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RESUMEN:

El siguiente trabajo surge de la importancia de generar informacion sobre los efectos de la
salinidad en los distintos estadios del copépodo Acartia tonsa, en individuos adaptados
desde toda su ontogenia. En ¢l se describen los resultados obtenidos de experimentos de
crecimiento de los estadios nauplio, juvenil y adulto, a cinco niveles de salinidad (2, 5, 10,
20 y 30). Los individuos experimentales fueron adaptados en el largo plazo a la salinidad
experimental (durante toda su ontogenia) y fueron alimentados ad [libitum. Se observo el
efecto de la salinidad dentro de cada estadio y también entre los estadios. Para el caso de los
adultos, se observaron resultados semejantes a los ya existentes en cuanto al incremento de
la produccién de huevos de menor a mayor salinidad, para los tratamientos comprendidos
entre 10 y 30, con la excepcion de salinidad 20, donde se dio la menor produccion 4,88
huevos.h™.d" y 30 donde se observo el maximo de 14.7 huevos.h™.d™". Para salinidades 2 y
5 los resultados fueron menores a los registrados en la bibliografia. Se observo un
crecimiento diferencial en todos los estadios, sin embargo en todos los casos se registro el
mayor crecimiento tanto absoluto como especifico a salinidades del entorno de 10, lo cual
concuerda con la bibliografia. También se observo en todos los casos el menor crecimiento a
salinidad 2. Para todas las salinidades el estadio que evidencid un mayor crecimiento

especifico fue el de copepoditos.

Palabras clave: crecimiento, crecimiento biomasa - especifico, adaptacion salina,
experimentacion.
INTRODUCCION:

El zooplancton tiene una gran importancia ecologica por su papel en las redes troficas
marinas. En ecosistemas pelagicos su abundancia presenta una alta variabilidad espacial y
temporal (Benfield et al., 2007). Los organismos que forman la comunidad zooplanctonica
tienen en general periodos de vida cortos y en muchos casos resulta accesible trabajar con
ellos en el laboratorio. Por sus atributos ecoldgicos pueden ser indicadores de calidad

ambiental y variabilidad climatica (Beagraund et al., 2002).



Los copépodos son los metazoarios de mayor abundancia en el medio acuatico. Tienen un
largo corporal que va desde 0.5 a varios mm. Muchos de ellos son omnivoros (Paffenhofer &
Strickland 1970, Ohman & Runge 1994, Mauchline 1998), bajo condiciones naturales estan
expuestos a alimento de un amplio valor nutricional, incluyendo fitoplacton,
microzooplancton y detritos. Los copépodos que tienen un modo de alimentacion herbivoro-
omnivoro vinculan troficamente el fitoplancton con una gran diversidad de invertebrados
pelagicos y peces, como sardina, anchoitas, etc. También son el extremo inferior del espectro
de alimentacion de las ballenas barbadas; por ejempo Baleanoptera borealis, la ballena
boreal o de Groenlandia, la ballena Franca y el rorcual comin consumen grandes cantidades

de copépodos (Gaskin, 1982).

Los copépodos realizan migraciones nictemerales, con ascenso nocturno a las capas
superficiales donde se localiza el fitoplancton para alimentarse y descenso diurno a aguas
profundas para defecar (hasta 200 pellets per capita/dia). Ello los convierte en un elemento
clave en el ciclado de nutrientes y para el funcionamiento de la bomba biologica de carbono

(Jaume et al., 2004).

En los copépodos las hembras adultas no crecen apreciablemente en tamafio corporal y los
huevos son su Unica forma de produccion secundaria. Sekiguchi et al. (1980) examinando
Acartia clausi (A. hudsonica), sugiridé que la tasa de produccion de huevos era predecible a
partir de la tasa de crecimiento. La relacion inversa, es decir la prediccion de la tasa de
crecimiento de diversos estadios de desarrollo a partir de la tasa de produccioén de huevos de
las hembras adultas, es de valor practico en estudios de campo para una rapida estimacion de
la tasa de crecimiento y produccion secundaria poblacional en condiciones naturales

(McLaren and Leonard, 1995; Hay, 1995; Poulet et al., 1995).

La salinidad es una variable central en la regulacion de la estructura y funcionamiento en los
ecosistemas marinos costeros. Las adaptaciones a diferentes rangos de sal, asi como su
variabilidad determinan la tolerancia fisioldgica y las tasas biologicas que pueden desarrollar
diferentes especies en regiones marinas costeras. En copépodos la salinidad tiene efectos en
el crecimiento y en el desarrollo de las especies estuarinas -donde la salinidad es en general
mas variable- y a su vez interactiia con la temperatura. Nagaraj (1988) encontrdé que nauplios
de FEurytemora velox toleraban mejor bajas salinidades a altas temperaturas y altas

salinidades a bajas temperaturas.
Acartia tonsa es una especie marina costera de amplia distribucién cuya capacidad eurihalina
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destaca aun entre aquellas que frecuentemente ocurren en zonas costeras y estuarios. 4. tonsa
tolera durante periodos acotados salinidades desde 1 hasta 72 unidades (Lance 1963, 1965,
Cervetto et al 1999). En zonas favorables esta especie puede presentar una fuerte dominancia,
con una representacion de entre 55 y 90% del zooplancton. Por ejemplo, en zonas
oligohalinas de estuarios es ocasionalmente la tnica especie presente (Calliari et al. 2004,
Paul & Calliari 2017). Es una especie que se puede mantener facilmente en cultivos de
laboratorios, por lo cual es también muy utilizada como modelo experimental (Mauchline
1998; Stottrup 2000). Estudios previos evaluaron la tolerancia de A. tonsa a la salinidad y se
enfocaron en aspectos como la osmorregulacion (Lance 1963, 1965), la sobrevivencia y el
balance energético, tasas de consumo, produccidon secundaria y éxito reproductivo en
salinidades variables (Cervetto et al. 1999, Castro-Longoria 2001, Calliari et al 2006, Calliari
et al. 2008).

