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RESUMEN

El caracol de agua dulce sudamericano Pomacea canaliculata en un herbivoro
generalista con habitos de alimentacién principalmente macrofitéfagos. Los impactos mas
relevantes que este invasor ha producido fuera de su rango de distribucion nativo se
deben a la erradicacion de la vegetacidbn sumergida, que genera cambios en el
funcionamiento ecosistémico. El estudio de la dieta natural y de otros aspectos de la
alimentacién de P. canaliculata son importantes para comprender sus efectos sobre la
vegetacion y su rol en los humedales naturales en su rango de distribucion nativo, que no
han sido estudiados aun. Los objetivos de esta tesis fueron analizar los determinantes de
la variacion en la dieta natural de P. canaliculata en la Cuenca de las Encadenadas del
Oeste (Buenos Aires, Argentina), evaluar el efecto de su herbivoria sobre la composicién
y estructura de las macrdfitas sumergidas e investigar si la ingesta de particulas liticas

afecta los procesos digestivos.

La palatabilidad y preferencia que presentan las diversas macrofitas sumergidas
son las que determinan la herbivoria de P. canaliculata. Experimentos de laboratorio
mostraron que la palatabilidad esta relacionada de forma negativa con las defensas
fisicas de las mismas y que la preferencia se encuentra determinada por la palatabilidad.
A través de experimentos en mesocosmos se demostré que P. canaliculata podria estar
afectando la comunidad de macrdfitas en su rango de distribucién nativo, debido a la
erradicacion o a la disminucién de la biomasa de algunas macrdfitas, producido por el
efecto de su herbivoria en conjunto con un incremento en la turbidez del agua. A su vez
se registraron efectos sobre otros componentes del ecosistema, como el aumento en la

productividad del fitoplancton y una disminucién en la biomasa de detritos.

El andlisis de los contenidos del tracto digestivo de P. canaliculata a través de la
técnica micrografica resultd un método adecuado para estudiar su dieta natural. El

estudio del contenido del intestino es suficiente para determinar la dieta, aportando la



misma o una mayor informaciéon que el estbmago, que ha sido el érgano usualmente
estudiado. ElI componente principal de la dieta de P. canaliculata en su rango de
distribucion nativo fueron los detritos, mientras que macrdfitas, gramineas, restos
animales y algas filamentosas completaron los items mas representativos. Los diagramas
de Amundsen sugieren que esta especie se comporta como generalista, resaltando la
importancia de los detritos en la dieta natural. A pesar de que los ambientes estudiados
difieren en la disponibilidad de recursos tréficos potenciales, la dieta estimada a partir de
los contenidos digestivos no muestra variacion entre ambientes ni a lo largo del afio. Con
la excepcion del arroyo donde P. canaliculata es mas frecuente, la frecuencia y
abundancia de las macrdfitas sumergidas en la Cuenca de las Encadenadas del Oeste no
se relacionaron con las de P. canaliculata. Sin embargo, al comparar esta cuenca con
otra cercana, donde este caracol esta ausente, se encontraron diferencias evidenciando

un probable efecto del caracol.

La presencia de particulas liticas en el tracto digestivo de P. canaliculata es
comun en caracoles provenientes de ambientes naturales. La disponibilidad de particulas
liticas puede aumentar la eficiencia de crecimiento, permitiendo alcanzar mayores largos
y pesos, especialmente en las hembras juveniles. La ingesta de particulas parece ocurrir
de forma accidental, pudiendo ingerir particulas que tengan un efecto adverso. Las
particulas liticas en el tracto digestivo de P. canaliculata podrian actuar como gastrolitos,

aunqgue esta funcion dependera de la forma, tamafio y mineralogia de las mismas.

Los resultados de esta tesis sugieren que Pomacea canaliculata tiene un rol como
especie clave en su rango de distribucion nativo y este rol puede mantenerse en el rango
exotico. Los resultados obtenidos, también sugieren que podria tener un rol importante en
la resistencia bidtica ante macrdfitas invasoras y también un uso potencial como agente
de control biolégico. Sin embargo, la palatabilidad de las macréfitas presentes en los
ambientes naturales y sus respectivas abundancias son determinantes del rol de esta

especie y de los efectos que puede llegar a producir.



ABSTRACT

The South American freshwater snail Pomacea canaliculata is a generalist
herbivore with macrophytophagous feeding habits. The most relevant impacts that this
invasive snail has produced outside of its native range are due to the eradication of
submersed vegetation, which generates changes in ecosystem functioning. The study of
the natural diet and other aspects of the trophic ecology of P. canaliculata are important to
understand its effects on aquatic vegetation and its role in waterbodies in its native range,
which have not yet been studied. The objectives of this thesis were to study the
determinants of the variation in the natural diet of P. canaliculata in the Encadenadas del
Oeste basin (Buenos Aires, Argentina), to evaluate the effect of its herbivory on the
composition and structure of submersed macrophyte communities and to investigate if the

ingestion of lithic particles affects the digestive processes of the snail.

The palatability and preference for the different submersed macrophytes determine
the herbivory of P. canaliculata. Laboratory experiments showed that palatability is
negatively related to the physical defenses of the submersed macrophytes and that the
preference for one or another species depends on their palatability. Mesocosmos
experiments demonstrated that P. canaliculata could be affecting the submersed
macrophyte communities in its native range, due to the eradication or biomass reduction
of some macrophytes, probably as a result of its herbivory together with an increase in
water turbidity. At the same time, effects on other ecosystemic components were
observed, such as the increase in the productivity of phytoplankton and a decrease in

detrital biomass.

The micrographic analysis of the digestive contents was an adequate method to
study the natural diet of P. canaliculata. The analysis of the intestine content is sufficient
to determine the diet, giving the same or even more information than the stomach, which

has been the usually studied organ. The main component of the diet of P. canaliculata in



its native range was detritus, while macrophytes, grasses, animal remains and
filamentous algae completed the most representative items. The Amundsen diagrams
suggest that this species behaves as a generalist, and highlights the importance of
detritus in its natural diet. Although the environments studied differ in the availability of
potential trophic resources, the diet estimated from the digestive contents does not show
variation among environments or throughout the year. Exception made of the stream
where P. canaliculata was more frequent, the frequency and abundance of submersed
macrophytes in the Encadenadas del Oeste basin was not related to the presence and
abundance of P. canaliculata. However, when comparing this basin with a nearby one
where the snail is naturally absent, differences were found in the frequency of occurrence

of the most palatable macrophytes, probably indicating an effect on the part of the snail.

The presence of lithic particles in the digestive tract is common in P. canaliculata
snails from natural waterbodies. The availability of lithic particles can increase growth
efficiency, allowing greater lengths and weights to be reached by the snails, especially by
juvenile females. The ingestion of these particles seems to happen accidentally, as the
snails may ingest also particles that have noxious effects. The lithic particles in the
digestive tract of P. canaliculata could act as gastroliths, although this function would

depend on their shape, size and mineralogy.

The results of this thesis suggest that Pomacea canaliculata has a role as a
keystone species in its native range which may be maintained in the exotic range. Results
also indicate this snail could play a role in the biotic resistance against invasive
macrophytes in addition to showing a potential as a biological control agent. However, the
palatability of the macrophytes present in natural environments and their respective
abundances are determinants of the role of this species and the effects it eventually

produces.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Antecedentes sobre la herbivoria de Pomacea canaliculata

Pomacea canaliculata (Lamarck, 1822) es un caracol dulceacuicola perteneciente
a la familia Ampullaridae (Caenogastropoda), el cual es considerado un herbivoro
generalista (Estebenet, 1995). Su distribucion natural abarca desde el sur de Brasil hasta
el sur Bonaerense (Martin et al., 2001; Hayes et al., 2008). Sin embargo, esta especie se
ha convertido en invasora en diferentes sitios alrededor del mundo, como en el Sudeste
Asiatico (Halwart, 1994), Hawaii, Texas y Florida (Rawlings et al., 2007) y Espafa (Lopez

et al., 2010).

Los herbivoros exdticos generalmente producen efectos negativos mayores sobre
la abundancia y riqueza de plantas nativas que sobre plantas exéticas mientras que los
herbivoros nativos producen un efecto negativo mayor sobre la abundancia de plantas
exoticas en comparacion con las nativas (Parker et al., 2006); a su vez, los herbivoros
exoticos incrementan la riqueza de plantas exéticas mientras que los herbivoros nativos
no producen efectos detectables sobre la riqueza tanto para plantas nativas como para
las exoticas. Los impactos mas relevantes producidos por P. canaliculata en el rango de
distribucién invadido se deben a su habito macrofitéfago y a su voraz apetito (Cowie,
2002; Horgan et al., 2014b; Hayes et al., 2015) pero no se limitan a la vegetacion. Por
ejemplo, en ciertos humedales tropicales fue capaz de erradicar completamente las
macrofitas sumergidas y flotantes, promoviendo asi cambios en el funcionamiento de
estos ecosistemas acuaticos, generando un incremento en la productividad del
fitoplancton y en la turbidez del agua debido a la liberacién de nutrientes durante los
procesos de excrecion (Carlsson et al., 2004; Fang et al., 2010; Horgan et al., 2014a). Sin
embargo, aun cuando no erradique la vegetacion acuatica, su herbivoria diferencial

puede alterar la composicién y estructura de esas comunidades, debido al reemplazo de



especies palatables por no palatables (Qiu & Kwong, 2009), actuando de esta manera
como una especie clave en las regiones invadidas (Power et al., 1996). Sus grandes
impactos se reflejan en su inclusiéon entre las 100 peores especies invasoras a hivel
mundial (Lowe et al., 2000; Nentwig et al., 2018), entre las que es el Unico caracol de

agua dulce.

A pesar de ser un herbivoro generalista algunos estudios han sefialado que P.
canaliculata se alimenta preferentemente de macrdfitas con un origen geografico distinto
a su area nativa (Burks et al., 2011; Morrison & Hay, 2011b), lo que llevaria a predecir
que la influencia de su herbivoria es menor en sus ambientes nativos, por lo que no
cumpliria alli el mencionado rol como especie clave. Las macrdfitas presentan en general
defensas quimicas ante los caracoles del género Pomacea del mismo origen geogréfico,
por lo que estos herbivoros generalistas pueden resultar piezas clave en la resistencia
biética a plantas acuaticas invasoras (Morrison & Hay, 2011b; Ribas et al., 2017; Calvo et
al., 2018). Sin embargo, Grutters et al. (2017a) han sefialado que el valor nutricional en
combinacién con las defensas fisicas y quimicas que poseen las plantas son los que
determinan la palatabilidad y no su origen geografico. Esto sugiere que la influencia y los
impactos producidos por P. canaliculata no deberian diferir entre el rango de distribucion
nativo y el invadido, sino que dependeran de la identidad y defensas particulares de las
macrofitas presentes en un determinado cuerpo de agua. Giorgi et al. (2005) han
sugerido que esta especie puede tener un rol natural importante en el mantenimiento del
estado trofico y la estructura de la vegetacion de humedales pampeanos, tal vez
cumpliendo un rol como especie clave. Sin embargo, su rol y efecto sobre la comunidad
de macrdfitas acuaticas no ha sido investigado aun en su rango de distribucion nativo en

Ameérica del Sur.

Pese a su amplia distribucion actual a escala global, de los antecedentes sobre
los efectos producidos por su herbivoria y de numerosos estudios de alimentacion en

laboratorio (e.g. Estebenet, 1995; Qiu & Kwong, 2009; Morrison & Hay, 2011a, b, c), sélo



existen cuatro estudios previos sobre la dieta natural de P. canaliculata. Uno de ellos fue
realizado en Hong Kong (Kwong et al., 2010), donde las comunidades vegetales tienen
una composicién muy distinta de las de su rango natural de distribucion, y los otros tres
fueron realizados en el norte de la provincia de Buenos Aires (L6pez-van Oosterom et al.,
2013; Ocon et al., 2013) y en la provincia de Santa Fe (Saigo et al., 2016). Sin embargo,
en ninguno de esos estudios se intentd discriminar la identidad especifica de las
macrofitas, agrupandolas en categorias como plantas vasculares o macrofitas ingeridas.
La importante pero variable representacion de los tejidos vegetales en los contenidos
digestivos de P. canaliculata (L6pez-van Oosteron et al., 2013, 2016; Saigo et al., 2016)
sugieren que la intensidad de la herbivoria quizds dependa de la composicién de la
vegetacion acuatica. El analisis micrografico de los contenidos estomacales (Cuartas &
Garcia-Gonzalez, 1996) es un método adecuado para determinar la dieta natural y poder

confirmar la expresion de las preferencias troficas en condiciones naturales.

Un factor determinante en la herbivoria e impactos de este caracol es la
palatabilidad que presentan las plantas. La mayoria de los estudios sobre la palatabilidad
de macroéfitas por parte de P. canaliculata han sido llevados a cabo en el rango de
distribucion donde es invasor y se ha usado como un proxy de la palatabilidad la tasa de
ingestion especifica bajo condiciones de alimentacién ad libitum y con oferta Unica (Baker
et al., 2010; Grutters et al., 2017a). Estos estudios incluyeron macréfitas de muy diversos
hébitats y habitos de crecimiento, desde semi-acuaticas y emergentes a flotantes y
sumergidas (Burlakova et al., 2009; Qiu & Kwong, 2009; Wong et al., 2010; Xu et al.,
2016), y en general se encontraron grandes diferencias en la palatabilidad entre las
macrofitas investigadas. Sin embargo, no solo la palatabilidad es la que condiciona el
consumo de plantas por parte del caracol, sino que la preferencia o palatabilidad relativa
de las mismas es de suma importancia. La preferencia es la predileccién que muestra el
caracol por las macrdfitas en condiciones de oferta multiple, y esta puede ser registrada

como la eleccibn de una macrofita por sobre otra o puede ser estimada segun su



palatabilidad (palatabilidad relativa) (Lach et al., 2000; Morrison & Hay, 2011b). A pesar
de su amplio espectro tréfico, P. canaliculata muestra marcadas preferencias entre
macrofitas (e.g. Estebenet, 1995, Qiu & Kwong, 2009; Morrison & Hay, 2011a, b). Los
valores de preferencia de una macrdfita pueden cambiar dependiendo de la identidad
taxondmica y palatabilidad del resto de la comunidad vegetal. La importancia de cada
macrofita como recurso en la dieta de P. canaliculata dependera tanto de la palatabilidad
(condicién propia de la especie) como de la preferencia (condicion dependiente de la

comunidad presente).

