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RESUMEN

Asolene platae es un ampularido que presenta masas de huevos gelatinosas y
que se caracteriza por el llamativo bandeado de su conchilla. La distribucion
natural se restringe actualmente a la Cuenca del Plata, aunque como otras
especies de ampularidos que se han vuelto plagas y promotores de cambios
ecosistémicos en humedales naturales, pueden ser translocados por accion
antropica. El objetivo de esta tesis fue estudiar la reproduccion, el ciclo de vida y
el desarrollo de A. platae en condiciones de laboratorio. Ademas se estudio el
efecto de la temperatura del agua sobre el comportamiento de los caracoles y
sobre la mortalidad y la talla de los neonatos. También se analizaron las formas
de las conchillas a través de la morfogeometria y la relacion entre su longitud y
peso. Se describio la coloracion de la conchilla y las partes blandas y se estudio el
mecanismo por el cual se hereda el bandeado. Los resultados aqui obtenidos
indican que la copula en A. platae se corresponde con el modelo general
descripto para los ampularidos, en el que el macho monta la conchilla de la
hembra y luego introduce la vaina del pene durante periodos relativamente largos,
siempre debajo del agua. La oviposicion es también acuatica y las masas de
huevos presentan la particularidad de poseer microcristales de calcio. Las
observaciones indican la presencia de dos tipos espermaticos, el euesperma
(fertil) y el paraesperma (infértil). Los caracoles, al momento de la eclosion y por
varias semanas, carecen de la capacidad de alimentarse de material vegetal
senescente y el pulmon esta ausente. La mortalidad post-eclosion fue muy alta en
esta especie en comparacion con los valores practicamente nulos observados en
Pomacea canaliculata. El ciclo de vida es largo (cuatrienal) e iter6paro y el

crecimiento lento, continuo e indefinido; la fecundidad fue muy variable, con 1448



huevos por hembra en promedio. La temperatura del agua afect6 la actividad de
los caracoles, siendo el rango 6ptimo para esta especie de 25 — 30 °C; por otra
parte, las temperaturas extremas (15 y 35°C) tuvieron influencia negativa sobre
la mortalidad de los caracoles adultos y la talla de los neonatos. No se detectaron
diferencias en la forma de la conchilla de machos y hembras a través del estudio
morfogeométrico aunque si se observo alometria estatica: aquellos caracoles de
menor tamafio mostraron una abertura mas estrecha. La deteccion y descripcion
del albinismo (individuos carentes de pigmentos oscuros tanto en las partes
blandas del cuerpo como en la conchilla) y la determinacion del mecanismo de
herencia mendeliano simple, permiti6 determinar la existencia de competencia
espermatica en esta especie. El lento crecimiento, la tardia madurez, las bajas
supervivencia y viabilidad, y el estrecho rango de temperatura 6ptimas permiten
atribuir a esta especie un caracter poco invasivo en relacion con otros

ampularidos.



ABSTRACT

The ampularid Asolene platae has gelatinous egg masses and is characterized by
a striking shell banding. Its natural distribution is nowadays restricted to the
Cuenca del Plata but, as other ampularid species that have become pests and
promoters of ecosystemic changes in natural wetlands, it may be susceptible of
translocation by human action. The aim of this thesis was to study the
reproduction, life cycle and development of A. platae under laboratory conditions.
Furthermore, the effect of water temperature on the behavior of snails, and on
mortality and growth of newborn was studied. Shell shape was analyzed through
geometric morphometrics, as well as the relationship between weight and the
length of the shell. The pigmentation patterns of the shell and soft parts were
described and the inheritance mechanism studied. The results obtained indicate
that copulation in A. platae corresponds to the general pattern described for
ampularids, where the male mounts the female’s shell and then enters the penis
sheath for quite long periods, being always subaquatic. Egg mass laying also
occurs underwater and egg masses have distinctive calcite microcrystals. The
observations made indicate the presence of two sperm types, the euesperm
(fertile) and the paraesperm (infertile). Newborn snails, upon hatching and for
several weeks, lack the ability to feed on senescent plant material and have no
lung. The post-hatching mortality is very high in this species. The life cycle is four
years-long and iteroparous and growth is slow, continuous and indefinite; fertility is
highly variable, with 1448 eggs per female on average. Water temperature affects
the activity of snails, with the optimum range between 25-30 °C; and also has an
influence on mortality of adult snails and on the growth of newborns. No

differences were detected in the shape of male and female shells but static



allometry was observed in both sexes: small snails showed a narrower shell
aperture than big ones. Albinism (individuals without dark pigments in the soft
parts and the shell) is described here for the first time in the genus Asolene and a
single Mendelian inheritance mechanism was revealed through controlled crosses
of wild and albino phenotypes; sperm competition in this species was also proved
using this genetic marker. Slow growth, late maturity, low survival and viability,
and, the narrow range of optimum temperatures all indicate that A. platae is a less

invasive species than other ampularids.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Generalidades de la especie y antecedentes

Los caracoles de la familia Ampullariidae son los caracoles de agua dulce
de mayor tamafo y poseen la capacidad de alimentarse de plantas vasculares
vigorosas, perifiton y material superficial (Cazzaniga y Estebenet, 1984). Ademas
presentan notables peculiaridades eco-fisiologicas (Cowie, 2002), como el
desarrollo de una branquia y de un pulmén (por lo que pueden obtener oxigeno
tanto del agua como del aire), y algunos géneros presentan masas de huevos
aéreas y calcareas. Algunas especies de esta familia, como por ejemplo Pomacea
canaliculata, han sido introducidas en el SE asiatico para consumo humano y se
han vuelto importantes plagas de cultivos acuaticos como el arroz y el taro
(Cowie, 2002), también promotores de cambios ecosistémicos en humedales
naturales (Carlsson et al., 2004; Fang et al., 2010; Horgan et al., 2014) y vectores
de enfermedades parasitarias (Lv et al., 2009). Otros ampularidos, como los del
género Asolene, son conocidos como “caracoles cebra” entre los acuaristas y son
comercializados como mascotas, con el consiguiente riesgo de liberacion vy
establecimiento en ambientes naturales fuera de su rango nativo (Cowie et al.,
2009). El desconocimiento de muchos aspectos de la biologia de los ampuléridos
impide disefiar planes de control y manejo sustentables (Estebenet y Martin,
2002) y dificulta la implementacion de métodos para evitar su dispersion.

Asolene platae (Maton, 1809) es un ampularido de tamafio mediano (hasta
35 mm) y con una conchilla llamativamente bandeada, cuya distribucion se
restringe a la Cuenca del Plata, desde el norte de Bolivia hasta el noreste de la
provincia de Buenos Aires, Argentina (Cowie y Thiengo, 2003). Durante el

desarrollo de esta tesis se trabajo sobre el supuesto de que los ejemplares que



dieron lugar a las poblaciones de laboratorio pertenecian a la especie Asolene
pulchella (Anton, 1839); sin embargo las similitudes genéticas, anatomicas y de
las conchillas revelaron que A. pulchella y A. platae son la misma especie (Hayes
et al., 2009a; Léon et al., 2014). Recientes estudios de genética molecular han
sugerido que Asolene podria ser un grupo monofilético (Hayes et al., 2008), y no

han cuestionado que sea un género exclusivamente sudamericano.

Los ampularidos son todos dioicos y oviparos pero presentan dos tipos de
oviposiciones muy distintas (Hayes et al., 2009a): masas de huevos subacuéticas
y gelatinosas o calcéreas y aéreas. El tipo de puesta se considera caracteristico
de cada género (Michelson, 1961) y aunque estas caracteristicas son de simple
identificacion, algunas oviposiciones han sido asignadas erroneamente a especies
de otros géneros (Cowie, 2002). Las puestas de A. platae pertenecen al primer
grupo (Martin, 2002; Hayes et al., 2009a), pero no han sido descriptas todavia en
forma detallada y sistematica, aunque si se sabe que los sitios preferidos para la
oviposicion subacuatica son las raices de plantas flotantes o los troncos de
plantas sumergidas (Martin, 2002). Dentro de los ampularidos que presentan
puestas de huevos del tipo subacuatico y gelatinoso, los huevos se disponen en
grupos formando una monocapa, como es el caso de Lanistes (Heiler et al.,

2007), o en capas superpuestas como en Marisa (Demian y lbrahim, 1971).

Los ampularidos se encuentran representados por ocho géneros, cuatro de
los cuales se encuentran en Africa y Asia (Viejo Mundo) y los restantes en
America del Sur y Central (Nuevo Mundo). En ambos territorios se encuentran
tanto géneros con masas de huevos subacuéaticas como géneros con masas de
huevos aéreas (Figura 1.1). Recientemente el género Pomella fue considerado

sinbnimo de Pomacea (Hayes et al., 2012), ya que una de las caracteristicas que
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diferenciaban estos dos géneros era el tipo de masas de huevos, que

errbneamente se habia supuesto que eran subacuaticas y gelatinosas en

Pomella.
Afropomus Masas de huevos \Y
desconocidas |
Masas de huevos E
Pila F calcareasy
aéreas o
A Masas de huevos M
Lanistes } gelatinosasy U
subacuaticas
N
Saul Masas de huevos D
aulea desconocidas 0
Asolene N
Masas de huevos u
Felipponea gelatinosasy E
subacuaticas Vv
Marisa 0]
Masas de huevos M
Pomacea } calcareasy U
aéreas
N
D
(@]

Modificado de la hipotesis de Hayes (2009b)
Figura 1.1 Cladograma de Hayes et al (2009b) modificado que representa la hipétesis

sobre la biogeografia y diversificacion de los ampularidos, basado en el analisis de ADN.

El comportamiento de cOpula descripto para P. canaliculata representa un
modelo general para el resto de los ampularidos (Burela y Martin, 2009, 2011),
aunque poco se sabe sobre este tema en la mayor parte de las especies. Por el
contrario, son numerosos los estudios sobre la anatomia reproductiva de los
ampularidos (e.g. Berthold, 1989, 1991; Bieler, 1993; Schulte-Oehlmann et al.,

1994; Catalan et al., 2002; Gamarra-Luques et al., 2006).

El desarrollo embrionario es conocido tanto para especies con huevos

subacuéticos (e.g. Marisa cornuarietis, Demian y Yousiff, 1973) como con huevos



aéreos (e.g. Pila, Ranjah, 1942; Pomacea, Koch et al., 2009), pero para el género
Asolene se desconocen hasta sus detalles mas gruesos. La presencia de
polimorfismo espermatico es frecuente en muchos grupos de gasteropodos
(Hogdson, 1997) pero entre los ampularidos solo ha sido descripta en forma

detallada en P. canaliculata (Andrews, 1964; Winik et al., 2001, 2009).

El ciclo de vida de A. platae, investigado en una poblacién natural de un
arroyo sobre la costa del Rio de la Plata (Martin, 1984), es uno de los pocos
aspectos ecoldgicos estudiados hasta ahora. Sin embargo, los resultados
obtenidos en ese estudio son dificiles de interpretar debido al desconocimiento de
aspectos basicos de la estrategia vital, como por ejemplo la edad a la madurez, la
longevidad, la duracion del desarrollo embrionario, etc. El estudio de cohortes en
laboratorio ha resultado una herramienta indispensable para interpretar y
comprender el ciclo de vida en especies del género Pomacea (e.g. Estebenet y
Cazzaniga, 1993; Estebenet y Martin, 2002; Tamburi y Martin, 2009a). Ademas
permite inferir el comportamiento de las especies en ambientes naturales dentro
del rango natural de su distribucion y evaluar la posibilidad de su asentamiento en
nuevas areas (Cowie et al., 2009). Por otra parte, el analisis de estos atributos
permitiria evaluar el grado de vulnerabilidad de las especies y poblaciones no

invasoras (Martin et al., 2013).

En los ampularidos el pulmén aéreo es ventilado a través de un sifén, este
tipo de respiracién aérea ha sido caracterizada como obligatoria en esta familia
(Cowie, 2002), aunque en el Unico caso estudiado se demostré que la necesidad
de ventilar el pulmén depende en forma muy importante de la temperatura y la
calidad del agua (Seuffert y Martin, 2009, 2010). La temperatura del agua es un

factor de gran importancia en la distribucién geogréfica de las distintas especies

4



de ampularidos y en sus patrones de actividad diaria y estacional (Heiler et al.,
2009; Seuffert et al., 2010). En A. platae se desconocen totalmente los
paradmetros basicos de la respiracion aérea, el efecto de la temperatura sobre el

comportamiento y los limites térmicos de su actividad.

En el género Asolene el dimorfismo sexual no ha sido estudiado hasta
ahora, pero existen varios antecedentes dentro de la familia que permiten
presumir que podria identificarse algin caracter sexual secundario util en la
discriminacion entre sexos. Se ha reportado dimorfismo sexual tanto en la forma
de la conchilla como en el tamafio corporal de M. cornuarietis (Demian y Ibrahim,
1972) y P. canaliculata (Estebenet et al., 2006). Para esta ultima especie ademas
se observaron diferencias sexuales en el peso de la conchilla y en la forma del
opérculo (Estebenet et al., 2006), y en la coloracion del cuerpo de M. cornuarietis
(Demian y Ibrahim 1972). Estos caracteres sexuales secundarios resultan
sumamente Utiles para sexar a los individuos en forma no invasiva o a campo y
han permitido mejorar en forma considerable el disefio de protocolos
experimentales de cria y reproducciéon controlada (e.g. Martin y Estebenet, 2002;

Tamburi y Martin, 2009b; Burela y Martin, 2011).

El dimorfismo sexual de la conchilla ha sido estudiado en los ampularidos a
través del uso de la morfometria clasica (Estebenet, 1998; Demian y Ibrahim
1972) y mas recientemente de la morfogeometria (Tamburi y Martin, 2013). Esta
Gltima técnica estd siendo ampliamente utilizada entre los gasterépodos para
estudiar variaciones en la forma de la conchilla (Vogler et al., 2012; Avaca et al.,
2013; Gurdebeke y Van Bocxlaer, 2013; Camama et al., 2014); en los

ampularidos en particular esta variacibn se atribuye en general a una base



genética, sin embargo esta fuertemente condicionada por las condiciones

ambientales (Estebenet et al., 2006).

Entre los gasteropodos son diversos los mecanismos que estan
involucrados en la herencia de los pigmentos que le dan la coloraciéon a la
conchilla: algunos involucran solo un gen bi- o poli-alélico mientras que otros
involucran dos genes con seis alelos (Kozminsky, 2014). En los ampularidos el
polimorfismo del color ha sido descripto para algunas especies como Pomacea
bridgesii, P. canaliculata y Marisa cornuarietis, (Perera y Walls, 1996; Dillon, 2003;
Yusa, 2004) aunque solo para estas ultimas dos se ha estudiado el mecanismo en
la herencia de la coloracién de la conchilla, que involucra un gen con dos alelos.
Yusa (2004) plante¢ la importancia del uso del albinismo como marcador genético
en estudios de paternidad multiple, ya que permite estudiar de manera sencilla a
través del fenotipo de la descendencia la existencia de competencia espermética
y puede resultar un aporte clave para entender los mecanismo de seleccion

sexual en los ampuléaridos (Burela y Martin, 2011).

En P. canaliculata las hembras poseen la capacidad de almacenar
esperma y lo mantienen fértil hasta 140 dias (Estebenet y Pizani, 1999); por otra
parte el esperma de un macho es reemplazado en forma mas o menos rapida por
el de los machos que copulan con posterioridad (Yusa, 2004). Aunque los detalles
del patrén de uso de esperma permanecen poco claros, seria esperable que los
machos produjeran grandes cantidades de esperma para maximizar sus
probabilidades de resultar padres de al menos parte de la progenie (Birkhead y
Mgller, 1998). El conocimiento de los mecanismos de seleccion sexual en los
ampularidos se limita hasta ahora a esta especie (Burela y Martin, 2007, 2009,

2011), por lo que se espera que la informacion sobre otros géneros pueda servir

6



para comprender las presiones selectivas sobre la evolucion de la anatomia y

comportamiento sexual.

Los resultados obtenidos en dos de los capitulos de la presente tesis se
encuentran ya publicados (Capitulos 2* y 4%); sin embargo a lo largo de la misma
no se hara referencia a los trabajos sino a los capitulos. Cabe sefalar que el
primer trabajo publicado a partir de los resultados del Capitulo 2 de esta tesis fue

realizado utilizando el nombre de A. pulchella.

! Tiecher, M. J., S. Burela y P. R. Martin (2014) Mating behavior, egg laying, and
embryonic development in the South American apple snail Asolene pulchella
(Ampullariidae, Caenogastropoda). Invertebrate Reproduction and Development, 58(1):
13-22.

2 Tiecher, M. J., M. E. Seuffert y P. R. Martin (2015) Thermal biology of the South
American apple snail Asolene platae (Caenogastropoda: Ampullariidae). Malacologia, 58:
X —XX.



1.2.0bjetivos

Como objetivo general este trabajo de tesis pretende describir y
comprender distintos aspectos de la historia de vida del caracol dulciacuicola
Asolene platae, y estudiar la influencia de la temperatura sobre la actividad de

esta especie.

En particular se estudiaron varios aspectos relacionados con la
reproduccion y el desarrollo embrionario (Capitulo 2), continuando con el estudio
del modelo de crecimiento de juveniles y adultos asi como de otros parametros
del ciclo de vida en condiciones de laboratorio (Capitulo 3). Ademas se investigo
la influencia de cinco temperaturas constantes sobre el comportamiento,

crecimiento y mortalidad de los caracoles (Capitulo 4).

Por otro lado, en relacion al dimorfismo sexual, se buscaron posibles
diferencias en las conchillas a través del uso de la morfogeometria y también del
estudio del peso de las mismas en machos y hembras (Capitulo 5). Por dltimo, el
hallazgo de caracoles con fenotipos albinos durante el desarrollo del Capitulo 3
permitié estudiar las variaciones del color de la conchilla y de las partes blandas
del cuerpo, el mecanismo hereditario involucrado y su posible uso como marcador
genético (Capitulo 6). EI cumplimiento de estos objetivos permitié elaborar
conclusiones generales y analizar las implicancias de los resultados obtenidos,

gue son presentadas en el Capitulo 7.



2. REPRODUCCION Y DESARROLLO EMBRIONARIO

2.1. Introduccion

La informacion disponible acerca de Asolene platae (Maton, 1811) fue
aportada principalmente por Martin (1980, 1984, 1987, 1988) quien estudid la
anatomia y la histologia del complejo penial y el ciclo reproductivo de A. platae.
Las masas de huevos de A. platae también fueron descriptas por Martin (2002)
pero las caracteristicas del desarrollo embrionario, el comportamiento de cépula y
de oviposicién son totalmente desconocidos para esta especie. Michelson (1961)
subray0 la importancia de las caracteristicas reproductivas en la taxonomia de los
ampularidos. Recientemente, Hayes et al. (2009b) sefialaron la importancia de los
estudios sobre ecologia y de las caracteristicas comportamentales de los
ampuléridos ya que proporcionan conocimientos fundamentales en el proceso
evolutivo de diversificacion en este grupo.

Los ampuléridos con una estrategia de oviposicion aérea (Pomacea y Pila)
han sido los més estudiados; estos depositan sus huevos por encima del nivel del
agua y han desarrollado una cubierta calcarea que impide la deshidratacion de los
mismos y los protege mecénicamente. Entre las especies de ampularidos con
masas de huevos gelatinosas y subacuaticas, Marisa cornuarietis, es la mas
conocida debido a su importancia como modelo para test ecotoxicoldégicos
(Sawasdee y Heinz, 2010) y como agente de biocontrol (Pointier y Jourdane,
2000; Pointier y David, 2004), pero la informacion sobre las caracteristicas

reproductivas y de desarrollo son escasas para el resto de los géneros con esta



estrategia de oviposicion: Asolene, Felipponea, Lanistes y probablemente Saulea
y Afropomus ya que aunque para estos ultimos no se han descripto (Berthold,
1991) en la matriz de datos de los cladogramas construidos por Bieler (1993) este
les asigha masas de huevos de tipo subacuaticas y gelatinosas.

Uno de los ampularidos con masas de huevos gelatinosas y subacuaticas,
Marisa cornuarietis se ha vuelto un invasor comun en los ecosistemas naturales,
principalmente debido a su uso como un agente de control biolégico (Pointier y
Jourdane, 2000; Pointier y David, 2004). Varios ampularidos son frecuentes en el
acuarismo comercial (incluyendo a Asolene spp.), aumentando la posibilidad de
dispersiéon (Smith, 2006). ElI conocimiento de la morfologia de las masas de
huevos y de las caracteristicas del desarrollo embrionario de las diferentes
especies de Marisa y Asolene podrian ser Utiles para la deteccién y control de
invasiones incipientes de estos ampularidos.

El objetivo general del presente estudio fue investigar la biologia
reproductiva, incluyendo el comportamiento de copula, de oviposicion y el
desarrollo embrionario de A. platae en condiciones de laboratorio. En particular se
estudié el comportamiento de machos y hembras durante la cépula, asi como el
tiempo invertido en ella, y se determin6 la morfologia de los diferentes tipos de
células espermaticas. Otros objetivos fueron describir el comportamiento de
oviposicion, la forma y tamafio de las masas de huevos como la disposicion de los
huevos en estas y determinar el nUmero de huevos por masa de huevo y la
viabilidad de estas. Finalmente, se buscé describir la estructura de los huevos y
estudiar el tiempo de desarrollo embrionario como también la variacion del

tamafo de los huevos y de los embriones.
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2.2. Materiales y Métodos
2.2.1. Origen y mantenimiento de los caracoles

Los caracoles usados en este trabajo fueron obtenidos del Lago Regatas
(Parque Tres de Febrero, 34° 34‘ 24" S, 58° 24’ 53" O. Ciudad Autbnoma de
Buenos Aires, Argentina) y sus descendientes fueron criados en el laboratorio.
Fueron mantenidos en acuarios colectivos de 20 L de capacidad con agua de
canilla saturada con carbonato de calcio a 25 + 2 °C, bajo un fotoperiodo de 14/10
horas (luz/oscuridad) y alimentados con lechuga ad libitum.

2.2.2. Comportamiento de cépulay de oviposicion

El comportamiento de copula y de oviposicion fue observado en ensayos
realizados en dos tipos de acuarios colectivos: acuarios de 24 L (20 x 30 x 40 cm)
con 10 a 20 caracoles y acuarios de plastico de 3 L (de forma cilindrica, diametro:
32 cm, altura: 6 cm) con 14 a 17 caracoles. Los caracoles fueron previamente
numerados con marcadores permanentes para su identificacion.

Debido a la aparente falta de dimorfismo sexual externo (Capitulo 4), los
caracoles fueron sexados por su comportamiento y, cuando fue posible, por la
observacion directa de los 6rganos genitales. Los machos fueron reconocidos
como tales cuando realizaron la monta sobre el lado derecho de la conchilla de
otro caracol (una supuesta hembra) y por la observacién de la vaina del pene
durante este proceso en algunos casos (Burela y Martin, 2009).