De los trabajos anteriores también surge que la fraccion de la energia metabolica representada
por la respiracion no aumenta significativamente con la disminucion de la salinidad,
sugiriendo que la osmorregulacion representaria una fraccion muy pequeia del costo
energético, como se observa en otros crustdceos (0.4 y 1.3% en Astacus y Eriochir,

respectivamente; Potts 1954, Schmidt-Nielsen 1991).

El rango 6ptimo de salinidad para el éxito reproductivo de 4. tonsa se ha sugerido que iria
desde 10 hasta 33, con una produccion media de 15 a 19 nauplios. ind.”". d! (a 18°C y
alimento en condiciones de sub-saturacién), mientras que para salinidades de 5 y 2, la
produccion es de 12,1 y 10,7 nauplios. ind.”". d7', respectivamente (Calliari et al 2006). El
¢éxito en la eclosion de los huevos es menor a salinidades mas bajas y la diferencia de tamafo
de los huevos a distintas salinidades indica que la superficie del huevo es permeable y por lo
tanto los embriones estan expuestos a diferentes presiones osmoticas (Calliari et al 2006). La
reducida tolerancia ambiental durante los primeros estadios es un patrébn comun en los

copépodos (Tester & Turner 1991, Chinnery & Williams 2004, Devreker et al 2004).

El andlisis comparativo sugiere que las respuestas de sobrevivencia de 4. fonsa en un amplio
gradiente de salinidad es muy similar en poblaciones aclimatadas por periodos relativamente
cortos a la salinidad experimental (horas, pocos dias), respecto a poblaciones sujetas a
cambios bruscos (i.e., shocks osmoticos) (Calliari et al., 2006, 2008). Esto afirma la
capacidad de tolerar variaciones de salinidad, e indicaria que la tolerancia a estas variaciones

en A. tonsa son en gran medida independientes del tiempo de adaptacion a la condicion salina

7



evaluada. En tanto, resultados similares serian esperables en poblaciones aclimatadas por
periodos prolongados, es decir expuestas a la salinidad experimental durante todo el

desarrollo ontogénico. Sin embargo, ello no se ha evaluado explicitamente hasta el momento.

HIPOTESIS:

En copépodos eurihalinos como A. fonsa las tasas de crecimiento bajo diferentes condiciones
salinas son independientes del periodo de adaptacion de los individuos. Esto implica que en
un amplio rango de salinidades las respuestas por parte de individuos aclimatados durante un
periodo prolongado a la condicién experimental (i.e., toda la ontogenia) siguen el patron

observado por parte de individuos aclimatados por periodos cortos (horas).

OBJETIVOS:
General:

Evaluar el crecimiento de diferentes estadios de Acartia tonsa en un amplio rango de

salinidades utilizando poblaciones adaptadas a la salinidad experimental durante largo plazo.
Especificos:

1.- Generar en el laboratorio poblaciones de A. tonsa aclimatadas a diferentes condiciones de

salinidad (2, 5, 10, 20 y 30) desde la etapa embrionaria.

2.- Comparar la tasa de crecimiento absoluta y biomasa-especifica de nauplios, juveniles y

adultos aclimatados a cada condicion salina.

METODOS:

Los trabajos experimentales se realizaron en los laboratorios del Centro Universitario
Regional del Este, sede Rocha (CURE-Rocha). El experimento consistid6 en un disefio
factorial completo, con los factores {salinidad} y {estadio}.El factor {salinidad} tuvo los
niveles 2, 5,10, 20 y 30, mientras que {estadio} tuvo los niveles de nauplio, juvenil y adulto.
Los niveles de salinidad propuestos fueron elegidos en funcion de las respuestas observadas
para esta misma especie en trabajos previos (Calliari et al 2006, 2008). La aproximacion

consistioé en medir el crecimiento somatico promedio en cohortes de individuos en estadios
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larval (nauplios) y juvenil (copepoditos) durante un periodo corto (48 h), y la produccion de
huevos para el caso de las hembras adultas.

En los experimentos se utilizd agua de mar artificial, preparada a partir de la sal marina
comercial de alta calidad (Tropic Marin, Alemania). La salinidad se cuantifico a partir de la
conductividad utilizando un conductimetro de laboratorio (Oaklton Salt 6+, figura 1), por lo

que las medidas se expresan en la escala practica, sin unidades.

Fig. 1: Conductimetro Oaklton Salt 6+ para control de salinidad durante los experimentos

Para obtener el agua a diferentes salinidades en primer lugar se prepar6 una soluciéon de agua
de mar artificial con salinidad S = 30. Luego, a partir de ésta se prepararon diferentes
diluciones para ser usadas en la aclimatacion de los individuos y en el experimento
propiamente dicho mezclando cantidades apropiadas de la dilucidn inicial (S = 30) con agua

corriente declorada por un tiempo mayor a 24 h.

La manipulacion de los copépodos tendiente a generar las poblaciones experimentales se
realizd de acuerdo al siguiente procedimiento y cronograma como se muestra en la Tabla 1

(por mayores detalles, ver anexo).



Tabla 1. Cronograma que detalla los tiempos de aclimatacion utilizados para la generacion de
poblaciones adaptadas a los niveles experimentales de salinidad. La incubacidn para determinacion de
la respuesta de crecimiento se inicid en el tiempo T = 0. Los tiempos estan indicados en dias

(por ¢j., T 2 significa dos dias después de iniciada la incubacion experimental)
Dia T-10 T-9 T-7 T-2 TO T2
Actividad A B C D E,F,G H, I

A: preparacion del agua.
B: aclimatacion de adultos para la obtencion de huevos. C: colecta de huevos para la obtencion de

juveniles.