Pomacea canaliculata posee poderosas mandibulas y radula (Andrews, 1965;
Moretto & Nahabedian, 1989; Martin & Negrete, 2007), un estdbmago con una fuerte
musculatura y una molleja cuticularizada (Andrews, 1964) y altos niveles de actividad
enzimatica en diferentes partes de su tracto digestivo (Godoy et al., 2013; Luo et al.,
2015) que permiten la ingestién y digestion de macroéfitas. A pesar de estos multiples
mecanismos, se ha mencionado que la presencia de particulas liticas (“small stones or
grit’) en el estbmago de P. canaliculata podria tener también un rol importante en la
disgregacién del material vegetal ingerido (Andrews, 1965). Si esta afirmacién fuera cierta
permitiria a los caracoles sacar un mayor provecho del alimento debido a una mayor
trituracion de los tejidos ingeridos (Gross & Lombardo, 2018), sobre todo en condiciones
de baja disponibilidad. Ademas podria hacer posible la disgregacion y digestion de
algunas plantas que debido a su alto contenido de fibras (Burlakova et al., 2009; Gross &
Bakker, 2012) serian imposibles de digerir. Sin embargo, en otros caracoles de agua
dulce no se han registrado efectos cuantitativos significativos de la disponibilidad de

particulas liticas sobre la ingestion de macrdfitas (Gross & Lombardo, 2018).

Los efectos producidos por este caracol se deben en parte a su alta tasa de
ingestién (Tamburi & Martin, 2009a; Morrison & Hay, 2011a) y a los altos niveles
poblacionales de densidad y biomasa que puede llegar a alcanzar (Fang et al., 2010;

Gilioli et al., 2017a, b). Las poblaciones de P. canaliculata presentan densidades muy



variables en su rango de distribucion nativo encontrandose desde 11 hasta 71 caracoles
por metro cuadrado (Burela & Martin, 2014). Sin embargo, se desconoce si la riqueza y
abundancia de las macroéfitas en estos cuerpos de agua se ven afectados por la

presencia y abundancia de este ampularido.

Los efectos producidos por P. canaliculata en las zonas invadidas podrian
replicarse de forma similar en Argentina, donde se ha producido una expansion antropica
de su distribucion natural (Martin et al., 2001; Martin & De Francesco, 2006). Sus altas
tasas reproductivas y su plasticidad para adaptarse a distintos ambientes y condiciones
(Estebenet & Martin, 2002; Tamburi & Martin, 2011; Saveanu et al., 2017; Seuffert &
Martin, 2017) hacen prever que su expansion pueda continuar. La herbivoria de P.
canaliculata podria acentuar y volver irreversibles los estados de aguas turbias en los
cuerpos de agua de la zona pampeana (Quirés et al., 2002; Carlsson et al., 2004; Fang et
al., 2010). Sin embargo, no se conoce aun lo suficiente sobre las palatabilidades,
preferencias y la dieta natural de este ampularido para poder comprender los efectos de

su herbivoria sobre la comunidad de macroéfitas sumergidas en sus ambientes naturales.



1.2 Zona de estudio

La regibn pampeana es una eco-region plana y cubierta mayormente por
pastizales que cuenta con una gran cantidad de cuerpos de agua superficiales. En estos
cuerpos de agua las macrdéfitas son muy importantes desde el punto de vista
ecosistémico y comunitario. Los arroyos pampeanos son lentos y altamente productivos,
y carecen de arboles en su vegetacion riberefia (Giorgi et al., 2005; Rodrigues Capitulo et
al., 2010; Acuia et al., 2011). Por otra parte, los lagos o lagunas pampeanas, que se
caracterizan por ser someros y eutréficos, presentan grandes fluctuaciones en turbidez y
biomasa de fitoplancton debido a la muerte y descomposicion de macrofitas, causadas en
parte por fluctuaciones del nivel del agua (Llames et al., 2013; Sanchez et al., 2015).
Muchos de estos cuerpos de agua se hallan en un equilibrio fluctuante entre un estado de
aguas claras, dominado por las plantas sumergidas y uno de aguas turbias, dominado por

el fitoplancton (Quirés et al., 2002).

La zona de estudio comprende la Cuenca de las Lagunas Encadenadas del Oeste
(CEO; Figura 1.1) y se encuentra en el sudoeste de la provincia de Buenos Aires,
representando el limite austral de la distribucion natural de P. canaliculata (Martin et al.,
2001; Hayes et al.,, 2008). Las lagunas estan conectadas entre si y reciben aportes
hidricos de arroyos de la vertiente Noroeste de las Sierras de Ventania. Los arroyos se
pueden catalogar segin sus nacientes en las subcuencas a las que pertenecen en
arroyos denominados largos o cortos. Los primeros se extienden por la superficie de las
subcuencas hasta la zona de las Sierras, donde se encuentran sus nacientes, mientras
gue los ultimos nacen a la mitad de la subcuenca a la que pertenecen (Geraldi, 2009). Se
han registrado poblaciones de P. canaliculata en los arroyos largos, mientras que se
encuentran ausentes en los arroyos cortos (Seuffert & Martin, 2013a), siendo el Unico
ampularido presente en el sur Bonaerense (Martin et al., 2001). Las Sierras de Ventania
parecen ser una barrera infranqueable para los caracoles, por lo que su distribucion

geografica natural se vio limitada por la misma (Martin et al., 2001; Martin & De



Francesco, 2006). Por otro lado, al Sudoeste de las Sierras de Ventania se encuentra la
Cuenca de Drenaje Austral del Sistema de Ventania (CDASV; Figura 1.1), integrada por
arroyos y rios aislados entre si y de cortos recorridos. Los arroyos de esta cuenca, si bien
son similares a los de la CEO, nunca han sido habitados por P. canaliculata (Martin et al.,
2001; Martin & De Francesco, 2006), aunque se han registrado algunas poblaciones

introducidas recientemente.

Figura 1.1. Mapa de la provincia de Buenos Aires en el que se resalta la Cuenca de las
Lagunas Encadenadas del Oeste (CEO), zona de estudio de la presente tesis, y la
Cuenca de Drenaje Austral del Sistema de Ventania (CDASV).



1.3 Macrofitas representativas del Sudoeste Bonaerense

Las plantas que crecen en los humedales, comunmente llamadas macrofitas, son
plantas adaptadas para crecer en suelos saturados de agua; una caracteristica intrinseca
de los humedales es estar vegetados por este tipo de plantas (Brix, 1994). Los arroyos de
la zona de estudio y de la regibn pampeana carecen mayormente de arboles en la
vegetacion riberefia, por lo que la vegetacion acudtica resulta de suma importancia
debido a que la mayor parte de la heterogeneidad ambiental depende de ella (Rodrigues

Capitulo et al., 2010; Acufa et al., 2011; Giorgi et al., 2005).

Las macréfitas sumergidas mas representativas del Sudoeste Bonaerense son
Chara contraria var. nitelloides (A. Braun ex Kuitz) (Charophyta), Ludwigia peploides
(Kunth) (Onagraceae), Myriophyllum quitense (Kunth) (Haloragaceae) y Stuckenia striata
(Ruiz & Pav.) y Zannichellia palustris L. (Potamogetonaceae). Estas especies fueron las
utilizadas en varios experimentos realizados en la presente tesis por ser las mas
abundantes en los arroyos de esta zona. A su vez en estos arroyos suelen aparecer
comunmente especies de macroéfitas emergentes como Cyperus spp., Eleocharis
bonariensis Nees, Hydrocotyle bonariensis Comm. ex Lam, Schoenoplectus californicus
(C.A. Mey), Senecio bonariensis Hook & Arn y Thypha sp. y algunas flotantes como
Azolla filiculoides Lam, Lemna minor L., Ricciocarpus natans (L.) Corda y Wolffia

columbiana H. Karst.



1.4 Objetivos

El objetivo general de la presente tesis es analizar los determinantes de la
variaciébn en la dieta natural del caracol macrofitéfago Pomacea canaliculata para

comprender sus diversos efectos sobre la vegetacion de los humedales naturales.

Objetivos especificos:

¢ Investigar si hay diferencias en la palatabilidad y la preferencia de las macrofitas
mas frecuentes en nuestra zona de estudio por parte de P. canaliculata.

e Evaluar a través de un analisis micrografico si es posible reconocer las macroéfitas
ingeridas por P. canaliculata a través de los contenidos del tracto digestivo.

e Evaluar si es posible reconocer los contenidos digestivos de caracoles
provenientes del campo y estimar qué recursos son los mas consumidos en su
ambiente natural.

e Determinar si la herbivoria diferencial de P. canaliculata podria afectar la
composicion y estructura de las comunidades de macréfitas sumergidas en el
rango de distribucién nativo.

o Estimar si existe alguna relacién entre la riqueza de macrdfitas y la cobertura
relativa de cada una y la presencia y abundancia de P. canaliculata en arroyos de
su ambiente natural.

e Investigar la presencia de particulas liticas en el tracto digestivo de individuos de
P. canaliculata en ambientes naturales y determinar el significado de las mismas

en su ecologia tréfica.



CAPITULO 2

PALATABILIDAD Y PREFERENCIA DE MACROFITAS SUMERGIDAS POR

POMACEA CANALICULATA

2.1 Introduccioén

Pomacea canaliculata se caracteriza por poseer un habito de alimentacion
principalmente macrofitéfago (Estebenet, 1995); sin embargo, diversos estudios sefialan
su capacidad para alimentarse de distintos recursos tréficos como detritos, carrofia e
incluso presentan un mecanismo de colecta pedal para captar alimento que se encuentra
en la superficie del agua (Saveanu & Martin, 2013; Lopez-van Oosterom et al., 2016;
Saveanu et al.,, 2017). Estudios realizados en zonas donde este caracol es invasor
destacan su voracidad por las macroéfitas acuéticas o semi-acuéticas (Qiu & Kwong,
2009; Wong et al., 2010; Morrison & Hay, 2011a, b, c¢; Xu et al., 2016), encontrandose sin
embargo grandes diferencias en la palatabilidad y preferencia dependiendo de la

identidad de las macrdfitas investigadas.

A diferencia de lo que ocurre en el rango de distribucion invadido, son escasos los
estudios sobre estos aspectos en su rango nativo, encontrandose algunos trabajos donde
se analizan los contenidos del tracto digestivo pero sin hacer referencia a la palatabilidad
o preferencia en forma directa (Cruz et al., 2015; Lépez-van Oosterom et al., 2016); en
otros se destaca la capacidad de este caracol para ingerir algunas especies de macrofitas
(Cazzaniga, 1981) e inclusive la capacidad de detectar algunas de ellas a distancia
(Estebenet, 1995). Sin embargo, estos estudios no reflejan el comportamiento que tendria
P. canaliculata en su habitat natural ya que las especies de macrofitas seleccionadas
muchas veces no representan la oferta real de los cuerpos de agua, llegandose a usar
macrofitas que dificilmente estarian a su disposicion (e.g. semi-acuaticas y emergentes;

Qiu & Kwong, 2009; Wong et al., 2010), o se trata de macrofitas seleccionadas buscando
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un fin especifico (ej. control de malezas acuaticas por parte del caracol; Cazzaniga,

1981).

La palatabilidad de un alimento determina su grado de aceptacion para la ingesta.
Debido a que la palatabilidad depende de un conjunto de mudltiples caracteristicas
(Garner, 1963), una forma sencilla de evaluarla es a través de la tasa de ingestion que
presenta un alimento por parte de un individuo. Por su parte, la preferencia es una
eleccion entre ciertas alternativas e incluye la posibilidad de generar un orden de las
mismas. Para el caso de la herbivoria de P. canaliculata se puede estimar el grado de
palatabilidad de las macrdfitas a través de la tasa de ingestion de las mismas cuando son
ofrecidas en forma aislada (Qiu & Kwong, 2009; Kwong et al., 2010). El grado de
preferencia se puede considerar como la eleccion de una macréfita por sobre otra (Lach
et al., 2000; Morrison & Hay, 2011b), estimado por las tasas de ingestion de las mismas

en situaciones de oferta simultdnea y equivalente de las macrofitas a comparar.

La palatabilidad de las macréfitas puede depender de muchos aspectos, pero en
particular de las estrategias defensivas desarrolladas por las macréfitas para evitar la
herbivoria. A grandes rasgos estas se pueden dividir en defensas fisicas o quimicas (Qiu
& Kwong, 2009; Wong et al., 2010), que pueden ser mas o menos efectivas y estar
presentes 0 no en simultdneo. Si a estas defensas le sumamos la calidad nutritiva que
puede presentar cada macrdfita, obtenemos una gran variedad de combinaciones que
pueden aumentar o disminuir la palatabilidad de las especies disponibles. Algunos
trabajos sefialan que la palatabilidad para los ampuléridos esta directamente relacionada
con el valor nutritivo de las macrdfitas, es decir que aquellas con alto contenido de Ny P
serian més palatables (Xu et al., 2016). Dentro de las defensas fisicas, una de las méas
importantes es el contenido de celulosa. Las macrofitas con un alto contenido de esta
sustancia, mayormente semi-acuaticas y emergentes, poseen tejidos mas duros y hacen
dificil una ingesta por parte del caracol (Burlakova et al., 2009). En cuanto a las defensas

quimicas, los principales componentes involucrados son los fenoles, que son
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considerados compuestos anti-palatables para P. canaliculata (Qiu & Kwong, 2009). Sin
embargo, varias de las especies vegetales utilizadas para estas determinaciones no son
netamente acuaticas, siendo incluso algunas terrestres, por lo que la gran variaciéon
encontrada en la ingesta de las mismas puede atribuirse a que son especies con habitos

y caracteristicas muy diferentes a las macréfitas acuéticas.

Por dltimo, se ha mencionado que la novedad de las macrofitas para herbivoros
generalistas como los ampularidos podria variar la palatabilidad de las mismas (Morrison
& Hay, 2011b), siendo mas palatables las que no han tenido un contacto previo en su
historia evolutiva, ya que no estarian preparadas para evitar la herbivoria por parte de
estos caracoles. Las macréfitas que hubieran compartido su historia evolutiva con los
caracoles podrian haber desarrollado defensas fisicas o quimicas por estar expuestas a
la herbivoria por parte de P. canaliculata y asi haber disminuido su palatabilidad
(Morrison & Hay, 2011b). Wong et al. (2010) relacionan la palatabilidad de las macroéfitas
con la relacion N/C, que seria indicador del balance entre el valor nutritivo de una
macrofita y sus defensas fisicas, siendo altamente palatables las especies con un valor

alto del coeficiente y poco palatables las que tengan un valor bajo.