Las hembras fueron reconocidas como tales cuando fueron observadas

oviponiendo en un acuario colectivo o cuando las masas de huevos fueron
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encontradas en un acuario individual donde una supuesta hembra habia sido
aislada después de haber sido montada por un macho.

Se realizaron observaciones sobre parejas aisladas de caracoles
previamente sexados en acuarios de vidrio de 2,8 L (diametro: 14 cm; altura: 18
cm). Las copulas y los eventos de oviposicion que fueron observados desde el
principio fueron cronometrados con un reloj digital.

Se realizaron observaciones no sistematicas sobre la morfologia y el
comportamiento de células espermaticas bajo un microscopio de contraste de
fases. Las muestras de fluido espermatico fueron obtenidas durante la
observacion de unas pocas cépulas en las cuales una pequefia cantidad de fluido
blanquecino cay6 en forma de gota desde la cavidad paleal de la hembra, y de
una masa de huevos en la que se observé fluido seminal sobre la superficie. El

esperma presente dentro de los huevos también fue observado.

2.2.3. Masas de huevos y desarrollo embrionario

Las masas de huevos frescas depositadas en las paredes de acuarios
colectivos o individuales fueron despegadas suavemente y puestas en cajas de
Petri individuales de 15 cm de didmetro con agua del mismo acuario. Fueron
mantenidas a 25 + 2 °C de temperatura bajo un fotoperiodo de 14/10 h
(luz/oscuridad).

Las masas de huevos, los huevos y los embriones fueron observados bajo
microscopio binocular y estereoscopico provistos con camaras digitales. La
estructura cristalina de los elementos refringentes observados en las masas de
huevos fueron estudiados usando un microscopio de luz polarizada y directa

(Petrographic Olympus B2-UMA) sobre masas de huevos frescas y a través de
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difraccion de rayos X (Difractometro Rigaku D-Max 1lI-C, con anodo de Cu), sobre
masas de huevos previamente desecadas con la ayuda de un ventilador eléctrico
a temperatura ambiente.

El nUmero de neonatos que emergié cada dia en cada masa de huevos se
registr0 para un total de 15 masas de huevos que fueron minimamente
manipulados, hasta cinco dias después de pasada la ultima eclosion. Se conté
ademas el numero de huevos que no eclosionaron. Los eclosionados que
emergieron de otro grupo de masas de huevos fueron aislados una semana
después de la eclosion en acuarios de plastico de 200 ml con agua de canilla y
con un trozo de lechuga descongelada para observar su comportamiento.

Un grupo de siete masas de huevos fue usado para registrar el crecimiento
de los embriones hasta la eclosion. Cada dia fueron tomadas fotos escaladas de
cada masa de huevos. Se tomaron diez huevos y diez embriones al azar sobre
cada fotografia y se midié el diametro de los huevos y el eje mayor de los

embriones.
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2.3. Resultados
2.3.1. Comportamiento copulatorio

Todas las copulas de A. platae observadas en el laboratorio ocurrieron bajo
el agua, ya sea durante el dia o la noche; sin embargo, en dos ocasiones durante
el cambio semanal de agua, un macho monto6 a otro individuo e introdujo la vaina
del pene en su cavidad paleal.

El macho monta la conchilla de la hembra sobre el lado derecho para iniciar
la copula, luego la vaina del pene es protruida e insertada dentro de la cavidad
paleal de la hembra (figura 2.1A). Durante la cépula el macho permanece con la
cabeza parcialmente retraida y su pie fuertemente adherido a la conchilla de la
hembra; la hembra también permanece con la cabeza retraida, y con el pie
adherido al sustrato o totalmente retraido dentro de la conchilla excepto la parte
terminal. Generalmente ambos permanecen inmaviles (ni reptan, ni se alimentan
ni ventilan su pulmaon), con sus tentaculos cefélicos fuertemente enrollados.

La duracién de la copula fue altamente variable, desde 20 minutos a 8,17
horas. La duracion de las cOpulas observadas en acuarios colectivos (n= 38) fue
significativamente méas corta (test de Mann-Whitney, P >0,001) que aquellas
registradas en acuarios individuales (n= 42). Las medias fueron 75,0 y 187,5
minutos respectivamente y la media general (x SD) fue 157,45 (x 117,05)
minutos; la duracion del 22,5 % de las copulas registradas fue menor que una
hora.

En los acuarios colectivos fue comun la observacion de parejas
homosexuales: el 30% de los caracoles machos monto e introdujo la vaina del

pene en la cavidad paleal de otro macho. Los caracoles montados o pasivos
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fueron tanto caracoles ya identificados como machos por su comportamiento
masculino previo (probablemente adultos, siete de 13) como caracoles que solo
mostraron el comportamiento masculino en ensayos posteriores (probablemente
juveniles, seis de 13).

La observacion de fluido seminal, liberado accidentalmente durante la
copula o sobre una masa de huevos, mostré dos tipos de células espermaticas
claramente diferenciadas (figura 2.1B): el euesperma o esperma verdadero (fértil,
con la carga genética completa) y el paraesperma, que es infértil (con ausencia o
carga incompleta de ADN). El euesperma es uniflagelado, con una cabeza
helicoidal (4,92 + 0,56 um), una pieza media recta y rigida (8,84 + 0,59 um) y una
cola larga y movil (31,29 + 3,98 um, n= 11). El otro tipo espermatico, el
paraesperma, tiene un cuerpo fusiforme vy flexible (16,93 + 1,37 um) con siete a
nueve flagelos (35,61 + 3,07 um, n= 10). También se observd que a diferencia del
euesperma, el paraesperma posee movimientos causados por la propulsion de

sus flagelos que provocarian el desplazamiento.

2.3.2. Comportamiento de oviposicién

Las masas de huevos fueron depositadas principalmente en las paredes
del acuario a profundidades muy variables pero nunca fuera del agua. Las
hembras frecuentemente usaron otros sustratos (cables de termostatos o tubos
de aireadores), cuando estaban disponibles, para depositar sus masas huevos;
sin embargo, nunca usaron las hojas de lechuga provistas como alimento, aun
cuando estuvieron por largos periodos junto con la lechuga.

Durante la oviposicion el I6bulo nucal derecho de la hembra forma un canal

ovipositor abierto a través del cual emergen los paquetes de huevos gelatinosos
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(con uno a cuatro huevos por paquete) (figura 2.1 C); la cabeza de la hembra
permanece a menudo totalmente retraida, y solo son visibles los tentaculos
fuertemente enrollados y la masa bucal; las hembras no reptan, no se alimentan o
ventilan su pulmoén durante la oviposicion. Al principio la hembra ovipone
numerosos paquetes de huevos sin mover su pie por lo que comienzan a
acumularse y forman un grupo apretado de huevos, pero mas tarde la hembra
comienza a moverse, usualmente hacia atras, o rota sobre su pie quedando asi
los paquetes de huevos depositados mas laxamente, aunque siempre en contacto
con el grupo original.

Las hembras nunca depositaron masas de huevos sin antes haber
copulado por lo menos una vez, aunque fueron capaces de oviponer numerosas
masas de huevos sin subsiguientes copulas. Después de haber sido criadas en
acuarios colectivos con machos, ocho de diez hembras aisladas fueron capaces
de oviponer 5,2 masas de huevos en promedio (rango: 1 a 15) con una
produccion total de 266,9 (36 a 597) huevos embrionados en un periodo de 138
dias (73 a 169). Ademas, tres hembras aisladas después de una uUnica copula
depositaron entre cuatro y nueve masas de huevos durante un periodo de 34 a 82
dias; la cantidad total de huevos embrionados por hembra vari6é entre 235 y 670.
La produccién total de huevos fue subestimada en ambos grupos de hembras, ya
que algunas de las masas de huevos fueron parcial o totalmente comidas por la
madre.

La predacion de las masas de huevos por los caracoles presentes en el
mismo acuario colectivo fue muy comun; con el fin de permitir el desarrollo de los
embriones fue necesario protegerlas con barreras de rejilla plastica o aislarlas en

cajas de Petri. Las hembras atacaron rapidamente sus propias masas de huevos
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aun cuando la lechuga estuvo presente ad libitum. Algunas de las masas de
huevos depositadas durante la noche por hembras aisladas fueron parcial o
completamente comidas por la mafiana temprano; en este ultimo caso solo fueron

encontrados restos de gelatina y capsulas de huevos.
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Figura 2.1 Comportamlento reproductivo, masas de huevos y esperma de Asolene

platae: (A) Pareja en cOpula, escala = 1 cm. (B) Células espermaticas, escala = 17 um.
(C) Hembra oviponiendo, escala = 1 cm. (D) Masa de huevos, escala = 2 mm. (E)
Esquema de una masa de huevos (vista lateral). (e) euesperma, (p) paraesperma, (co)
canal ovipositor, (g) matriz gelatinosa, (c) cigoto, (m) microcristales, (ci) capa interna de la

capsula, (ef) esférulas, (s) sustrato, (he) huevo estéril.
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2.3.3. Estructura de la masa de huevos

Las masas de huevos fueron adheridas al sustrato por una secrecion
pegajosa concentrada en el lugar donde los primeros huevos fueron depositados;
estos huevos (tres a cinco) fueron estériles, mas pequefios y opacos que lo
normal. Las masas de huevos depositadas en las paredes del acuario fueron
redondeadas o ligeramente oblongas (largo promedio = 26,03 £ 4,58 mm y ancho
= 17,87+ 3,72 mm, n = 16) y la superficie opuesta al substrato fue irregularmente
convexa (figura 2.1D, E). Las masas de huevos estuvieron compuestas de
numerosos paquetes de huevos y contuvieron un promedio de 98,10 + 28,90
huevos (n = 46). Los paquetes de huevos se superponen irregularmente y se
observaron hasta tres capas poco definidas. Los huevos del mismo paguete
fueron frecuentemente localizados en diferentes planos en relacion al sustrato
(figura 2.1D, E). Los paquetes de huevos se mantienen unidos por una gelatina
transparente que presenta numerosos elementos refringentes o microcristales.
Los microcristales (figura 2.2 A, B) fueron incoloros, generalmente anhedros y a
veces euhedros, con exfoliacibn rombohédrica, extincion simétrica vy
birrefringencia que va desde gris perla a blanco. Por otro lado, el modelo de
difraccién de rayos X de las masas de huevos enteras mostré picos distintivos
correspondientes a calcita a 29,56 y 39,61 (figura 2.2 C).

Durante los primeros dias después de la oviposicion, los huevos
pertenecientes del mismo paquete pueden ser reconocidos por su cercania y
porque las superficies de contacto permanecen planas (figura 2.2 F). Después de
la oviposicion la gelatina de la masa de huevos y las paredes de los huevos se
hinchan, aparentemente por hidratacion, y la forma de los huevos se vuelve

esferoidal.
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Cada huevo esta limitado por la capsula del huevo que presenta dos
delgadas capas; la exterior es pegajosa y se encuentra en contacto con la
gelatina que rodea los huevos de cada paquete; la mas interna contiene el
perivitelo y el embrion (figura 2.2 D, F). El perivitelo es transltcido y amarillento, lo
gue le da a la masa de huevos el mismo color. La zona periférica del perivitelo es
de aspecto finamente estratificado y consistencia gomosa, como se puede
apreciar cuando el huevo es cortado o pinchado o cuando el embridn se alimenta
del mismo (ver mas abajo). El cigoto esta localizado en la zona mas interna del
perivitelo, en una cavidad poco definida, generalmente excéntrica, que contiene
un fluido viscoso amarillento y turbio, el cual se vuelve transparente varias horas
después de la oviposicién. Un delgado reguero compuesto por cientos de células
euespermaticas puede ser visto dentro de esta cavidad. Numerosas esférulas de
CaCO3; también pueden ser encontradas tanto en el fluido como en la porcién

gomosa del perivitelo (figura 2.2 E).
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Figura 2.2 Detalle de los huevos de Asolene platae: (A) vista parcial de un huevo bajo luz
polarizada. (B) La misma seccion que en (A) bajo, luz directa. (C) Difractograma de rayos
X del polvo de las masas de huevos desecadas; las flechas indican dos picos
correspondientes a calcita. (D) Capas de la cdpsula del huevo. (E) Huevos depositados
recientemente. (F) Paquete con dos huevos; (c) cigoto, (ef) esférulas, (m) microcristales,

(ce) capa externa, (ci) capa interna, (zp) zona periférica del perivitelo, (zi) zona interna de
perivitelo, (sc) superficie de contacto plana. Escala = 120 um.
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2.3.4. Desarrollo embrionario

Durante el desarrollo, la cavidad interna del perivitelo incrementa
gradualmente su tamafio y la porcion gomosa decrece en grosor, aparentemente
debido a la actividad de alimentacion del embrién. En los primeros estadios del
desarrollo el embrién se mueve sobre la superficie interna por accion ciliar pero
mas tarde comienza a reptar sobre ésta y la masa bucal estd en continuo
movimiento. Al momento de la eclosion el perivitelo ha sido consumido totalmente
por el embrion, el cual repta y ramonea continuamente sobre la capa interna de la
capsula del huevo. Eventualmente el embrién perfora la capa interna provocando
su colapso (figura 2.3); luego repta y atraviesa las dos capas de la capsula con su
pie y también atraviesa la matriz gelatinosa del paquete de huevos, que ha
perdido su turgencia original. Los elementos calcareos presentes en el interior de
los huevos desaparecen poco después de iniciado el desarrollo embrionario pero
los que estan en la matriz gelatinosa duran hasta mas alla del momento de la

eclosion.
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Figura 2.3 Detalles de la eclosiébn en Asolene platae. (A) Embriébn completamente
desarrollado antes de la eclosion. (B) Embrion al momento de la eclosion. (C) Embrion
saliendo a través de la capsula. (D) Neonato reptando sobre la matriz de gelatina; (ci)
capa interna; (ce) capa externa, escala = 0.5 mm.

El tiempo transcurrido hasta la eclosion de los primeros huevos en cada
masa de huevos fue 10,80 + 2,19 dias (media + SD), y el rango fue de ocho a 16
dias (figura 2.4 A, n= 35). La eclosién dentro de cada masa de huevos fue
altamente asincronica: el tiempo transcurrido entre la primera y la ultima eclosion
vario entre cuatro y 15 dias y para el 87 % de las 15 masas de huevos estudiadas
fue mas largo que seis dias. Considerando todos los huevos (n = 1142) de las
masas de huevos estudiadas, mas del 70 % eclosiond dentro de los cinco dias
desde la primera eclosion en cada masa de huevos (figura 2.4 B). La viabilidad
media (porcentaje de huevos eclosionados por masa de huevos) fue de 77,30 £

12,00 (n = 24).
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Figura 2.4 Duracién del desarrollo embrionario en Asolene platae. (A) Tiempo desde la
oviposicién hasta el primer huevo eclosionado. (B) NUmero de eclosiones por dia, desde

el primer hasta el Gltimo huevo eclosionado.

Durante el desarrollo se observo un incremento del 37,8 % en el diametro
de los huevos, desde 2,25 + 0,28 mm (media £ DS) para las masas de huevos
recién depositadas hasta 3,16 + 0,26 mm al momento de la eclosion (figura 2.5);
por otra parte, el didmetro medio del cigoto fue de 0,16 + 0,014 mm y al momento

de la eclosién el largo del embrién fue de 1,40 + 0,33 mm.
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Figura 2.5 Desarrollo embrionario en Asolene platae: Didmetro o eje mayor (media + SD)

de la capsula de los huevos y embriones durante el desarrollo embrionario.

Los caracoles recientemente salidos del huevo (figura 2.3 A, D) tienen la
apariencia de un caracol en miniatura, con tentaculos, ojos, ctenidio, osfradio, pie,
opérculo y conchilla, pero la observacion cuidadosa del lado derecho de la
cavidad del manto mostro la ausencia del pulmén. Bajo condiciones de laboratorio
la gelatina de la masa de huevos es el primer alimento tomado por los neonatos;
frecuentemente perforan la capsula de otros huevos provocando la eclosion
prematura de algunos embriones durante la salida de la masa de huevos o
durante este periodo inicial. Los neonatos de una semana de nacidos, aislados en
frascos de plastico, no comenzaron a comer lechuga descongelada hasta
transcurrida otra semana. A la tercera semana de edad, mas del 70% de los
neonatos ya comian lechuga descongelada, hecho apreciable por la presencia de
fecas de color verde oscuro en el intestino. Ocho a diez semanas después de la
eclosion se observo en la cavidad paleal a través de la conchilla transparente una

burbuja de aire, indicando que el pulmdn se habia vuelto funcional.
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2.4, Discusion

La cépula en Asolene platae sigue el modelo general descrito para otros
ampularidos (e.g. Burela y Martin, 2009, 2011): ocurre bajo el agua y con el
macho firmemente adherido al lado derecho de la conchilla de la hembra, y
ambos permanecen con sus tentaculos cefalicos fuertemente enrollados. Sin
embargo, en A. platae la hembra no repta, ni se alimenta ni ventila su pulmon
como ocurre en otros ampularidos (e.g. Bahl, 1928; Demian y lbrahim, 1971,
Albrecht et al., 1996; Burela y Martin, 2009). En M. cornuarietis aparentemente es
requisito para la copula un sustrato firme para la adhesién de pie de la hembra
(Demian y Ibrahim, 1971), pero en A. platae la hembra a menudo permanece en
el fondo durante la copula con el cefalopie parcialmente retraido.

La duracién media de la copula en A. platae fue menor a tres horas (2,66
h), la cual cae en el extremo inferior del rango de la duracién de copula en los
ampularidos (38 minutos a 12,15 h; Burela y Martin, 2011). Como en otros
ampuléaridos, la duracion de las cépulas fue altamente variable, desde los 20
minutos a 8,17 h. La duracion fue generalmente menor en parejas formadas en
acuarios colectivos en los cuales otros machos y hembras estuvieron presentes,
tal vez debido a la interferencia de machos merodeadores que algunas veces
fueron observados reptando sobre las parejas en coOpula y que podrian ser
competidores por la pareja. Tal vez algunas de las cOpulas de menor duracion
fueron solo intentos fallidos que terminaron sin conexion genital, como ocurre en
P. canaliculata (Burela y Martin, 2011), en la que no se produce transferencia de
esperma en copulas de menos de dos horas. La alta frecuencia de parejas
homosexuales en acuarios colectivos indicaria que los machos no son capaces de

reconocer las hembras hasta estadios avanzados del proceso de coépula y
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probablemente que tampoco sean capaces de reconocer a las hembras
receptivas, lo que tal vez explique algunas de las copulas muy cortas como
intentos fallidos.

Las hembras de A. platae son capaces de almacenar esperma viable por
periodos de mas de 169 dias durante los cuales depositan mas de 15 masas de
huevos y més de 597 huevos embrionados. Después de una sola coépula, P.
canaliculata puede oviponer miles de huevos por un periodo de més de 140 dias
(Estebenet y Martin, 2002) y M. cornuarietis puede poner numerosas masas de
huevos en un lapso de mas de un mes (Demian y Ibrahim, 1971); ésta ultima es
comparable con nuestras observaciones en A. platae.

El proceso de oviposicion y el sitio preferido para esta actividad en A.
platae son muy similares a los descritos para M. cornuarietis por Demian y
Ibrahim (1971), quienes sugirieron que las hembras requieren un sustrato
sumergido duro cercano a la superficie del agua para la oviposicion pero
usualmente evitan aquellos que son propensos a la predacion o putrefaccion (e.g.
hojas de lechuga u otras macrofitas palatables).

Nuestras observaciones en A. platae indican que el canibalismo de huevos
no es accidental, ya que ocurre frecuentemente aun cuando las masas de huevos
son depositadas sobre sustratos no comestibles.

En la naturaleza, Asolene platae usa las raicillas de plantas sumergidas y
troncos flotantes para la oviposicion (Martin, 2002). En este estudio nunca
encontramos masas de huevos sobre el fondo de los acuarios, lo cual en cuerpos
de agua naturales, probablemente ayude a evitar la sedimentacion de material en
suspension, que podria impedir el intercambio de oxigeno con el agua y reducir la

viabilidad de la masa de huevos.
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La estructura de las masas de huevos de A. platae es similar a la de M.
cornuarietis descripta por Demian y Ibrahim (1971), y ambos difieren de las masas
gelatinosas de Lanistes ovum (Heiler et al., 2007), en las que los huevos no son
depositados en una sola capa. La caracteristica distintiva de las masas de huevos
de A. platae es la presencia de numerosos microcristales de calcita en la matriz
gelatinosa que rodea los paquetes de huevos. Las caracteristicas opticas (Kerr,
1965) y el analisis de rayos X indican que los elementos refringentes estuvieron
constituidos por calcita. Estos microcristales no fueron observados en las masas
de huevos de A. platae colectadas en el campo por Martin (2002), posiblemente
estos elementos se hayan confundido con particulas de arena y limo adheridas a
las masas de huevos. Las primeras masas de huevos puestas por hembras
capturadas a campo también presentaron estos cristales, por lo tanto no son un
artefacto de las condiciones de cria del laboratorio (agua saturada con CaCO3).

En diversos ampuléaridos, el calcio de origen tanto extracapsular como
intracapsular, es un recurso para el desarrollo embrionario (Turner y McCabe,
1990). En las masas de huevos acuaticas de M. cornuarietis el calcio se obtiene
directamente del agua (Bartelt, 1970) pero los microcristales y esférulas presentes
dentro de la capsula de A. platae probablemente representen un recurso extra de
calcio para la formacion de la conchilla del embrién, ya que desaparecen durante
su desarrollo. Por otro lado, nuestras observaciones indican que los neonatos
permanecen alimentandose sobre las masas de huevos durante las primeras dos
semanas, por lo que los microcristales de la matriz gelatinosa podrian jugar la
misma funcion después de la eclosion. Algunos gastrépodos terrestres cubren sus
huevos con una capa de fecas para suministrar calcio a los embriones,

representando una forma de cuidado parental (Baur, 1994).
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Una caracteristica destacable de los huevos de A. platae es la consistencia
no fluida y gomosa de la zona periférica del perivitelo que rodea la zona interna
fluida que contiene el embrion. Esta condicion no ha sido mencionada para otros
ampularidos con masa de huevos acuaticos pero es similar a lo descrito para Pila
globosa por Bahl (1928) y Ranjah (1942). En esta especie, debajo de la cascara
calcarea del huevo hay una “esfera de albumen sélido” que encierra un “nucleo de
albumen liquido” que contiene el embrién. Una de las posibles funciones
atribuidas a la alta viscosidad del fluido perivitelinico en P. canaliculata es la de
actuar como barrera ante la invasion de microorganismos (ltuarte et al., 2010). En
P. canaliculata la viscosidad del perivitelo disminuye conforme transcurre el
desarrollo embrionario (Heras et al., 1998) mientras que en A. platae y P. globosa
el embridn se desarrolla en el perivitelo fluido y luego comienza a alimentarse del
perivitelo no fluido que constituye la mayor parte de las reservas, que desaparece
casi totalmente al momento de la eclosion. Un recurso adicional de nutrientes
podrian ser los numerosos espermatozoides localizados dentro de los huevos que
estdn presentes en muchos de los géneros de ampularidos (Ranjah, 1942;
Demian y Ibrahim, 1971; Koch et al., 2009) aunque la principal fuente donante de
recursos de energia y nutrientes esta constituida por el complejo perivitelino
(Heras et al., 1998; Dre6n et al., 2006).