D: colecta de huevos para la obtencion de nauplios. E: colecta de los individuos en botellas.
F: colecta y fijacion de las muestras iniciales. G: inicio de la incubacion

H: fin del experimento.

I: colecta y fijacion de muestras finales.

Los copépodos utilizados en los experimentos se obtuvieron de un cultivo que se mantiene a
una salinidad de aprox. 15 en los laboratorios del CURE-Rocha (cultivo madre), originado a
partir de la poblacion de A. fonsa de la Laguna de Rocha. Durante la etapa de aclimatacion
todas las poblaciones fueron mantenidas a una temperatura constante de 18°C. La estrategia
de aclimatacion de las poblaciones experimentales a las condiciones de salinidad a evaluar

consistiod en:

1.- someter un nimero de organismos adultos extraidos del cultivo madre a las salinidades
experimentales (2, 5,10, 20 y 30). Para llevar cada una de las poblaciones desde la salinidad
inicial en el cultivo madre (15) a la salinidad experimental correspondiente, se realizaron

cambios en pasos de un maximo de 5 unidades de salinidad cada 8 horas, como minimo.

2.- Luego de 48 h de que todas las poblaciones hubieran alcanzado su salinidad final, se
colectaron los huevos producidos a cada una de dichas salinidades y se colocaron en vasos de
Bohemia de 1L conteniendo agua de la misma salinidad en la que fueron producidos. A partir

de estos huevos se generaron nuevas poblaciones de edad sincronizada.

3.- Las poblaciones de edad sincronizada fueron mantenidas a salinidad constante durante la
ontogenia, hasta el momento en que la mayoria de los individuos deberia haber alcanzado el
estadio de copepodito 1-2 (5 dias y 4 después), cuando se colocaron en tanques de 10 L. Este
procedimiento se repitié para una segunda cohorte generada a partir de una nueva tanda de
huevos, con la diferencia que en este caso los organismos fueron mantenidos en vasos de
bohemia de 1 L hasta el estadio de nauplios 2-3 (figura 2). Los copepoditos 1-2 y los nauplios

2-3 asi obtenido fueron los organismos efectivamente utilizados para estimar las respuestas
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de crecimiento durante el experimento. En el caso de la primer cohorte no se obtuvieron
individuos en estadio juvenil (copepoditos) para la salinidad 30 (ver mas adelante). Este
procedimiento permitié asegurar que los individuos experimentales eran de la misma edad
(dentro de cada categoria de desarrollo) y que estuvieron sometidos durante toda su vida (de
hecho, desde la formacion del huevo) a las mismas condiciones de salinidad. Los tiempos de
desarrollo definidos para el presente trabajo se definieron en funcidon del comportamiento
conocido para la especie y las condiciones de alimento y temperatura utilizadas en nuestro
experimento (Leandro et al. 2006, Rodriguez-Grafia et al. 2008, Martinez et al. 2020). Los
desvios respecto al comportamiento esperado son atribuidos al efecto global de la salinidad
durante el desarrollo. En la tabla 2, se muestran los diferentes pasos que se realizaron para la

obtencion de las poblaciones adaptadas.

Una vez alcanzada la edad y estadios requeridos se colectd una muestra de organismos de
cada salinidad para determinar la condicidon inicial (i.e., tamafo, aproximadamente 50
individuos por salinidad en el caso de los nauplios, y de 30 en el caso de juveniles). Este se
considerd el inicio del experimento propiamente dicho (T = 0). Las muestras fueron fijadas
con tres gotas de lugol al 2%, etiquetadas y reservadas para su posterior analisis en el

laboratorio de microscopia.

Tabla 2: Protocolo de aclimatacion de largo plazo de las poblaciones experimentales a diferentes
niveles de salinidad. La columna a la izquierda indica la etapa (correlativa) de cada actividad, la
segunda columna indica el tiempo en relacion al inicio de las incubaciones experimentales para

estimar tasas de crecimiento (considerado T=0), la tercera columna incluye una descripcion
cualitativa de la actividad realizada y/o el resultado alcanzado.

Etapa Tiempo  Actividades

1 -10 Se prepararon 60 L de agua a salinidad 30.

2 -9 Obtencion de adultos a partir del cultivo madre (salinidad 15) mediante
tamizado por 100um. Los individuos se reservaron en un tanque de 10L a
salinidad 15. Preparacion de agua de mar con las salinidades objetivo: 2, 5, 10,
20y 25 (15 L de cada tipo).

J’_
8h Se tamiz¢ la totalidad del tanque salinidad 15; 2/5 partes se colocaron en el

tanque salinidad 20 y las 3/5 partes restantes se colocaron en el tanque
salinidad 10.

Se agregd 300cc de alimento y un aireador a cada tanque.
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10

+8h

TO

Tfinal=T
2

Se tamizd por 63 um 7.5L del tanque salinidad 20 y se colocaron en salinidad
25. Se tamiz6 por 63 pm 10L del tanque salinidad 10 y se coloco en salinidad
5.

Se agregaron 175 mL de alimento.

Se filtrd la totalidad de salinidad 25 y se pas6 a salinidad 30.
Se filtr6 7.5 L de salinidad 5 y se colocé en salinidad 2.

Se agreg6 170 mL de alimento a cada tanque.

Todos los individuos quedaron en la salinidad objetivo.

Se tamizo por 63 um el fondo de cada tanque, para la obtencion de huevos.

Bajo lupa, se contabilizé una parte de la muestra, de aqui surgi6 un estimativo
del total de huevos para cada salinidad.