La preferencia de las macrofitas por parte de P. canaliculata es de suma
importancia, ya que en los ambientes naturales la herbivoria de este ampularido estaria
direccionada por la misma. Estudios en los ambientes donde esta especie es invasora
han encontrado diferencias en las preferencias por parte del caracol por las distintas
macrdfitas ofrecidas (Lach et al., 2000; Wong et al., 2010). Sin embargo, como se sefiald
anteriormente, algunas de las macrofitas utilizadas no son netamente acuéticas, lo que
hace poco probable su ingesta en el ambiente natural y relativiza estos hallazgos. La
preferencia entre macréfitas sumergidas en la Argentina no ha sido estudiada en forma
especifica hasta ahora. La preferencia de P. canaliculata por las macrdfitas podria variar
mucho de un lugar a otro dependiendo de la identidad de las mismas, y el grado de

preferencia podria estar relacionado con sus palatabilidades. En consecuencia podriamos
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encontrar diferencias tanto en la herbivoria como en los impactos producidos por P.

canaliculata dependiendo de la composicion de la comunidad de macrdfitas.

2.1.1 Obijetivos

Investigar en laboratorio a través de experimentos de oferta Unica si hay
diferencias en la palatabilidad de las cinco macroéfitas sumergidas mas frecuentes en
nuestra zona de estudio por parte de Pomacea canaliculata y estimar a través de
experimentos de oferta mdltiple la preferencia por las mismas. Se espera que las
macrofitas que presenten valores nutritivos altos y no presenten defensas fisicas tengan
una palatabilidad alta para P, canaliculata, mientras que las que presenten defensas
fisicas y valores nutritivos bajos tengan una palatabilidad baja. A su vez se espera que la
preferencia de las macréfitas sumergidas se encuentre direccionada por la palatabilidad

de las mismas.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Origen y mantenimiento de caracoles

Los caracoles utlizados fueron obtenidos a partir de puestas de huevos
depositadas en laboratorio por caracoles provenientes del arroyo Corto en la localidad de
Espartillar (37° 20" 48" S, 62° 25' 19" O). Se utilizaron caracoles criados en laboratorio
para evitar posibles interferencias debido a experiencias previas que pudieran tener los
caracoles con las macréfitas si estos fueran provenientes de un ambiente natural. Una
vez eclosionadas las puestas en laboratorio, los caracoles fueron criados en acuarios
individuales de 200 ml con agua saturada con CaCO; a 25°C, con un fotoperiodo de
14:10 hs (luz:obscuridad) y alimentados ad libitum con lechuga hasta alcanzar un largo
de conchilla entre 24 y 30 mm. Dos semanas antes de comenzar el experimento se
cambio el alimento a papel para limpiar el tubo digestivo de restos vegetales y asi poder

constatar luego si los caracoles habian ingerido las macréfitas ofrecidas.

2.2.2 Origen y mantenimiento de macrdfitas sumerqgidas

Las macrofitas utilizadas fueron colectadas en el arroyo Naposta Grande en la
localidad de Tres Picos (38° 17' 47" S, 62° 10' 15" O), perteneciente a la Cuenca de
Drenaje Austral del Sistema de Ventania (CDASV), y se trasladaron al laboratorio en
recipientes plasticos con agua del lugar. Las macrdfitas fueron enjuagadas tanto en el
lugar de coleccién como en el laboratorio para remover restos de sedimentos, algas e
invertebrados que pudieran contener. Las macrdfitas utilizadas fueron Chara contraria
var. nitelloides, Ludwigia peploides, Myriophyllum quitense, Stuckenia striata vy
Zannichellia palustris, por ser las mas abundantes en los arroyos de nuestra zona de

estudio.
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2.2.3 Procedimientos de los experimentos de palatabilidad y preferencia

Para estimar la palatabilidad, en funcién de la ingesta diaria, cada macrofita fue
ofrecida a 10 caracoles en forma individual (n=10 para cada especie) por un periodo de
24 hs. Al mismo tiempo se ofrecieron todas las macrdéfitas en simultaneo a otros 10
caracoles para estimar la preferencia (n=10). Durante el experimento se utilizaron
acuarios individuales de 3 | sin agregado de CaCOs; en el agua. Previo al experimento se
mantuvo a los caracoles en ayuno por tres dias. En cada frasco se colocaron un caracol y
aproximadamente 2 g de cada macrdfita, que supera lo que un caracol puede comer por
dia. Las macrdfitas fueron pesadas antes y después del experimento (peso fresco;
precision de 1 mg) retirando el exceso de agua por centrifugacién para obtener los pesos
iniciales (P)) y finales (Pr) de cada especie. Como control se utilizaron cinco acuarios con
las cinco macrdfitas (sin caracoles), a partir de las cuales se calculé un coeficiente de
crecimiento y/o hidratacion a través de los pesos iniciales y finales (H = P,/ Pg). Este
coeficiente se utilizé para corregir los valores de los pesos finales a la hora de calcular la
tasa de ingestién diaria (TID: gramos de material vegetal consumidos por gramo de

caracol por dia; g.g™*.d™):

TID=(Pe*H-P)/Pc
Pr: peso fresco final de la macroéfita
P.: peso fresco inicial de la macrofita

Pc: peso del caracol

2.2.4 Andlisis del valor nutricional de las macréfitas

Se tomd6 una muestra de 500 g de cada macrofita para realizar un analisis
nutricional estandar en el Laboratorio de Nutricion Animal (Departamento de Agronomia,
UNS) y obtener los siguientes parametros nutricionales (%): materia seca (MS), cenizas

(C; contenido total de minerales), lignina (L), fibras de digestién neutra (FDN; celulosa,
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hemicelulosa y lignina) y acida (FDA; celulosa y lignina) (Van Soest et al., 1991),
carbohidratos solubles (CS; azucares simples y complejos) (Silva & Queiroz, 2002) y

proteinas solubles (PS; proteinas y nitrdgeno no proteico) (Araba & Dale, 1990).

2.2.5 Andlisis estadisticos

Para determinar si habia diferencias entre la palatabilidad de las macrofitas
utilizadas se analizaron las TID mediante el test de Kruskal-Wallis con un test a posteriori
de comparaciones de a pares de Dunn. Para determinar si habia diferencias en la
preferencia de las macrofitas utilizadas se calculd un indice de preferencia (IP) para cada

una el cual fue analizado por medio del test de Friedman (Roa, 1992):

IP (%) = 100 x gr consumidos de cierta macrdfita / > gr consumidos de cada macrdfita

Se realizaron correlaciones de Pearson de a pares entre las variables y la
palatabilidad buscando definir aquellos componentes nutricionales determinantes para la

ingesta por parte de P. canaliculata.
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2.3 Resultados

La inspeccion de los acuarios tanto del experimento de palatabilidad como de
preferencia permitié observar la presencia de heces con restos de material vegetal verde.
El contraste entre estas Ultimas y las heces de papel, de color blanco, indican que todos
los caracoles se alimentaron de las macrofitas y que parte del material ingerido atraveso

el tracto digestivo del caracol en menos de 24 hs.

2.3.1 Palatabilidad de las macrdfitas sumerqgidas

Las palatabilidades de las macrdfitas para P. canaliculata fueron, en orden
decreciente, las siguientes: C. contraria, M. quitense, Z. palustris, S. striata y L. peploides,
encontrandose diferencias significativas entre las mismas (test de Kruskal-Wallis: X? =
36,931, p < 0,001; Figura 2.1). La palatabilidad de C. contraria fue significativamente
mayor a las de S. striata y L. peploides, pero no difirié de las de M. quitense y Z. palustris,
y a su vez M. quitense mostré una palatabilidad mayor a L. peploides (test de Dunn: z =
2,807, p < 0,05). El resto de las comparaciones de a pares no evidencid diferencias

significativas.
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C.contraria M. quitense Z.palustris S.striata L.peploides

Figura 2.1. Palatabilidad (g.g™.d*, media + DE) de las cinco macréfitas para Pomacea
canaliculata; las macrdfitas unidas por una linea continua no difieren significativamente
entre si (test de Dunn: p < 0,05).
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Se encontraron correlaciones significativas, tanto positivas como negativas, entre

la palatabilidad y las variables nutricionales de las macréfitas (Tablas 2.1 y 2.2). La

palatabilidad esta relacionada positivamente con el contenido de cenizas mientras que

disminuye con el contenido de fibras (Tabla 2.1). Chara contraria, la macrofita mas

palatable, present6 los valores mas altos de contenidos de cenizas y los mas bajos de

lignina (Tabla 2.2). Por su parte, S. striata, una de las macrdéfitas menos palatables,

presentd los valores mas altos de fibras tanto de digestibn neutra como de digestion

acida, y junto a L. peploides presentaron los valores mas altos para lignina (Tabla 2.2).

Variables Palatabilidad

r p N
Materia seca 0,585 0,063 5
Cenizas 0,988 0,002 5
Fibras en detergente neutro -0,939 0,018 5
Fibras en detergente acido -0,958 0,010 5
Lignina -0,693 0,195 5
Carbohidratos solubles -0,606 0,279 5
Proteina soluble -0,699 0,189 5

Tabla 2.1. Correlaciones de Pearson entre la palatabilidad y las variables nutricionales de
las macrofitas. En negrita los valores significativos (p < 0.05).

Macrofitas MS C L FDN FDA CS PS
C.contraria 96,58 62,32 4,51 17,67 21,72 2,24 1,79
L. peploides 93,33 11,25 18,34 46,89 38,45 451 5,35
M. quitense 95,30 31,77 18,49 34,96 34,28 3,34 5,15
S. striata 91,78 20,82 9,43 53,65 43,76 2,44 2,97
Z. palustris 93,38 24,44 16,77 4759 3576 3,20 4,83

Tabla 2.2. Valores nutricionales de las macrdfitas (%): materia seca (MS), cenizas (C),
lignina (L), fibras de digestién neutra (FDN) y acida (FDA), carbohidratos solubles (CS) y

proteinas solubles (PS).

2.3.2 Preferencia de las macrdfitas sumergidas

El indice de preferencia (IP) calculado para cada una de las cinco macroéfitas

mostré diferencias significativas entre las mismas (test de Friedman: X? =26,960,
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p<0,001; Figura 2.2). Chara contraria fue la macrdéfita con mas alta preferencia,
presentando un alto porcentaje de herbivoria por parte de P. canaliculata (85.83%).
Luego le siguieron con un bajo indice de preferencia M. quitense (10,01%) y Z. palustris
(8,06%) y por ultimo las especies menos preferidas, con escasa o nula herbivoria, S.

striata (-4,12%) y L. peploides (0,20%).
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C. contraria M. quitense Z.palustris S.striata L. peploides

Figura 2.2. indice de preferencia (%, media + DE) de Pomacea canaliculata por las cinco
macrdfitas para el experimento de oferta multiple.
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2.4 Discusién

A través de los experimentos de laboratorio se demostré que la palatabilidad de
las macrdfitas sumergidas para P. canaliculata es altamente variable, a pesar de que se
trata de especies que comparten el mismo héabito de crecimiento y que ofrecen una
disponibilidad similar para ser consumidas, ya que todos los érganos estan al alcance del
caracol. La preferencia por estas macroéfitas parece estar estrictamente relacionada a su
palatabilidad, mostrando sin embargo cierto grado de interaccion entre las especies

utilizadas cuando todas estan disponibles al mismo tiempo.

Los caracoles utilizados para los experimentos de palatabilidad y preferencia
fueron criados a partir de puestas de huevos eclosionadas en laboratorio, por lo tanto no
tenian ninguna experiencia previa (Grantham et al., 1993) que pudiera afectar la
palatabilidad de ninguna de las macrdfitas utilizadas. Debido a esto, se puede asumir que
las tasas de ingestion diaria y el indice de preferencia reflejan en forma directa la
palatabilidad y la preferencia y estas dependeran de forma exclusiva del valor nutricional
y de las defensas tanto fisicas como quimicas que puedan presentar las macrdfitas
(Burlakova et al., 2009; Qiu & Kwong, 2009; Wong et al., 2010). Por otro lado, las
macrofitas no podrian haber desarrollado defensas inducidas (Morrison & Hay, 2011c)
debido a la herbivoria de P. canaliculata, ya que el experimento tuvo una duracion de 24
hs; tampoco podrian haber desarrollado estas defensas en el ambiente natural debido a
gue fueron colectadas en el arroyo Naposta Grande, donde P. canaliculata esta

naturalmente ausente.

Pomacea canaliculata posee un amplio espectro tréfico y puede alimentarse de
una gran diversidad de especies de macrofitas, pasando de unas netamente acuaticas a
otras semi-acuaticas o semi-terrestres (Qiu & Kwong, 2009; Wong et al., 2010; Xu et al.,
2016). Esto conlleva la posibilidad de encontrar diferentes tipos de defensas por parte de

las macréfitas para evitar la herbivoria, por lo que tanto la palatabilidad como la
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preferencia pueden variar segun la identidad de las macrdfitas. En el presente estudio las
cinco macrdfitas ofrecidas a P. canaliculata mostraron una variacién en su palatabilidad
de hasta 11 veces, a pesar de ser especies netamente acuaticas. En comparacion a otros
trabajos en el rango de distribucion nativo donde se encontré una variacion de 2,5 a 6
veces (Cazzaniga, 1981; Cruz et al., 2015), nuestros valores parecen elevados. Sin
embargo, si consideramos sélo las plantas vasculares (excluyendo a la macroalga C.
contraria) obtenemos una variacion de una magnitud de 4 veces entre la macréfita mas
palatable y la menos palatable, lo que da un valor dentro del rango de los trabajos

mencionados.

La mayor diferencia en palatabilidad se encontr6 entre C. contraria (la especie
mas palatable) y S. striata y L. peploides (las menos palatables). En primera instancia
esto parece deberse a la presencia de defensas fisicas y quimicas por parte de las
macrofitas menos palatables y no al valor nutricional en si. En el caso S. striata la baja
palatabilidad podria estar relacionada con las defensas fisicas, ya que esta macrdfita
mostré un alto contenido de celulosa y otros carbohidratos estructurales (53,65%)
mientras que C. contraria present6 el valor mas bajo (17,67%). Dichos compuestos estan
directamente relacionados con la dureza del material vegetal, lo que dificulta la ingestion
y digestion por parte del caracol (Burlakova et al., 2009). Por otro lado, aunque no se
estudiaron aqui, el bajo consumo de L. peploides pareciera estar relacionado con la
presencia de defensas quimicas ya que Grutters et al. (2017b) encontraron que esta
especie presenta un alto contenido de fenoles, siendo segunda en un ranking de 34

macrdfitas utilizadas, mientras que C. contraria se encuentra ultima en esta lista.