En la presente tesis se reporta por primera vez la presencia de
paraesperma en el género Asolene. En Pomacea se han descrito tres tipos de
células espermaticas: eupirénicas o euesperma (fértil, con una cabeza en forma
de sacacorchos, una pieza media rigida y una larga cola o flagelo), apirénico (sin
cromatina, cuerpo fusiforme y multiflagelado) y oligopirénico (con cromatina

incompleta, cuerpo con forma de pera y un largo flagelo) (Sachwatkin, 1920;
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Andrews, 1965; Gamarra et al., 2006; Winik et al; 2009). Este ultimo ha sido
observado solo en P. canaliculata pero la morfologia de los otros dos tipos de
células espermaticas corresponden estrechamente al euesperma y paresperma
observado en A. platae en este estudio. La diferencia en tamafio del euesperma
es mayor entre las dos especies de Pomacea (15 um vs 39 um) que entre P.
canaliculata y A. platae (39 um vs 45 um). El tamafio del paraesperma apirénico
es similar para las dos especies de Pomacea (22 a 25 pm) y menos de la mitad
del largo del de A. platae (52 um). El paraesperma apirénico de las dos especies
de Pomacea tiene de tres a cinco flagelos, mientras que en A. platae muestra de
siete a nueve flagelos. La motilidad del paraesperma de A. platae es mas alta que
la del euesperma; Sachwatkin (1920) y Andrews (1964) mencionaron diferencias
entre los dos tipos espermaticos que son consistentes con nuestra observaciones.
Winik et al. (2001) han especulado acerca de una funcién carrier del paraesperma
en P. canaliculata, en la cual estas células infértiles podrian jugar un papel en el
transporte de las células fértiles (ver Capitulos 6 y 7).

Una caracteristica comun de las masas de huevos subacuaticas de los
ampularidos es el notable hinchamiento de las cdpsulas de los huevos durante el
desarrollo (Demian y lbrahim, 1970; Bartelt, 1970; Heiler et al., 2008). Esto esta
probablemente relacionado con el marcado incremento de la concentracion de
Ca®" y Na* en el fluido perivitelino que Bartelt (1970) observé en M. cornuarietis,
ya que la permeabilidad de las masas de huevos se increment6 solo levemente
durante el desarrollo en esta especie. Los huevos recién depositados de Asolene
y Marisa son mucho mas pequefios que los depositados por Lanistes ovum (2,25
y 2-3 mm vs. 5 mm, respectivamente) pero el incremento en volumen es mayor en

los primeros (cuatro y ocho veces vs. 2,74 veces, respectivamente).
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Los neonatos de géneros neotropicales Asolene y Marisa son también
bastante mas pequefios que los de Lanistes (1,4 y 1,3 mm vs. 3,0 mm). Los
embriones que estan cercanos a la eclosién son mucho mas pequefios que las
capsulas de los huevos en todos los casos y pueden reptar sobre la capa interna.
La ruptura de la capsula de huevos no necesita ningun tipo de presion mecanica
del embrién, como parece ocurrir en los ampularidos con huevos de cascara
calcarea (Pizani et al., 2005). Sin embargo Koch et al. (2009) sugirieron que en P.
canaliculata el embridn erosiona la capsula de los huevos antes de eclosionar. La
eclosion en A. platae ocurre aparentemente como resultado de la accion radular
del embrion combinada con la alta presién del fluido perivitelino.

La duraciéon minima del desarrollo embrionario en A. platae (siete dias) fue
comparable con la de los otros dos géneros de ampularidos (7-7,5 dias) a
temperaturas similares (25-27°C). Sin embargo, la duracién media en A. platae
fue de 10,8 dias y algunas masas de huevos comenzaron a eclosionar recién
después de 16 dias desde la oviposicion. Por otra parte, hay un alto grado de
asincronia en la eclosién dentro de cada masa de huevo de A. platae. Esto podria
deberse a la posicion de los huevos dentro de cada masa de huevos;
probablemente los huevos interiores reciben menos oxigeno y su desarrollo se
retrasa, un efecto comun en las masas de huevos gelatinosas de gasteropodos
acuaticos (e.g. Marois y Croll, 1991; Cohen y Strathmann, 1996). Tal vez la
asincronia se incremento6 en parte por la remocién de los neonatos de las masas
de huevos, ya que probablemente su ramoneo sobre la masa de huevos podria
haber incrementado la oxigenacion de las partes interna de las masas o provocar
la eclosion prematura de los embriones mas retrasados. Bartelt (1970) mostro que

la aireacion del agua acort6 la duracion del desarrollo desde uno a 2,5 dias en
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masas de huevos de M. cornuarietis pero comentd que el desarrollo es uniforme
dentro de una masa de huevos mantenida a una temperatura dada.

Aunque los neonatos de A. platae estdn en apariencia completamente
desarrollados, no son totalmente competentes durante las primeras semanas de
vida independiente. Solo comenzaron a alimentarse sobre material vegetal
senescente a la tercera semana; esto contrasta con el comportamiento de los
neonatos de P. canaliculata que comienzan a alimentarse sobre lechuga fresca
dos o tres dias después de la eclosion (observaciones personales) y son capaces
de alimentarse sobre ésta incluso si fueron extraidos prematuramente del huevo
(Koch et al., 2009). No se observaron evidencias de un pulmén al momento de la
eclosion en A. platae, mientras que aparece en el quinto dia del desarrollo
embrionario en M. cornuarietis (Demian y Yousif, 1973). La capacidad de respirar
aire en A. platae (adquirida a las ocho a diez semanas de edad) parece estar
mucho mas demorada en comparacién con la de los neonatos de P. canaliculata,
gue comienzan a respirar aire dentro de las tres horas de eclosionados (Seuffert y
Martin, 2009).

Entre los ampularidos, la cascara calcarea de los huevos esta presente
solo en Pomacea, Pomella y Pila, los cuales depositan sus masas de huevos
sobre la superficie del agua (Hayes et al., 2009b). El habito de oviponer por
encima de la superficie del agua evolucioné independientemente en los
ampularidos del Nuevo mundo (Pomacea y Pomella) y el Viejo mundo (Pila). Sin
embargo estos ampularidos comparten un rasgo unico, ya que la cascara de los
huevos se compone Unicamente de vaterita, un polimorfo de carbonato de calcio
inestable e infrecuente (Tompa, 1980). La presencia de abundantes y dispersos

microcristales de calcita en las masas de huevos de A. platae representa una
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condicion no observada previamente en los Ampullaridae y abre nuevas
preguntas acerca de los modelos de evolucién de las masas de huevos aéreas en
esta familia.

Los resultados obtenidos en este capitulo indican que incluso dentro del
grupo de ampularidos que ponen masas de huevos gelatinosos, los detalles de
estructura de las masas de huevos y los procesos de desarrollo (especialmente la
presencia de microcristales y la tardia aparicion del pulmén), constituyen una rica
fuente de caracteristicas valiosas para estudios comparativos y taxonomicos en el

futuro.
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3. CICLO DE VIDA

3.1. Introduccion

En la familia Ampullariidae se han realizado estudios sobre el ciclo de vida
de varias especies, principalmente Pomacea canaliculata (Estebenet y Cazzaniga,
1992, 1993; Estebenet y Martin, 2002; Martin y Estebenet 2002), Pila globosa
(Jahan et al., 2001) y Marisa cornuarietis (Aufderheide et al., 2006; Oehlmann et
al., 2000; Selck et al., 2006; Forbes et al., 2007). Para Asolene platae se conocen
solo algunos aspectos ecoldgicos estudiados sobre una poblaciéon natural de la
costa del Rio de la Plata (Martin, 1984). Sin embargo, los resultados obtenidos en
ese estudio son dificiles de interpretar debido al desconocimiento de aspectos
basicos de la estrategia vital, como por ejemplo, la edad a la madurez, la
longevidad, duracion del desarrollo embrionario, etc. El estudio de cohortes en
laboratorio ha resultado una herramienta indispensable para interpretar y
comprender el ciclo de vida en especies del género Pomacea (e.g. Estebenet y
Cazzaniga, 1993; Estebenet y Martin, 2002; Tamburi y Martin, 2009a).

Una de las especies mas embleméticas de la familia Ampullariidae es P.
canaliculata ya que se encuentra entre las 100 peores especies invasoras a nivel
mundial (Lowe et al., 2000), mientras que M. cornuarietis se ha establecido
también en nuevas areas, ampliando su rango natural de distribucion al ser
utilizada como agente de control bioldgico. Cowie et al. (2009) analizaron el
potencial riesgo que representa una especie para dafar ecosistemas naturales,
cultivos y la salud humana a partir de doce atributos, siete de los cuales son
variables biolégicas, como el potencial reproductivo, la estrategia vital (semélpara

o iter6para) y el tamafio de los adultos, entre otras. El andlisis de estos atributos
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en otras especies de Ampullariidae permitira determinar cuales de ellos son
relevantes en su caracter invasivo y también evaluar el grado de vulnerabilidad de
las especies no invasoras (Martin et al., 2013).

El objetivo general de este capitulo es estudiar el ciclo de vida de A. platae
a través de cohortes criadas en condiciones controladas de laboratorio. En
particular se pretende estudiar el modelo de crecimiento para cada sexo asi como
también la edad y talla en la que los individuos alcanzan la madurez sexual;
ademas, determinar el tipo de ciclo de vida (semélparo o iteroparo) y los
pardmetros demogréaficos como la supervivencia, fecundidad y longevidad. Se
pretende estimar por ultimo la proporcién sexual de las cohortes criadas en el

laboratorio.
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3.2. Materiales y Métodos
3.2.1. Origen y mantenimiento de los caracoles

Los caracoles usados para este estudio fueron descendientes de individuos
colectados del Lago Regatas (Parque Tres de Febrero, 34° 34’ 24" S, 58° 24’ 53"
O. Ciudad Autonoma de Buenos Aires, Argentina). Estos fueron criados en
acuarios comunes de 20 L de capacidad, con agua de canilla saturada con
carbonato de calcio, a 25 + 2 °C de temperatura, bajo un fotoperiodo de 14/10
horas (luz/oscuridad) y alimentados con lechuga ad libitum. En los acuarios
comunes fueron colocados caracoles de ambos sexos y las masas de huevos
depositadas fueron colectadas y aisladas en cajas de Petri de 20 cm de diametro.
Los neonatos provenientes de estas masas de huevos fueron utilizados para la

constitucion de las cohortes estudiadas en este capitulo.

3.2.2. Constitucion de las cohortes

Se constituyeron tres cohortes asincronicas con caracoles de dos o tres
semanas de vida. La cohorte | (C 1) fue formada por 108 individuos, provenientes
de cuatro masas de huevos, la cohorte Il (C Il) por 77 individuos provenientes de
tres masas y la cohorte Il (C Ill) por 72 individuos provenientes de dos masas.

Los caracoles neonatos fueron criados durante las dos o tres primeras
semanas de vida en cajas de Petri de 15 cm de diametro, con agua de red
declorada, junto con la masa de huevos de la cual provenian y se agregaron
trocitos de lechuga descongelada como suplemento (Capitulo 2). Luego la cria se
realizé en forma individual en acuarios de plastico de 200 ml de capacidad y se

utilizo agua de red declorada y saturada con carbonato de calcio.
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A partir de aproximadamente la cuarta semana los caracoles fueron
alimentados con lechuga fresca ad libitum y mantenidos bajo fotoperiodo de 14/10
horas (luz/oscuridad). A partir de la semana 28 (en promedio) de aislados los
caracoles fueron criados en acuarios individuales de vidrio de 3 L de capacidad.
Una vez por semana, durante toda la vida de los individuos, el agua fue renovada

totalmente.

3.2.3. Registro de la tallay edad

La talla de los individuos se registré cada quince dias. Para evitar dafios a
los caracoles durante la manipulacion, las mediciones correspondientes al periodo
inicial (desde la eclosién hasta las 30 semanas aproximadamente) se realizaron
sobre fotos digitales escaladas de cada individuo, tomadas dentro de su acuario
individual y analizadas con el software Corel Draw 12. A partir de la semana 30 de
nacidos los caracoles se midieron con un calibre de 0,05 mm de precision, desde
el apex hasta el extremo inferior de la apertura de la concha (Estebenet y Matrtin,

2003).

3.2.4. Madurez y actividad sexual

Para determinar la talla y edad a la madurez sexual de machos y hembras
los individuos de cada cohorte fueron colocados, a partir de los 18 mm de talla, en
acuarios colectivos de plastico de 3 L (de forma cilindrica, diametro: 32 cm, altura:
6 cm). Catorce a 17 caracoles fueron observados durante 8 horas a intervalos de
10 minutos, un dia por semana, hasta confirmar el sexo de los caracoles por su

comportamiento de copula. Ademas, durante las observaciones iniciales, fueron
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colocadas hembras ya maduras provenientes de otro pool de cria, ya que la
actividad sexual de los machos podria depender de la atractividad de la hembra.

Debido a la aparente ausencia de dimorfismo sexual externo (ver Capitulo
5), el sexo se determinG por la observaciéon del comportamiento copulatorio v,
cuando fue posible, de los 6rganos genitales. Los machos fueron reconocidos por
el comportamiento de mounting (Burela y Martin, 2009) sobre la conchilla de otro
caracol y la eversion de la vaina del pene durante la cépula. Las hembras se
reconocieron como tales por la aparicion de al menos una masa de huevos en sus
acuarios luego de haber sido montadas por un macho. Los individuos que no
presentaron comportamiento sexual fueron sexados postmorten por diseccion:
aguellos individuos en los que se observo la vaina del pene fueron clasificados
como machos, mientras que aquellos caracoles en los que no se observé esta
estructura fueron clasificados como hembras. Finalmente, a los caracoles que no
mostraron actividad sexual y que estuvieron vivos durante los cuatro afios de cria
se los clasific6 como indiferenciados.

Una vez que Ilos caracoles alcanzaron la madurez se registré
semanalmente la actividad sexual de ambos sexos. Para ello fueron armadas
parejas al azar, colocando al macho en el recipiente de la hembra. Fueron
observados durante ocho horas a intervalos de 10 minutos, y las observaciones
se repitieron hasta la muerte de los individuos. Se determiné la proporcién de
machos que copularon por semana (nimero de machos que copularon / nimero
de machos vivos para cada semana) Yy el numero de masas de huevos
depositadas por cada hembra (nimero de masas de huevos/ numero de hembras
vivas por semana), asi como también el numero de huevos por masa. Sobre la

base de esta informacion se calcul6 el numero de huevos depositados por hembra
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en cada semana de vida, y se calculé6 el nidmero acumulado de huevos
depositados por hembra por semana a lo largo de su vida. Durante el segundo
afio de cria las masas de huevos fueron aisladas en recipientes individuales y se
determind la duracion del desarrollo y la viabilidad de cada una de ellas (Capitulo
2).

Durante el segundo afio de experimentacion se registrd, con un data-logger
Hobo®, la temperatura de la sala de cria a cada hora. En base a estos datos se
calcularon las temperaturas medias minimas, medias medias y medias maximas
semanales. Se estudio la variacion de la actividad sexual semanal en funcién de

las temperaturas medias semanales calculadas.

3.2.5. Supervivencia

Para determinar la supervivencia de cada cohorte se registrd
semanalmente la muerte de los individuos. Durante las primeras semanas ésta
fue determinada por la ausencia de los latidos cardiacos, ya que la conchilla del
caracol era transparente y el corazon era observable bajo la lupa; en los caracoles
mayores, de conchilla gruesa y opaca, la muerte se determind por la ausencia de
movimientos musculares y ciliares del pie y por la falta de reaccién ante

contactos.

3.2.6. Proporcidén sexual terciaria

Las proporciones sexuales terciarias (hamero de machos que alcanzaron la
madurez/nimero de caracoles maduros de ambos sexos; Lincoln et. al., 1998)
fueron calculadas para cada masa de huevos de las tres cohortes sobre la base

del sexado en vida (por actividad reproductiva) y posmortem (por diseccion de
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aguellos individuos que no mostraron actividad reproductiva). Las masas de
huevos usadas fueron aquellas involucradas en la constitucion de las cohortes y

se registro para cada individuo la masa de huevos de la que provenia.
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3.3. Resultados
3.3.1. Crecimiento

Para cada cohorte se registré el crecimiento a lo largo de la vida de cada
individuo, y se obtuvo la talla promedio para cada edad. Se observo que el
promedio de las tallas (figura 3.1 A) durante las primeras 20 semanas de vida de
los caracoles de la cohorte | (C 1) aumenté mas rapido que el resto del ciclo de
vida (desde 2,5 a 15 mm), entre las semanas 20 y 70 el crecimiento se desaceler6
(desde 15 a 25 mm) y a partir de la semana 70 el promedio de las tallas se
mantuvo practicamente constante (26 mm a las 150 semanas). El patrén de
crecimiento descrito vale tanto para machos como para hembras, y fue semejante
en las tres cohortes estudiadas (figura 3.1 A, By C).

El promedio de las tallas de las hembras estuvo por encima del de los
machos a partir de la semana 40 parala Cly C Il y de la semana 34 para la C Ill.
En dos de las cohortes (Cl y Cll) los intervalos de confianza de la talla media de
machos y hembras se superponen a lo largo de toda la vida mientras que para la
Clll a partir de la semana 103 los intervalos de confianza en general no se

superponen.

3.3.2. Madurez y actividad sexual

Se estudi6 la actividad sexual (figura 3.1, eje secundario) de hembras y
machos de cada cohorte a lo largo de toda la vida de los caracoles. La actividad
sexual de la CI comenzé en la semana 43 y 47 en machos y hembras,
respectivamente, mientras que en la C Il la madurez sexual fue alcanzada en la

semana 60 por los machos y en la 69 por las hembras. En la C Il la actividad

41



sexual de los machos se inicio en la semana 57 y la de las hembras en la semana
64, aunque un anico macho comenzo su actividad sexual en la semana 31.

La actividad sexual de las tres cohortes presentd patrones con picos de
mayor actividad e intervalos donde la actividad sexual fue muy baja. Se
observaron cuatro picos de actividad sexual (figura 3.1) tanto para machos como
hembras de la C I, mientras que en las C Il y C lll se observaron dos picos bien
marcados de actividad sexual y un tercer pico menos evidente. Los picos de

actividad sexual coincidieron entre machos y hembras de las tres cohortes.
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Figura 3.1. Crecimiento y actividad sexual de machos (M) y hembras (H) de cada cohorte
(A, By C). En el eje primario se grafica la talla y en el eje secundario la actividad sexual
para cada sexo (proporcion de machos que copularon o niumero de masas de huevos por

hembra).
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El patron de actividad sexual observado en las hembras en funcion de las
temperaturas minima media, media y maxima media semanal (figura 3.2 B, D, F)
fue el mismo para las tres cohortes. Aun cuando las temperaturas minimas
medias fueron menores a 22,5, las hembras de las tres cohortes mostraron
actividad sexual. A temperaturas minimas medias mayores a 23°C y medias de
24°C la actividad alcanzo valores que variaron entre 0,2 y 0,8.

En el dGnico evento a 27°C de temperatura maxima no hubo actividad
sexual por parte de las hembras. La actividad sexual de machos (figura 3.2 A, C,
E) llegd a 0,1 a temperaturas minimas medias de 21° C, aunque la actividad vario
entre 0 y 0,8 en todo el rango de temperaturas alcanzado (desde 20 a 25°C). Las
temperaturas maximas medias semanales llegaron a valores de 27 °C, para los
gue se registro actividad sexual solo en la C lII.

En las tres cohortes fueron encontrados individuos en los que el
crecimiento se desaceler6 a las 19, 28 y 31 semanas de individualizados y
guedaron enanizados. Los tres individuos enanizados de la cohorte II murieron
durante las semanas previas (54, 59 y 63 semanas) al momento en que
maduraron sexualmente los primeros individuos de esa cohorte (60 semanas); en
la C Il el individuo enanizado muri6 a las 38 semanas de vida, mucho antes de
alcanzar la edad de madurez sexual determinada para esa cohorte (57 semanas).

Las hembras alcanzaron la madurez sexual a tallas de 24,2, 25,2 y
24,3 mm en promedio y los machos lo hicieron a 20,3, 23,3 y 19,9 mm en
promedio para cada cohorte (C I, C Il y C lll respectivamente). Las edades de
madurez sexual en promedio para las hembras fueron 92,1; 86,7 y 62,4 semanas
y para los machos 46,5; 69,8 y 55,9 semanas para cada cohorte (C I, CIl'y C Il

respectivamente).
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Figura 3.2 Actividad sexual de machos (A, C, E) y hembras (B, D, F) en funcion de la

temperatura (°C) para cada cohorte (C I, C II, C III).
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En las tres cohortes se observo que los machos alcanzaron la madurez
sexual a tallas (figura 3.3. A) y edades (figura 3.3. B) menores que las hembras.
Para determinar la significacion de estas diferencias se realizé el test de Levene
que permitid6 determinar que ambos grupos de datos son heterocedasticos
(p=0,02 y p=0,000, respectivamente) aun cuando se los transformo
logaritmicamente (p= 0,031 para la talla y p= 0,001 para la edad). Por lo tanto se
realizd6 un test T para varianzas heterogéneas (tabla 3.1) para analizar cada
cohorte por separado, a partir del cual se determiné que los machos maduran a
tallas y edades significativamente menores que las hembras en las tres cohortes

(con excepcion de la edad de madurez de machos y hembras de la C I11).
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Figura 3.3 Diagrama de cajas de la talla a la madurez (A) y edad a la madurez (B) para
machos (M) y hembras (H) de cada cohorte. Caja: rango intercuartilico (IQR), linea
horizontal: mediana, barras: valores maximos y minimos, circulos: valores atipicos
(valores que se encuentran por fuera de la caja hasta tres veces el IQR), asteriscos:

valores extremos (valores que se encuentran a mas de tres veces el IQR).
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Tabla 3.1 Prueba de Levene (F) y test T para comparar las variables talla y edad a la
madurez entre sexos para cada cohorte, los valores de p menores a 0,05 se indican con *

(diferencias estadisticamente significativas).