Se colocaron los huevos en vasos de Bohemia de 1 L a cada una de las
salinidades objetivo. Se agregd alimento: 150 mL a los tanques y 10 mL a los
vasos.

Se verifico la existencia de nauplios bajo la lupa, en cada uno de los vasos, a
partir de una pequefia muestra de cada salinidad.

Se agregaron 5 mL de alimento a cada vaso.

Se tamizo la totalidad de cada vaso y se realizo una observacion cualitativa.
Se agrego alimento, Scc a los vasos y 150cc a los tanques.

Se filtr6 el fondo de los tanques y se separaron los huevos para el cultivo de
nauplios.

Los huevos fueron colocados en vasos de Bohemia de 1 L y se les agreg6 3
mL de alimento.

Se colocaron tanques nuevos con 10 L de agua a cada una de las salinidades
objetivo.

Se tamiz6 por 63 pm cada uno de los vasos de Bohemia para obtencion de
juveniles, se observd bajo la lupa (se descarta muestra salinidad 30).

Estos individuos se colocaron en los tanques nuevos, etiquetados “Juveniles”.
Se les agregd 116 mL de alimento.

Se prepararon botellas (500 mL) y vasos de Bohemia a ser usados en la
incubacion (3 réplicas por salinidad) y se colocaron en las incubadoras a 20°C.

Se cuantifico la concentracion de Rhodomonas en los cultivos de algas y se
agreg6 una cantidad equivalente a 500 pg C L-1 a cada botella o vaso.

Inicio del experimento.

Fin del experimento. Se colectaron los individuos de todos los recipientes
experimentales preservando las muestras para su posterior analisis.

12



Fig. 2 Cohortes para la obtencion de Copepoditos y Nauplios.

En T = 0, para las incubaciones se buscod colocar aproximadamente 25 individuos de cada
salinidad (estadio copepodito) o 50 individuos (estadio nauplios) en botellas tipo Schott de
0.5L de capacidad, las cuales fueron mantenidas en camaras de temperatura controlada a
20°C y sin luz (figura 3). En algunos casos los nimeros de individuos incubados fueron
menores debido a la insuficiencia de organismos disponibles. Se consideraron tres réplicas
por condicioén experimental (estadio/ salinidad). En todos los casos el agua fue filtrada por 63
um. Para la obtencion de las hembras adultas, éstas se colectaron por tamizado (190 um) de
las poblaciones ya adaptadas a las salinidades experimentales. Para cada salinidad se
obtuvieron 5 hembras las cuales fueron dispuestas en vasos de Bohemia de 1L cubiertos con
papel de aluminio y colocadas en las mismas camaras de cultivo. Durante todo el periodo los
organismos experimentales fueron alimentados con el alga Cryptophyta Rhodomonas sp. ad

libitum.

Luego de 48 h, se recuperaron los individuos en las botellas y vasos experimentales
tamizando el contenido por una malla de 65 pm. Se determiné el estado vital (vivo/ muerto)
de los individuos, y aquellos vivos fueron colocados en recipientes pequefios con tapa y
fijados con tres gotas de lugol al 2%. Estas muestras fueron almacenadas en el laboratorio de
microscopia, para su posterior analisis (fotografia y medicion). Las muestras de salinidad 30

(Nauplios), presentaron aglomerados que se removieron en su mayoria, antes de la fijacion.
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Analisis de muestras:

En el laboratorio de microscopia, se observaron todas las muestras fijadas (iniciales y finales)
bajo la lupa, se midi6 el largo (largo total en nauplios y prosoma en juveniles y adultos), y en
el caso de las hembras adultas, se tomo la medida del didmetro de los huevos producidos. Se
fotografi6 y se contabilizé la cantidad de individuos. Para este analisis de imagenes de utilizo
el software libre Image J (Image J 1:51h, Wayne Rasband 2012). De aqui surgio la
informacion necesaria para los distintos calculos que se realizaron y para la obtencion de los

resultados.

Fig. 3 Incubadoras en las que se realiz6 el experimento y distribucion de las muestras, dentro de las
mismas.

Analisis de datos:

La biomasa inicial de nauplios y copepoditos (como microgramos de Carbono orgénico) se
estimo a partir de las siguientes ecuaciones empiricas (Berggreen et al.1988)

B pg C=101(3,319*LOG10(largo en um)-8,519) para nauplios, y

B pg C=10"(2,919*LOG10(largo en um)-7,953); para copepoditos,
donde el largo se obtuvo de la medicion en pixeles del largo de cada individuo y de su
posterior conversion a um de acuerdo a la calibracion realizada. Para cada una de las
salinidades se calcul6 la biomasa inicial (Bi) y final (Bf) promedio para cada réplica, las
cuales fueron utilizadas para el calculo del incremento de Biomasa absoluta y especifica, y
la tasa de crecimiento, G (nug C. d™') como (Bf-Bi)/2, donde 2 representa el periodo en dias,

sobre el cual se estimo el crecimiento.
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El calculo del incremento especifico de Besp (crecimiento especifico) se obtuvo como
G/Bi. Luego de obtenidos estos valores (estimaciones por réplica), se realizaron los
promedios tanto del incremento de B, como del de Besp para cada una de las salinidades

(promedio de las réplicas).

En el caso de los adultos el incremento de biomasa se calculdé como la suma de la biomasa
de los huevos producidos, siendo la formula B pg C = 0,114*4/3*pi*r"3*10”(-6)donde r
representa el radio de los huevos (Berggreen et al.1988).

El crecimiento absoluto entre salinidades fue comparado mediante analisis de varianza
simple (ANOVA), para cada estadio de desarrollo separadamente. El crecimiento biomasa-

especifico entre estadios y salinidades fue comparado mediante ANOVA de dos vias.
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RESULTADOS

En la Tabla 3 se sintetizan las observaciones cualitativas acerca del crecimiento y desarrollo

de los individuos en las diferentes poblaciones experimentales.