Tamburi & Martin (2009b) han registrado para P. canaliculata, en condiciones de
laboratorio similares a las usadas aqui, un consumo de lechuga de 0,312y 0,426 g.g™.d™
para machos y hembras adultos respectivamente. Los registros de la tasa de ingestion
diaria se realizaron en condiciones ad libitum del alimento. La tasa de ingestion diaria

para C. contraria registrada en nuestro estudio presenté valores similares (0,415 g.g™.d™).
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Para el resto de las macrofitas utilizadas las tasas de ingestion diaria presentaron valores
siempre por debajo de 0,148 g.g.d. Sin embargo cabe destacar que para caracoles
juveniles las tasas de ingestion diarias son mucho mayores, alcanzando a consumir su
propio peso vivo en lechuga (Tamburi & Martin, 2009a). Esto sugiere que las tasas de
ingestion especificas de las macrofitas utilizadas en nuestro experimento pueden ser aun
mayores en los ambientes naturales donde estén presentes caracoles tanto adultos como

juveniles.

La preferencia del caracol por las cinco macréfitas parece estar estrictamente
relacionada con su palatabilidad; sin embargo, se evidencia también algun grado de
interaccion entre las macrdfitas. La herbivoria sobre C. contraria parece no verse
afectada por la presencia de otras especies. Sin embargo cuando esta Ultima esta
presente las ingestas de M. quitense y Z. palustris se ven reducidas a un tercio y un
cuarto, respectivamente. Ludwigia peploides y S. striata al ser las especies menos
palatables no se ven afectadas ante la presencia de otras macrofitas, ya que tanto en los
experimentos de palatabilidad como en los de preferencia son escasamente ingeridas.
Esto indicaria que en los ambientes naturales P. canaliculata concentraria su herbivoria
sobre C. contraria, para luego seguir por las especies de palatabilidad intermedia (M.
quitense y Z. palustris), quedando como ultimas opciones de recurso tréfico S. striata y L.

peploides.

Debido a las diferencias encontradas tanto en palatabilidad como en preferencia, y
al grado de interaccién que podria darse entre las macrofitas presentes en los cuerpos de
agua se esperaria que P. canaliculata concentre su herbivoria sobre las especies mas
palatables y preferidas. En los arroyos de la zona de estudio en la CEO S. striata y L.
peploides son las macréfitas que se encuentran con mayor frecuencia y abundancia
(Capitulo 6), pudiendo ser esto una consecuencia de la herbivoria diferencial de P.
canaliculata, a diferencia de lo que ocurre en CDASV donde las cinco macrofitas

presentan similares frecuencias y abundancias, siendo L. peploides la mas dificil de
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encontrar. Los resultados de los experimentos de mesocosmos (Capitulo 5) y de dieta
natural (Capitulo 4) confirman que la herbivoria de P. canaliculata en los ambientes
naturales se encuentra direccionada por la palatabilidad y la preferencia de las macréfitas
presentes, y muestran que debido a su rol estructurante sobre la comunidad de

macrofitas sumergidas tendria un rol como especie clave.
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CAPITULO 3

ANALISIS MICROGRAFICO EXPERIMENTAL DE LOS RESTOS DE MACROFITAS

SUMERGIDAS EN LOS CONTENIDOS DIGESTIVOS DE POMACEA CANALICULATA

3.1 Introduccion

La dieta natural de Pomacea canaliculata representa un tema de gran importancia
para poder comprender los efectos producidos por su herbivoria, tanto en los ambientes
donde es nativo como en las zonas donde es invasor. Sin embargo los estudios en los
que se analizan sus contenidos digestivos no determinan la identidad taxonémica de las
especies de macrofitas ingeridas, agrupandolas en una sola categoria, ya sea como
macrofitas, plantas vasculares o tejidos vegetales (Kwong et al., 2010; Ocon et al., 2013;

Lopez-van Oosterom et al., 2016; Saigo et al., 2016).

Este ampularido posee poderosas mandibulas y raddula (Andrews, 1965; Moretto &
Nahabedian, 1989; Martin & Negrete, 2007), un estdmago con una fuerte musculatura y
un area cuticularizada (Andrews, 1964) y niveles altos de actividad enzimatica en
diferentes partes de su tracto digestivo (Godoy et al., 2013; Luo et al., 2015) que permiten
la ingestion y digestion de diversas macrdfitas. Ademas se ha reportado que la presencia
de particulas liticas en su tracto digestivo genera una disgregacion aun mayor del
alimento ingerido (Andrews, 1964). Estas herramientas digestivas en conjunto pueden
haber desalentado a priori el estudio especifico de la dieta natural debido a la dificultad o
imposibilidad de la identificacion del material ingerido. Sin embargo, el andlisis de los
contenidos digestivos de este caracol, con una identificaciébn taxondmica previa de las
especies vegetales cuyos fragmentos o tejidos sean encontrados en los mismos,
permitiria establecer una relacién entre la oferta natural de macréfitas presentes en el
ambiente y las que realmente ingiere. Esta informacion permitir4 establecer si existe una
relacion directa entre la herbivoria de P. canaliculata y la reduccién, erradicacion o la falta

de efecto sobre las especies presentes en los cuerpos de agua donde habita.
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3.1.1 Obijetivos

Evaluar la posibilidad de reconocer las especies de macrofitas ingeridas por P.
canaliculata a través del analisis micrografico de los contenidos del tracto digestivo. En
particular, se realizaron comparaciones entre estomago e intestino para evaluar si los
restos de las macrdfitas ingeridas difieren entre contenidos de estas dos secciones del
tracto digestivo. Con esta informacién se propuso realizar una guia de referencia para
reconocer y cuantificar las especies vegetales en los contenidos digestivos de caracoles

provenientes de ambientes naturales.
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Reconocimiento de macrofitas a partir de contenidos digestivos

Los experimentos de palatabilidad y preferencia (Capitulo 2) fueron utilizados para
obtener una referencia gréafica para el reconocimiento de las macrdéfitas utilizadas (Chara
contraria, Ludwigia peploides, Myriophyllum quitense, Stuckenia striata y Zannichellia
palustris) a partir de los restos presentes en los contenidos digestivos. Una vez
finalizados dichos experimentos los caracoles fueron sacrificados por inmersién en agua
a 100°C. Se mantuvieron a -20°C en freezer hasta su posterior diseccién, en la cual se

registro el sexo del individuo y se colectaron los contenidos del tracto digestivo.

Al momento de realizar las disecciones se procedié a extraer las partes blandas
de la conchilla del caracol para luego extraer el tracto digestivo. Durante todo el proceso
se trabajé bajo microscopio estereoscépico utilizando agujas histologicas, bisturi y pinzas.
Una vez separado el tracto digestivo del resto del cuerpo del animal, se colocaron en
cajas de Petri separadas el estbmago y el intestino (Figura 3.1). Luego se procedi6 a la
apertura longitudinal de cada seccién para obtener los contenidos digestivos en caso de
estar presentes. Los contenidos fueron colectados en tubos de Eppendorf mediante

pipetas Pasteur y fueron conservados a -20°C en freezer hasta su utilizacion.
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Figura 3.1. Esquema del tracto digestivo de P. canaliculata indicando las diferentes
secciones de las que se analizaron los contenidos (estbmago e intestino).

Las muestras fueron revisadas bajo microscopio estereoscopico y se realizé el
conteo de fragmentos vegetales de los contenidos. A su vez, se buscaron caracteres
celulares diagnésticos de cada especie (Caceres, 1978; Lozano et al.,, 1986; Novelo,
2005; Cumana Campos, 2010; Moody & Les, 2010) a fin de ser utilizados para identificar
las especies ingeridas en el ambiente natural. La observacion de los contenidos de los
experimentos de palatabilidad y preferencia indicaria si es posible diferenciar las cinco
especies utilizadas en los experimentos, lo que daria un indicio de la factibilidad de

reconocer las plantas de los contenidos de caracoles provenientes del ambiente natural.

Para el conteo de fragmentos vegetales de los contenidos se utiliz6 una caja de
Petri con una cuadricula de 1 mm de lado, en la cual se observaron 100 celdas (un area
de 10 x 10 celdas). Para cada celda se registr6 la presencia de restos vegetales

reconocibles de las especies utilizadas y la presencia de restos verdes no identificables
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(pudiéndose encontrar mas de una categoria por celda). Luego se estimo la proporcion
de fragmentos vegetales identificables para cada especie (Pli; celdas con fragmentos
identificables en relacion a las celdas con contenidos). Para el experimento de
palatabilidad la proporcion fue calculada como el nimero de celdas con fragmentos de la
especie i dividido por el nUmero de celdas con fragmentos de la especie i mas el nimero

de celdas con fragmentos de restos verdes no identificables:

Pli = n° celdas especie i / (n° celdas restos verdes no identificables + n° celdas especie i)

Para el experimento de preferencia la proporcioén identificable fue calculada como
el nimero de celdas con fragmentos de la especie i dividido por la sumatoria del nimero
de celdas con fragmentos de cada especie mas el nimero de celdas con fragmentos de

restos no identificables:

Pli = n° celdas especie i / (n° celdas restos verdes no identificables + ) n° celdas

especie i), donde i=1->n
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3.3 Resultados

3.3.1 Reconocimiento de macrofitas a partir de contenidos digestivos

Se registraron fragmentos vegetales identificables de las cinco especies utilizadas
en los experimentos de palatabilidad y preferencia. El almacenamiento del material en
freezer no alter6 el color verde de los fragmentos de las macréfitas, permitiendo una clara
distincion entre éstos y los restos marrones correspondientes a los detritos (Capitulo 4).
El material inequivocamente identificado resulté ser exclusivamente fragmentos foliares,
salvo en C. contraria donde pudieron identificarse fragmentos de distintas partes del talo.
Los fragmentos con elementos diagnésticos adecuados para determinar su procedencia
resultaron proporcionalmente escasos y los restos vegetales sin caracteristicas propias
gue los hicieran determinantes de un grupo taxondmico (no identificables) resultaron los
predominantes en los contenidos digestivos. A excepcion de S. striata y Z. palustris, el
resto de plantas pertenecen a familias o divisiones diferentes, lo que resulta en

diferencias estructurales identificables bajo microscpio esteroscopico.

Chara contraria: se encontraron fundamentalmente fragmentos del eje principal y filoides
los cuales se reconocen por su superficie estriada (Figura 3.2 A y B). También se
observaron restos sin estriaciones y con un engrosamiento o calcificacién apical, que
corresponden a células apicales de un filoide, apices de un bracteoide o apices de una
bractéola, dependiendo del tamafio (Figura 3.2 C). Otras estructuras encontradas fueron
ooOsporas, elipsoides con ornamentaciones (crestas) dispuestas en espiral desde un
extremo al otro (Figura 3.2 B). Se observé la presencia de cordnulas de células globosas
(Figura 3.2 D), similares a las células apicales del oogonio, las cuales se han desprendido

del mismo; se observan cuatro células juntas que poseen alguna calcificacion.

29



Figura 3.2. Fragmentos pertenecientes a C. contraria en los cuales se observan
caracteres diagnosticos. A. Fragmentos del eje principal y filoides. B. Fragmentos del eje
principal y oéspora. C. Células apicales de un filoide, &pices de un bracteoide o apices de
una bractéola. D. Corénula de células globosas.

Ludwigia peploides: en general se encontraron fragmentos foliares de diferente tamafio
de un color verde brillante, algunos de los cuales incluyeron el margen (Figura 3.3 Ay B).
El movimiento del fragmento vegetal en caja de Petri genera un aspecto tornasolado por
la reflectancia de la cuticula. Por debajo se observa en transparencia el mesofilo verde
(Figura 3.3 C). Se encontraron también fragmentos de mesofilo libres de cuticula, en

estos casos el tejido resulto de color verde mas claro (Figura 3.3 D).
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Figura 3.3. Fragmentos foliares pertenecientes a L. peploides en los cuales se observan
caracteres diagndsticos. A, B y C. Fragmentos foliares. D. Mesofilo libre de cuticula.

Myriophyllum quitense: los elementos encontrados con mayor frecuencia fueron
fragmentos foliares (pinnas) del ancho completo de la lamina (cortes transversales de las
mismas; Figura 3.4 Ay C). Muchos fragmentos correspondieron a la porcién apical de las
pinnas (Figura 3.4 Ay D) y otros a partes intermedias (Figura 3.4 B y C). Se observaron
fragmentos caulinares en la zona de los nudos donde nacen las pinnas (Figura 3.4 B).
Las pinnas de esta especie presentan un nervio medio muy notorio. Las laminas
presentan un aeréngquima conspicuo (meséfilo homogéneo con 3 0 4 camaras de aire de

tamafio reducido y disposicion irregular).
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Figura 3.4. Fragmentos pertenecientes a M. quitense en los cuales se observan
caracteres diagnoésticos. A y D. Fragmentos medios y apicales de las pinnas. B y C.
Fragmentos caulinares; en B se advierte un nudo caulinar.

Stuckenia striata: practicamente todos los fragmentos encontrados para esta especie
correspondieron a hojas. Se encontraron fragmentos que incluyeron solo uno de los
margenes foliares (Figura 3.5 B y C), siendo poco frecuente encontrar que los mismos
correspondan al ancho completo como sucede en M. quitense. Las hojas de S. striata
poseen un grosor mayor que las de M. quitense, por lo que los fragmentos encontrados
se diferencian también en este aspecto. En general los fragmentos observados resultaron
de formas algo irregulares. En algunos de estos fragmentos se observaron claramente los

nervios como lineas longitudinales de similar grosor paralelas al margen foliar (Figura 3.5
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C y D). Los bordes de las hojas se observaron de tonalidad verde-marron. Se
encontraron algunos apices foliares (Figura 3.5 A y C), que a diferencia de los de M.

quitense, se afinan bruscamente rematando en un extremo agudo.

Figura 3.5. Fragmentos pertenecientes a S. striata en los cuales se observan caracteres
diagnésticos. Ay C. Fragmentos y apices foliares. B y D. Fragmentos foliares.

Zannichellia palustris: los fragmentos encontrados correspondieron a hojas que en
general presentaron un color verde claro brillante y sus apices, agudos, delimintan un
pequefio mameldn terminal. Las hojas presentan un nervio principal central y dos
secundarios notorios, uno a cada lado del central (Figura 3.6 A y C). Los fragmentos
abarcaron el ancho completo de la hoja (incluyendo los tres nervios mayores; Figura 3.6
D) o éstos estuvieron fraccionados en porciones menores. En este dltimo caso, los
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fragmentos se encontraron seccionados por los nervios principales, ya sea tanto por el
medio como por los secundarios. En consecuencia se encontraron fragmentos de forma
practicamente rectangular, delimitados, al menos en uno de los lados, por uno de los
nervios antes citados (Figura 3.6 B). Se registraron también sectores apicales de las
hojas, en los cuales se observd que los ejes secundarios se unen al central en el tercio
terminal de la lamina. Los fragmentos de esta planta son de un grosor mucho menor que

los de S. striata.