Cohorte Variable F p T g.l. P

I Talla a la madurez 4,346 0,044*  -5,027 21,132 0,000*

Edad a la madurez 29,729 0,000* -4,718 14,320 0,000*

[l Talla a la madurez 1,042 0,318 -2,244 24 0,034*

Edad a la madurez 7,484  0,012* -2,334 16,204 0,033*

1] Talla a la madurez 7,267 0,019 -4,785 6,970 0,002*

Edad a la madurez 5,478 0,037 -2,248 6,750 0,061

La fecundidad (numero de huevos acumulados por hembra) aumento a lo
largo del periodo reproductivo en las tres cohortes, aunque todas presentaron
intervalos de inactividad en los que el nUmero de huevos acumulados se mantuvo
constante (figura 3.4). El nUumero promedio de huevos acumulado por hembra
madura fue de 1635 para la C |, de 961 para la C Il y 1748 para la C lll para todo
el periodo de cria. El valor de fecundidad alcanzado por la C Il fue marcadamente
menor al valor de las C | y C Ill, ademas de tener el mayor nimero de individuos
indiferenciados sexualmente (16,7%) y de individuos sexados posmortem (11,1%)
mientras que para la C | el conjunto de individuos indiferenciados y sexados

postmortem fueron 10,6%, y para la C Il este dltimo valor es de 0%.
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Figura 3.4. Numero de huevos acumulados por hembra por semana para cada cohorte
(el inicio de la actividad sexual de la C Il y C Ill corresponde a la fecha 1/11/2011 y

corresponde al inicio del segundo periodo de la C I).

3.3.3. Supervivencia

La supervivencia de cada cohorte disminuyd abruptamente durante las
primeras 10 semanas de vida llegando a valores de 0,44, 0,46 y 0,25 para la C I,
C Il 'y C Ill, respectivamente. A partir de ese momento la supervivencia se
mantuvo practicamente constante por casi un afio y medio y a partir de la semana
100 comenzé a descender continuamente hasta el final del experimento. Los
valores de supervivencia alcanzados fueron de 0,07 para la C I, de 0,05 para la
C Il y de 0,0 (cero) para la C Ill cuando se decidi6 terminar el experimento luego

de cuatro afios de iniciado (semanas 201; 188 y 184 respectivamente).

48



—
|

cl

o
[{e]
|

—ClI

o
(o]
|

—CIl

o
-~
|

o
2]
|

SUPERVIVENCIA
o o
=~ o

o
w
|
il

o
N
|

o
=N
I

0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
SEMANAS

Figura 3.5. Supervivencia (nimero de individuos vivos en la semana t / nimero de

individuos en la semana inicial) de cada cohorte.

Para el segundo periodo de descenso de la supervivencia se grafico por
separado la curva de machos y hembras y se observo que la supervivencia de las
hembras comenz6 a descender antes que la de los machos en la C |, mientras
que en las otras dos cohortes fue la supervivencia de los machos la que comenz6

a descender antes que la de las hembras (figura 3.6).
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Figura 3.6 Supervivencia (numero de individuos vivos en la semana t / nimero de
individuos vivos al comenzar la actividad reproductiva) de machos (M) y hembras (H)
para cada cohorte (ClI, CIl, CIIl). Se indica el primer cuartil de la edad de inicio de la
actividad reproductiva de las hembras () y de los machos (e).

3.3.4. Proporcion sexual terciaria

La proporcion de machos y hembras de A. platae fue estudiada a partir de
las diferentes masas de huevos, independientemente de la cohorte a que
pertenecian (figura 3.7). El test de independencia entre la proporcion sexual y las
masas de huevos no resultd significativo (X*> de Pearson= 9,819; p= 0,278). La
proporcion sexual promedio entre todas las masas de huevos fue de 0,52 machos
y no se observé una diferencia significativa con respecto a la igualdad en la
proporciéon sexual (X*= 0,383; p= 0,536). Los porcentajes de individuos sexados
posmortem e indiferenciados fueron calculados en relacién a cada cohorte y se
observé que en la C1 el 11,76% de las hembras fueron sexadas posmortem
mientras que el 6,38% de los individuos de toda la cohorte quedaron
indiferenciados; en la C Il el 6,25% de los machos y el 21,43 % de las hembras
fueron sexados postmorten y 16,67 % del total de los individuos resultaron
indiferenciados mientras que en la C Ill todos los individuos fueron sexados por

actividad sexual.
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huevos.
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3.4. Discusion

En Asolene platae el mayor crecimiento ocurre durante las primeras 20
semanas de vida, a partir de esta edad se desacelera y una vez alcanzadas las
90 semanas de edad las tallas promedio se mantienen practicamente constantes.
El crecimiento individual disminuye con la edad pero es continuo a lo largo de
toda la vida, al igual que en P. canaliculata criada bajo condiciones similares; en
esta especie la tasa de crecimiento disminuye notablemente una vez alcanzada la
madurez sexual (Estebenet y Cazzaniga, 1998). En otros ampuléaridos como Pila
globosa (Jahan et al., 2001) y Pomacea bridgesii (Coelho et al., 2012) también se
observan las mayores tasas de crecimiento de la talla durante las primeras
semanas de vida de los caracoles (17 y 8 semanas respectivamente), y luego
descienden abruptamente, independientemente del sexo.

Durante la primera etapa del crecimiento de A. platae el promedio de las
tallas de machos y de hembras se superpusieron totalmente para cada semana,
mientras que a medida que los individuos comenzaron a alcanzar la madurez los
promedios de las tallas de las hembras tendieron a ser mayores que las de los
machos, de manera similar a lo observado en el crecimiento de los juveniles
machos y hembras de P. canaliculata (Estebenet y Cazzaniga, 1998; Estebenet y
Martin, 2003). Sin embargo, los intervalos de confianza de los promedios de las
tallas alcanzadas por los machos y hembras de A. platae se superponen
practicamente a lo largo de todo el ciclo de vida (figura 3.1). El modelo de
crecimiento de los caracoles adultos de A. platae (en el que los machos son mas
pequefios que las hembras) corresponde con el descrito para otros ampularidos,

como Marisa cornuarietis (Demian y Ibrahim, 1972), Pila sp. (Keawjam, 1987),
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Pomacea urceus (Lum Kong y Kenny, 1989), P. canaliculata (Estebenet y
Cazzaniga, 1998) y P. bridgesii (Coelho et al., 2012).

A partir del analisis de los resultados de tallas y edad de madurez sexual se
observo, en A. platae un patron que se repitid en las tres cohortes estudiadas, en
el que los machos maduran en general a tallas y edades significativamente
menores que las hembras. Las observaciones histolégicas realizadas por Martin
(1987) en A. platae mostraron que las tallas minimas de los machos al momento
de la liberacion de las gametas fueron menores a las de las hembras (17 y 18,6
mm respetivamente). En el caso de los machos las tallas minimas fueron
similares a las observadas en el presente estudio, mientras que en el caso de las
hembras las tallas minimas fueron menores (figura 3.3). Esta variacion en la edad
y talla de madurez entre machos y hembras también fue observada en otros
ampularidos como P. canaliculata (Tamburi y Martin 2009a) y M. cornuarietis
(Demian y lbrahim, 1972), aunque en esta Ultima especie el estudio corresponde
solo a la talla de madurez (23-24 mm para los machos y 24-25 mm para las
hembras).

La edad minima necesaria para que las hembras de A. platae inicien la
reproduccion fue de 11 meses (para la cohorte | mientras que en las otras dos
cohortes fue mayor), es decir que es necesario que transcurran por lo menos 11
meses a 25 °C de temperatura ambiente aproximadamente para que los
individuos comiencen a madurar sexualmente y por lo tanto a reproducirse. Por lo
tanto se puede inferir que en el Lago Regatas (Buenos Aires), de donde
provenian los ejemplares, y en ambientes naturales aledafios es necesario que
transcurran por lo menos dos afios para el comienzo de la actividad reproductiva

ya que los caracoles se inactivan por completo desde mayo a agosto (Zelaya,
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1999). Los caracoles probablemente no alcanzan las tallas de madurez en su
primer verano aun cuando hayan nacido al inicio de la temporada de
reclutamiento anterior, debido que en el ambiente natural la temperatura media
para el mes de mayo es de 13,4°C, con temperaturas minimas y maximas de 8,6

y 18,3°C respectivamente (http://es.climate-data.org/location/1207/). Estas

temperaturas se encuentran por debajo de los 15 y 20°C, para las cuales el
crecimiento de los neonatos fue significativamente menor que a 25°C (ver
Capitulo 4).

En el caso particular de la cohorte I, el rango de la edad de madurez de las
hembras fue mayor que para las otras dos cohortes; posiblemente esta gran
variacion de los datos se debio a la disminucion de la actividad sexual durante los
meses invernales, haciendo que las hembras no maduras comenzaran su
actividad sexual recién al final de ese invierno, con edades mayores a las que
maduraron al inicio del afio. Sin embargo, este efecto estacional no se observé
sobre el crecimiento de los caracoles; por lo tanto las hembras restantes
alcanzaron la madurez en la segunda temporada con tallas similares y edades
mayores a las que maduraron la temporada anterior. Es importante mencionar
que en otros ampularidos como P. canaliculata la temperatura del agua controla
tanto la edad de madurez como la duracion del periodo reproductivo (Estebenet y
Cazzaniga, 1992). Por lo tanto, la talla es un parametro que permitiria determinar
el momento de la madurez sexual mas acertadamente que la edad.

Es importante mencionar que, aunque las condiciones de cria fueron
relativamente constantes, se observé cierta variacion de la temperatura del aire
de la camara de cria, dependiente de las condiciones extremas de la temperatura

externa, lo que generd cierta estacionalidad en las condiciones de cria.
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Posiblemente la temperatura del agua también varid, alcanzado valores fuera del
rango Optimo para A. platae (Capitulo 4). Sin embargo se observé actividad
sexual de machos y hembras en todo el rango de temperaturas minimas medias
semanales alcanzadas. Otro factor controlado artificialmente, a través del uso de
lamparas y temporizador, es el fotoperiodo; sin embargo, es importante resaltar
que los individuos estuvieron sometidos también al efecto de la luz natural
(ventanas de la camara de cria), por lo que la variacion de la intensidad luminica
también pudo haber afectado la actividad sexual de los caracoles. En M.
cornuarietis el fotoperiodo no afecto la fecundidad aunque si tuvo efecto sobre el
crecimiento en el diametro de la conchilla a 25°C (Aufderheide et al., 2006). Para
P. canaliculata, el fotoperiodo tiene efecto escaso o nulo sobre el inicio y
detencion estacional de la copula y del comportamiento de oviposicion (Albrecht
et al., 1999; 2005).

A partir del andlisis del crecimiento y supervivencia de los caracoles de
ambos sexos de A. platae, como también de las curvas de actividad sexual en los
gue se observo alternancia de periodos de alta actividad seguidos por periodos
de baja actividad para ambos sexos, podemos concluir que el ciclo de vida de A.
platae fue al menos cuatrienal con reproduccion continua pero con fluctuaciones
en condiciones controladas de laboratorio (25 = 2 °C). Esta especie no es la
excepcion entre los ampularidos, ya que en general presentan ciclos de vida
largos, mas de tres afios para M. cornuarietis y Pila spp., hasta cuatro en
Pomacea spp., y mas de 10 afios en Lanistes nyassianus (Hayes et al., 2015). En
ambientes naturales el ciclo de A. platae seria de duracién mayor que cuatrienal e
iter6paro, ya que durante el invierno los ejemplares se encuentran enterrados y

aparentemente inactivos (Zelaya, 1999), mientras que las masas de huevos
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fueron observadas solo durante la primavera y verano (Martin, 1984). Este cambio
en el ciclo en relacibn con el régimen térmico ha sido observado en P.
canaliculata, que es semélpara y anual a temperaturas constantes de 25°C e
iterOpara y cuatrienal a temperaturas fluctuantes entre 9-29°C (Estebenet y
Cazzaniga 1993; Estebenet y Martin, 2002) y probablemente en poblaciones
naturales de zonas templadas (Martin y Estebenet, 2002).

El nimero medio de huevos acumulados por hembra observado en las tres
cohortes (media= 1448, rango= 961-1748) corresponde a los menores valores
alcanzados por P. canaliculata, ya que el rango para esta especie es de 1316 a
10869 huevos por hembra, con una media de 4500 (Martin y Estebenet, 2002).
Ademas el nimero promedio de puestas por hembra por semana en A. platae fue
de 0,263, 0,336 y 0,393 para cada cohorte y el maximo fue de 1,2 mientras que
en P. canaliculata el promedio fue de 1,4 llegando a valores de 3,7 puestas por
hembra por semana (Albrecht et al., 1996). Aunque las fecundidades de A. platae
fueron probablemente subestimadas por el alto grado de canibalismo observado
para esta especie (Capitulo 2), en M. cornuarietis, otro de los ampularidos con
masas de huevos gelatinosas, el valor promedio de fecundidad es de 0,24
puestas por hembra por semana (Aufderheide et al., 2006) y 30-180 huevos por
hembra por mes (Oehimann et al., 2000; 2006), valores comparables a los de A.
platae.

La supervivencia vario entre las cohortes estudiadas de A. platae: a las 10
semanas de vida tomo valores que fueron desde los 0,25 a los 0,46. Se mantuvo
constante para comenzar a descender continuamente luego de un afio y medio.
Durante la primera etapa, hasta las 100 semanas de vida, las curvas de

supervivencia corresponden al tipo Ill, mientras que para P. canaliculata en
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condiciones similares de laboratorio las curvas corresponden al tipo | (Estebenet y
Cazzaniga 1992) aumentado la mortalidad al alcanzar la edad reproductiva
(Estebenet y Cazzaniga, 1992). En la segunda etapa se observo en dos de las
cohortes que la supervivencia de los machos comenzo6 a descender antes que la
de las hembras, de manera similar a lo observado en P. canaliculata (Estebenety
Cazzaniga, 1998). La alta mortalidad post-eclosion observada en A. platae
probablemente se relaciona con la escasa o nula capacidad de los neonatos de
alimentarse de material vegetal inmediatamente después de la eclosion (Capitulo
2) y la exclusiva dependencia de la respiracion acuatica, ya que en P. canaliculata
el pulmoén aparece durante el desarrollo embrionario (Koch et al., 2009) y es
funcional al momento de la eclosion (Seuffert y Martin, 2009).

En A. platae la proporcion de machos de cada masa de huevos fue
altamente variable (entre 0,25 y 0,75) aunque la proporciéon sexual del total de los
individuos que conformaron las tres cohortes fue cercana a 1:1. Es importante
tener presente que se asume que la alta mortalidad inicial afecta por igual a
machos como hembras, y que posiblemente esté relacionada con procesos como
la alimentacién y respiracion que serian independientes del sexo de los individuos
para esa edad; ademas, estudios realizados en P. canaliculata muestran que
tanto la eclosiéon como la mortalidad parece no tener efecto sobre la proporcion
sexual (Yusa y Suzuki, 2003).

A partir de los individuos sexados por actividad sexual o postmortem, no se
evidenciaron diferencias en cuanto al porcentaje de individuos machos y hembras
que alcanzaron o no la madurez. La proporcion sexual terciaria cercana a 1:1
concuerda con las observaciones realizadas por Martin (1984) en poblaciones

naturales de A. platae y con las proporciones observadas en P. canaliculata (Yusa
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y Suzuki 2003; Yusa 2005, 2007a). Por el contrario, en M. cornuarietis la
proporcion sexual estd desbalanceada a favor de las hembras, tanto en
poblaciones de laboratorio como de campo (Demian y Ibrahim, 1972). Segun
Fisher (1930) (fide Krebs y Davis, 1985) la proporcion sexual evolutivamente mas
estable es aquella cercana a 1:1, es decir aquella en la que los padres invierten
de igual manera en ambos sexos de la descendencia, ya que en general cuando
la proporcion se desbalancea ocurre un sesgo compensatorio en favor del sexo
mas raro.

Existen diferentes mecanismos que determinan las proporciones sexuales,
y en el caso de A. platae se podrian descartar aquellos mecanismos o
circunstancias que pueden afectar la proporcién sexual aparente (Yusa, 2007a),
tales como la identificacion erronea del sexo, los sesgos en el muestreo, la edad
de madurez diferencial y por dltimo la mortalidad diferencial, en particular la
mortalidad diferencial post-eclosion. Dado que la mortalidad no fue diferente entre
machos y hembras adultos de A. platae, se puede considerar que la gran
mortalidad ocurrida durante las primeras semanas de vida de los caracoles afectd
indistintamente a ambos sexos. Finalmente, algunos de los mecanismos que
determinan la proporcion sexual primaria en P. canaliculata, como es la
determinacién oligogénica nuclear del sexo, sin cromosomas sexuales pero con
genes de determinacion del sexo distribuidos en varios cromosomas somaticos
(Yusa, 2007a, b), podrian ser los responsables de la variacion observada en las
masas de huevos en A. platae. Sin embargo, es indispensable realizar estudios
mas detallados para determinar cual o cuales son los mecanismos involucrados

en la determinacion de la proporcién sexual en A. platae.
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Los resultados obtenidos en A. platae indican que esta especie posee
atributos poco invasivos en relacion con los de P. canaliculata, ya que mostr6é una
baja fecundidad y supervivencia ademas del lento crecimiento y de la madurez
tardia, mientras que solo la iteroparidad seria favorable para el asentamiento en

nuevas areas.
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4. BIOLOGIA TERMICA Y COMPORTAMIENTO

4.1. Introduccion

En los ampularidos hasta ahora estudiados la temperatura del agua es un
factor de gran influencia sobre varios aspectos del ciclo de vida de estos, ya que
afecta el desarrollo, las tasas de crecimiento, reproduccion y supervivencia asi
como también los niveles de actividad y la respiracion aérea (Freiburg y
Hazelwood, 1977, Estebenet y Martin, 2002; Aufderheide et. al., 2006; Selck et.
al., 2006; Gettys et al., 2008; Seuffert y Martin 2009; 2010; Seuffert et al., 2010,
2012). Hasta el momento no se han publicado estudios sobre la biologia térmica
del género Asolene.

En P. canaliculata se han estudiado pardmetros térmicos como son la
temperatura umbral inferior, temperatura por debajo de la cual se detiene el
desarrollo embrionario, y los dias-grados, es decir la cantidad dias necesarios
para completar el desarrollo embrionario a una cierta temperatura (Seuffert et al.,
2012). Estos parametros son necesarios para determinar la duracion del
desarrollo embrionario en ambientes con temperaturas fluctuantes, pero han sido
estudiados hasta ahora solo para ampularidos que depositan masas aéreas de
huevos calcareos y no para aquellos géneros como Asolene que depositan masas
de huevos gelatinosas y subacuaticas (Hayes et al., 2009b).

Asolene platae es un ampulérido cuya distribucion abarca el Rio de la Plata
y el Parana hasta Bolivia (Cowie y Thiengo, 2003). Es de principal interés dar
respuesta a los interrogantes acerca del efecto de la temperatura sobre la biologia
de esta especie para que, junto con otros parametros estudiados en otros

capitulos de esta tesis (Capitulos 2 y 3), permitan evaluar su potencial invasivo.
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Teniendo en cuenta su creciente uso como mascotas de acuario (conocidos como
“caracoles cebra”) es altamente probable su translocacion a nuevas regiones
geograficas (Cowie et al., 2006; Rawlings et al., 2007), tal como ha sucedido con
Pomacea bridgesii (Coelho et al., 2012).

El objetivo general de este capitulo es estudiar el efecto de la temperatura
sobre la actividad, crecimiento y mortalidad de A. platae en condiciones de
laboratorio para determinar el rango de temperaturas Optimas para esta especie.
En particular se pretende establecer el efecto de cinco temperaturas distintas
entre 15 y 35 °C sobre las actividades que realizan los caracoles y determinar a
estas temperaturas la mortalidad de caracoles adultos y neonatos, como también
la talla alcanzada por estos ultimos. También se pretende estimar el umbral
térmico del desarrollo embrionario y los dias-grados necesarios para completar el

desarrollo.
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4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Origen y mantenimiento de los caracoles

Los caracoles utilizados en los experimentos provienen de un pool de
descendientes de individuos originarios del Lago Regatas (Parque Tres de
Febrero, 34° 34’ 24" S, 58° 24’ 53" O. Ciudad Autonoma de Buenos Aires,
Argentina). Los caracoles fueron criados en condiciones de laboratorio con agua
de red renovada semanalmente, saturada con carbonato de calcio y alimentados
con lechuga fresca ad libitum. La cria se realiz6 a 25 + 2 °C bajo fotoperiodo de

14 /10 hs luz/oscuridad.

4.2.2. Actividad de los caracoles a diferentes temperaturas

Los experimentos se realizaron simultdneamente en cinco acuarios de 10,8
L de capacidad (27 x 20 x 20 cm, alto x ancho x largo); se utilizé agua de red y el
fondo de los acuarios se cubrié con arena de rio (1 cm de espesor). Los caracoles
fueron alimentados con lechuga fresca y con lechuga molida previamente
disecada; este material particulado queda flotando por varios dias y permite
observar la formacion del embudo al momento de la alimentacién pedal superficial
(Saveanu y Martin, 2013).

Las temperaturas de cada acuario (15, 20, 25, 30 y 35 °C) fueron
mantenidas con calentadores con termostato regulable de 75y 100 W de potencia
ubicados en el fondo del acuario; la temperatura ambiente fue controlada
mediante un sistema de aire acondicionado y no superé la temperatura minima de
los tratamientos (temperatura ambiental maxima = 13°C); todos los tratamientos

fueron mantenidos sin aireadores.
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En cada acuario a cada temperatura se colocaron tres caracoles (elegidos
al azar y descartados una vez realizada cada réplica) cuyo rango de tallas fue de
11,1 — 31,3 mm. Se realizaron cinco réplicas para cada tratamiento y en cada
caso los caracoles fueron aclimatados durante 48 horas para cada temperatura.
Los caracoles fueron observados a intervalos de cinco minutos durante un
periodo de tres horas, simultaneamente para los cinco tratamientos. Al finalizar la
observacion se determino el estado vivo o muerto de cada individuo, en funcion
de la falta de respuesta a estimulos, la falta de movimientos ciliares del pie y, en
algunos casos, por el evidente estado de putrefaccion.