Tabla 3: Descripcion cualitativa de las poblaciones experimentales, para los distintos estadios y
salinidades. T 0 = muestra inicial al momento de la colecta. T final = muestra final, luego de 48h de

incubacion.
SAL TIEMPO NAUPLIOS JUVENILES ADULTOS
2 TO Individuos pequeniosy  Individuos pequefios, Sin observaciones
transparentes. activos y con particulares.
comportamiento normal
al escape.
Tfinal Igual condicion que en  Igual a TO.(figura 4A) Se observo presencia de
TO, presencia de algunos huevos y algunos
huevos. nauplios.
5 TO Individuos de mayor  Nauplios y muy pocos Sin observaciones
tamafio que en [2] y con juveniles. particulares.
presencia de alimento. Mayor movilidad que los
de [2].
Tfinal Nauplios pequeios, pero Copepoditos (algunos de Se observaron nauplios
algunos de tamafio muy gran tamafio) y nauplios. y huevos.
superior. (figura 4B)
10 TO Sin observaciones  Nauplios y algtn juvenil.  Sin observaciones
particulares. particulares.
Tfinal Nauplios y algun Mayoritariamente Nauplios y huevos
copepodito. copepoditos y algiin (figuras 5 Ay B)
nauplio.
20 TO0 Sin observaciones Amplia mayoria de Sin observaciones
particulares. nauplios y muy pocos particulares.
copepoditos.
Tfinal Sin observaciones Muchos copepoditos y  Presencia de huevos y
particulares.(figura 6 A) algin nauplio. muy pocos nauplios.
30 TO Sin observaciones No se pudieron obtener Sin observaciones
particulares. individuos, ya que no particulares.
maduraron al estadio y la
colecta de huevos fue
muy inferior a la de las
otras salinidades.
Tfinal Nauplios en su totalidad. Se observaron nauplios
Presentaron una y huevos. (se observaron
diferencia importante aglomerados por
en el tamafo. ( figura 6 réplica)
B)
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Fig. 4. Individuos de 9 dias de edad utilizados en el experimento. (A) individuos correspondientes al
tratamiento de salinidad 2 que no alcanzaron al estadio copepodito. (B) individuos correspondientes al
tratamiento de salinidad 5 (mayoritariamente en estadio de copepodito). Aumento 5X.
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Fig. 5 Distintos estadios utilizados en el experimento correspondientes al tratamiento de salinidad 10.

(A) huevos (aumento 5X), (B) adultos (aumento (4X).
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Fig.6 Individuos de 4 dias de edad utilizados en el experimento. (A) individuos correspondientes al
tratamiento de salinidad 20, en estadio nauplio. (B) individuos correspondientes al tratamiento de
salinidad 30, en estadio nauplio. Aumento 5X.



Descripcion cuantitativa de los resultados alcanzados:

Nauplios y copepoditos, mantuvieron cada uno de ellos patrones semejantes para el
incremento del largo, biomasa y biomasa especifica. En el caso de nauplios el incremento en
el largo fue menor para salinidad 2 (promedio= 4.34 um.d™, ds=1.094) aumentando para 5,
alcanzando su maximo en 10 (38.75um.d™, ds= 5.098), disminuyendo para los valores de 20
y 30 (figura 7A). En el caso del incremento de biomasa, se repite el mismo patrén, pero aqui
el aumento para salinidad 2 fue minimo (0.003pugC. d™', ds=0.0008), aumentando hasta llegar
a un maximo en 10 (0.068ugC. d, ds=0.014), volviendo a bajar en 20 y disminuyendo un
poco mas para el valor de salinidad 30 (figura 7B). En el caso del incremento de la biomasa
especifica, la grafica sigue el mismo patron descrito, pero con una leve modificacion. El valor
menor se dio para salinidad 2 (0.12d™, ds=0.037), aument6 en 5 y en 10 se dio el maximo
(1.38d™", ds=0.28) pero disminuyd en 20 y luego se produjo un pequeiio aumento en 30 y no

una disminucién como sucedid en las graficas anteriores (figura 7C).

En copepoditos los incrementos en largo, biomasa y biomasa especifica se dieron de menor a
mayor salinidad (excepto para el tratamiento de salinidad 30, debido a lo expresado
anteriormente). El largo increment6 entre 6.95 (ds=3.17) y 91.7um.d™", (ds=10.16), mientras
que el incremento de biomasa se dio entre 0.0028 (ds=0.0015) y 0.178 pgC.d™*, (ds=0.033).
Para el caso de biomasa especifica el incremento fue de 0.15 (ds=0.081) a 2.39d™" (ds=0.302),

siempre entre las salinidades 2 y 20 respectivamente (figura 8 A, By C).

Los adultos tuvieron un patrén similar para la produccion de huevos, el incremento de
biomasa y el de biomasa especifica. El mismo consistié en un aumento desde el tratamiento
de salinidad 2 a la 10, con una disminucion a salinidad 20 (valores mayores al minimo; pero
menores al de las otras salinidades) y un maximo a salinidad 30. La produccion de huevos
tuvo un valor minimo de 2.75 (ds=0.544) y un maximo de 14.7 huevos.h™.d™" (ds=3.401),
mientras que los valores de biomasa fueron de 0.08 (ds=0.015) a 0.37ugC.h™".d™* (ds=0.088)
y los de biomasa especifica fueron 0.037 (ds=0.011) a 0.177 d' (ds=0.02) (minimos y
maximos, respectivamente; figura 9 A, B y C). Se registré una mortalidad en los adultos de
20% para el tratamiento con salinidad 2, también de 20% para salinidad 5, para la salinidad