Figura 3.6 Fragmentos pertenecientes a Z. palustris en los cuales se observan
caracteres diagnésticos. A y C. Fragmentos foliares en los que se pueden observar los
tres nervios mayores. B. Fragmentos foliares delimitados por los nervios mayores. D.
Fragmentos foliares que presentan el ancho completo de la hoja.
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3.3.2 Cuantificacion de la ingestion de macroéfitas a partir de contenidos digestivos

Tanto en el experimento de palatabilidad como en el de preferencia se observo la
presencia de materia fecal de color (en contraposicion a la materia fecal blanca de papel
en algunos de los acuarios; Capitulo 2). Esta evidencia indica que al menos una parte del
material vegetal ingerido por P. canaliculata puede finalizar su paso por el tracto digestivo

en menos de 24 horas.

En el experimento de palatabilidad se pudieron identificar los fragmentos
vegetales de las cinco macrdfitas (Tabla 3.1), y con esta referencia se pudieron identificar
a las mismas en el experimento de preferencia (Tabla 3.2), encontrdndose contenidos
vegetales en el 90% de los estbmagos y en el 100% de los intestinos. Para el
experimento de palatabilidad se pudo identificar fragmentos vegetales en una mayor
proporcion en el intestino, mientras que para el experimento de preferencia los valores
entre estbmago e intestino practicamente no difieren. En el experimento de palatabilidad
la macroéfita que presentd la mayor proporcion de fragmentos identificables fue M.
quitense (Pli superior a 0,5 para estdbmago e intestino) y en orden decreciente siguieron
C. contraria, Z. palustris, S. striata y en altimo lugar L. peploides (Tabla 3.1). La
proporcion de fragmentos identificables para cada especie en el intestino fueron siempre

superiores en comparacion con el estémago.

Macrofita Estomago Intestino

C. contraria 0,271 £ 0,077 0,356 £ 0,079
L. peploides 0,045+0,123 0,135+0,176
M. quitense 0,546 + 0,079 0,580 + 0,173
S. striata 0,162 £ 0,077 0,127 £ 0,057
Z. palustris 0,198 + 0,074 0,243 +0,119

Tabla 3.1. Proporcién identificable de cada macrdfita (Pli, media = DE) respecto a los
restos vegetales totales encontrados en el experimento de palatabilidad.
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En el experimento de preferencia las macrdfitas que presentaron el mayor Pli
fueron M. quitense y C. contraria (valores de Pli mayores a 0,21; Tabla 3.2). Las tres
macrofitas restantes presentaron Pli muy bajos (siempre menores a 0,03), llegando a no
poder identificar ningun fragmento en algunos casos (L. peploides en estobmago y S.
striata en intestino; Tabla 3.2). Los fragmentos identificables para cada especie muestran

valores similares en estdbmago e intestino.

Macrofita Estobmago Intestino

C. contraria 0,219 £ 0,078 0,240 + 0,082
L. peploides 0,000 + 0,000 0,003 +0,011
M. quitense 0,266 + 0,106 0,241 +0,121
S. striata 0,006 +£ 0,017 0,000 = 0,000
Z. palustris 0,028 + 0,026 0,028 + 0,022

Tabla 3.2. Proporcién identificable de cada macrdfita (Pli, media + DE) respecto a los
restos vegetales totales encontrados en el experimento de preferencia.

La proporcion identificable de las macrdfitas en estbmago e intestino present6 una
correlacion positiva y significativa con las tasas de ingestion diaria de las mismas, tanto
para el experimento de palatabilidad (r = 0,333y p = 0,019, Figura 3.7 A;r=0,344yp =
0,015, Figura 3.7 B) como para el de preferencia (r = 0,489 y p = 0,000, Figura 3.8 A; r =
0,596 y p = 0,000, Figura 3.8 B). Si se calculan las correlaciones excluyendo a M.
quitense, debido al alto nimero de fragmentos identificable en funcion a lo ingerido (ver
Discusion), se obtienen valores de correlaciones mayores tanto en el experimento de
palatabilidad (r = 0,578 y p = 0,000 para estémago y r = 0,605 y p = 0,000 para intestino)
como en el de preferencia (r = 0,869 y p = 0,000 para estbmago y r = 0,914 y p = 0,000

para intestino).
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Figura 3.7. Proporcion de fragmentos identificables para cada especie (Pli) en los
contenidos digestivos individuales del experimento de palatabilidad en funcion de la tasa
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3.4 Discusién

A través del analisis micrografico de los contenidos digestivos se pudieron
identificar caracteres diagndsticos que harian factible el reconocimiento y cuantificacion
de las cinco macroéfitas en los contenidos digestivos de caracoles provenientes de
ambientes naturales. Los experimentos de laboratorio revelaron que P. canaliculata
posee una digestion mecanica relativamente leve para las macrofitas, ya que se
observaron algunos fragmentos de gran tamafio tanto en el estbmago como en el
intestino. Estos fragmentos se encontraron incluso en la ultima parte del intestino, lo que

evidencia que practicamente no han sufrido cambio alguno en la digestion.

Se pudieron obtener caracteres diagnosticos de las cinco macroéfitas utilizadas a
través del analisis de los contenidos digestivos del experimento de palatabilidad, para
luego ser identificadas en los contenidos del experimento de preferencia. Sin embargo,
en los experimentos de palatabilidad el porcentaje de fragmentos vegetales identificables
supera el 50% solo para M. quitense, siendo menor al 35% para el resto de las
macrdfitas. Para los contenidos del experimento de preferencia el porcentaje de
fragmentos identificables fue menor a 30% en todos los casos, y salvo para C. contraria y
M. quitense, nunca superaron el 3%. Teniendo en cuenta que para este experimento se
conocia la identidad taxonémica de las especies usadas y que se tenia una referencia
con las pruebas hechas en el experimento de palatabilidad, puede suponerse gue para
caracoles provenientes del ambiente natural estos valores serian menores debido a la
mayor diversidad de recursos disponibles para la ingesta. Sin embargo, en los arroyos
con una baja riqueza de especies vegetales, como aquellos donde habita P. canaliculata
en la CEO, se podrian identificar previamente las macrdfitas sumergidas del ambiente y
realizar una busqueda de los caracteres distintivos de cada una para tener una referencia

mas directa.
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En el experimento de palatabilidad el 90% de estébmagos presentd contenidos
mientras que en los intestinos fue de un 100%. Esta diferencia del 10% podria indicar que
los contenidos encontrados en el estbmago son recientes, indicando que el tiempo de
retencion en esta seccion del tubo digestivo es menor a 24 hs. Esta referencia permite
inferir que los contenidos encontrados en los estdbmagos de los caracoles del ambiente
natural corresponden a lo ingerido recientemente. A su vez, la presencia de restos
vegetales en todos los intestinos indica que los contenidos son capaces de llegar al
intestino y finalizar su paso por el tracto digestivo en menos de 24 hs, ya que en algunos
de los acuarios se observd la presencia de materia fecal de color verde, en
contraposiciéon a la materia fecal blanca por el papel ingerido en la fase pre-experimental,

(Capitulo 2).

El porcentaje de fragmentos identificables tanto en estbmago como en intestino
muestra una correlacién significativa y positiva con las tasas de ingestién. Sin embargo,
M. quitense mostrd altos porcentajes de fragmentos identificables en proporciéon a lo
ingerido si se lo compara con las otras especies. Esto podria deberse a que P.
canaliculata concentra su herbivoria sobre las hojas y no los tallos de esta especie
(Capitulo 5). Las pinnas de las hojas de esta especie son delgadas y alargadas. Al ingerir
una porcion de la hoja, que abarca varias pinnas, los caracoles realizan cortes
transversales de las mismas, lo que produce una alta fragmentacién, generando muchos
fragmentos vegetales a pesar de ingerir poco material. Esto sugeriria la necesidad de
combinar los datos de palatabilidad y de contenidos digestivos para evitar sub o
sobrestimaciones debido a la diferencia en fragmentacion que pueden presentar las

macrofitas.

Para los caracoles provenientes del ambiente natural los contenidos que aparecen
en el intestino no siempre aparecen en el estbmago, y la mayoria de las veces el volumen
de los contenidos del intestino es mayor que el del estbmago (Capitulo 4), posibilitando

encontrar los items poco representados con una mayor probabilidad en el intestino. A su
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vez, se encontraron varios caracoles durante el otofio con sus estdbmagos vacios pero
que presentaban contenidos en sus intestinos. Esto sugiere la idea de que el tiempo de
retencién en esta Ultima seccién del tracto digestivo es mayor y que los contenidos
encontrados alli podrian pertenecer no solo a la ultima ingesta. En los trabajos donde se
analizaron los contenidos digestivos de P. canaliculata se optd por utilizar los contenidos
provenientes del estbmago (Kwong et al., 2010; Lopez-van Oosterom et al., 2016). En
algunos casos no se describe con precision la precedencia de los mismos, como en Ocon
et al. (2013) donde se analizaron los contenidos provenientes del “foregut”, que
corresponde a la parte anterior del tubo digestivo, presumiblemente estébmago. La
evidencia indica que podria obtenerse la misma o una mayor informacién de dieta
utilizando sélo los contenidos del intestino en comparacion con el estbmago, logrando

una reduccion tanto del material revisado como del tiempo e insumos utilizados.
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CAPITULO 4

VARIACION ESPACIAL Y TEMPORAL DE LA DIETA NATURAL DE POMACEA

CANALICULATA
4.1 Introduccion

Pomacea canaliculata es ampliamente conocido por su alto impacto sobre las
comunidades acuaticas en las regiones que ha invadido. El efecto mas importante que
produce sobre ellas es la reduccion tanto en rigueza como en abundancia de la
vegetacion, especialmente las macrofitas sumergidas y flotantes, llegando en algunos
casos a su total erradicacion (Carlsson et al., 2004; Carlsson & Lacoursiére, 2005). En
diversas ocasiones esto ha producido cambios ecosistémicos irreversibles en cuerpos de
agua (ej.: cambio de un estado de aguas claras con abundantes macrdfitas a un estado
de turbidez permanente sin macrdfitas; Carlsson et al., 2004). Esto, sumado a su caracter
de plaga de los cultivos de arroz (donde se alimenta de dicho cultivo ademas de algunas
malezas (Halwart, 1994; Okuma et al., 1994; Teo, 2003)), ha motivado muchos estudios
de sus habitos alimentarios. Sin embargo, la mayoria de los estudios sobre la
alimentacion de este caracol se han desarrollado en ambientes donde P. canaliculata es
invasor o en zonas de cultivo donde las plantas disponibles difieren de las que se
encuentran en su habitat natural. En dichos trabajos se ha reportado la capacidad de este
ampularido de ingerir diversas especies y tipos de plantas, desde plantas netamente
acuaticas a otras semi-acudaticas o directamente terrestres (Carlsson & Lacoursiére,
2005; Carlsson & Bronmark, 2006; Qiu & Kwong, 2009; Wong et al., 2010; Qiu et al.,
2011). Sin embargo, pocos trabajos se han realizado sobre su dieta natural, lo cual es de
suma importancia para comprender los impactos ambientales producidos por esta

especie.

El principal estudio sobre la dieta natural de P. canaliculata fue realizado por

Kwong et al. (2010) en Hong Kong, en donde se registraron como items principales en los
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contenidos estomacales detritos, macrofitas, cianobacterias, algas verdes y diatomeas.
Dentro del rango de distribucién nativo de P. canaliculata, en arroyos de la cuenca del rio
de la Plata, Lépez-van Oosterom et al. (2016) encontraron que se alimentan de plantas
vasculares, detritos, perifiton, una pequefia porcion de restos animales y cianobacterias,
algas y hongos con una muy baja frecuencia y abundancia. Por su parte, Ocon et al.
(2013) encontraron detritos, diatomeas y plantas vasculares en el “gut” de P.
canaliculata. A su vez, Siago et al. (2016) registraron tejidos vegetales, detritos, algas y
tejidos animales entre los contenidos del “anterior gut” (presumiblemente el estdmago),
de caracoles provenientes de lagunas de inundacién del rio Parana. Sin embargo, en
estos trabajos se agrupan todas las especies vegetales consumidas denominandolas

como plantas vasculares o macrdéfitas.

4.1.1 Objetivos

Estimar qué items son consumidos por P. canaliculata a través del analisis del
contenido digestivo de caracoles provenientes del ambiente natural. A través de la guia
de referencia elaborada en el Capitulo 3 se espera poder reconocer al menos las
especies utilizadas anteriormente. Se espera que las especies mas palatables y
preferidas (Capitulo 2) sean las mas frecuentes en los contenidos digestivos de P.
canaliculata por ser consumidas en forma preferencial en el ambiente natural. Con los
datos obtenidos de los contenidos digestivos se realizdé una descripcion de la estrategia
trofica del caracol y se estimé qué items fueron los mas consumidos en distintos

ambientes y estaciones del afio.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Muestreos para el analisis de contenidos digestivos v la caracterizacion ambiental

Se realizaron cuatro muestreos en cuatro ambientes l6ticos de la Cuenca de las
Encadenadas del Oeste (CEO). Para cada ambiente se selecciond un sitio de muestreo
(Figura 4.1) el cual fue visitado en distintas estaciones del afo (10/03/15, verano;
27/05/15, otofio; 25/11/15, primavera; 09/03/16; verano). No se realizaron muestreos
durante el invierno debido a la inactividad que presenta P. canaliculata durante este
periodo (Seuffert et al., 2010), en el cual los caracoles se encuentran enterrados en el
sedimento, haciendo dificil su recoleccién. La combinacion de los distintos puntos de
muestreos con las distintas épocas del afio permitié estudiar tanto la variaciéon espacial

como temporal.

Figura 4.1. Mapa indicando los sitios de muestreo en la Cuenca de las Encadenadas del
Oeste (CEO): canal Pigué-Venado (CPV), canal del Sauce Corto (CSC), Espartillar en
arroyo Corto (EAC) y vado en arroyo Guamini (VAG); en azul se muestran los arroyos y
en rojo los canales.
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En cada sitio se colectaron, cuando fue posible cinco machos y cinco hembras,
dando un total de 127 caracoles analizados, ya que en el canal del Sauce Corto sélo se
encontraron tres caracoles el 27/05/2015 y cuatro el 09/03/16 y en el vado de arroyo
Guamini no se encontrd ningun individuo en las mismas fechas. La recoleccion de los
caracoles fue realizada a mano, por tres personas, recorriendo las orillas del sitio de
muestreo aguas arriba y se registr6 el tiempo de busqueda para luego estimar su
abundancia (caracoles.min™). Se sacrificaron los caracoles en el acto por inmersion en
agua a 100°C y luego se los conservo refrigerados hasta ser transportados al laboratorio,
donde se mantuvieron a -20°C en freezer para su posterior diseccién en la cual se
confirmé el sexo de cada individuo y se colectaron en forma diferenciada los contenidos

de estbmago e intestino.