En cada observacion fueron registradas para cada acuario las actividades o
posturas en las que cada individuo se encontraba en ese momento; los bombeos
respiratorios (Seuffert y Martin, 2009) fueron contabilizados cada vez que el
caracol fue encontrado realizando esa actividad. A continuacion se mencionan las
actividades o posturas registradas durante las observaciones y su
correspondiente sigla:

e AD: sumergido y adherido a las paredes del acuario, con la cabeza
retraida y tentaculos enrollados.

e ADS: igual a AD pero ubicado en contacto con la superficie del agua.

e PE-D: parcialmente extendido, con parte del pie fuera de la conchilla,
ubicado en fondo del acuario.

e R:reptando.

e F: alimentandose de lechuga.

e FF: alimentandose de material vegetal particulado, que se encontraba

flotando en la superficie, sin formacién de embudo.
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e PR-D: parcialmente retraido en el fondo del acuario, con todo el cuerpo
dentro de la conchilla pero sin el opérculo fuertemente retraido.
e EN: enterrado en el fondo del acuario.
e B: respirando, con el sifén en contacto con la superficie del agua.
e BR: bombeos respiratorios.
e FE: cuerpo y cabeza fuera de la conchilla con tentaculos estirados, y
quieto.
e EB: alimentacion pedal superficial, con formacién de embudo.
Las actividades y posturas mencionadas anteriormente fueron reagrupadas
y redefinidas en otras mas generales de la siguiente manera:
e Ventilando (V): B + BR
e Inactivo (I): PE-D + PR-D + EN
e Alimentandose (A): F + FF + EB
e Quieto (Q): AD + AD-S + FE
e Reptando (R): R
El calculo de porcentaje del tiempo transcurrido para cada actividad se
realizdé con la siguiente formula: % = numero de observaciones realizadas para
esa actividad / (numero de individuos por acuario * n° de observaciones totales).
El efecto de la temperatura sobre la actividad de los caracoles fue
analizado con un ANOVA simple. La homogeneidad de varianzas fue analizada
por el test de Levene; en el caso de rechazo las variables fueron transformadas
por la funcion arcoseno de la raiz cuadrada del valor original y reanalizadas. Si al
analizar las variables retransformadas se logré la homocedasticidad, se prosiguio
con un ANOVA simple y se realiz6 un test de comparaciones multiples de

Bonferroni.
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4.2.3. Mortalidad y crecimiento de caracoles neonatos y adultos

El estudio del efecto de la temperatura sobre la mortalidad de caracoles
adultos se realiz6 a cinco temperaturas diferentes: 15, 20, 25, 30 y 35°C. Fueron
colocados cinco caracoles (cuyo rango de tallas fue de 14,8 — 31,5 mm) por
acuario y se realizaron cinco réplicas por cada temperatura. Cada dos o tres dias
se determiné el estado (vivo o muerto) de cada individuo, hasta transcurridos 25
dias desde el inicio del experimento.

Para determinar el efecto de la temperatura sobre la mortalidad y el
crecimiento de neonatos de hasta una semana de vida estos fueron criados en
botellas de plastico de 500 ml con agua de red, las cuales fueron colocadas en
acuarios de vidrio de 10,8 L termostatizados a 15, 20, 25, 30 y 35°C de
temperatura. Fueron realizadas tres réplicas secuenciales, en cada una de ellas
se colocaron 31, 21 y 19 neonatos por cada tratamiento para cada réplica,
dependiendo de la disponibilidad de neonatos. Durante los 20 dias de duracién
del ensayo se registré el niumero de neonatos muertos cada tres dias. Al finalizar
el experimento se tomé una foto escalada de los caracoles para determinar las
tallas alcanzadas por los sobrevivientes (ver Capitulo 3). La comparacion de las
tallas alcanzadas por los neonatos fueron realizadas con un ANOVA anidado o
jerarquico; las tres botellas fueron el factor anidado y la temperatura del agua el

factor fijo de mayor nivel.
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4.2.4. Umbral térmico de desarrollo embrionario

Las masas de huevos utilizadas para estos experimentos provienen de
individuos criados bajo condiciones de laboratorio (Capitulo 2). Las masas de
huevos fueron incubadas en recipientes cilindricos de 7 cm de diametro y 2 cm de
profundidad de agua a temperatura ambiente, naturalmente fluctuante, del
laboratorio. Se registr6 tanto la fecha de oviposicibn como la de eclosion,
observandose diariamente hasta la eclosion del primer huevo y contabilizando el
namero de huevos eclosionados por dia hasta la eclosion del ultimo huevo.
Simultaneamente se registraron en forma horaria los datos de temperatura con un
data-logger Hobo®. La duracién del desarrollo embrionario fue calculado como el
namero de dias transcurridos entre el dia de la oviposicién y el dia en que
eclosiono el primer huevo de la masa de huevos.

Para determinar el umbral térmico inferior (T.) para el desarrollo
embrionario fueron utilizados tres métodos diferentes pero comparables (Seuffert
et. al., 2012): (1) deviacion estandar de la media observada del nimero de dias
(SD-dia) de Arnold (1959), (2) el coeficiente de variacion en dias (CV-dia) de
Nuttonson (1958) y (3) el método del coeficiente de regresion (REG) de Hoover
(1955). Los diferentes umbrales térmicos fueron estimados utilizando las
ecuaciones desarrolladas por Yang et al (1995) basadas en estos métodos.

Los dias-grados (DD, °C.d) acumulados necesarios para completar el
desarrollo embrionario fueron calculados sobre la base de los registros por hora
de la temperatura (T,). Las horas-grados se calculan como la diferencia entre la
temperatura registrada por hora y el umbral inferior y fueron sumados para el

periodo de 24 hs: DD =% (Tp—T))
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4.3. Resultados
4.3.1. Actividad de los caracoles a diferentes temperaturas

Los caracoles permanecieron aproximadamente la mitad del tiempo
quietos, sin desplazarse pero con la cabeza, tentaculos y pie fuera de la conchilla,
independientemente de la temperatura a la que se encontraban. A 15 °C de
temperatura los caracoles pasaron la otra mitad del tiempo (44 %) inactivos
(parcialmente retraidos o enterrados) y solo el 1 % del tiempo realizaron alguna
otra actividad. A 20 °C el tiempo que estuvieron inactivos disminuy6 al 23 %
respecto de los 15 °C y aumento el tiempo que permanecieron reptando (14 %) y
alimentandose (11 %). A partir de los 25 °C el porcentaje del tiempo que
permanecieron inactivos fue menor al 10 %. A 25 °C mas del 50% del tiempo
estuvieron reptando o comiendo. A 30 °C aumento el tiempo que permanecieron
respirando y volvi6 a disminuir a los 35 °C (figura 4.1). Durante estos
experimentos nunca fueron encontrados caracoles en copula u oviponiendo, como

tampoco fueron encontradas masas de huevos.
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Figura 4.1 Actividad de A. platae a diferentes temperaturas constantes. Porcentaje del
tiempo que los caracoles permanecieron en diferentes actividades, V: respirando

(ventilando el pulmén), I: inactivo, A: alimentandose, Q: quieto, R: reptando.

El ANOVA arroj6 diferencias significativas (p < 0,05) para las variables
respirando (R), inactivo (I) y alimentandose (A), mientras que para las variables

quieto (Q) y reptando (R) no se encontraron diferencias significativas (tabla 4.1).

Tabla 4.1 ANOVA simple para las variables de actividad de A. platae a diferentes
temperaturas constantes. Previamente las variables fueron transformadas por la funcion
arcoseno de la raiz cuadrada; los valores de p menores a 0,05 se indican con *

(diferencias estadisticamente significativas).

Variable gl F p
v 4 3,766 0,019*
Tl 4 5,332 0,004*
TA 4 8,138 0,000*
TQ 4 1,303 0,303
TR 4 1,410 0,267
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El porcentaje del tiempo que los caracoles permanecieron alimentandose
(figura 4.2a) aumento significativamente desde el 2,3 % a los 15 °C hasta el 28 %
a los 25 °C y descendio6 significativamente hasta el 6 % desde los 25 a los 35 °C.
El pico para esta actividad se encuentra a los 25 °C, aunque a 30 °C alcanza
valores relativamente altos y para el resto de las temperaturas (15, 20y 35 °C) no
alcanza el 10 % del tiempo. El porcentaje de caracoles que estuvieron quietos
durante las observaciones no varié significativamente entre las diferentes
temperaturas, aunque se observo una tendencia del porcentaje de caracoles
quietos a disminuir desde los 15 a los 25 °C y después de este valor aumenté

hasta los 35°C (figura 4.2b).
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Figura 4.2 Diagrama de cajas del porcentaje del tiempo que los individuos de A. platae
estuvieron alimentandose (A) y que estuvieron quietos (B) para cada temperatura. Caja:
rango intercuartilico (IQR), linea horizontal: mediana, barras: valores maximos y minimos,
circulos: valores atipicos (valores que se encuentran por fuera de la caja hasta tres veces
el IQR), asteriscos: valores extremos (valores que se encuentran a mas de tres veces el
IQR). Las diferentes letras entre tratamientos indican que los porcentajes son

significativamente diferentes entre ellos con p < 0,05.
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El porcentaje del tiempo que los caracoles permanecieron reptando fue
mayor a 25 °C que en el resto de las temperatura (15, 20, 30 y 35 °C) aunque no
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, probablemente
debido a que el porcentaje del tiempo dedicado a esta actividad fue muy variable
para cada tratamiento (figura 4.3a). El porcentaje del tiempo que los caracoles
permanecieron ventilando el pulmon fue cero (0 %) a 15 °C, pero a partir de esta
temperatura aumento hasta llegar al porcentaje maximo de caracoles ventilando a
los 30 °C y descendio a los 35 °C; sin embargo la Unica diferencia significativa en

los porcentajes de ventilacion fue entre 15y 30 °C (figura 4.3b).
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Figura 4.3 Diagrama de cajas del porcentaje del tiempo que los individuos de A. platae
estuvieron reptando (a) y del tiempo que estuvieron ventilando (b) en funcién de la
temperatura. Caja: rango intercuartilico (IQR), linea horizontal: mediana, barras: valores
méximos y minimos, circulos: valores atipicos (valores que se encuentran por fuera de la
caja hasta tres veces el IQR), asteriscos: valores extremos (valores que se encuentran a
mas de tres veces el IQR). Las diferentes letras entre tratamientos indican que los

porcentajes son significativamente diferentes entre ellos con p < 0,05.
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El porcentaje del tiempo que los caracoles estuvieron inactivos no fue
diferente entre los 15 y 20 °C, aunque estos porcentajes fueron mayores y
significativamente diferentes que a 25, 30 y 35 °C de temperatura; para estas
Gltimas temperaturas los porcentajes del tiempo que los caracoles estuvieron

inactivos fueron muy bajos (figura 4.4).
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Figura 4.4 Diagrama de cajas del porcentaje del tiempo que los individuos de A. platae
estuvieron inactivos para cada temperatura. Caja: rango intercuartilico (IQR), linea
horizontal: mediana, barras: valores maximos y minimos, circulos: valores atipicos
(valores que se encuentran por fuera de la caja hasta tres veces el IQR), asteriscos:
valores extremos (valores que se encuentran a mas de tres veces el IQR). . Las
diferentes letras entre tratamientos indican que los porcentajes son significativamente

diferentes entre ellos con p < 0,05.
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El porcentaje del tiempo que los caracoles permanecieron enterrados esta
contemplado dentro de la variable Inactivos analizada en los parrafos anteriores;
sin embargo, se grafico el tiempo que pasaron enterrados (figura 4.5) separado
del resto para una mejor interpretacion de este estado. Aunque los resultados del
tiempo que los caracoles permanecieron enterrados son muy variables, los
mayores valores alcanzados corresponden a temperaturas de 15y 20 °C mientras
que a 25, 30 y 35 °C los valores son nulos o practicamente cero para cada una de
ellas. Los individuos fueron encontrados en este estado, en el que el caracol se
ubicaba en una depresion en la arena con la conchilla practicamente cubierta por
arena quedando una pequefa parte de esta descubierta; en un par de ocasiones
se los observo realizando movimientos en los que abrian y cerraban el opérculo y

gue favorecian el enterramiento.
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Figura 4.5 Tiempo que los individuos de A. platae permanecieron enterrados. Porcentaje
del tiempo que los caracoles permanecieron enterrados a diferentes temperaturas

constantes para cinco réplicas (R).

74



La frecuencia de bombeos respiratorios (nimero de bombeos respiratorios
/ nimero de eventos respiratorios) varid entre 3 y 9,4; a 15 y 20 °C de
temperatura los caracoles no realizaron bombeos respiratorios (figura 4.6) y a 35

°C en una sola de las réplicas la frecuencia de bombeo fue mayor a cero.
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Figura 4.6 Frecuencia de bombeos respiratorios en individuos de A. platae a cada

temperatura para cada réplica (Ri).

4.3.2. Mortalidad y crecimiento de caracoles neonatos y adultos

La mortalidad alcanzada por los caracoles neonatos luego de transcurridos
los 20 dias de ensayo aument6 desde 0,1 a 20°C hasta 0,7 aproximadamente a
35 °C de temperatura del agua; a 15 °C se observa un valor de mortalidad mayor
que a 20 °C (figura 4.5); sin embargo el ANOVA realizado para este grupo de
datos no arrojo diferencias significativas para la comparacion de la variable
mortalidad a las diferentes temperaturas (tabla 4.2); en la figura 4.7 se observa la

gran variacion de los valores de mortalidad para todas las temperaturas para los
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caracoles neonatos. La mortalidad alcanzada por los caracoles adultos fue mayor
(legando a valores de 0,8) a 35 °C que en el resto de las temperaturas
estudiadas; el ANOVA arrojé diferencias significativas para la comparacion de la
mortalidad de los adultos a diferentes temperaturas y el test de comparaciones
multiples de Bonferroni asigna estas diferencias a la comparacion entre la

mortalidad a 20 y 30°C y entre 30 y 35°C.
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Figura 4.7. Diagrama de cajas para la mortalidad de caracoles neonatos (N) y adultos (A)
de A. platae para cada temperatura. Caja: rango intercuartilico (IQR), linea horizontal:
mediana, barras: valores maximos y minimos, circulos: valores atipicos (valores que se
encuentran por fuera de la caja hasta tres veces el IQR), asteriscos: valores extremos
(valores que se encuentran a mas de tres veces el IQR). Las diferentes letras entre
tratamientos para neonatos y adultos indican que los porcentajes son significativamente

diferentes entre si (p < 0,05).
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Tabla 4.2 ANOVA para la variable mortalidad entre temperaturas para cada estadio (N =

neonatos, A = adultos).

Estadio Fuente Suma de cuadrados g¢.. Cuadrado medio F p

N Entre 0,227 4 0,057 3,006 0,072
Dentro 0,189 10 0,019
Total 0,417 14

A Entre 0,597 4 0,149 4,667 0,022*
Dentro 0,320 10 0,032
Total 0,917 14

La talla alcanzada por los neonatos transcurridos los 20 dias de
experimentacion aumenté con el aumento de la temperatura (figura 4.8). El
ANOVA anidado no detect6 evidencias de un aporte aditivo de la varianza debido
a las réplicas (botellas) pero si detect6 diferencias significativas en las medias de
las tallas de los neonatos sometidos a diferentes temperaturas (tabla 4.3). El
29,87 % del componente aditivo de la varianza corresponde al factor principal
(temperatura) mientras que el restante 70,13 % corresponde a la varianza de los
individuos dentro de cada botella. Se observé un aumento paulatino de la talla
entre los 15 y 25°C, mientras que a partir de los 25 y hasta los 35°C de
temperatura se mantuvo relativamente constante; el test de Bonferroni detect6
diferencias significativas en las comparaciones solo entre el tratamiento de 15°C y

las restantes temperaturas.
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Figura 4.8 Talla alcanzada por los neonatos de A. platae transcurridos 20 dias de cria a

diferentes temperaturas, para cada réplica.

Tabla 4.3 ANOVA anidado para comparar las tallas alcanzadas por neonatos de A. platae
a las distintas temperaturas. Factor principal: temperaturas del agua (15, 20, 25, 30 y

35°C), factor anidado: botellas (Réplica 1, 2 y 3).

Fuente Suma de cuadrados g.l. Cuadrado medio F p
Factor Principal 30,897 4 7,724 15,056 0,000*
Factor Anidado 5,058 10 0,506 0,985 0,459
Dentro 77,026 150 0,514

Total 112,981 164
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4.3.3. Umbral térmico y dias-grado del desarrollo embrionario

De un total de 84 masas de huevos incubadas a temperatura ambiente del
laboratorio fueron utilizadas 77, aquellas cuya viabilidad super6é el 10% (100*
namero de neonatos / numero total de huevos de la masa). La duracion del
desarrollo embrionario varié entre un minimo de nueve hasta un maximo de 26
dias (media £ SD = 14,57 = 3,18 d). Las estimaciones para el umbral térmico
inferior del desarrollo embrionario variaron de acuerdo al método entre 15,7 °C
(SD-dias y CV-dias) y 16,6 °C (REG), mientras que las correspondientes
estimaciones de los dias-grados necesarios para completar el desarrollo

embrionario fluctuaron entre 107,6 y 120,7 d°C, en promedio (Tabla 4.4).

Tabla 4.4 Umbral térmico inferior (°C) y dias-grados acumulados (DD; °C d) para el
desarrollo embrionario de A. platae. EI umbral térmico fue estimado por tres métodos
diferentes: la menor desviacion estandar en dias (SD-dia), el coeficiente de variacién en

dias (CV- dia) y el método del coeficiente de regresion (REG).

Método Umbral térmico Dias-grados
SD-dias 16,1 1149 + 23,4
CV- dias 15,7 120.7 + 24,5

REG 16,6 107.6 + 21,9
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4.4. Discusion

En Asolene platae la temperatura tiene un importante efecto sobre la
actividad en general; sin embargo, los caracoles permanecen la mitad del tiempo
quietos (sin desplazarse pero con la cabeza, tentaculos y pie fuera de la
conchilla), independientemente de la temperatura. A 15 °C la otra mitad del
tiempo permanecieron inactivos (parcialmente retraidos, parcialmente extendidos
o enterrados) y solo el 1% del tiempo se lo encontré reptando o alimentandose. El
maximo nivel de actividad general (alimentandose, reptando y ventilando el
pulmén) se observé entre los 25-30 °C y el tiempo que los caracoles
permanecieron enterrados fue nulo por encima de los 25 °C. La actividad general
decrece cuando la temperatura supera los 30 °C y aumenta el tiempo que los
caracoles se encuentran quietos.

Los individuos de A. platae a 15°C estuvieron inactivos casi la mitad del
tiempo de observacion (40 %) mientras que en P. canaliculata a esa misma
temperatura el tiempo que estuvieron inactivos fue solo del 25 % y aumento al 98
% a 10 °C (Seuffert et al., 2010). Estos resultados sugieren fuertemente que los
individuos de A. platae también permanecerian la mayor parte del tiempo
inactivos a 10 °C. Por otra parte los caracoles de A. platae permanecen casi la
mitad del tiempo quietos, con el pie extendido pero inmdviles,
independientemente de la temperatura del agua. Esta especie es de crecimiento
lento (Capitulo 3) y mucho menos moévil que P. canaliculata, la cual permanecio
solo el 26 % del promedio del tiempo quieta entre los 15 y 30 °C de temperatura

(Seuffert et al., 2010).
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El tiempo que los caracoles estuvieron alimentdndose se incrementé
significativamente con la temperatura, alcanz6 el maximo a 25-30 °C y decrecio a
35 °C. Este incremento en la alimentacion corresponde con el decrecimiento de la
inactividad (enterrado o retraido) por encima de los 20 °C, mientras que en P.
canaliculata correspondié a una disminucion del tiempo de quietud o descanso
(Seuffert et al., 2010). La alimentacién tuvo el pico maximo a los 25 °C y comenzé
a descender con el aumento de la temperatura. En P. maculata la alimentacion
alcanz6 el minimo nivel a 15°C y el maximo a 30 °C (Gettys et al., 2008). En los
animales ectotermos el incremento de la alimentacién puede ser esencial para
satisfacer las demandas energéticas al aumentar el metabolismo. Por otra parte,
el descenso de la alimentacion a 35°C podria indicar que las temperaturas por
encima de los 30°C comienzan a ser sub-6ptimas, incluso perjudiciales para A.
platae en el mediano plazo, ya que el crecimiento disminuyé y la tasas de
mortalidad alcanzaron su maximo a 35 °C.

El porcentaje del tiempo que los caracoles de A. platae permanecieron
reptando (17,5 % en promedio) no fue afectado por la temperatura; los resultados
reportados para P. canaliculata fueron similares, con un promedio del tiempo
reptando del 20,2% independientemente de la temperatura (Seuffert et al., 2010).
En P. canaliculata los caracoles pueden reptar mas rapido con un aumento de la
temperatura, por lo que no invertirian tiempo adicional para moverse de un lugar a
otro para realizar sus actividades de rutina.

El maximo nivel de ventilaciébn pulmonar alcanzado por A. platae fue a
30°C, probablemente este aumento esté relacionado con un incremento en la tasa
metabdlica (Akerlund, 1969; Freiburg y Hazelwood, 1977) y con la disminucion del

oxigeno disuelto en el agua conforme aumenta la temperatura, ya que los
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acuarios no fueron aireados. Por otra parte A. platae ventild el pulmén solo a
temperaturas entre 25 y 35 °C, mientras que P. canaliculata respir6 aire entre los
15y 35 °C independientemente de la aireacion del agua (Seuffert y Martin, 2009).
Esto indicaria un bajo grado de dependencia de la respiracion aérea de A. platae,
que estaria relacionado con el tardio desarrollo del pulmon (Capitulo 2) y con el
pequefio tamafio del sifon en relacion con otros ampularidos (Seuffert y Martin,
2009) y. La variacion del niumero de bombeos por evento de ventilacion fue muy
amplia entre las réplicas y no mostré relacion con la temperatura, de manera
similar a lo observado en P. canaliculata, para la que no fue detectado un efecto
de la temperatura sobre el niumero de movimientos de bombeo (Seuffert y Martin,
2009).

La tasa de mortalidad en A. platae fue mayor para los neonatos que para
los adultos a todas las temperaturas estudiadas, a excepcion de los 35°C para la
gue se observaron altos niveles de mortalidad en ambos grupos. El efecto de la
temperatura sobre la tasa de mortalidad fue significativo en los adultos mientras
gue en los neonatos no se detectaron diferencias, a diferencia de lo reportado en
Marisa cornuarietis y P. canaliculata para las que se detectd un efecto positivo de
la temperatura sobre la tasa de mortalidad de los neonatos (Selck et al., 2006;
Seuffert y Martin, 2013). La influencia de la temperatura sobre la tasa de
mortalidad de los neonatos de A. platae fue probablemente enmascarada por su
alta tasa intrinseca de mortalidad post-eclosiéon (Capitulo 3), a diferencia de las
bajas tasas de mortalidad de neonatos y juveniles de P. canaliculata (Estebenet y
Cazzaniga, 1992, 1998), aun cuando fueron expuestos a temperaturas extremas

(Seuffert y Martin, 2013).
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La temperatura afecto significativamente el largo de la conchilla alcanzado
por los neonatos después de trascurridos 20 dias; las mayores tallas
corresponden a 25, 30 y 35°C mientras que a 15°C se encontraron los caracoles
mas pequefios. Resultados similares fueron registrados para P. canaliculata:
después de diez semanas los neonatos alcanzaron las tallas maximas entre los
25y 35 °C, las cuales fueron significativamente mayores a las alcanzadas a 15y
20 °C (Seuffert y Martin, 2013). Por otra parte, los neonatos de P. maculata
criados a 15°C no crecieron y a 35°C crecieron significativamente menos que a
20-30°C (Gettys et al., 2008). La tasa de crecimiento de los juveniles de M.
cornuarietis decrecié significativamente con el descenso de la temperatura de
28°C a 22°C (Aufderheide et al., 2006; Selck et al., 2006). Por lo tanto, el rango
optimo de temperatura para el crecimiento no parece ser muy variable entre los
ampularidos sudamericanos y para todos ellos el crecimiento se retrasaria
significativamente a temperaturas inferiores a 20°C.