10 fue de 33.3%, para 20 fue de 13.3% y no se registro mortalidad para la salinidad 30.
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Fig.7 Crecimiento (promedio por dia) estadio Nauplio en funcion a los distintos niveles de
salinidad. A incremento en el largo (um.d™), B incremento de biomasa (ugC.d™),C incremento
de la biomasa especifica (d!). En los graficos B y C, las letras indican grupos estadisticamente

homogéneos de acuerdo a comparaciones post-hoc (pruebas pareadas de Student).
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Fig.8 Crecimiento (promedio por dia) estadio Copepodito en funcion a los distintos niveles de
salinidad. A incremento en el largo (um. d™'), B incremento de biomasa (ugC. d™*),C incremento
de la biomasa especifica (d"). En los graficos B y C, las letras indican grupos estadisticamente
homogéneos de acuerdo a comparaciones post-hoc (pruebas pareadas de Student).
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Fig.9 Estadio adultos (promedios por dia) en funcion de la salinidad. A huevos por

hembra (huevos.h™.d™?), B incremento de la biomasa (ugC.d™), C incremento de la biomasa

especifica (d"). En los graficos B y C, las letras indican grupos estadisticamente homogéneos

de acuerdo a comparaciones post-hoc (pruebas pareadas de Student).
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Analisis de crecimiento absoluto: separado por estadio

Para los tres estadios se evidencia un efecto significativo de la salinidad sobre la tasa de

crecimiento absoluto (Tabla 4).

Tabla 4: Resultados del andlisis de varianza para la evaluacion del efecto de la salinidad sobre el
crecimiento absoluto (ug C.d™") de los tres estadios de desarrollo de Acartia tonsa en condiciones
experimentales. El crecimiento de las hembras adultas corresponde a la produccion de biomasa en
forma de tasa de producciéon de huevos GL: grados de libertad; F: estadistico F; p: valor de

probabilidad.

NAUPLIOS

Fuente variacion GL F P
Salinidad 4 26.84 <0.01
Residuales 10

COPEPODITOS

Fuente variacion GL F P
Salinidad 3 26.68 <0.01
Residuales 8

ADULTOS

Fuente variacion GL F P
Salinidad 4 8.92 <0.01
Residuales 10
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Analisis de crecimiento especifico: salinidad, estadio e interaccion

El crecimiento biomasa-especifico cambid significativamente con la salinidad y con el
estadio. También se evidencié una interaccion significativa entre salinidad y estadio; esto
quiere decir que el crecimiento especifico cambid con la salinidad de manera diferente entre

estadios (Tabla 5).

Tabla 5: Resultados del andlisis de varianza para la evaluacion del efecto de la salinidad y del
estadio de desarrollo (nauplio, copepodito y adulto) sobre el crecimiento especifico (d7') de Acartia
tonsa en condiciones experimentales. El crecimiento de las hembras adultas corresponde a la
produccion de biomasa en forma de tasa de produccion de huevos GL: grados de libertad; F:

estadistico F; p: valor de probabilidad.

Fuente variacion GL F P
Salinidad 4 26.274 <0.01
Estadio 2 96.93 <0.01
Sal x Estadio 7 9.73 <0.01
Residuales 28

DISCUSION:

La produccion de huevos fue semejante a los resultados ya existentes en experimentos
previos, como es el caso de los resultados publicados en Calliari et al 2006 para salinidades
comprendidas entre 10 y 33, en el sentido de que se observo un crecimiento en la produccion
de menor a mayor salinidad, con la salvedad de que en este experimento se dio la menor
produccion a salinidad 20, 4.88 huevos.h™.d™!, mientras que en bibliografia citada consta la
mayor produccién a esa salinidad con 27 huevos.h™.d™'. Esto sugiere una diferencia con
resultados de la bibliografia y con el patrén general a diferentes salinidades, en cuanto a que
el valor observado de produccion de huevos a salinidad 20, escapa a la tendencia que muestra
el conjunto de datos. En base a la informacién disponible no resulta posible explicar el

motivo de esa anomalia. También existidé disminucion notoria en la produccion de huevos a
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salinidades 2 y 5 con datos muy inferiores a los ya publicados.

En comparacion con los resultados de Calliari et al 2004 (1,4 - 7,5 huevos.h™.d™), a
salinidades semejantes 2, 5 y 10, los valores obtenidos en este trabajo son mayores (2,75;
6,69 y 10,46 huevos.h™.d7!, para las salinidades 2,5 y10 respectivamente). Sin embargo,
debe considerarse que el trabajo de referencia fue de tipo observacional en un ambiente
natural (Rio de la Plata), donde seguramente actuaron distintas variables al mismo tiempo

(salinidad, temperatura, cantidad y calidad de alimento, etc.).

Al comparar los datos con los obtenidos por Holste and Peck 2006, donde obtuvieron una
produccion de 24 huevos.h™.d™ para una concentracion de sal de 18 y a 18°C, queda claro
que la produccién en éste trabajo es mucho menor. Sin embargo el trabajo citado concuerda

con los datos registrados por Calliari et al. 2006, donde se registr6 también un méaximo a

salinidad 20.

Existi6 un crecimiento diferencial en los distintos estadios de desarrollo de A. fonsa en
funcién de la salinidad experimentada como sugieren las figuras 7, 8 y 9 y resulta del
ANOVA. En todos los casos se encontrd que la respuesta de crecimiento, tanto absoluto

como especifico, fue mayor a salinidades intermedias, en el entorno de 10.

Los resultados siguen en general el patron esperado ya que por ejemplo el rango dptimo de
salinidad para el éxito reproductivo esta entre 10 y 33 (Calliari et al.2006), con la excepcion

ya mencionada correspondiente a la salinidad 20.