En cada sitio se realizaron 10 transectas transversales al curso del arroyo con un
espaciamiento de 1 a 2 m entre cada una. Cada transecta abarc6 de una orilla a la otra
del arroyo o canal y con una cinta métrica se registraron los metros cubiertos por cada
especie vegetal, detritos o por fondo desnudo (sin detritos ni algas o macroéfitas). Para
estimar la diversidad de recursos troficos disponibles y su homogeneidad se calcularon el
indice de diversidad de Shannon (H’) y su correspondiente indice de uniformidad (Uy).
Los items tenidos en cuenta para calcular estos indices fueron aquellos que pueden ser
ingeridos por P. canaliculata: detritos, gramineas, plantas flotantes, algas filamentosas,
scum (espuma espesa y viscosa formada a partir de restos vegetales y de algas) y las
macrofitas Stuckenia striata, Myriophyllum quitense, Ludwigia peploides, Nasturtium
officinale, Zannichellia palustris y una crucifera indeterminada (Crucifera spl). Para cada
item la proporcion o abundancia relativa (pi) fue calculada de la siguiente manera: se
sumaron los metros lineales de dicho item de todas las transectas efectuadas en el sitio
de muestreo para una fecha determinada y se lo dividié por la suma de los metros de
todos los items de todas las transectas efectuadas en el mismo sitio de muestreo para la

misma fecha:
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pi = mi/ Y mi, donde i=1->n

mi = metros de la categoria i

Para cada sitio y para cada fecha se calcularon los indices de diversidad (H’) y

uniformidad (Uy) de Shannon:

H =-3% (pi). (logz pi) , donde i=1->n
Uy =H'/ (log, n)
pi: proporcion del item i

n: nimero de items presentes

A su vez, con los datos de las transectas se calcul6 la cobertura vegetal o la falta

de ella (fondo desnudo) en cada arroyo. Para ello se utilizaron tres categorias:

o Detritos: metros de la transecta en los que se hallaban detritos
¢ Macrdfitas: metros de la transecta en los que se hallaban macroéfitas
e Fondo desnudo: metros de la transecta sin macrdfitas ni detritos
Para cada categoria se sumaron los metros de todas las transectas efectuadas en
un sitio de muestreo para una fecha determinada. La cobertura de cada una de estas

categorias se calcul6 de la siguiente manera:

%i = (mi/ Y mi). 100, donde i=1->n

mi: metros de la categoria i

4.2.2 Andlisis de los contenidos digestivos

Al momento de realizar las disecciones se procedid a extraer las partes blandas
de la conchilla del caracol para luego proceder a la extraccion del tracto digestivo.
Durante todo el proceso se trabajé bajo microscopio estereoscépico utilizando agujas
histolégicas, bisturi y pinzas. Una vez separado el tracto digestivo del resto del cuerpo del
animal, se colocaron en cajas de Petri separadas el estbmago y el intestino. Los eséfagos

no fueron revisados en busca de contenidos digestivos ya que en experimentos previos
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se observo que la mayoria de los es6fagos se encontraban vacios (Capitulo 6). Luego se
procediod a la apertura longitudinal de cada seccidn para obtener los contenidos digestivos
si los hubiera. Los contenidos fueron colectados en tubos de Eppendorf mediante pipetas

Pasteur y fueron conservados a -20°C en freezer hasta ser utilizados.

Las muestras fueron revisadas bajo microscopio estereoscopico con el cual se
realizé la cuantificacion de los contenidos. Para ello se utilizé una caja de Petri con una
cuadricula de 1 mm de lado. En los conteos se buscaron fragmentos vegetales que
permitieran identificar las especies ingeridas por el caracol. Se registraron todos los items
encontrados, buscando en particular los restos de las plantas utilizadas en los
experimentos de palatabilidad y preferencia (las cuales son las mas abundantes en el
SOB; Capitulos 2 y 3) o restos que permitieran identificar alguna otra especie. Los
contenidos que no pudieron ser identificados taxonémicamente, o que no fueron de

origen vegetal, se clasificaron en las siguientes categorias:

o RV: restos vegetales verdes no identificables
¢ RM: restos vegetales marrones (detritos)
¢ RA: restos animales
e PF: pellets fecales (compuestos mayormente por endosimbiontes, restos
microscopicos de alimento y sedimento fino; Castro-Vazquez et al., 2002).
Para cada muestra se observaron 100 celdas (un area de 10 x 10 celdas de 1
mm? cada una) y se reviso celda por celda la cuadricula, registrando los contenidos de
cada una (pudiéndose encontrar mas de una categoria por celda). Al contenido volcado
en la placa de Petri se le agregé agua para lograr una concentracion homogénea en toda
la superficie. En el caso de que el volumen a observar fuera demasiado grande, lo que
dificultaba un buen conteo, se opté por observar el 50% de la muestra. Se estimé el
volumen de los contenidos de cada seccion del tubo digestivo utilizando un Eppendorf de
referencia, el cual fue previamente graduado con volimenes conocidos mediante una

micropipeta.
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Con los datos obtenidos de las disecciones y conteos se realizaron
comparaciones entre estdmago e intestino para determinar si alguna de las dos
secciones aporta mas informacién que la otra, y asi poder optimizar el método para
futuros estudios. Se calcul6 para cada sitio el porcentaje de individuos con contenidos en
estdbmago e intestino, el volumen por individuo de los contenidos de estbmago e intestino
y el indice de Shannon (H’) para el estbmago e intestino de cada individuo. Para calcular
el indice de Shannon (H’) se utilizaron las siguientes categorias, las cuales corresponden
a los items encontrados en los contenidos digestivos: Chara contraria, M. quitense, S.
striata, Fissidens fontanus, algas filamentosas, gramineas, detritos (restos vegetales
marrones), restos vegetales verdes no identificables y restos animales. El pi de cada
categoria fue calculado en este caso como el nimero de celdas con el item i sobre la

sumatoria de celdas para todos los items:

pi = n° celdas con el item i/ ) n° celdas con el item i, donde i=1->n

Con los datos de los volimenes de los contenidos digestivos y con el indice de
Shannon calculado para cada individuo se calcularon para cada sitio los volimenes
promedio para estobmago e intestino y el indice de Shannon promedio para estdbmago e
intestino. Se realizaron test t apareados para evaluar si habia diferencias entre estomago

e intestino para el volumen promedio de los contenidos y para el indice de Shannon (H’).

Con los datos de los conteos se realizaron graficos de Amundsen (grafico de
Costello modificado por Amundsen; Amundsen et al., 1996). Para ello se calculd la
frecuencia de ocurrencia (FOI) y la abundancia especifica (fi) de los siguientes items:
algas filamentosas, gramineas, macrofitas (incluye C. contraria, M. quitense, S. striata, F.

fontanus y restos verdes no identificables), detritos y restos animales.

FOi = n° individuos con el item i/ n° individuos con contenidos digestivos

fi = Y frecuencia relativa del item i / n° individuos que presentan ese item, donde i=1->n
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Frecuencia relativa del item i (FRi) = celdas del item i/ 3 celdas del item i, donde i=1>n
El producto de la abundancia especifica de cada item y de su frecuencia de
ocurrencia da como resultado la abundancia total (%) de cada item. Los valores para las
abundancias de los items estan representados con isolineas de abundancia total en los
graficos (Fig. 4.2.A). Para calcular la abundancia especifica de cada item, se calcul6 la
proporcion de cada item en cada estdbmago e intestino (usando el conteo por celdas), y
luego se calcul6 el promedio para cada sitio o fecha o promedio total para estomago e
intestino por separado. A través del grafico de Amundsen se puede interpretar la

estrategia tréfica, la importancia del item y el aporte individual a la amplitud del nicho

poblacional (Figura 4.2.B).
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Figura 4.2. Gréaficos de Amundsen A. Isolineas de abundancias totales (5, 25, 50 y 75
%). B. Interpretacion del grafico de Amundsen: la posicion de los items digestivos sobre
diversos ejes permite describir la estrategia trofica (especialista vs. generalista), la

importancia del item (raro vs. dominante) y la contribucion individual a la amplitud del
nicho poblacional (alta vs. baja).
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4.3 Resultados

4.3.1 Dieta natural

Los 127 caracoles analizados presentaron algun tipo de contenido en los
intestinos. Por el contrario, se encontraron 12 estdbmagos vacios, repartidos estos entre
los diferentes sitios, dando un minimo de un 80% de estémagos con contenidos para

CPV (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Porcentaje de caracoles con contenidos en estébmago e intestino para los
cuatro ambientes muestreados (EAC, CPV, CSCy VAG).

En general los items encontrados en los contenidos no diferian entre estbmago e
intestino para un mismo caracol y no habia una gran variacién entre los contenidos de los
caracoles de un mismo sitio para una fecha determinada. Las frecuencias de ocurrencia
de los distintos items en estémago e intestino presentaron una alta correlacion (r = 0,990,
p = 0,000). El item mas representado fueron siempre detritos, con una frecuencia de
ocurrencia por encima del 90% (Tabla 4.1). Las macrdfitas presentaron una frecuencia de
ocurrencia baja, siempre menor al 15% para cada especie en particular y menor al 25% al
considerarlas todas juntas. Sin embargo, se encontraron restos verdes que no pudieron
ser identificados con una frecuencia de casi 35% en los estomagos y 45% en los

intestinos (Tabla 4.1).
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item Estdbmago  Intestino

C. contraria 0,008 0,008
M. quitense 0,000 0,008
S. striata 0,126 0,142
F. fontanus 0,000 0,008
Algas filamentosas 0,063 0,079
Gramineas 0,110 0,220
RV 0,346 0,449
RM 0,906 1,000
RA 0,386 0,362

Tabla 4.1. Proporcién de caracoles con presencia de cada item para el total de los
caracoles colectados durante los muestreos (n = 127). RV: restos vegetales verdes no
identificables, RM: restos vegetales marrones (detritos), RA: restos animales.

De las macréfitas utilizadas en el experimento de palatabilidad y preferencia S.
striata fue la Unica que se encontrd con cierta frecuencia (0,126 y 0,142 en estbmago e
intestino, respectivamente), ya que tanto C. contraria como M. quitense sélo aparecieron
en los contenidos digestivos de un caracol y Z. palustris y L. peploides no se registraron
nunca. Entre las plantas acuaticas no utilizadas en otros capitulos en los experimentos de
palatabilidad y preferencia solo aparecieron F. fontanus (musgo) en un individuo y algas

flamentosas en 14 individuos.

En general se observé que el volumen de los contenidos del intestino fue un
28,5% mayor al volumen de contenidos del estomago del mismo individuo, siendo estas

diferencias significativas para todos los sitios salvo para CSC (Tabla 4.2; Figura 4.4).

Lugar t p G.delL.
EAC -2.988 0.005** 39
CPV -7.302 >0.001** 39
CsC -1.738 0.094 26
VAG -3.092 0.006** 19

Tabla 4.2. Prueba t apareada entre el volumen estomacal e intestinal de cada caracol
para los cuatro ambientes muestreados (EAC, CPV, CSC y VAG). En negrita los valores
significativos (p < 0.05).
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Figura 4.4. Volumen (media + DE, ml) de los contenidos de estdbmago e intestino para los

cuatro ambientes muestreados (EAC, CPV, CSCy VAG).

El indice de diversidad de Shannon (H’) fue levemente mayor para los contenidos

intestinales que para los contenidos estomacales (Figura 4.5). Sin embargo, para esta

variable s6lo se encontraron diferencias significativas entre estbmago e intestino para

CPV (Tabla 4.3).

Lugar t p G.delL.
EAC -1.023 0.313 39
CPV -4.456 >0.001** 39
CSC -1.842 0.077 26
VAG -0.113 0.911 19

Tabla 4.3. Prueba t apareada

muestreados (EAC, CPV, CSC y VAG). En negrita los valores significativos (p < 0.05).

entre el indice de Shannon calculado para los items
encontrados en estbmago e intestino de cada caracol para los cuatro ambientes
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Figura 4.5. indice de diversidad de Shannon (media + DE) para estdmago e intestino
para los cuatro ambientes muestreados (EAC, CPV, CSC y VAG).

En los graficos de Amundsen se puede observar que en lineas generales los
detritos fueron el item predominante presentando una frecuencia de ocurrencia igual a 1,
una abundancia especifica superior a 0,8 y una abundancia total superior a 75% (Figura
4.6). En segundo lugar, los restos animales y de macréfitas presentaron una frecuencia
de ocurrencia que rondaba entre 0,4 y 0,5 para todos los individuos en promedio, con una
abundancia especifica menor a 0,2 y abundancia total que llega al 5% solo para las
macrofitas (Figura 4.6.A). Estos items mantienen valores similares al analizar todos los
individuos juntos pero agrupandolos por sitios, siendo predominantes los detritos con sus
FOi igual a 1 para todos los sitios, sus fi entre 0,8 y 1 y sus abundancias totales mayores
al 75%. En segundo orden las macrofitas muestran una gran variacion entre sitios en sus
valores de FOi entre 0,3 y 0,7 para estdbmago e intestino, con una abundancia especifica
menor a 0,3 (Figura 4.6.B). Al igual que las macrdfitas, los restos animales presentan una
variacion de FOi entre 0,1 y 0,6 para estébmago y entre 0 y 0,4 para intestino, con valores
de abundancia especifica en general menor a 0,2 (Figura 4.6.B). El resto de los items por
lo general estan por debajo de los valores mencionados siendo poco significativos para el

andlisis de la dieta de P. canaliculata.
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Figura 4.6. Graficos de Amundsen para estdbmago e intestino con las cinco categorias de
items principales. A. Todos los individuos en promedio. B. Individuos de los cuatro sitios
para las cuatro fechas en promedio.