La duracion del desarrollo embrionario a temperaturas fluctuantes mostré
un amplio rango de variacion; sin embargo, la duracion media fue similar a la
estimada en el Capitulo 2 (10,8 dias) bajo condiciones de incubacion similares
pero a temperatura constante de 25 °C. La temperatura umbral inferior para el
desarrollo embrionario de A. platae es de 16°C aproximadamente, coincidiendo
con los valores de 15,7-16,2°C estimados para P. canaliculata. Ademas los dias-
grados acumulados estimados para A. platae variaron entre 107,5 y 120,5 °C.d,
siendo también muy cercanos a los de P. canaliculata (120,7-132,2 °C.d; Seuffert
et al., 2012). Por otra parte, la duracién del desarrollo embrionario para un rango
de 25-30°C en M. cornuarietis (8-16 dias, Demian y Yousif, 1973) es similar a las

estimaciones para A. platae. Sin embargo la duracion en M. cornuarietis en el
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rango de 15-20°C fue de 20 dias, valor menor al predicho por el modelo con
temperaturas cercanas al umbral inferior (30 dias por debajo de 20°C). Aunque
son especies diferentes parece extrafio el rapido desarrollo a bajas temperaturas,
dado el origen tropical de los caracoles usados para ese estudio (Puerto Rico).
Ademas Demian y Yousif (1973) mencionan las temperaturas extremas
registradas pero no el régimen térmico en el que fueron incubados, lo que podria
explicar las diferencias. En otro estudio, los huevos de M. cornuarietis tardaron en
eclosionar ocho dias a 28°C y 17 dias a 22°C (Aufderheide et al., 2006), datos
coincidentes con lo reportado para esta especie en el rango de 25-30 °C y solo
dos o tres dias méas corto que en A. platae. El Unico dato reportado para el
desarrollo embrionario de los ampularidos del Viejo Mundo con masas de huevos
gelatinosas indica que Lanistes ovum requiere de seis a siete dias a 26-28°C para
eclosionar (Heiler et al., 2007), es decir mas rapido que el desarrollo de A. platae
y M. cornuarietis a temperaturas similares. Posiblemente esta mayor velocidad
esté relacionada con el hecho de que los huevos de L. ovum son depositados en
una sola capa y por lo tanto se reduce la competencia por el oxigeno dentro de
las masas de huevos gelatinosas, lo que por lo general retrasa la eclosion (Moran
y Woods, 2007; Lardies y Fernandez, 2002; Capitulo 2).

Por otro lado, los huevos aéreos y de cascara calcarea de P. canaliculata
se desarrollan a todas las temperaturas a una velocidad ligeramente inferior
(Seuffert et al., 2012) que los huevos acuaticos y gelatinosos de A. platae. Sin
embargo, esta diferencia puede no ser significativa si se tiene en cuenta la alta
variacion de masa inter- e intra-huevo en la duracion del desarrollo en A. platae
(Capitulo 2) y en consecuencia los altos desvios estandar de las estimaciones de

los dias-grado.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este capitulo, se puede
concluir que el rango éptimo de temperatura para poblaciones de A. platae podria
encontrarse entre los 25-30°C. Por otra parte, a temperaturas de 20°C y por
debajo de esta, el nivel general de actividad decrece y las tasas de crecimiento de
los caracoles son mucho menores. Asolene platae mostré un amplio rango de
temperaturas Optimas para el desarrollo de las actividades de rutina. Las
temperaturas de 35 °C y superiores serian perjudiciales para estos caracoles, ya
gue no solo los niveles de actividad se redujeron por encima de 30 °C, sino que
también las tasas de mortalidad fueron mayores. La tolerancia térmica observada
es similar a la de P. canaliculata en la Cuenca Encadenadas del Oeste (Sudoeste
de la provincia de Buenos Aires; Seuffert et al., 2010). Sin embargo, los bajos
niveles de actividad a bajas temperaturas y las altas mortalidades a altas
temperaturas probablemente explican el rango latitudinal mas estrecho en A.
platae (25 a 35 °S; Castellanos y Fernandez, 1976) en comparaciéon con P.

canaliculata (20 a 38 °S; Hayes et al., 2012).
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5. VARIACIONES MORFOGRAVIMETRICAS DE LA CONCHILLA

5.1. Introduccion

Hasta el momento no se han publicado para Asolene platae estudios sobre
la variacion de la forma y del peso de la conchilla, como tampoco se han
encontrado registros para otras especies del género (Estebenet et al., 2006;
Hayes et al.,, 2015). En algunas especies de la familia Ampullaridae como
Pomacea canaliculata (Cazzaniga, 1990; Estebenet, 1998; Tamburi y Martin
2013), Pomacea paludosa (Hanning, 1979) y Marisa cornuarietis (Demian y
Ibrahim 1972) se ha descrito un marcado dimorfismo sexual externo en la forma
de la conchilla; para los otros géneros del Nuevo y Viejo Mundo, incluido Asolene,
este fendmeno aun no ha sido estudiado.

El patrén de dimorfismo sexual externo de los ampularidos se caracteriza
por un mayor tamafio de la apertura de la conchilla de los machos (Demian y
Ibrahim, 1972; Burky, 1974; Hanning, 1979; Cazzaniga, 1990; Estebenet, 1998).
El origen de esta variacion de la forma de la conchilla fue explicado a través de
distintas hipotesis, entre ellas el gran desarrollo del complejo copulatorio
alcanzado en los ampularidos del Nuevo Mundo hasta ahora estudiados, y la gran
cantidad de tiempo dedicado a la cépula, ente otras (Estebenet y Martin, 2003;
Estebenet et al., 2006).

La capacidad de sexar a los caracoles por la forma de la conchilla es una
herramienta muy valiosa para estudios bioecol6gicos (especialmente a campo) ya
gue evita tener que sacrificar a los individuos o usar técnicas invasivas. Aunque

en A. platae no parece haber dimorfismo sexual externo en la forma de la
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conchilla, en otros caracoles se lo ha detectado por primera vez a través del uso
de la morfometria geométrica (por ejemplo en el género Viviparus; Minton y
Wang, 2011). La morfometria geométrica es una de las herramientas que
actualmente mas se utiliza para realizar estudios de las formas bioldgicas. Esta
técnica estudia el cambio en el tamafio y la forma a partir del desplazamiento en
el plano o espacio de un conjunto de puntos morfométricos o landmarks (Rohlf y
Slice 1990). Esta técnica evita la reduccion de la forma a una serie de medidas
lineales o angulares, manteniendo las relaciones geométricas entre los landmarks
a través de todo el andlisis. En los estudios de morfometria la forma (form) de un
objeto se descompone en tamafio (size) y forma propiamente dicha (shape),
definida por la informacion geométrica que permanece una vez eliminados por
transformacién, los efectos de rotacidn, traslacion y escala (Bookstein 1997;
Dryden y Mardia 1998; Rohlf, 1993). Ademas permite detectar y de ser necesario
eliminar la alometria, cuando se produce un cambio en la forma como
consecuencia del crecimiento diferencial de alguna parte, en este caso de la
conchilla. Los landmarks son puntos en un espacio bi- o tridimensional que
corresponden a la posicidbn de un rasgo en particular del objeto a estudiar;
aguellos denominados de la misma forma se supone que se corresponden a lo
largo de toda la muestra de objetos. Los landmarks deben ser puntos precisos en
el objeto que idealmente tengan un significado filogenético, estructural, funcional o
de desarrollo (Lele y Richtsmeier, 2001).

Otra de las caracteristicas sexualmente dimorficas estudiadas en P.
canaliculata es la variacion del peso de la conchilla con respecto al largo total de

la conchilla entre machos y hembras (Estebenet, 1998; Estebenet y Martin, 2003,
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Tamburi y Martin, 2012). Las conchillas de los machos son en general mas
pesadas que las de las hembras.

El objetivo principal de este capitulo fue estudiar las posibles diferencias en
la forma de la conchilla de machos y hembras de A. platae a través de uso de la
morfogeometria. Paralelamente, se investigd la variacion de la forma de la
conchilla por un posible efecto de alometria estatica (diferencias de forma entre
adultos de diferentes tamafios) y ademas se estudio la relacion entre el peso y el

largo de las conchillas de machos y hembras criados en condiciones controladas.
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5.2. Materiales y Métodos
5.2.1. Origen y mantenimiento de los caracoles

Los caracoles usados para realizar las experiencias fueron aquellos
utilizados para el estudio de la demografia de A. platae (Capitulo 2). Los
individuos fueron criados y mantenidos en acuarios de vidrio de tres litros de
capacidad, con agua de red renovada semanalmente saturada con carbonato de
calcio y alimentados con lechuga fresca ad libitum. Las conchillas utilizadas
corresponden a individuos maduros sexualmente, para los que se determiné

previamente el sexo por su actividad reproductiva.

5.2.2. Andlisis morfogeométrico de la conchilla

Para realizar el andlisis de morfometria geométrica se tomaron fotos de
conchillas de 40 caracoles vivos y muertos correspondientes a la cohorte |
(Capitulo 2), con un rango de tallas de 23,1 a 29,0 mm. Las fotos fueron
realizadas sobre papel milimetrado y las conchillas fueron dispuestas con la
apertura hacia arriba, fijadas con plastilina, con el eje y el plano de la apertura
paralelos a la superficie de apoyo.

Sobre la imagen de cada individuo fue registrado el conjunto de puntos
morfométricos (landmarks) en forma de coordenadas cartesianas. Existen tres
tipos de landmarks (Bookstein, 1997; Lele y Richtsmeier 2001; Dryden y Mardia,
1998) los landmarks tipo I, son puntos anatémicos cuya homologia esta
respaldada por una fuerte evidencia biolégica; los landmarks tipo Il, o
matematicos, cuya homologia entre un individuo y otro esta respaldada por una

base geométrica y no por evidencia anatémica; y por ultimo los landmarks tipo I,
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o semi-landmarks, son puntos localizados en forma equidistante en el contorno de
la figura o entre dos landmarks de tipo 1 o Il.

La disposicion de los 21 landmarks ubicados en las imagenes de las
conchillas se observa en la figura 5.1, de los cuales nueve son verdaderos
landmarks (LM) de tipo 1y Il y 12 son semi-landmarks o pseudo-landmarks (SLM).
El primer landmark (LM 1) corresponde al apex de la conchilla, los LM 2y LM 20
corresponden a la interseccidn derecha e izquierda de la sutura de la dltima vuelta
y el LM 5 corresponde a la interseccion de la sutura de la dltima vuelta y la
abertura. EI LM 8 es el punto mas externo sobre el lado derecho de la abertura y
el LM 14 es el punto extremo del lado izquierdo de la abertura. EI LM 11 es el
extremo inferior de la abertura, el LM 17 es el punto extremo del lado izquierdo de
la dltima vuelta y el LM 21 es el ombligo de la conchilla. Dos de los SML (3y 4)
estan ubicados en la parte mas extrema del lado derecho de la udltima vuelta,
mientras que los SML 6, 7, 9, 10, 12 y 13 representan el contorno de la abertura y
por ultimo los SML 15, 16, 18 y 19 representan el lado izquierdo de la ultima
vuelta.

El montaje del archivo de las imagenes se realizd con el programa TPSUil
(Rohlf, 2010) mientras que tanto el escalamiento de las imagenes como la
digitalizacion de los LM se realizaron con el programa TPSDig2 (Rohlf, 2010).
Para determinar la posicion de los SML se dibuj6é una curva a lo largo del borde
de la conchilla y se ubicaron dos puntos equidistantes entre dos LM, luego fue
asignado el status de SML a los puntos elegidos como tales con el programa
TPSUtil. Los LM fueron conectados con una linea continua para representar la

forma general de las conchillas.
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El programa TPSRelw (Rohlf, 2010) fue utlizado para relajar el
desplazamiento de los landmarks con el criterio de minimizacion de la matriz de
energia de curvatura (bending energy matrix), luego de realizar la Superposicion
de Procrustes en el que se fija la forma de referencia, se alinean, escalan y rotan
las formas obtenidas a partir de cada imagen y se estudia la magnitud y direccion
de las diferencias de cada LM entre la forma de referencia y la forma objetivo
(target). Este programa permite ademas corregir la ubicacion de los LM si fuera
necesario y detectar alguna variacion que no sea biolégica, ya que se espera
cierta variacion aleatoria de los LM de cada individuo alrededor de la posicion de
los LM de la forma consenso.

A partir de un analisis de componentes principales de las coordenadas de
Procrustes (Rohlf, 1993), fueron calculados y graficados los dos primeros Relative
Warps, es decir las dos primeras componentes de deformacion. Para detectar
diferencias en la forma de la conchilla de machos y hembras se realizé en una
primera instancia un analisis discriminante (con el Centroid Size como una
covariable representativa del tamafio para determinar la relacion de este con la
forma) y posteriormente un analisis de validaciébn cruzada; ambos analizan
diferencias entre grupos de objetos respecto a un conjunto de variables medidas
sobre los mismos, y que implican la re-utilizacion o re-muestreo de los datos. El
Centroid Size matematicamente es la raiz cuadrada de la suma de las distancias
al cuadrado desde un conjunto de landmarks al centroide que ellos definen, y es
el estimador de tamafio mas utilizado en morfometria geométrica, ya que si no
existe alometria no se correlaciona con ninguna variable (Bookstein 1997). La
alometria fue estudiada a partir del analisis de la independencia de las variables

forma y tamafio, sobre las que se realizd un test permutacional en el que las filas
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y columnas de las matrices de las distancias se someten a permutaciones
aleatorias y se vuelve a calcular el coeficiente para cada permutacion. Este
conjunto de analisis fue realizado con el programa Morpho J (Version 1.02e;

Klingenberg 2010).

Figura 5.1 Fotografia de una conchilla de Asolene platae con la ubicacion de los nueve
landmarks tipo | y Il (puntos negros) y de los doce semi-landmarks o tipo Il (puntos

blancos). Se indica también la forma en que se midi6 el largo total de la conchilla (LT).

5.2.3. Variacion del peso y del largo de las conchillas

Para el estudio del peso de las conchillas, fueron usadas aquellas
provenientes de los individuos ya muertos (sexados a lo largo del ciclo de vida o
por diseccién pos-mortem) de las tres cohortes estudiadas en el Capitulo 3, cuyo
rango de tallas fue de 21,7-28,6 mm. Las conchillas fueron pesadas con una

balanza digital Ohaus Scout™ Pro de 0,001 g de precisién y se midi6 su largo
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total (LT, desde el apex al extremo basal de la apertura de la conchilla, figura 5.1)
con un calibre Mitutoyo de 0,2 mm de precision. Las variables fueron
transformadas logaritmicamente y la igualdad de pendiente y de ordenadas al

origen de machos y hembras fueron investigadas mediante ANCOVA.
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5.3. Resultados
5.3.1. Analisis morfogeométrico de la conchilla

En A. platae se observa que la variacion general de la forma de la conchilla
se corresponde con los individuos ubicados en los valores negativos del primer
componente de deformacién (Relative Warps), que muestran aberturas mas
pequefias y alargadas que aquellos individuos ubicados sobre los valores
positivos de mismo componente (figura 5.2); esta variacion fue observada tanto
en machos como en hembras. En las grillas de deformacion se grafican los
individuos extremos con respecto al primer componente y la figura central
corresponde al consenso con la dispersion de cada LM. Se observa en el gréafico
una clara superposicion de los poligonos minimos convexos obtenidos para cada

sexo en el plano de las dos primeras componentes.
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Figura 5.2 Estudio morfogeométrico realizado con 21 LM. (A) Analisis de componentes
principales de la variacion de la forma de la conchilla en A. platae; para cada sexo se
grafica el poligono minimo convexo. (B) Grillas de deformacion de los individuos
extremos con respecto al primer componente; la figura de la conchilla central corresponde
al consenso. (C) Fotos de los individuos extremos del primer componente (ambas fueron
hembras).

95



El analisis discriminante separa en dos grupos definidos a los machos y hembras
pero con un nivel no significativo (p = 0,64, figura 5.3); el analisis de validacion
cruzada no encuentra una funcidn que permita separar a machos de hembras a
partir de la forma de la conchilla, clasificando erroneamente el 70% de las
hembras y el 36 % de los machos. También se realizé un andlisis para detectar si
existe un efecto alométrico que pudiera enmascarar las diferencias sexuales, en
el caso de que existieran. La regresion entre las coordenadas de Procrustes que
representan la forma de la conchilla y la variable independiente que corresponde
al tamafio (Centroid Size) explica solo el 2,27% de la variacién (figura 5.4) y el test
permutacional arrojo6 un valor de p=0,4851; por lo tanto no hay evidencias
suficientes para rechazar la hipétesis de que la variable de forma y el tamafio son

independientes, es decir que no se detecté un componente alométrico.
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Figura 5.3 (A) Andlisis discriminante entre machos (barras negras) y hembras (barras

blancas); (B) validacion cruzada del dimorfismo sexual con los 21 LM.
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Figura 5.4 Diagrama de dispersion entre las coordenadas de Procrustes (forma) y el
Centroid Size (tamafo) definidos por 21 LM.

La falta de deteccion de diferencias entre los sexos como asi también de
alometria podria deberse al alto numero de landmarks (21 LM) en relacién con el
namero de individuos (40), por lo que se decidié realizar el mismo analisis solo
con los landmarks verdaderos (nueve LM). La variacién de forma observada en el
analisis realizado con nueve LM muestra que aquellos individuos ubicados hacia
los valores negativos del primer componente principal presentan aberturas mas
pequefias y alargadas que aquellos individuos ubicados hacia los valores
positivos, que en general presentan aberturas mas redondeadas y relativamente
mas grandes (figura 5.5); la superposicion de los poligonos minimos convexos de

machos y hembras es practicamente total.
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Figura 5.5 Estudio morfogeométrico realizado con nueve LM. (A) Analisis de
componentes principales de la variacién de la forma de la conchilla en A. platae, para
cada sexo se grafica el poligono minimo convexo. (B) Grillas de deformaciéon de los
individuos extremos con respecto al primer componente, la figura de la conchilla central
corresponde al consenso. (C) Foto de los individuos extremos del primer componente.
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El andlisis discriminante separa a machos y hembras con un valor p= 0,024
(figura 5.6) aungque se observa cierta superposicion de los individuos de los dos
sexos; en el analisis de validacion cruzada la superposiciéon es mucho mayor vy el
26% de los machos fueron clasificados como hembras y el 35% de las hembras

fueron clasificadas como machos.
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Figura 5.6 (A) Analisis discriminante entre machos (barras negras) y hembras (barras

blancas); (B) validacion cruzada del dimorfismo sexual con nueve LM.

La regresion entre las coordenadas de Procrustes (variable dependiente) y
el Centroid Size (variable independiente) explica un 16,95 % de la variacion en la
forma y el test permutacional detecté un efecto alométrico significativo
(p < 0,0001), es decir que hay un cambio de forma asociado a un aumento del
tamafio de los caracoles, independientemente del sexo (figura 5.7). El efecto
alométrico detectado indica que aquellos individuos de mayor tamafio presentan

una abertura de mayor tamaifio en relacion al tamafio general de la conchilla.
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Figura 5.7 Diagrama de dispersion entre las coordenada de Procrustes (forma) y el

Centroid Size (tamafo).

Para analizar las formas de las conchillas descartando el efecto de la
alometria se ajusté la forma por el tamafio a través la regresion de los residuales
de la regresion entre forma y tamafo en funcién del Centroid Size, y el test
permutacional de nulidad de hipétesis arrojé un 0% de predicciéon con un p= 1. El
andlisis discriminante de los residuales de la regresion entre forma y tamafio
(Centroid Size) separa a machos y hembras en dos grupos con un valor
p=0,0139, mientras que el andlisis de validacion cruzada clasifica erroneamente

el 30% de los machos y el 29% de las hembras (figura 5.8).
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Figura 5.8 (A) Andlisis discriminante entre machos (barras negras) y hembras (barras
blancas); (B) validacion cruzada del dimorfismo sexual con nueve LM sin el efecto

alométrico.

5.3.2. Variacion del peso y del largo de las conchillas

La pendiente de la recta de la regresion entre el logaritmo del peso y el
logaritmo del largo total de la conchilla (Log LT) de los machos de A. platae es
significativamente mayor que la pendiente de la recta de las hembras (tabla 5.1);
por lo tanto los pesos de los machos se incrementan mas rapidamente que los de
las hembras en relacion al largo total (figura 5.9). Se observd también que la
dispersién de los datos para las hembras es mayor (R* = 0,361) que para los

machos (R? = 0,824).
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Figura 5.9 Variacion del logaritmo del peso (Log P) en funcién del logaritmo del largo

total de la conchilla (Log LT) y lineas de tendencia para machos (linea negra) y para

hembras (linea gris) de Asolene platae.

Tabla 5.1 Comparacion de las pendientes de la rectas de regresion entre el logaritmo del

peso y del largo de machos y hembras.

Fuente de variaciéon SC g.l.

CM F p

Entre pendientes  0,009696663 1
Residual 0,083102078 36

Total 0,092798741 37

0,009696663 4,20062 0,0477
0,002308391
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5.4. Discusion

A partir del andlisis de morfometria geométrica realizado a las conchillas de
A. platae con los 21 landmarks se observé en las grillas de deformacion que el
mayor porcentaje de variacion de la forma ocurre en la abertura: los individuos de
uno de los extremos presentaron aperturas mas pequefias y alargadas, mientras
gue en el otro extremo las aberturas fueron de mayor tamafio y mas redondeadas.

El andlisis discriminante detectd variaciones intersexuales que no fueron
detectadas por el analisis de validacion cruzada, por lo que posiblemente esas
diferencias sean un artefacto del método en si mismo y no estén reflejando
variaciones reales de la forma de la conchilla. El andlisis de validacion cruzada
construye una formula de clasificacion dejando fuera del analisis un individuo para
luego clasificarlo como macho o hembra a partir de ella, y repite este proceso
para cada individuo. Por otra parte, el analisis discriminante clasifica a los
individuos a partir de una formula construida con todos los individuos que se
pretende clasificar. En este Ultimo caso, el individuo a clasificar es uno de los que
define la formula mientras que en el analisis de validacion cruzada la formula es
generada a partir de los otros individuos del mismo sexo, por lo que posee mayor
robustez.