Para todos los estadios se observd muy poca tolerancia a la salinidad 2, siendo esta la que
registra los valores minimos en todas las graficas (excepcion parcial para copepoditos a
salinidad 30, donde no se pudo evaluar respuesta), lo que sugiere que Acartia tonsa tendria

una mayor tolerancia a salinidades relativamente altas que a aquellas en el extremo inferior.

En términos de crecimiento especifico, se dieron distintos patrones, segin el estadio. En
todos los casos el menor crecimiento se produjo a salinidad 2, siendo el de adultos el que
registrd el menor de todos, mientras que los valores para nauplios y copepoditos fueron muy
similares. Luego se dio un aumento progresivo hasta salinidad 10 para todos los estadios,
donde se obtuvieron los valores mayores para nauplios y copepoditos. El valor de nauplios es
un poco mayor al registrado en adultos, pero el de copepoditos es notoriamente superior a
ambos, lo que indicaria que éste estadio se adaptd mejor a esa salinidad que los dos restantes.
En todos los estadios se registra una disminucion a salinidad 20, siendo muy pequefia para

copepoditos, pero muy pronunciada para el caso de nauplios y adultos. Finalmente se observo

26



un crecimiento menor en nauplios a salinidad 30, pero muy importante para adultos que
registran su maximo a esta salinidad. Un dato que puede llegar a ser tenido en cuenta es el
hecho de que en esta salinidad fue la tinica en la que se registrd una mortalidad de 0% en los
adultos. Si bien no es un dato que exista evidencia para mi conocimiento, podria ser
interesante investigar su incidencia en el futuro. En el caso de copepoditos no existen datos a
esta salinidad, pero el crecimiento especifico registrado en este estadio para el resto de las

salinidades, es notoriamente superior.

A pesar de la baja tolerancia a la salinidad 2 y a la inexistencia de copepoditos a salinidad 30,
los presentes resultados dejan en evidencia la fuerte eurihalinidad de esta especie, en
practicamente todo su desarrollo ontogénico, permitiendo suponer que si el ambiente en el
que la especie se encuentra, sufre alteraciones vinculadas a variabilidad climatica, por
ejemplo aumento de precipitaciones con una disminucion de la salinidad, A. tonsa seria capaz
de soportar cambios dentro de un rango relativamente amplio, y mantener asi su rol dentro de

la red trofica.

Un aspecto interesante a explorar en futuros trabajos en funcion de los resultados derivados
de este experimento es la comparacion del crecimiento a distintos niveles de salinidad de
individuos adaptados en el largo plazo (toda su ontogenia) vs. otros adaptados por cortos
periodos de tiempo (por ejemplo, horas), en ambos casos utilizando individuos provenientes
de una misma poblacion. Las comparaciones que se pueden hacer actualmente en funcion de
la informacién disponible estdn basadas en experimentos realizados con poblaciones de
origenes geograficos diferentes, que podrian presentar diferencias genéticas relacionadas a
los niveles de salinidad experimentadas por cada poblacién en tiempos aiin mas prolongados,
de tipo evolutivo. Ello permitiria dilucidar si el periodo de adaptacion tiene un efecto

importante sobre el crecimiento a diferentes salinidades.
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ANEXO: Protocolo detallado de aclimatacion.

DIA 1: Se colect6 un nimero grande de individuos del cultivo ya existente (S=15), filtrando
20 L de cultivo por un tamiz de 100 pm; de esos 20L se tamizaron 10L por 63 pum, para la
obtencion de agua libre de individuos (agua limpia). Los individuos retenidos en esta tltima
filtracion fueron devueltos a los tanques originales del laboratorio, al igual que el agua
excedente. En los 10 L de agua limpia, se colocaron los organismos tamizados por 100 pm 'y
se etiquetd S=15 ADULTOS, estos individuos fueron alimentados ad libitum con cultivo de
Rhodomonas sp. en crecimiento exponencial.

También se prepararon las siguientes diluciones: 2, 5, 10, 20 y 25 (15 y 30 ya se tenian), para
lo cual se partié de distintos volumenes de agua con salinidad 22 y 30 y de agua declorada
para completar los 15L necesarios para cada tanque. Luego de varias horas se controlaron las
salinidades de los tanques y se corrigi6 las que fueron necesarias. Por otra parte se tamizo
por 63 pum la totalidad del tanque de S=15 y 2/5 partes fueron para el tanque S=20, mientras
que las otras 3/5 partes fueron para el tanque S=10. A cada tanque se le agregd una
concentracion de 300cc de algas y se les coloco un aireador que al oxigenar producia un
burbujeo de intensidad leve.

DIA 3: En la mafiana se continud con la aclimatacion y se tamizd por 63 um, 7.5L del
tanque S=20 y estos individuos fueron colocados en el tanque S=25; también se filtr6 por 63
um, 10L del agua del tanque S=10, cuyos individuos pasaron a S=5 (en ambos casos el agua
filtrada fue devuelta al tanque original). A cada tanque se le agregd una concentracion de
alimento de 175cc. En la tarde se continud con la aclimatacion y se filtro la totalidad del
tanque S=25, colocandolo en el tanque de S=30 y se filtrd la mitad del contenido del tanque
S=5 (7.5L) y se pasaron al tanque de S=2. En todos los casos se agregd una concentracion de
alimento de 170cc. Aqui se termind de colocar los individuos en las salinidades objetivo,
(figura 10).