Al analizar cada sitio por separado se puede observar que el patron general

coincide con lo observado anteriormente. El item predominante fueron los detritos con

sus FOi igual a 1, sus abundancias especificas siempre mayores a 0,6 y con abundancias

totales mayoritariamente superiores a 75% y nunca por debajo de 50% (Figuras 4.7 y

4.8). En el caso de los dos canales muestreados se pueden observar algunas situaciones

particulares. Para CSC la FOi de las gramineas present6 para el 09/03/16 valores

superiores a 0,7 en estdmago e intestino, alcanzando una abundancia total de 5% para

53



estdbmago y superando este valor para intestino (Figura 4.7.A). Algo similar sucede para
CPV pero con los restos animales, alcanzando FOi cercanas a 0,8 para estobmago y de
0,9 para intestino para el 10/03/15. Al igual que las macrdfitas, los restos animales

presentaron valores de abundancias totales entre 5% y 25% para algunas de las fechas

(Figura 4.7.B).
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Figura 4.7. Gréficos de Amundsen para estdbmago e intestino con las cinco categorias de
items principales. A. Individuos del canal del Sauce Corto para las cuatro fechas. B.
Individuos del canal Pigiié-Venado para las cuatro fechas.
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En el caso de los dos arroyos investigados, las macrofitas mostraron la mayor
representacion en la dieta en EAC, alcanzando FOi superiores a 0,8 para una fecha, con
una abundancia especifica alrededor de 0,4 y con valores de abundancias totales de 25%
para estdbmago y por encima de dicho valor para intestino (Figura 4.8.A). Por su parte, en
VAG se hicieron presentes las algas filamentosas con sus FOi de 0,4 y 0,5 para el
10/03/2015 en estdmago e intestino, alcanzando valores de abundancia especifica
cercanos a 0,3 y 0,4 respectivamente, con abundancias totales entre 5% y 25% (Figura
4.8.B). Para este sitio se puede destacar también que tanto las macrofitas como los
restos animales presentaron FOi entre 0,7 y 0,8 (las macrofitas el 25/11/15 y los restos

animales el 10/03/15), pero con bajas abundancias especificas y totales.
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Figura 4.8. Graficos de Amundsen para estdbmago e intestino con las cinco categorias de
items principales. A. Individuos de Espartillar en arroyo Corto para las cuatro fechas. B.
Individuos del vado en arroyo Guamini para las dos fechas.

4.3.2 Recursos troficos disponibles

Los arroyos EAC y VAG poseian fondo desnudo casi en su totalidad, mientras que

los canales CPV y CSC presentaban una alta cobertura de macrofitas. Estos ultimos, a

pesar de tener ambos una alta cobertura vegetal (siempre superior al 70%, a excepcion

de CPV el 27/05/2015 con un 42.5%; Figura 4.9) difieren mucho en la diversidad de

especies. En CPV se encontré practicamente sélo S. striata como macrdfita acuatica,

mientras que en el CSC se observé un ensamble de emergentes como Schoenoplectus
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californicus, Typha sp., una crucifera no identificada (Crucifera spl), las sumergidas L.
peploides y M. quitense (s6lo el 09/03/2016) y las flotantes Azolla filiculoides,
Ricciocarpus sp. y Lemna minor; también se registraron matas flotantes de algas
filamentosas (scum) en CSC el 10/03/15. Ademas de las plantas acuaticas mencionadas,
en general se encontraban en los cuatro sitios algunas plantas terrestres en la orilla que
podian encontrarse parcialmente sumergidas debido a las fluctuaciones del nivel de agua
del arroyo, dentro de las cuales se encontraban Cyperus sp., Eleocharis bonariensis,
Hydrocotile bonariensis, juncos, gramineas sumergidas o con las puntas en el agua, y

también raices de plantas.
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Figura 4.9. Cobertura de recursos tréficos y fondo desnudo (%) en los cuatros sitios
(EAC, CPV, CSC y VAG) alo largo del periodo de muestreo. A. Detritos. B. Macrdfitas. C.
Fondo desnudo. En A la escala del eje es menor alasde By C.

Las diferencias en la composicion de plantas en cada sitio y a lo largo del tiempo
se ven reflejadas en diferencias para la diversidad (H’) y la uniformidad (Uy) (Figura
4.10). Los sitios que mostraron mayores valores de diversidad y uniformidad fueron EAC
y CSC. EAC presenté niveles altos para las primeras tres fechas, siendo muy bajos sus
valores en la ultima fecha, mientras que CSC mostré su valor mas bajo en la primera
fecha para luego aumentar sus valores y mantenerse constante. CPV tuvo siempre
valores bajos salvo para la tercera fecha para ambas variables, y VAG tuvo un
comportamiento similar (para este sitio no se calcularon H’ y Uy para 27/05/15 y 09/03/16
debido a que por la falta de caracoles en los sitios muestreados no se realizaron

transectas de cobertura vegetal).

57



A 1,5 ~ B 1 4
=
~ 1,2 4 2 0,8 -
z 5
c c
o c
€ 0,9 - 806 -
c
@ [7,]
< [
[7,] ]
S 0,6 204 -
e T
9
£ £
= 0,3 - 2 0,2 -
’ s A, 5
2 oy
o/
0 , 0 of—— : . .
10/03/2015 27/05/2015 25/11/2015 09/03/2016 10/03/2015 27/05/2015 25/11/2015 09/03/2016
Fecha Fecha

Figura 4.10. Diversidad de recursos troficos para los cuatro ambientes muestreados
(EAC, CPV, CSC y VAG). A. indice de diversidad de Shannon (H’) a lo largo del periodo
de muestreo. B. indice de uniformidad de Shannon (Uy) a lo largo del periodo de
muestreo.
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4.4 Discusién

Para los caracoles provenientes del ambiente natural, salvo alguna excepcion, los
contenidos que aparecen en el estbmago aparecen siempre en el intestino pero la inversa
no se cumple. A su vez, para cada sitio se observé que la proporcion de individuos con
presencia de algunos de los items es mayor para el intestino que para el estbmago. La
mayoria de las veces el volumen de los contenidos del intestino fue mayor que el del
estobmago, lo que explica la mayor probabilidad de encontrar los items que estan poco
representados. En algunos casos (en especial en los caracoles del otofio) se encontraron
varios individuos con estdbmagos vacios pero que presentaban contenidos intestinales. En
poblaciones naturales de arroyos pertenecientes a la Cuenca de las Encadenadas del
Oeste se ha registrado para esta época del afio un comportamiento de inactividad por
parte de los caracoles, encontrdndose hasta més de un 90% de los caracoles retraidos
en su conchilla (Seuffert et al., 2010). En consecuencia, los caracoles podrian presentar
sus estdmagos vacios debido a su falta de actividad y no a la falta de alimento. La
presencia caracoles con estdmagos vacios pero con contenidos en el intestino sugiere la
idea de que el tiempo de retencidn en esta Ultima seccidn del tracto digestivo es mayor y
gue los contenidos encontrados alli podrian no pertenecer sélo a la ultima ingesta. El
indice de Shannon (H’) s6lo mostré diferencias significativas en un sitio de muestreo
(CPV) entre estbmago e intestino, siendo superior para los contenidos correspondientes
al intestino. En concordancia con el Capitulo 2, los resultados de este capitulo indican
que la utilizacion de los intestinos es mas apropiada para la determinacion de la dieta de

P. canaliculata ya que aportan la misma o una mayor informacion que los estomagos.

La Unica especie de macrofita encontrada con cierta frecuencia en los contenidos
digestivos de caracoles de campo fue S. striata. Esta macréfita es muy abundante en el
canal Piglé-Venado, con una cobertura superior al 40%, donde se encontraron
porcentajes variables de caracoles con restos vegetales de la misma para las cuatro

fechas (entre 10 y 90%). Sin embargo, esta macrdfita también estuvo presente en el 35%
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de los contenidos de los caracoles del vado en arroyo Guamini, a pesar de estar
aparentemente ausente en el sitio. Esto podria deberse a la presencia de caracoles
durante la recoleccion gque hayan derivado de aguas arriba, donde se encuentran algunas
de las macrofitas mencionadas en el presente estudio (Seuffert & Martin, 2012), entre
ellas S. striata. Otro item que se observé con una cierta frecuencia y una gran
abundancia fueron algas filamentosas, las cuales se encontraron en 14 individuos (11%
del total). Sin embargo, estas algas nunca fueron encontradas en los muestreos cuando
se realizaron las transectas de cobertura vegetal. Una posible explicacion podria ser que
este recurso se encuentra en el fondo de los arroyos y con una muy baja densidad, lo que
haria muy dificultoso su aparicion en los muestreos realizados, pero es consumido en
forma preferencial. Fang et al. (2010) han reportado que las algas filamentosas son muy
palatables para P. canaliculata, que es capaz de ingerir 0,25 gramos por gramo de
caracol por dia, un valor por debajo de lo ingerido de la macréfita sumergida mas
palatable de la CEO (C. contraria, 0,41 gramos consumidos por gramo de caracol por dia;
Capitulo 2) pero superando ampliamente al resto (M. quitense 0,14, Z. palustris 0,13, S.
striata 0,05 y L. peploides 0,03 gramos consumidos por gramo de caracol por dia;

Capitulo 2).

Debido a la gran voracidad que muestra P. canaliculata por diferentes macrofitas
se podria esperar que la mayor parte de los contenidos del tracto digestivo esté
representado por este item, como fue encontrado por Siago et al. (2016), que reportaron
una gran importancia relativa de tejidos vegetales en los contenidos (aproximadamente
85%), aunque los detritos fueron también encontrados en el estbmago (aproximadamente
12%). Sin embargo, a pesar de ser catalogado como un caracol macrofitéfago, Loépez-van
Oosterom et al. (2016) encontraron que este caracol tiene una dieta generalista siendo
los detritos el principal item consumido (70% de abundancia relativa y 100% de FOi) y
estando las plantas vasculares en segundo orden (35% de abundancia relativa y 70% de

FOIi). A su vez Kwong et al. (2010) llegaron a resultados similares en el rango de
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distribucién invadido; los items encontrados en los contenidos digestivos fueron detritos
con una alta FOIi (42-50%), seguidos por las macrofitas (28-38%). Ocon et al. (2013)
encontraron que, en un arroyo de caracteristicas similares a los de nuestra zona de
estudio, la mayor frecuencia relativa en los contenidos digestivos fue para detritos (42%),
seguido de diatomeas (32%) y luego plantas vasculares (menor al 21%). Pomacea
canaliculata es considerado un caracol macrofitéfago, pero las macréfitas mostraron una
baja FOi (> 25%) en sus contenidos digestivos en el presente estudio y el item mas
representativo fueron siempre los detritos (FOi = 100%). Sin embargo, si se tiene en
cuenta que los restos verdes no identificables provienen mayormente de macrofitas y se
los cuenta como tales, este porcentaje en conjunto (restos verdes no identificables y
macrdfitas) subiria al 43% para el estbmago y 56% para el intestino, pero todavia mucho

menor que los detritos.

Al igual que la mayoria de los trabajos mencionados sobre dieta natural (Kwong et
al., 2010; Ocon et al.,, 2013; Lopez-van Oosterom et al., 2016), el estudio de los
contenidos digestivos de caracoles provenientes del ambiente natural muestra que los
detritos fueron con amplia diferencia el item con mayor frecuencia relativa y mayor
proporcion para todos los sitios y en todas las fechas. Una explicacion posible es que en
los sitios de la zona de estudio de esta tesis hay escasa o0 nula disponibilidad de
macrdfitas (segun los resultados del presente Capitulo y del Capitulo 6), siendo la mayor
parte de las especies presentes poco palatables (Capitulo 2). Debido a esta escasez de
macrdfitas palatables P. canaliculata concentraria su ingesta en los detritos, los cuales
podrian provenir de estas especies no palatables, de macréfitas emergentes o de
gramineas (Panteleit et al., 2018; Turke, et al., 2018). La ingesta de material senescente
proveniente de especies con baja palatabilidad ha sido investigada por Qiu et al. (2011),
quienes determinaron que especies con altos contenidos fendlicos se vuelven mas
palatables luego de la senescencia debido a la pérdida de los mismos. El

aprovechamiento de este recurso permitiria a los caracoles subsistir en los ambientes
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donde ellos mismos han erradicado a la mayoria de las macroéfitas acuéticas o por lo
menos las mas palatables (Capitulos 5 y 6). Los arroyos de la cuenca de las
Encadenadas del Oeste se caracterizan por la ausencia de arboles (Seuffert & Martin,
2013a) por lo que la vegetacion riberefia se compone casi exclusivamente de gramineas,
las cuales se las puede encontrar frecuentemente sumergidas debido al
desmoronamiento de las orilas de los arroyos, aportando asi material vegetal
senescente. Las gramineas pueden representar un componente importante en la dieta de
P. canaliculata, como lo fue en CSC (FOi superiores a 0,7 tanto en estbmago como en
intestino), llegando incluso a representar una proporcibn mayor de los contenidos

digestivos que el de las macrdfitas.

Los dos arroyos (EAC y VAG) mostraron porcentajes de fondo desnudo
superiores al 90 %, mientras que en los dos canales (CPV y CSC) el porcentaje de
cobertura vegetal fue siempre superior al 40 %. Sin embargo, en lineas generales la dieta
natural de P. canaliculata parece no variar entre ambientes, dentro de la Cuenca de las
Encadenadas del Oeste, a pesar de las diferencias mencionadas en cobertura vegetal asi
como en diversidad de especies entre los sitios de muestreo. En los canales no se
observa algun patron estacional para la cobertura vegetal y la herbivoria de P.
canaliculata podria no estar afectando a las especies vegetales presentes, ya que en
general no son las mas palatables para este caracol. El indice de diversidad de Shannon
(H’) y su correspondiente indice de uniformidad (Uy) no parecen mostrar un patron anual
gue pudiera estar relacionado con la actividad de los caracoles. Sin embargo, para la
tltima fecha de muestreo sus valores caen abruptamente, a excepcién del canal del
Sauce Corto. Tal vez esto podria deberse a que con crecidas de los arroyos provocadas
por las lluvias las especies vegetales presentes fueran arrastradas por la corriente, y que
la excepcién en CSC se deba a que es el sitio mas alejado de los cuatro, por lo que

podria haber evitado la incidencia de alguna lluvia.
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Al igual que sucede en el rango de distribucion invadido (Hong Kong) la dieta de
este ampularido no parece variar entre estaciones (Kwong et al., 2010), pese a que los
inviernos presentan temperaturas menores en el SOB (Kwong et al., 2008). A pesar de
las diferencias tanto en cobertura vegetal como en diversidad de especies entre los sitios
de muestreo, el item dominante en la dieta segun los contenidos del tracto digestivo
(estdbmago e intestino) resultaron ser los detritos (FOi = 1 en estdmago e intestino). Sin
embargo se hallaron restos provenientes de plantas (ya sean identificables o no) con
cierta frecuencia para estomago e intestino (43 y 56% respectivamente) a pesar de no
haber a disposicion inmediata macréfitas que resultaran palatables para el caracol. Esto
implicaria que P. canaliculata estaria alimentandose en parte de las macrdéfitas poco
palatables pero abundantes y que estaria basando su dieta en los items que presenten

una oferta continua y sean aptos para su ingesta, como los detritos.