Para este mismo grupo de datos con 21 LM, no se encontrd variacion
significativa de la forma de las conchillas en funcion del tamafio, es decir que no
hay evidencias de efecto alométrico. La falta de deteccion de diferencias
intersexuales como también de alometria podria deberse al alto numero de
landmarks (21 LM) en relacién con el bajo nimero de individuos (40). La variacion
de la forma a partir del analisis de morfometria realizado con nueve LM, mostro la

misma variacion de la forma que el analisis realizado con 21 LM. No se hallaron
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diferencias intersexuales en la forma de la conchilla, aunque si se detectd un
efecto alométrico significativo.

Al corregir la variable forma por el tamafio, es decir al eliminar el efecto de
la alometria, tampoco se detectaron diferencias intersexuales en la forma de la
conchilla, ya que el analisis de validacion cruzada clasifica erroneamente el 30%
de los individuos de cada sexo. Es decir que la variacion de la forma depende en
parte a la variacion del tamafio, independientemente del sexo. Se observo que los
individuos de mayor tamafio presentaron una abertura proporcionalmente mas
grande y redondeada que la de los individuos de menor tamafio, que poseen una
abertura relativamente mas pequefia y alargada.

Por lo tanto, y a diferencia de lo reportado en P. canaliculata utilizando
morfometria geométrica (Tabugo et al., 2010; Tamburi y Martin, 2013), no se
detectaron diferencias significativas en la forma de la conchilla entre machos y
hembras de A. platae. Aunque no existen trabajos sobre dimorfismo sexual
usando morfometria geométrica en otros ampularidos, en M. cornuarietis se
detecté dimorfismo sexual mediante morfometria clasica (Demian y lbrahim,
1972), tanto en la forma de la abertura de la conchilla como en el tamafio
alcanzado por cada sexo. Esta diferencia sexual en el tamafo de M. cornuarietis
podria compararse en magnitud con la diferencia alcanzada en A. platae (Capitulo
3).

Las diferencias sexuales en la forma de la abertura de la conchilla, tanto en
P. canaliculata como M. cornuarietis (Cazzaniga, 1990; Estebenet, 1998; Demian
y lbrahim, 1972), han sido asociadas con el desarrollo del complejo copulatorio
gue se ubica en el borde derecho de la cavidad paleal y que modificaria la forma

de la curva generatriz de la conchilla durante el crecimiento (Estebenet et al.,
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2006). Sin embargo, aunque el complejo copulatorio en A. platae (Martin, 1984)
es comparable al de P. canaliculata, en la primera su desarrollo no se veria
reflejado en la forma de la abertura de la conchilla. El gasteropodo dulceacuicola
Viviparus subpurpureus (Say, 1829) presenta un tentaculo cefalico transformado
en 6rgano copulatorio, por lo que no afecta el borde paleal y la curva generatriz de
la conchilla, y sin embargo mostré diferencias sexuales en la forma de la misma
(Minton y Wang, 2011). Estas evidencias sugieren que la vaina del pene no
determinaria la variacion intersexual de la forma de la conchilla de los
ampularidos.

Se ha sugerido que las diferencias intersexuales en la forma de la conchilla
de P. canaliculata podrian ser el resultado de los largos periodos de tiempo que
dedican a las actividades de copula y de oviposicidén y a las diferentes posiciones
gue adoptan machos y hembras durante estas actividades (Estebenet y Martin,
2003). En A. platae las cépulas son menos prolongadas (Capitulo 2) que las de P.
canaliculata y a los ejemplares estudiados no se les permitié copular libremente,
ya que estuvieron condicionados a la frecuencia de una cépula semanal
determinada para el estudio del ciclo de vida (Capitulo 3), lo que podria haber
resultado en un menor desarrollo del dimorfismo.

Aungue no se detectaron diferencias en la forma de la conchilla de machos
y hembras de A. platae, si se observo cierta variacion de la forma de la conchilla
de los caracoles, independientemente del sexo. Algunas conchillas mostraron
aperturas mas pequefias y una pequefia variacion en la globosidad de las
conchillas, apreciable por la sutil deformacion de la grilla (figura 5.5). Estas
diferencias en la forma pueden ser atribuidas en gran parte al cambio detectado

para esta especie en la forma de la conchilla con respecto al tamafio de la
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conchilla de los caracoles adultos (alometria estatica) (figura 5.7). En P.
canaliculata también se detectd alometria estética de la conchilla a través de la
morfometria geométrica (Tamburi y Martin, 2013) pero el efecto alométrico
representa un aumento del tamafio de la dltima vuelta en las hembras y del
tamafo de la abertura en los machos, y una disminucion de la altura de la espira
en ambos sexos. Es importante mencionar que el estudio del efecto alométrico
hallado en este trabajo debe ser profundizado ya que el rango de tamafios (largo
total) de las conchillas utilizadas fue muy acotado, y posiblemente con una mayor
variacion de tallas se podrian realizar interpretaciones mas realistas de la
variacion de la forma respecto del tamafio de las conchillas.

Aungue no se hallé evidencia de dimorfismo sexual externo en A. platae si
se encontrd que la variacion del peso de la conchilla en funcién del largo total es
distinta entre los sexos: la mayor pendiente de la recta de los machos indica que
los pesos de sus conchillas crecen relativamente mas rapido que los de las
hembras. Esta diferencia entre machos y hembras de A. platae podria deberse al
aporte de carbonato de calcio que hacen las hembras a las masas de huevos en
forma de microcristales y a su gran fecundidad (Capitulo 2). En P. canaliculata
(Cazzaniga, 1990; Estebenet y Martin, 2003; Tamburi y Martin 2012) las
diferencias intersexuales en el peso de la conchilla son mucho mas evidentes y
esta mayor diferencia entre sexos podria deberse a que P. canaliculata produce
cascaras de huevos totalmente calcificadas, |0 que representa un aporte de

carbonato de calcio mucho mayor.
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6. VARIACIONES EN LA COLORACION DE LA CONCHILLA Y DE LAS

PARTES BLANDAS, SU MECANISMO HEREDITARIO Y SU USO

POTENCIAL COMO MARCADOR GENETICO

6.1. Introduccion

Asolene platae es un caracol escasamente estudiado y poco se sabe
acerca de las variaciones de la coloracion de las conchillas y de las partes
blandas, asi como tampoco es conocido el mecanismo de herencia que involucra
las diferentes combinaciones de las coloraciones. Solo para algunas especies de
la familia Ampullariidae se han descripto mas detalladamente las variaciones de la
pigmentacién y el mecanismo de herencia que determina estas combinaciones
(Dillon, 2003; Yusa, 2004).

El modelo general de pigmentacion de las conchillas de los ampularidos
corresponde con un color marrén uniforme general de la conchilla con bandas
espirales de color marrén oscuro o negro (Estebenet et al., 2006); solo en algunas
especies las bandas caracteristicas estan ausentes (Simone, 2004). En Pomacea
canaliculata (Yusa, 2004) y Marisa cornuarietis (Dillon, 2003) se han descripto
distintos fenotipos (denominados albinos para la primera y Golden para la
segunda) que carecen de pigmentos oscuros. El mecanismo de herencia
involucrado es de tipo mendeliano simple en donde el albinismo esta dado por la
condiciébn homocigota recesiva. Ademas de la base genética de las variaciones en
la coloracion de las conchillas y de las partes blandas del cuerpo, existe una
marcada influencia del ambiente sobre el grado de expresion de estos genes. En
esta familia solo se estudié para P. canaliculata el efecto de algunas variables

ambientales como la temperatura, pH, oxigeno disuelto, salinidad y profundidad
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del agua, solo teniendo esta ultima efecto sobre el nimero y ancho de las bandas
de la conchilla (Galan et al., 2015). En otros moluscos se determiné el efecto de la
alimentacion, de la temperatura y de la intensidad luminica sobre la pigmentacion
de las conchillas y de las partes blandas de los individuos (Mitton, 1977; Cowie y
Jones, 1985; Trevelyan y Chang, 1987; Jordaens et al., 2001).

El polimorfismo del color (individuos albinos y pigmentados o salvajes) fue
usado por Yusa (2004) como marcador genético para estudiar el modelo de
competencia espermatica en P. canaliculata, mientras que en el resto de los
ampularidos es un tema que aun no ha sido estudiado aunque es de suma
importancia para intentar dar respuesta a estos interrogantes para otras especies
de la familia y, en este caso particular, para A. platae.

El objetivo general de este capitulo es describir las variaciones de la
coloracién y el mecanismo de herencia que las rige, asi como también esclarecer
si existe competencia espermética en A. platae. Son objetivos particulares de este
capitulo describir el modelo general de la coloracion de la conchilla de A. platae,
asi como de las partes blandas del cuerpo y caracterizar los dos fenotipos de A.
platae encontrados entre descendientes de caracoles provenientes de una
poblacién natural. Se pretende ademas precisar el mecanismo de herencia que
involucra a los genes que codifican la coloracién y estudiar la competencia

espermaética a partir del uso del albinismo como marcador genético.
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6.2. Materiales y Métodos
6.2.1. Origen y mantenimiento de los caracoles

Los caracoles utilizados para realizar las observaciones y las cruzas
mayoritariamente provenian de las cohortes descriptas en el Capitulo 3, mientras
que otros individuos fueron criados en grupos o individualmente con agua
renovada semanalmente, suplementada con CaCOj; y alimentados con lechuga
ad libitum. Todos los caracoles utlizados para las experiencias fueron
descendientes de individuos originarios del Lago Regatas (Parque Tres de
Febrero, 34° 34’ 24" S, 58° 24’ 53" O. Ciudad Autonoma de Buenos Aires,

Argentina).

6.2.2. Pigmentacién de la conchillay de las partes blandas del cuerpo

Los individuos vivos fueron observados con una lupa Olympus con
iluminacion epi- y diascopica para determinar la presencia o ausencia de
pigmento en las partes blandas del cuerpo de los neonatos o de los embriones al
momento cercano a la eclosion (en la que ya se diferencian los 0jos y sus
pigmentos, (Capitulo 2). Las conchillas vacias fueron tratadas con una soluciéon de
hipoclorito de sodio para eliminar el periostraco y determinar si el pigmento de las
bandas se ubicaba en este o en la matriz de la conchilla (Estebenet et al., 2006);
esta solucion remueve la porcidén organica externa de la conchilla mientras que la
matriz calcarea permanece inalterada. La observacion de la continuidad o
interrupcion de las bandas se realizO sobre 72 conchillas de caracoles

provenientes del estudio de las cohortes del Capitulo 3.
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6.2.3. Herencia de la pigmentacion de la conchillay de las partes blandas del

cuerpo

Para determinar el mecanismo de herencia del gen que codifica la
produccion del pigmento se realizaron varias cruzas controladas, entre individuos
de fenotipo salvaje y albino para los que se desconocia su genotipo. La
proporcion de fenotipos obtenidos para la F1 fue calculada a partir de dos masas
de huevos de las que se desconocian los progenitores; sin embargo formaban
parte de un pool de cria en el que todos los individuos eran de fenotipo salvaje.
Ademas se realizaron cruzas entre individuos de fenotipo salvaje de la F1 (no se
realizaron todas las posibles combinaciones debido a la dificultad para criarlos
hasta alcanzar la madurez sexual) y fue determinada la proporcién fenotipica de
la descendencia; las hembras involucradas en estas cruzas eran virgenes y las
copulas posteriores fueron siempre con el mismo macho. También se realizaron
dos cruzas controladas entre machos de fenotipo albino de la F1 y hembras
virgenes de fenotipo salvaje provenientes de un pool de cria. Finalmente se
realizaron cruzas entre cuatro hembras albinas virgenes proveniente de la F1 con
machos albinos de la F1 y una retrocruza entre una hembra virgen proveniente de

la F2 y un macho albino de la F1.

6.2.4. Modelo de competencia espermatica

En el ensayo realizado para determinar la competencia esperméatica se
utilizaron cuatro hembras albinas virgenes, tres de ellas provenientes de la
cohorte | (Capitulo 3) que se encontraban en su tercer afio de vida y una cuarta
hembra de un afio de edad que era descendiente de los individuos de la cohorte |I.

A estas hembras se le permitié copular una unica vez con un macho albino, y una
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vez que depositaron la primera masa de huevos se les permitié copular por Unica
vez con un segundo macho de fenotipo salvaje y genotipo heterocigota. Para
cada masa de huevos se contabilizé el numero de huevos, la viabilidad de las

masas y el numero de neonatos de fenotipo salvaje y albino.

111



6.3. Resultados
6.3.1. Pigmentacién de la conchillay de las partes blandas del cuerpo

Fueron observados dos fenotipos discretos en cuanto a la pigmentacion de
la conchilla asi como a la pigmentacion de las partes del cuerpo. El fenotipo
salvaje presentd pigmentacion oscura, tanto en la conchilla como en las partes
blandas. Los pigmentos oscuros de la conchilla se disponen en bandas espirales,
cuyo numero vario entre cuatro y 10 y cuyo ancho fue también muy variable. El
fenotipo denominado albino carece de esos pigmentos tanto en las partes blandas
del cuerpo como de bandas en la conchilla (excepto por dos zonas pigmentadas
gue se describen mas abajo).

Las conchillas y las partes blandas del cuerpo (por ejemplo: manto, pie y
0jos) de los individuos de fenotipo salvaje presentaron pigmentos oscuros (figura
6.1B). Los individuos de fenotipo albino carecieron de pigmentos oscuros en las
partes blandas del cuerpo y en la conchilla (figura 6.1A), excepto por la presencia
en la conchilla de dos bandas oscuras de ubicacién subsutural y periumbilical
(figura 6.2). El aspecto general de la conchilla es amarillento mientras que las
partes blandas de los individuos albinos lucen transparentes o blanquecinas, y
aquellas zonas con mayor cantidad de glandulas de moco se ven amarillentas
(figura 6.3). Una zona oscura observada en la zona inferior del pie de los
caracoles albinos corresponde al opérculo evidenciado por la transparencia del

pie (figura 6.3).
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Figura 6.1 Ejemplares adultos de fenotipo albino (A) y salvaje (B) de Asolene platae, (A)
ausencia de pigmentacién oscura en el cuerpo y conchilla, (B) cuerpo y conchilla
pigmentados (0: ojo, p: pie).

113



10 20 30 40 S50 6 0O 70
;

U kbbb bbb |

Figura 6.2 Conchillas y opérculos de caracoles de fenotipo albino y salvaje de A. platae,
en A) vista dorsal y B) vista ventral de las conchillas de caracoles adultos; las flechas
indican: B: banda caracteristica del fenotipo salvaje; I: interrupcion de las bandas; Ss:

banda subsutural; Pu: banda periumbilical y O: opérculo de ambos fenotipos.
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Figura 6.3 Fotos ilustrativas de ejemplares albinos de A. platae en las que se observa el

mismo caracol en diferentes posiciones. A) Se observa la banda subsutural (Ss)
interrumpida (I); el pie (P), los tentaculos (T) y ojos (O) sin pigmentos y la glandula
digestiva (Gd). B) Detalle del ojo, palpos labiales (Pl) y boca (Bo) sin pigmentos. C)
Detalle de la banda periumbilical (Pu) interrumpida (1) y detalle de la coloracién del pie

con glandulas de moco (Gm) y la zona oscura del opérculo (Z0).

En el 32% de los caracoles estudiados (n total= 72) las bandas espirales de
la conchilla caracteristicas de cada fenotipo se interrumpieron aunque
frecuentemente reaparecieron después de cierto tiempo. El 46 % de las hembras
(n total de hembras = 35) mostro interrupciones mientras que solo el 19 % de los

machos lo hizo (n total de machos = 37). El opérculo de ambos fenotipos
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descriptos no presenta diferencias en la coloracién (figura 6.2). La falta de
pigmentos oscuros en la conchilla permite observar por transparencia la glandula
digestiva (figura 6.3), que en los caracoles albinos es la Unica zona de las partes
blandas del cuerpo que presenta una coloracion oscura; también por
transparencia se pueden observar en este fenotipo las gonadas femeninas o
masculinas.

La bandas espirales presentes en las conchillas de los individuos albinos,
(subsutural y periumbilical) aparecieron en la teleoconcha durante el desarrollo
intracapsular, mientras que las otras bandas caracteristicas del fenotipo salvaje,
generalmente aparecieron al momento de la eclosién o poco después de esta
(figura 6.4). Las bandas presentes en ambos fenotipos (subsutural y periumbilical)
permanecieron inalteradas después del tratamiento de las conchillas con
hipoclorito de sodio, mientras que la pigmentacién general amarillenta fue
removida de las conchillas de ambos fenotipos después del mismo tratamiento,

por lo tanto se ubican los pigmentos amarillos en el periostraco (figura 6.5).
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Figura 6.4 Embrion de fenotipo salvaje al momento de la eclosién, con bandas espirales

(B) caracteristicas del fenotipo y la banda subsutural (Ss).
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Figura 6.5 Conchillas de adultos de A. platae de fenotipos albino y salvaje sin tratamiento

A) y tratadas con hipoclorito de Na* B). Las flechas indican, B: banda caracteristica del

fenotipo salvaje; Ss: banda subsutural.
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6.3.2. Mecanismo de herencia de la pigmentacion de la conchillay de las
partes blandas del cuerpo

A patrtir de la cruza entre un macho de fenotipo salvaje y una hembra de
fenotipo salvaje (F1) se obtuvieron dos masas de huevos con una descendencia
promedio albina del 22 % y del 78 % de fenotipo salvaje (figura 6.5). De las cinco
cruzas realizadas entre individuos de fenotipo salvaje de la F1 se obtuvieron seis
masas de huevos que dieron una descendencia (F2) de 74 % en promedio de
neonatos de fenotipo salvaje y un 26 % de albinos; las cruzas entre dos machos
albinos (F1) y dos hembras salvajes (provenientes del pool de cria) dieron toda la
descendencia de fenotipo salvaje.

Una hembra albina de la F2 fue cruzada con un macho albino de la F1
(retrocruza indicada con un * en la figura 6.5) y todos los descendientes de la
Gnica masa de huevos fueron de fenotipo albino; esta misma hembra luego de
copular una vez con un macho de fenotipo salvaje produjo masas de huevos con
proporcion variable de albinos (ver Seccion 6.3.3); los neonatos de la Gltima masa

de huevos fueron en un 43 % de fenotipo salvaje y en un 57 % de fenotipo albino.
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Figura 6.5 Diagrama de cruzas controladas realizadas en A. platae. Circulos: hembras;
cuadrados: machos; rombos: progenie no sexada; rayas: fenotipo salvaje; liso: fenotipo
albino. Los numeros en la misma linea indican el nimero de individuos de cada fenotipo
en una masa de huevos; las proporciones dentro de las cajas indican la proporciéon

promedio de albinos y salvajes en el total de masas de huevos analizadas.

6.3.3. Modelo de competencia espermatica

De las cuatro hembras que participaron en este ensayo tres depositaron
masas de huevos inviables, en las que los huevos presentaron embriones aunque
en ningln caso alcanzaron a completar su desarrollo. La Unica hembra que
ovipuso masas fértiles (indicada con * en la figura 6.5), deposit6 la primera masa
de huevos en la que todos los neonatos fueron albinos (figura 6.6); a partir de la
segunda masa de huevos, depositada luego de la copula con un macho salvaje, la
proporcion de neonatos de fenotipo albino descendio progresivamente y comenzoé
a aumentar la proporcion de neonatos de fenotipo salvaje. Se observa que las
proporciones de albino-salvaje de la descendencia cambié de una masa de

huevos a otra y el descenso de los neonatos de fenotipo albino llegé al 57 %
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(figura 6.6); las dos ultimas proporciones observadas de fenotipos salvaje y albino

se acercan al 50%, aunque en ambos casos el valor del fenotipo albino supera el

50%.
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Figura 6.6 Proporciones de neonatos de fenotipo salvaje (Fs) y fenotipo albino (Fa)

provenientes de cinco masas de huevos depositadas por una hembra albina, después de

copular por primera vez con un macho albino y posteriormente con un macho de fenotipo

salvaje. Abscisas: secuencia en que fueron depositadas las masas de huevos.
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6.4. Discusion

El patron de coloraciéon de bandas espirales oscuras, muy variables en
namero y ancho, descripto en este capitulo para la conchilla de A. platae se
corresponde con el modelo general propuesto para los ampularidos, como por
ejemplo en Pomacea canaliculata (Estebenet et al.,, 2006), aunque en otros
ampularidos como Pomacea scalaris (Simone, 2004) y Pila virescens (Keawjam,
1986) las bandas espirales estan ausentes, o pueden ser irregulares como en
Saulea vitrea (Perera y Walls, 1996). La falta de pigmentacion en A. platae es el
primer registro de albinismo en el género Asolene; sin embargo en otros
ampularidos como Pomacea bridgesii (Perera y Walls, 1996), Marisa cornuarietis
(Dillon, 2003) y P. canaliculata (Yusa, 2004), ya se han descripto con diferente
grado de detalle.

Los individuos denominados en este capitulo como albinos presentan una
coloraciéon general de la conchilla amarillenta y en determinadas zonas
particulares coloracion oscura; esta Ultima se encuentra localizado Unicamente en
dos bandas de la conchilla (subsutural y periumbilical). Perera y Walls (1996)
entre los varios fenotipos de P. bridgessi que describen mencionan una variante
con la conchilla amarilla y la parte blanda del animal de color blanco, mientras que
Yusa (2004) describe para P. canaliculata un fenotipo de color amarillo sin
pigmentos oscuros, patron que se corresponderia con el descripto en este
capitulo para A. platae, aunque presenta una llamativa diferencia por la presencia
de las bandas subsutural y periumbilical. En M. cornuarietis (Dillon, 2003) la
variedad de conchilla Golden es de color amarillo sin bandas pero el color de las
partes blandas es indistinguible del fenotipo salvaje. Por lo tanto las variaciones

de la pigmentacion de la conchilla dentro de los ampularidos son amplias, y no se
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pueden unificar los patrones de pigmentacion descriptos para las diferentes
especies. En cuanto a la pigmentaciébn del opérculo de A. platae no se
encontraron diferencias entre los fenotipos albino y salvaje, en ambos la
coloracién fue oscura 'y por las observaciones realizadas sobre las fotos de Perera
y Walls (1996) parece que tampoco se diferencian entre todos los fenotipos
descriptos para P. bridgesii.

Las bandas espirales de las conchillas de los individuos de ambos
fenotipos (salvaje y albino) permanecieron inalteradas después del tratamiento de
la misma con hipoclorito de sodio, por lo que su ubicacion corresponde a la matriz
calcarea (Estebenet et al.,, 2006); sin embargo la coloracion amarilla de las
conchillas se pierde en buena parte con el tratamiento quimico indicando que se
ubica en el periostraco, porcion organica de la conchilla. La ubicacion del
pigmento de las bandas y de la coloracién general de la conchilla en A. platae se
corresponde con la descripta para P. canaliculata (Estebenet et al., 2006).

