones es diferente y los peces
eclosionan cuando el agua es mas tibia. La plasticidad fenotipica es un factor muy
importante cuando se quiere hacer predicciones sobre la distribuciéon de las

especies en un contexto de cambio climatico (Valladares et al, 2014; Duputié et al.,
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2015) y es especialmente importante para especies con habilidades de dispersion

limitadas como lo son los peces anuales (Garcia et al., 2012).

Las especies de Austrolebias son los depredadores tope de los charcos
(Laufer et al., 2009) y su potencial desapariciéon puede llevar a efectos en cascada
(Paine, 1966; Baum & Worm, 2009) con consecuencias desconocidas para la
estructura de las comunidades. Mientras que los efectos primarios del cambio
climatico (alteraciones en las dinamicas de precipitaciones y temperatura) afectan
la fenologia de especies particulares (Parmesan, 2006; Ficetola & Maiorano, 2016),
las consecuencias en cascada varian ampliamente entre las comunidades (Both et
al, 2009; Gilman et al.,, 2010; Kordas et al., 2011; Hassell et al., 2019). Por ejemplo,
una temporada de floracién adelantada en algunas plantas de Norte América las
expone a heladas de fin de primavera mas frecuentes. Esto conduce a la muerte de
sus brotes y a la reduccién del reclutamiento, con consecuencias potencialmente
negativas para las poblaciones de sus polinizadores, herbivoros y depredadores de
semillas (Inouye, 2008). De forma contraria, un cambio en el momento del pico de
abundancia de orugas es compensado exitosamente con una modulacién de la
puesta de huevos y otras caracteristicas de historia de vida en una especie de
atrapamoscas (Ficedula hypoleuca) para los que las orugas constituyen su principal
fuente de alimento (Both & Visser, 2005). En tanques de agua dulce
experimentales, la temperatura elevada hizo que las comunidades acuaticas de
zooplancton y las cascadas troficas asociadas, fueran mas susceptibles a los efectos

de la presencia de peces depredadores (Kratina et al., 2012).

Los humedales de agua dulce, habitados por las poblaciones de Austrolebias,
son importantes para el funcionamiento de los ecosistemas mediante la
purificaciéon de agua y retencion de carbono (Baron et al, 2002). En la region de
nuestro estudio, estos humedales de agua dulce habitados por Austrolebias son
utilizados principalmente para la ganaderia extensiva, pero en proximidad a
campos agricolas. Mientras que la ganaderia extensiva no tiene efectos negativos
aparentes sobre los charcos temporales de Austrolebias o incluso puede hasta
beneficiarlos (Volcan et al, 2016), la mayor amenaza para las Austrolebias es la

expansion de los cultivos, principalmente de arroz y de soja (Volcan et al., 2016;
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Volcan & Lanés, 2018). En Uruguay, el desarrollo agricola esta asociado
primariamente con la soja, el trigo y maiz, gracias a la incorporaciéon de nuevas
tecnologias agricolas (Arbeletche & Gutiérrez, 2010; Dellazoppa, 2014). El uso de
nuevos herbicidas altera la habilidad de las Austrolebias para hacer frente a las
altas temperaturas, disminuye su fecundidad y afecta las etapas de diapausa del
banco de huevos (Zebral et al, 2018). En el Sur de Brasil, se demostré que el
cultivo de arroz cambia los regimenes naturales de inundaciones, con
consecuencias reportadas para las comunidades de anuros e invertebrados (Cunha
etal., 2015; Avila et al, 2015) y posiblemente un efecto negativo de las poblaciones
de peces anuales (Volcan & Lanés, 2018). De este modo, las modificaciones en el
uso de la tierra parecen eclipsar cualquier consecuencia negativa del cambio

climatico para las Austrolebias (Volcan & Lanés, 2018).

En esta seccion se aporta significativamente a la comprobacién de algunas
predicciones de la Teoria de Historia de Vida. Principalmente se demuestran los
efectos del cambio en la fenologia de las especies estudiadas sobre caracteres
cruciales de su historia de vida (crecimiento y madurez sexual). Las poblaciones
que experimentaron un régimen de temperatura en aumento, presentaron un
crecimiento mas acelerado y una madurez sexual mas temprana. Esto a expensas
de un menor tamafio final y una menor duracion de la vida. Se demuestra coémo
gracias a la plasticidad fenotipica, estas poblaciones pueden hacer frente a cambios
en los patrones naturales de su ciclo de vida. Estos cambios son concordantes con
lo predicho en el marco del cambio climatico actual. Lo analizado en esta seccion

fue enviado a la revista Freshwater Biology (en revision).
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6. - Conclusiones generales
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Este estudio recoge informacion fundamental de la historia de vida y la dinamica
temporal de las poblaciones de peces anuales de la regién oeste de Uruguay.
Contribuye a la interpretacion de sus dindmicas ecoldgicas y de las variaciones que

surgen de las oscilaciones climaticas.

Se demostro la utilidad de la lectura de otolitos en Austrolebias para estimar
su edad. También se demostro la presencia de dos cohortes, algo que no habia sido
registrado antes para este género de peces anuales. Se demostré una eclosion
relativamente sincrénica entre las tres especies de Austrolebias que coexisten en la
serie de charcos temporales topograficamente diversos de la region de pampa
uruguaya. Se encontré también que la eclosion estd fuertemente asociada a las
precipitaciones. No se pudo confirmar la eclosién mas temprana de la especie de

mayor tamano (4. elongatus).