DIA 4: Se preparé 3L de agua a cada salinidad, para ser utilizada en las pizetas, vasos de
Bohemia, etc. Se filtré por 63 um el fondo de cada tanque y bajo la lupa se separaron y
contabilizaron los huevos. Estos fueron colocados en vasos de Bohemia etiquetados, con 1L
de agua a la salinidad adecuada; el resto de agua con los individuos fue devuelto a los

tanques originales.
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S=30 Huevos: 110 en 4ml = 110 /4 ml, sacados de 200ml.
Total aprox. = 5500 huevos.
S=20 Se obtuvieron muchos huevos y por lo tanto no se

contabilizaron.

S=10 Huevos: 194 en 4ml = 194/4ml, sacados de 200ml.

Total aprox. = 9700 huevos.
S= 5 Huevos: 133 en 4ml = 133/4ml, sacados de 200ml.

Total aprox. = 6650 huevos.
S= 2 Huevos: 56 en 4ml = 56/4ml, sacados de 200ml.

Total aprox. = 2800 huevos.
A cada vaso de Bohemia se le agregd una concentracion de alimento de 10cc y a los tanques
de 15L, se le agreg6 150cc de alimento.
Los vasos de Bohemia fueron colocados y dejados para su posterior eclosion en una mesada
del laboratorio, con su respectivo cartel identificatorio, que decia CULTIVO DE
JUVENILES, Acartia tonsa y la fecha. También se chequed la salinidad de los tanques y se

corrigié cuando fue necesario. Esta actividad quedo6 finalizada a las 18:40hs (17/2).

DIA 5: Dos dias y medio después se verifico la existencia de nauplios en cada uno de los
vasos, mediante la observacion bajo la lupa de una pequefia muestra (20ml) y se agregd Sml
de alimento a cada uno de ellos. Para las distintas salinidades, lo observado fue lo siguiente:
S=30 existencia de muy pocos nauplios (aprox.15) con presencia de alimento.

S=20 existencia de muchos nauplios, también con presencia de alimento.

S=10 existencia de muchos nauplios, pero en menor cantidad que S=20. Muy pequefios y no
se detecta presencia de alimento.

S=5 existencia de nauplios muy pequenos, un copepodito muerto, con presencia de
alimento. S=2 existencia de nauplios muy pequefos, un copepodito muerto. No se detecta
alimento.

Esta actividad quedo6 finalizada a las 11:20hs (20/2).

DIA 6: Al dia siguiente se tamizo6 la totalidad de los vasos y lo observado fue lo

siguiente:

S=30 nauplios grandes con alimento.

S=20 nauplios grandes con limento.
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S=10 nauplios, mayor densidad.

S= 5 nauplios, menor densidad y presencia de aglomerados.

S=2 nauplios, menor densidad y presencia de aglomerados.

Se les agregd SmL de alimento a cada vaso y 150mL a los tanques. Esta actividad quedo
finalizada a la hora 10 (21/2). También se prepararon 8L de agua de cada una de las
salinidades objetivo, para su posterior uso (las mismas dieron un margen de error promedio,
entre la salinidad objetivo y la realmente medida de 3%)

DIA 7: Se filtr6 el fondo de los tanques por 63 pm, bajo la lupa se separaron los huevos que
van a ser cultivados para la obtencion de nauplios. Los huevos recolectados fueron colocados
en vasos de Bohemia con 1L de agua a la salinidad adecuada y se le agregd 3ml de alimento
a cada uno. Luego fueron dejados en la mesada junto con los del cultivo de juveniles, ambos
debidamente etiquetados.

DIA 8: Se prepararon 10L de agua de cada una de las salinidades con las que se estuvo
trabajando y se colocd en tanques nuevos, junto con los individuos que habian sido
cultivados en primera instancia en los vasos de Bohemia, para la obtencion de juveniles. Para
eso la totalidad del volumen de los vasos fue filtrado por 63 um y analizado bajo la lupa, de
donde se obtuvieron los siguientes resultados:

S=30 NADA se descarta la muestra

S=20 nauplios grandes y copepoditos pequefios (pocos)

S=10 nauplios grandes, no hay copepoditos

S=5 nauplios y un copepodito

S=2 nauplios muy pequeios y un copepodito macho

A cada tanque nuevo se le agregd una concentracion de 116ml de alimento y se etiquetd con
la salinidad adecuada y la palabra “JUVENILES”.

Este dia también se prepararon las botellas (500ml) que iban a ser usadas para la incubacion
a las distintas salinidades de nauplios y juveniles y los vasos de Bohemia (1L), para la
incubacion de los adultos, figurall. De cada salinidad y estadio se realizaron tres réplicas,
donde cada una de ellas fue dejada en una incubadora diferente, para de esta manera obtener
igualdad de condiciones para todas las muestras (ej. réplica 1, incubadora 1, réplica 2,
incubadora 2 y asi sucesivamente con todas las muestras) y estar a la temperatura necesaria

para el experimento, 20°C.
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DIA 9: se realiz6 una dilucion de Sml de Rhodomonas en 45ml de agua a salinidad 30
(dilucién 1/100) y se analizé 1ml de la dilucion en un analizador de particulas, para saber los
mg de C que se le van a agregar a cada una de las botellas y a los vasos del experimento. De
la dilucién surgi6 que en 1ml de muestra habian 8961 particulas de entre 6-10.7 um (es decir
896100 en el total de la muestra). El tamafio modal fue: 7.64 pm. Cada botella de incubacion
lleva aproximadamente 620ml de agua y se les agregd 11.5ml de alimento, mientras que a

los vasos con 1L de agua se les agreg618.5ml de alimento.

Al final del anexo se presenta una foto del laboratorio de microscopia que muestra como

eran analizadas y fotografiadas las muetras, para su posterior medicion (figura 12).

Fig. 10. Todos los individuos colocados en la salinidad objetivo.
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Fig.11 Preparado de las botellas para la posterior incubacion.

Fig. 12 Laboratorio de microscopia. Analisis de una de las muestras.
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