La aparicion de las bandas sucede en diferentes momentos del desarrollo
de los caracoles, intracapsular para las bandas subsutural y periumblical
(presentes en ambos fenotipos) y post-eclosion para las restantes bandas del
fenotipo salvaje, similar a lo que sucede en P. canaliculata (Estebenet et al.,
2006), ya que las bandas aparecen después de la eclosion. Esta diferenciacion en
dos grupos de bandas no se ha registrado en otros ampularidos en los que se han
descripto las variaciones de color de la conchilla (Yusa, 2004; Perera y Walls,
1996; Dillon, 2003).

Los caracoles del fenotipo albino de A. platae descripto en este trabajo
carecen de pigmentos oscuros en las partes blandas del cuerpo, por lo tanto los

individuos albinos lucen blanquecino-amarillentos y translicidos en las porciones
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mas delgadas de las partes blandas; posiblemente las regiones mas amarillentas
se correspondan con areas que presentan mayor cantidad de glandulas
secretoras de moco.

Los individuos de A. platae que presentaron pigmentos oscuros en el
cuerpo también mostraron bandas oscuras (caracteristicas del fenotipo salvaje),
mientras que los individuos que carecieron de pigmentos oscuros en las partes
blandas no mostraron las caracteristicas bandas oscuras del fenotipo salvaje (a
excepcion de las bandas subsutural y periumbilical); por lo tanto, y como ocurre
en P. canaliculata (Yusa, 2004), la herencia del color marrén de las bandas del
fenotipo salvaje (excepto las dos de posicién extrema) y de las partes blandas del
cuerpo estarian bajo el control de un mismo gen. Este patron difiere del
encontrado en M. cournuarietis (Dillon, 2003) en la que el color de la conchilla y
de las partes blandas del cuerpo se heredan de forma independiente.

Como se menciond anteriormente, la pigmentacion tanto del cuerpo como
de la conchilla esta sujeta a control genético; sin embargo, el ambiente o el estado
fisiol6égico probablemente ejercen cierta influencia sobre el grado de expresion, ya
gue se ha observado en varias conchillas la interrupcidén y reaparicion de las
bandas. En otros moluscos, ciertos factores ambientales como la alimentaciéon en
Carinarion spp. (Jordanes et al., 2000), la temperatura en Cepaea spp. (Cowie y
Jones, 1985) y la intensidad luminica en Mytilus edulis (Mitton, 1977; Trevelyan y
Chang 1987) tienen influencia en la intensidad de la pigmentacion de la conchilla
o de las valvas. Por otra parte, en P. canaliculata se observd un descenso del
namero de bandas y un aumento del ancho de las bandas de las conchillas
conforme aumenta la profundidad a la que se encontraban los caracoles (Galan et

al., 2015). Sin embargo esta variacién en la profundidad puede representar otras
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variables que no fueron medidas y que posiblemente tengan efecto sobre la
pigmentacién, como son la iluminacion y el tipo de alimento. Los individuos de A.
platae fueron criados a profundidades constantes, por lo que es posible descartar
algun posible efecto de esta variable.

Hasta aqui se ha estudiado la herencia del color de las bandas de la
conchilla y de las partes blandas del cuerpo de Asolene platae; sin embargo,
queda por aclarar la herencia de las bandas subsutural y periumbilical que
estuvieron presentes siempre en ambos fenotipos estudiados. Podria plantearse
gue es otro pigmento el involucrado en esta coloracion y que estan codificados
por otro gen, como ocurre en Littorina obtusata, en la que la herencia de la
coloraciéon no puede ser explicada por un gen con varios alelos (Kozminsky,
2014). Ademas, las bandas subsutural y periumbilical aparecieron durante el
desarrollo antes que las restantes bandas, y en Littorina obtusata (Kozminsky,
2014) distintos pigmentos también aparecen en diferentes momentos del
desarrollo. Por otra parte podria esperarse que en ambientes naturales o con
mayor variabilidad genética, se expresen otras combinaciones de pigmentacion
posibles para A. platae como las descriptas para P. bridgesii (Perera y Walls,

1996) y para Marisa cornuarietis (http://pantheon.yale.edu).

A partir de los resultados obtenidos de las cruzas realizadas, el gen que
codifica para el pigmento oscuro de las partes blandas como de la conchilla (a
excepcion de las bandas subsutural y umbilical) de Asolene platae, corresponde
al tipo de herencia mendeliana simple, donde la condicion de fenotipo albino esta
dada por un genotipo homocigota recesivo y la condicion de salvaje por el
genotipo homocigota dominante o bien por el heterocigota dominante-recesivo, al

igual que en otros ampularidos como M. cornuarietis (Dillon, 2003) y P.
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canaliculata (Yusa, 2004). La determinacion del tipo de herencia que involucra a
los genes que determinan el albinismo fue de suma importancia para dar
comienzo al estudio sobre competencia espermatica haciendo uso del albinismo
como marcador genético.

Los ensayos de competencia espermatica resultaron fallidos posiblemente
porque tres de las cuatro hembras comenzaron la actividad sexual a edades muy
avanzadas. Para la Unica hembra fértil se observdé un reemplazo gradual del
esperma del primer macho por el del segundo, en el que las proporciones de
neonatos albinos decrecieron progresivamente de una masa de huevos a la otra.
Es decir que de una masa de huevos a la siguiente la proporcién se acerco cada
vez mas a la esperada para una cruza entre un individuo albino y un heterocigota
(50% albino-50% salvaje), y se alej6 de lo esperado para la cruza entre dos
individuos albinos (100% albino). En las dltimas dos puestas el porcentaje de
albinos fue mayor al 50 %, posiblemente porque aun esté aportando esperma del
primer padre albino a la masa de huevos y como consecuencia el porcentaje de
albinos es levemente mayor.

Se observo en la cuarta masa de huevos depositada que el porcentaje
alcanzado es cercano al esperado para una masa de huevos paternizada
completamente por el segundo padre (43 % de neonatos de fenotipo salvaje). La
hembra posee, con una cépula suficiente esperma para oviponer entre 230 a 670
huevos (Capitulo 2), por lo tanto es posible que el esperma del segundo macho
desplace al del primero mas o menos rapido. Ademas las masas de huevos
depositadas durante este proceso, hasta completar el reemplazo de esperma,
presentan paternidad mdultiple, fendmeno que también ocurre en P. canaliculata

(Yusa, 2004).
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A partir de esta Unica hembra estudiada en la que se observo reemplazo de
esperma, se podria plantear que ocurre competencia espermatica como ocurre en
P. canaliculata (Yusa, 2004). Aunque para esta Ultima especie no se tuvo en
cuenta cuantas veces copulé cada hembra, por lo tanto podria haber mucha
diferencia en las cantidades de esperma almacenado y como consecuencia los
tiempos de reemplazo podrian ser variables (entre 4 y 38 dias; Yusa, 2004).

El paraesperma y euesperma (Capitulo 2) podrian estar involucrados en el
mecanismo de competencia espermatica. Estos dos tipos espermaticos también
se encuentran presentes en P. canaliculata (Sachwatkin, 1920; Andrews, 1964;
Winick et al., 2001, 2009). Entre las posibles funciones atribuidas al paraesperma
se mencionan la nutricia, ya que se destruyen liberando nutrientes en el tracto
genital de la hembra (Andrews, 1964) y la de trasnsporte o carrier, aumentando la
movilidad del euesperma (Winick, 2001). Por otra parte existen otras hipétesis que
explican la funcion del paraesperma al mejorar el éxito de la fertilizacién del
euesperma ante la competencia espermatica (Higginson y Pitnick, 2011),
mediante la formacion de tapones espermaticos que bloguen el paso de esperma
de otro macho o podrian tener directamente una funcidon espermicida (Baur,
1998). Sin embargo, es indispensable continuar y profundizar los estudios tanto
en A. platae como en el resto de los ampularidos para comprender los diferentes

modelos de competencia espermatica.
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7. CONCLUSIONES Y DISCUSION GENERAL

Los resultados obtenidos en la presente tesis en condiciones de laboratorio
permiten conocer caracteristicas de la biologia de Asolene platae. Esta especie,
de la que se conocia muy poco, pertenece a uno de los géneros de ampuléridos
con masas de huevos gelatinosas y subacuaticas, que son aquellos que han

recibido menos atencién dentro de la familia.

Las masas de huevos de A. platae presentaron microcristales de calcita
tanto en la matriz gelatinosa como dentro de los huevos, los cuales se disponen
en varias capas apiladas. Al momento de la eclosion el embrién ataca con la
radula la capsula interna del huevo, perforandola y produciendo el colapso de
esta; por accion del pie sale del huevo y repta sobre la gelatina de la masa de
huevos. Aunque en apariencia lucen totalmente desarrollados, los neonatos
adquieren la capacidad de respirar aire y de alimentarse de material vegetal

varias semanas después de la eclosion (Capitulo 2).

En A. platae la oviposicion es un proceso que ocurre bajo el agua, y
aunqgue las masas de huevos son depositadas por lo general en sustratos duros,
no comestibles, son predadas por conespecificos, incluso por la propia madre.
Durante la copula subacuatica los machos permanecen adheridos a la conchilla
de la hembra, la que generalmente se mantiene inmdvil; durante este proceso,
que tiene una duracién muy variable, los individuos de ambos sexos permanecen
con los tentaculos fuertemente enrollados. Las hembras poseen la capacidad
almacenar esperma viable por un periodo de hasta 169 dias. El estudio del fluido
espermatico mostré6 dos tipos de células diferentes: el euesperma fértil,

uniflagelado, y el paraesperma infértil, pluriflagelado (Capitulo 2).
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En relacion con el ciclo de vida en condiciones controladas de laboratorio a
25 °C de temperatura (Capitulo 3), se concluye que A. platae es una especie de
crecimiento lento, continuo y asintotico y que las hembras alcanzan en general
tallas un poco mayores que las de los machos. Se observd ademas un
significativo dimorfismo tanto en la talla como en la edad a la madurez, con
machos que maduran a tallas y edades menores que las hembras. El ciclo de vida
es por lo menos cuatrienal e iterOparo, con una baja supervivencia en las
primeras semanas post-eclosion. La fecundidad promedio fue de 1448 huevos por

hembra.

En A. platae la temperatura tiene un importante efecto sobre la actividad en
general, aunque a todas las temperaturas estudiadas casi la mitad del tiempo los
caracoles se mantuvieron quietos, con el cefalopodio extendido pero sin
desplazarse. El rango 6ptimo de temperaturas para A. platae se encontraria entre
los 25-30 °C, ya que temperaturas de 35 °C 0 mas parecen perjudiciales, no solo
porque la actividad disminuye sino porque también aumenta la tasa de mortalidad.
Por otra parte, a 20 °C y temperaturas menores la actividad desciende
rapidamente y las tasas de crecimiento son menores. La duracién del desarrollo
embrionario fue muy variable a temperaturas constantes pero también mostr6é una
relacion inversa con la temperatura; el umbral térmico inferior de desarrollo fue de
16 °C aproximadamente y las estimaciones de los dias-grados acumulados por
encima de ese umbral necesarios para la eclosion variaron entre 107.5 y 120.5

°C.d (Capitulo 4).

El estudio de las diferencias de las conchillas de machos y hembras de A.
platae evidencio la falta de dimorfismo sexual externo en cuanto a la forma y

dimensiones de la conchilla, lo que ademas permite descartar una de las posibles
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explicaciones del dimorfismo de la conchilla en los ampularidos, atribuido al
desarrollo del complejo copulatorio (Estebenet et al., 2006), ya que en esta
especie también se encuentra desarrollado (Martin, 1984). En ambos sexos se
detectd alometria estatica: los individuos de mayor tamafio presentan aberturas
mas redondeadas mientras que aquellos mas pequefios poseen aberturas mas
estrechas. Por otra parte, el peso de la conchilla de las hembras es relativamente
menor que el de los machos para una misma talla, posiblemente debido al aporte
de carbonato de calcio que hacen las hembras a las masas de huevos en forma
de microcristales de calcita (Capitulo 2) y a la relativamente alta fecundidad

(Capitulo 3).

En relacidn con las variaciones de la coloracion de la conchilla de A. platae
se concluye que el patrén de bandas espirales oscuras, con amplia variacion en
namero y ancho, se corresponde con el de los ampularidos en general. Por otra
parte, se registr6 por primera vez el albinismo en el género Asolene, que se
caracteriza por la falta de pigmentos oscuros de la conchilla (a excepcién de las
dos bandas extremas, subsutural y periumbilical, que no parecen ser homdlogas
del resto) y de las partes blandas del cuerpo. Las cruzas controladas de hembras
virgenes permitieron determinar el mecanismo involucrado en la herencia de los
pigmentos oscuros de las bandas del fenotipo salvaje, que es de tipo mendeliano
simple, en el que la condicion homocigota recesiva determina el albinismo. Este
hallazgo permitié avanzar en el estudio sobre competencia espermatica haciendo
uso del albinismo como marcador genético. Aunque los ensayos resultaron
fallidos en su mayoria, en la unica hembra que resulté fértil se observo la mezcla

y el reemplazo de esperma de al menos dos padres (Capitulo 6).
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Evolucién de las puestas de huevos en la familia Ampulariidae

Una de las caracteristicas distintivas descriptas para A. platae es la
presencia de microcristales de carbonato de calcio, de particular interés porque es
el primer reporte para ampularidos con puestas de huevos subacuaticas. Por otra
parte, la cristalizacion del carbonato de calcio en forma de calcita en A. platae
difiere de los cristales de vaterita de los ampuléridos con puestas de huevos
aéreas tanto del Nuevo Mundo (Pomacea) como del Viejo Mundo (Pila). Por lo
tanto, los cristales de calcita de las puestas de huevos de A. platae podrian
representar una apomorfia de esta especie o del género Asolene, aunque es
necesario estudiar primero este aspecto en las restantes especies del género y en
los otros géneros con puestas gelatinosas. La microcristales de calcita o de otros
polimorfos del carbonato de calcio dispersos en la matriz gelatinosas de la puesta
podrian haber sido los precursores de las cascaras calcareas de los huevos tanto
en los ancestros de Pila como en los de Pomacea, ya que los ultimos modelos
filogenéticos (Hayes et al., 2105) sugieren que las mismas aparecieron en forma

independiente.

Las masas de huevos de A. platae sufren un alto grado de canibalismo
(Capitulo 2) y son predados en laboratorio por P. canaliculata y en la naturaleza
por larvas de odonatos y por oligoquetos (Zelaya, 1999). Por otra parte en P.
canaliculata la oviposicién aérea, junto con el desarrollo de la cascara calcérea y
la presencia de perivitelinas toxicas (Heras et al., 2008; Frassa et al., 2010; Dreon
et al., 2010, 2013) disminuyen la predacion, aunque los caracoles adultos y
juveniles de P. canaliculata consumen huevos de la misma especie (Saveanu y
Martin, 2014). La predacién intra- e interespecifica sobre las masas de huevos

acuaticas podria haber ejercido una gran presion selectiva para la evolucion de la
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oviposicion aérea en los ampularidos como Pomacea (Turner, 1998; Horn et al.,

2008) y Pila.

Competencia espermatica y otros mecanismos de seleccion sexual en A.

platae

En los organismos dioicos o gonocoricos existen grandes diferencias en la
inversion que realiza cada uno de los progenitores en la reproduccion. En
general, las hembras ponen mucho de su esfuerzo reproductivo en el esfuerzo
parental que beneficia a la progenie mientras que los machos invierten
fundamentalmente en el esfuerzo de copula. El éxito reproductivo del macho
dependera en general del nUumero de hembras con las que consiga copular, por lo
gue son ordinariamente promiscuos, y con lo buen o mal competidor por una

pareja que un individuo sea (Krebs y Davies, 1985).

En A. platae se observdé que las hembras son poliandricas, ya que
presentan cOpulas mdultiples y una hembra cépula con mas de un macho
(Capitulo 2). El esperma de dos machos consecutivos se mezcla en el sistema
reproductor de la hembra y aparentemente el esperma del segundo macho
desplaza al del primero (Capitulo 6). Por lo tanto, como en P. canaliculata,
existiria seleccién sexual a través del mecanismo de competencia espermatica

(Yusa, 2004).

En relacion con los dos tipos espermaticos observados en A. platae,
(euesperma y paraesperma, Capitulo 2), se puede concluir que se
corresponderian con la denominacién de esperma heteromorfo en el que ambos

tipos celulares son producidos en el mismo testiculo y en que solo uno de los dos
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estd involucrado en la fertilizacion. Cuando los diferentes tipos de
espermatozoides se unen fisicamente para aumentar la motilidad o transporte a
través del tracto genital de la hembra se denominan conjugados (Higginson y
Pitnick, 2011). Aunque en P. canaliculata se sugiri6 que el paraesperma podria
tener funcion de transporte (Winik et al., 2001), esta opcion puede ser descartada
para A. platae ya que el euesperma y el paraesperma fueron observados en una

misma muestra de eyaculado pero separados unos de otros.

Existen varias hipétesis sobre las posibles funciones del esperma
heteromorfo (e.g.: transporte y nutricibn del euesperma por parte del
paraesperma, aumento del éxito de la fertilizaciébn ante competencia espermética,
y control de la proporcion sexual entre otras). En el mecanismo de competencia
espermética el paraesperma podria formar tapones que bloqueen el pasaje del
esperma del rival o destruirlo (Baur, 1998) pero son necesarios estudios mas

detallados para poder determinar la funcion del paraesperma en A. platae.

En general, los machos intentaran copular con el mayor nimero de
hembras posibles, y en A. platae se observé que el tiempo de cépula en acuarios
comunes en lo que se encontraban otros machos y hembras fue menor al tiempo
de copula de parejas aisladas (Capitulo 2). Por lo tanto ante la presencia de otras
hembras disponibles los machos probablemente acorten la cOpula para poder

copular con otra hembra.

El tiempo de coépula en A. platae es relativamente largo aunque se
corresponde con los menores valores de P. canaliculata (Andrews, 1964;
Berthold, 1991; Albrecht et al., 1996; Burela y Martin, 2007, 2011); por otra parte

el tiempo de copula de esta ultima no se vio afectado por la presencia de
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merodeadores (Burela y Martin, 2011) y tampoco se observo tiempo de guarda
post-inseminacion (Burela y Martin, 2011). Sin embargo, para esta misma especie
los machos producen regalos nupciales que posiblemente los posicionen como
mejores competidores en situaciones de competencia por parejas (Burela y
Martin, 2014). Por lo tanto es posible plantear que los machos de A. platae no
dedican tanto esfuerzo para la copula como los de P. canaliculata, ya que nunca
se observé produccion de regalos nupciales (obs. pers). De todas maneras es
indispensable realizar estudios mas especificos sobre el comportamiento de
copula para determinar los mecanismos involucrados en la competencia entre

machos en A. platae.

Potencial invasivo de A. platae

A partir de los resultados del estudio del ciclo de vida en condiciones de
laboratorio (Capitulo 3), se determinaron varios parametros que no solo aportan al
conocimiento basico de la especie sino que permiten realizar un analisis de los
atributos invasivos de A. platae. La baja supervivencia post-eclosion, el lento
crecimiento, la madurez tardia y la baja fecundidad en relacién con los valores de
P. canaliculata (Estebenet y Cazzaniga, 1992; Estebenet y Cazzaniga 1993;
Albrecht et al.,, 1996; Estebenet y Martin, 2002; Martin y Estebenet, 2002)
sugieren un potencial invasivo mucho menor. Las Unicas caracteristicas del ciclo
de vida de A. platae que favorecerian el establecimiento de nuevas poblaciones
son su gran longevidad y la iteroparidad, caracteristicas estas ultimas que son
compartidas con poblaciones de P. canaliculata de zonas templadas (Estebenet y
Martin, 2002). La baja viabilidad de las masas de huevos y el alto grado de
canibalismo y predacion a que estarian expuestas las masas de huevos

subacuaticas posiblemente reducen su potencial invasivo, mientras que la
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capacidad de almacenar esperma viable por varios meses (Capitulo 2) puede ser
considerada un caracteristica clave a favor del mismo (Jerde et al., 2009). Por
otra parte el rango Optimo de temperatura para A. platae estuvo entre 25y 30°C,
aunque mostré un amplio rango de tolerancia a la temperatura; sin embargo,
posiblemente estos rangos no reflejen exactamente los de la especie ya que los
individuos provienen de una Unica poblacion y que ademas esta ubicada en el
limite austral de su distribucién. Por otra parte, los bajos niveles de actividad a
bajas temperaturas y la alta mortalidad a temperaturas elevadas podrian explicar
el estrecho rango de distribucion de esta especie en relacién con P. canaliculata
(Capitulo 4). Por lo mencionado anteriormente, aunque sin descartar el posible
efecto por la estrcha variabilidad genética de la poblacion original, el potencial de
establecimiento de A. platae en areas nuevas seria mucho menor que el
observado para casi todas las especies de Pomacea (Cowie et al.,, 2009) y
posiblemente esté mas cercano al potencial invasivo de Marisa, ya que esta
presenta masas de huevos subacuaticas y gelatinosas (Demian y Ibrahim, 1971) y
valores de fecundidad comparables con los de A. platae (Aufderheider et al.,
2006; Oehlmann et al., 2000, 2006). Por otra parte, A. platae es méas sensible a
las temperaturas extremas y el rango natural de distribucion es menor al de P.
canaliculata (Hayes et al., 2012) por lo que se esperaria una distribucion menos

extensa ante una posible translocacién fuera de su rango nativo (Capitulo 4).

Aungue por todo lo mencionado anteriormente A. platae posea un potencial
invasivo mucho menor al de P. canaliculata, la posibilidad de llegada a nuevas
areas es alta ya que especimenes del género Asolene, conocidos como caracoles
cebra, son comercializados o intercambiados por acuaristas debido al llamativo

bandeado de sus conchillas. Esta translocacion por accion antropica a nuevas
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areas, favoreceria la llegada a zonas de climas tropicales o subtropicales en los
gue si podrian asentarse. Si bien no cabria esperar un impacto de la intensidad
del de P. canaliculata, podrian generar impactos a otra escala sobre especies y
comunidades nativas, al competir por los recursos como el alimento o los sitios de
oviposicion, o al poner a disposicidn un nuevo recurso trofico como son las masas

de huevos y los propios caracoles.

El aporte realizado en la presente tesis es fundamental para conocer
aspectos de la biologia de A. platae, especie perteneciente a uno de los géneros
de ampularidos sudamericanos muy poco estudiados. Este estudio en
condiciones de laboratorio facilita la comprension e interpretacion del ciclo de vida
en condiciones naturales. Por otra parte el estudio de la morfologia, ecologia y
comportamiento son indispensables para intentar explicar las relaciones
filogenéticas entre los géneros de ampularidos y las presiones de seleccién a las
que estdn sometidos. Es por esto que, aunque se han logrado importantes
avances en esta tesis, es indispensable realizar este tipo de estudios en otras

especies de ampularidos para intentar comprender la evolucién en esta familia.
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