Se encontr6é que A. bellottii es una especie ubicua (presente en todos los
charcos), mientras que A. nigripinnis fue mas abundante en la planicie inundable,
donde los charcos se inundan periddicamente a partir del del rio adyacente.
Algunas A. bellottii sobrevivieron aparentemente enterradas en el sustrato humedo
del charco. Las dos especies tuvieron poblaciones que sobrevivieron hasta 7 meses
luego de la eclosion (Abril a Noviembre) o dos cohortes (Abril-Julio, Agosto-
Noviembre). La especie A. elongatus fue rara y desaparecio antes en la temporada
(Junio). Se encontré que la densidad y la abundancia de peces tuvienron una
disminucién continua con el avance de la temporada. Esto estuvo asociado al area
del charco, con un gran efecto de la sequia de invierno sobre la densidad de peces.
Las poblaciones tuvieron una disminucién mayor de la proporcién de machos
cuando las condiciones de temperatura fueron mayores, al final de la temporada.

Aunque no estan establecidas las causas de esta disminucion.

No se encontraron efectos sobre el crecimiento de A. bellottii de la
coexistencia con A. nigripinnis, y sélo efectos marginales en la madurez sexual. Se
demostraron diferencias en las tasas de crecimiento, tamafio final y madurez
sexual, de A. bellottii (y parcialmente de A. nigripinnis), entre la primera y la
segunda cohorte de peces. Estas diferencias posiblemente hayan sido causadas en

mayor medida por las diferentes dindmicas de temperatura experimentadas por
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los juveniles y los adultos de ambas cohortes. Los individuos de la segunda cohorte
(temperatura del agua en aumento) crecieron en forma mas acelerada, maduraron
sexualmente antes y alcanzaron un menor tamafo final en A. bellottii. Todas estas
caracteristicas apoyan lo predicho por la Teoria de Historia de Vida. Austrolebias
bellottii (y parcialmente A. nigripinnis) tiene la capacidad de hacer frente a
condiciones de precipitaciones alteradas gracias a su plasticidad fenotipica, que le
permite alterar su crecimiento y madurez sexual dependiendo de las condiciones
ambientales. Sin embargo su mayor amenaza sigue siendo la destruccién de su
habitat por parte de los humanos, para lo que no sabemos si han desarrollado

capacidad de respuesta.
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7. - Perspectivas
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Los peces anuales resultaron un excelente modelo para poner a prueba aspectos de
la Teoria de Historias de Vida. Esto incluye a las estrategias utilizadas por los
individuos como forma de reaccionar ante alteraciones fenoldgicas. Sin embargo,
para comprender qué grado de afectacion estan sufriendo las poblaciones y saber
si estas estrategias logran mantener las poblaciones viables, a pesar de un posible
agravamiento de los cambios en los regimenes de precipitaciones, se necesita una
investigacion a largo plazo. El poder tener una continuidad en los muestreos de
varios afios, y asi registrar varios ciclos completos de las poblaciones, es necesario

para dar soporte a toda esta investigacidn.

Datos que no fueron incluidos en esta tesis por falta de tiempo se espera
poder procesarlos. Entre ellos estdn los datos de dieta de las especies estudiadas.
Estos datos estan en proceso de analisis y se espera obtener resultados pronto.
También se realizaron experimentos de campo con el objetivo de analizar los
efectos de la densidad poblacional sobre el crecimiento y la madurez sexual. Si bien
los datos de crecimiento serdn analizados a la brevedad y publicados en una nota,
los andlisis sobre el envejecimiento requeriran mucho mas tiempo y, posiblemente
una financiacién extra. Sin realizar estos andlisis estd dentro de mis prioridades

futuras.

La especie A. elongatus fue una especie rara en los muestreos. Dadas las
circunstancias del ciclo de lluvias producido en 2015, es probable que las
poblaciones de esta especie rara hayan sido diezmadas con la sequia a mitad de
temporada. Muestreos exploratorios en 2016 mostraron la presencia de esta
especie en la region Curupi, con una abundancia relativamente alta (respecto a
2015), pero desapareciendo en el mes de Julio. Es probable que esta especie tenga
una historia de vida particularmente diferente del resto de las especies de la zona.
Un muestreo a largo plazo focalizado en esta especie es necesario para
comprender el ciclo de vida de esta Austrolebias de gran tamafio. Al respecto, se
cree que estas especies de gran tamafio son depredadoras de otras Austrolebias de
menor tamano. Estudios preliminares de dieta de esta especie no lograron
confirmar esta suposicion. Sin embargo, los ejemplares analizados no tenian el

tamafio total esperado para esta especie (150 mm). Un estudio sobre la ontogenia
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de la dieta de esta especie seria muy interesante para responder si efectivamente
esta especie depreda sobre sus congéneres, y para saber a partir de qué tamafio

esta presion es mayor.

Los peces anuales de la region de Villa Soriano estan experimentando un
cambio acelerado en el uso de la tierra como consecuencia del uso de nuevas
tecnologias agricolas. Esta expansion lleva a que los agricultores empleen el
método de alisado y drenado de los terrenos, para aumentar la superficie de
produccion. El aumento en el uso de estas practicas ha dejado a las poblaciones de
peces anuales restringidas a las dreas donde esta practica no se realiza o al costado
de las carreteras, donde se acumula el agua. Se ha comprobado que los herbicidas
como el glifosato, tienen consecuencias nocivas para la viabilidad de las
poblaciones de Austrolebias. Sin embargo, no existe informacion de los efectos del
uso de herbicidas en poblaciones naturales. En este sentido, la zona de estudio de
esta tesis provee de un marco ideal para poner a prueba efectos directos de estas
nuevas practicas agricolas sobre las poblaciones, debido a la posibilidad de

encontrar poblaciones con diferente grado de cercania a los cultivos agricolas.
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