La mayoria de los items encontrados en los contenidos digestivos de los
caracoles de la Cuenca de las Encadenadas del Oeste presentaban abundancias
especificas bajas, por lo que segun el diagrama de Amundsen P. canaliculata se
comporta como una especie generalista. Sin embargo, la alta frecuencia de ocurrencia y
abundancia especifica que presentaron los detritos demuestran su importancia en la
dieta, tal vez debido a la falta de macrdfitas palatables en el ambiente natural. A su vez,
la falta de items con una alta abundancia especifica y una baja frecuencia de ocurrencia
indica que ninguno de ellos fue consumido de forma preferencial, apoyando la idea de
una estrategia tréfica generalista. Diferentes autores han destacado el habito de
alimentaciéon macrofitéfago que presenta este ampularido, resaltando la capacidad de
alimentarse también de detritos (Ocon et al., 2013; Lopez-van Oosterom et al., 2016;
Saveanu et al.,, 2017). Segun los resultados obtenidos del presente estudio y en
coincidencia con Saveanu (2014) se podria afirmar que P. canaliculata es un generalista

oportunista, variando su estrategia dependiendo de la oferta inmediata, y comportandose
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fundamentalmente como detritivoro ocasional en la Cuenca de las Encadenadas del

Oeste.
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CAPITULO 5

EFECTOS DE POMACEA CANALICULATA SOBRE LAS COMUNIDADES DE

MACROFITAS SUMERGIDAS

5.1 Introduccioén

En cualquier comunidad hay usualmente unas pocas especies que tienen un
efecto desproporcionado sobre las otras y por lo tanto sobre la estructura de la
comunidad y el funcionamiento del ecosistema. Estas son llamadas especies clave
(keystone species; Power et al., 1996) y pueden ser tanto especies nativas como exdticas
gue se hayan establecido, dispersado y convertido en invasoras (Perrings et al., 2010).
Pomacea canaliculata probablemente esté actuando como especie clave en varios de los
ecosistemas que ha invadido, en los que su herbivoria es capaz de erradicar
completamente las macrofitas sumergidas y flotantes, promoviendo cambios en el
funcionamiento de los ecosistemas acuaticos debido a la liberaciébn de nutrientes y el
consiguiente incremento en la productividad del fitoplancton y en la turbidez del agua
(Carlsson et al.,, 2004; Fang et al., 2010; Horgan et al., 2014a). Los efectos de la
herbivoria de los ampularidos sobre las macréfitas acuaticas han sido estudiados
alrededor del mundo para prever sus impactos sobre la vegetacién acuatica, la calidad
del agua y los servicios ecosistémicos (ej. Gilioli et al., 2017b; Low & Anderson, 2017).
Sin embargo, hasta hora no se han desarrollado estudios sobre estos impactos o sobre
los roles que pueden tener estos ampularidos en su rango de distribucién nativo, la regiéon
pampeana de la cuenca del rio de la Plata, desde donde estos caracoles han sido

llevados a otros continentes (Hayes et al., 2008).

Los herbivoros exéticos generalmente producen efectos negativos mayores sobre
la abundancia y riqueza de las plantas nativas que sobre plantas exdticas mientras que
los herbivoros nativos producen un efecto negativo mayor sobre la abundancia de plantas

exdticas en comparacion con las nativas (Parker et al., 2006). A pesar de ser
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considerados herbivoros generalistas, los ampularidos parecen seguir este patron, ya que
se alimentan mas intensamente de, o les resultan mas palatables, las macrofitas ajenas a
su area nativa (Morrison & Hay, 2011b). Esta evidencia da lugar a la prediccién de que la
influencia de su herbivoria seria menor, y no estaria cumpliendo un rol como especie
clave, en su rango de distribucibn nativo. Sin embargo, Grutters et al. (2017a)
demostraron que el valor nutricional de las macroéfitas acuaticas en conjunto con sus
defensas, sean estas fisicas o quimicas, son los principales determinantes de su
palatabilidad y no su origen geografico o la novedad de las plantas para P. canaliculata.
Esto sugiere que la influencia e impactos producidos por la herbivoria de P. canaliculata
no deberian diferir necesariamente entre el rango de distribucién nativo y el invadido sino
que dependeran de los rasgos particulares de las macrofitas presentes en los cuerpos de

agua.

La regidon pampeana es una ecorregién de pastizales de llanura en la cual se
presentan una gran cantidad de cuerpos de agua someros, siendo una de las regiones
mas pobladas y modificadas antrépicamente del sur de América del Sur, debido a la
agricultura, la ganaderia y al uso de agroquimicos (Rodrigues Capitulo et al., 2010;
Amuchastegui et al., 2016; Solis et al., 2018). En estos cuerpos de agua las macrdfitas
son muy importantes desde un punto de vista comunitario y ecosistémico. Los arroyos
pampeanos son altamente productivos, sin vegetacion riberefia y la heterogeneidad de
hébitats depende mayormente de la vegetacion acuética (Giorgi et al., 2005; Rodrigues
Capitulo et al.,, 2010; Acufa et al., 2011). Por otro lado, los lagos pampeanos son
someros Yy eutroficos, y muestran grandes fluctuaciones en turbidez y biomasa
fitoplanctonica debido a la muerte, descomposicion y liberacion de nutrientes de las
macrofitas, causado en parte por fluctuaciones en el nivel del agua (Llames et al., 2013;

Sanchez et al., 2015).

La importante pero variable representacion de tejidos vegetales en los contenidos

digestivos de P. canaliculata en su rango de distribucién nativo (Lépez-van Oosterom et
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al., 2013, 2016; Saigo et al., 2016) sugieren que su consumo tal vez dependa de la
composicion especifica de la vegetacion acuatica. Estos caracoles, a pesar de ser
catalogados como polifagos o generalistas, muestran marcadas preferencias por algunas
macrofitas acuaticas por sobre otras, aun si tienen el mismo habito de crecimiento o

forma de vida, tal como se demostré en el Capitulo 2.

5.1.1 Obijetivos

Evaluar, mediante un experimento en mesocosmos, si la herbivoria diferencial de
P. canaliculata podria afectar la composicion, estructura y abundancia de las
comunidades de macréfitas sumergidas en su rango nativo de distribucién. También
testear si la herbivoria de este caracol podria promover cambios en el fitoplancton, en las
variables fisicoquimicas del agua y de los sedimentos en cuerpos de agua de esta region.
Debido a las marcadas diferencias en la preferencia de algunas macrofitas que muestra
P. canaliculata, se espera que su herbivoria diferencial produzca cambios al menos en la
composicion de la comunidad de macrofitas sumergidas, reduciendo la cobertura o
biomasa de las especies de mayor palatabilidad y preferencia. A su vez se espera que se
produzcan cambios en el ecosistema debido a la liberacion de nutrientes y en

consecuencia un incremento en la productividad del fitoplancton y en la turbidez del agua.
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5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Origen y mantenimiento de las macrofitas sumergidas

Para evitar posibles interferencias debidas a interacciones previas entre las
macrofitas y los caracoles (Grantham et al., 1993; Baker et al., 2010), las plantas
utilizadas fueron todas colectadas en un mismo sitio del arroyo Naposta Grande (38° 17
47" S, 62° 10' 15" O), donde P. canaliculata estd naturalmente ausente (Martin & De
Francesco, 2006), perteneciente a la Cuenca de Drenaje Austral del Sistema de Ventania
(CDASV), cerca de la localidad de Tres Picos. Las plantas utilizadas fueron Chara
contraria var. nitelloides, Ludwigia peploides, Myriophyllum quitense, Stuckenia striata y
Zannichellia palustris, por ser las mas abundantes en los arroyos de nuestra zona de
estudio. Las plantas fueron colectadas y llevadas al lugar del experimento en recipientes
con agua de arroyo para luego ser plantadas en los mesocosmos dentro de las 5 hs de la

recoleccion.

5.2.2 Origen y mantenimiento de los caracoles

Los caracoles utilizados fueron colectados en el arroyo Corto en la localidad de
Espartillar, sitio elegido debido a la ausencia total de macréfitas sumergidas que pudieran
servir de alimento y afectar las preferencias del caracol. Luego se los llevé al laboratorio
donde fueron mantenidos en grupos de diez individuos en acuarios colectivos, con agua
saturada en CaCO3; y alimentados ad libitum con lechuga. Para el presente experimento
se utilizaron solo machos adultos (largo de conchilla de 30-40 mm), para evitar posibles
escapes accidentales causados por el comportamiento de oviposicion por encima del

nivel del agua de las hembras (Albrecht et al., 1996).
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5.2.3 Estimacion de los efectos de P. canaliculata sobre la comunidad de macréfitas

sumergidas

El experimento fue llevado a cabo en el campo experimental del CERZOS (UNS-
CONICET,; 38° 39' 54" S, 62° 13' 57" O). Diez piletas de 500 | (largo: 1,30 m; ancho: 0,95
m; alto: 0,40 m) fueron utilizadas como mesocosmos, las cuales al ser llenadas hasta una
profundidad de 0,25 m con agua de red contenian un volumen final de 300 | de agua. Se
cubrid el fondo con 3 cm de arena de arroyo, obtenida del arroyo Naposta Grande en la
localidad de Bahia Blanca (38° 41' 12" S, 62° 14' 24" O). El experimento tuvo una
duracion de tres meses (desde el 20 de diciembre de 2016 hasta el 29 de marzo del
2017), en el cual la exposicion solar tuvo una variacién entre 15y 12 hs, al principio y al
final del experimento, respectivamente, debido a la duracién de los dias y al sombreado
durante el amanecer y atardecer causado por la vegetacion e infraestructura cercana.
Datos de radiacion solar y temperatura fueron obtenidos de una estacién meteorolégica

automatica (Delta-T Devices DL1) localizada a 250 m de los mesocosmos (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Datos de radiacién solar (méaxima diaria W m®) y temperatura (media diaria
°C) a lo largo del experimento de mesocosmos. La linea punteada indica el inicio del
experimento.
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Tres matas de cada especie de macrdfita fueron plantadas en cada mesocosmos,
las cuales fueron enjuagadas previamente con agua de red para remover los sedimentos,
invertebrados y detritos que pudieran contener. La disposicion espacial de las matas fue
al azar. Se dejo6 transcurrir un periodo de dos semanas para permitir un buen
establecimiento de las macrdfitas antes de comenzar el experimento. Al inicio del
experimento a cinco de los mesocosmos elegidos al azar se les agregaron dos caracoles

machos y los otros cinco se utilizaron como control (sin caracoles).

Diversas variables biolégicas y fisicoquimicas fueron medidas al inicio y cada dos
semanas a lo largo de todo el experimento, y también se inspeccioné cada mesocosmos
para asegurarse de que los dos machos de P. canaliculata estuvieran vivos. Se estimdé la
cobertura para cada especie vegetal para lo cual se utilizé una grilla de nailon la cual era
colocada sobre cada pileta para tomar los registros (Figura 5.2). Dicha grilla consistia en
cuadrados de 12 x 12 cm y para cada uno se registraba las especies de macréfitas que
aparecian en él. Con estos datos fue posible calcular la cobertura (%) de cada planta en
relacién a la superficie total de la pileta (70 cuadrados), asi como la cobertura vegetal
total (porcentaje de la superficie con al menos una macréfita). Usando las coberturas de
cada especie como abundancias relativas se calcularon los indices de diversidad (H’) y

uniformidad (Uy) de Shannon (Krebs, 1989):

H =-3 (p) . (log: p), donde i=1->n
Uy = H'/ (logz n)
pi: proporcion de cobertura de la especie i sobre la superficie total

n: nimero de especies presentes
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Figura 5.2 Mesocosmos con la grilla de nailon con la que se realizaron los conteos para
estimar la cobertura por especie y la cobertura total.

El experimento tuvo una duracion de 12 semanas, durante las cuales se
registraron in situ, al inicio y cada dos semanas, las siguientes variables fisicoquimicas
del agua utlizando una sonda multiparamétrica (Horiba H-52): oxigeno disuelto,
conductividad, temperatura, turbidez y pH. También se obtuvo una muestra de agua para
su analisis quimico posterior para obtener los valores de N inorganico y P total
(determinaciones realizadas por el LANAQUI, Laboratorio de Andlisis Quimicos del
CERZOS). Luego de tomar todas las medidas y registrar todas las variables se agregé
agua a los mesocosmos para reponer las pérdidas por evaporacion, evitando generar
turbidez debido a la resuspension de los detritos y la arena del fondo. El exceso de agua
que pudiera ser provocado por las lluvias era eliminado por rebalse en las cuatro

esquinas de los mesocosmos (Figura 5.2).

Una vez finalizado el experimento, la biomasa viva y muerta de las macrofitas de
cada mesocosmos fue colectada utilizando tijeras para cortar la parte por encima del

sustrato. En el laboratorio los tejidos vivos de cada especie fueron separados del resto
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para estimar el peso fresco o biomasa de cada macrofita utilizando una balanza de
precision de 1 mg, luego de una leve centrifugacién para eliminar el exceso de agua.
Todo el material vegetal muerto fue pesado en conjunto para obtener la biomasa muerta
0 biomasa detritica total. También se tom6 una muestra de agua para la determinacion de
concentracion de clorofila-a y de feopigmentos por espectrofotometria (Lorenzen, 1967) y
una muestra de sedimento (100 cm®) para la determinacion de C y N total y P disponible

(determinaciones realizadas por el LANAQUI).

5.2.4 Andlisis estadisticos

Se realizaron ANOVAs de medidas repetidas para las variables medidas cada dos
semanas, con el tiempo como factor dentro de cada sujeto y la presencia o no de
caracoles como el factor entre sujetos. Cuando la esfericidad de los datos fue rechazada
fueron aplicadas correcciones de Greenhouse-Geisser. Para las variables medidas solo
al final del experimento se realizaron pruebas t para comparar los mesocosmos con y sin
caracoles; cuando el test de Levene indic6 falta de homocedasticidad se realizaron

pruebas t de Welch.
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5.3 Resultados

5.3.1 Efectos de P. canaliculata sobre la comunidad de macroéfitas sumergidas

Las cinco macrofitas acudticas se establecieron satisfactoriamente en los
mesocosmos, observandose un crecimiento tanto de las hojas como de los tallos;
también se observaron nuevos brotes en las matas asi como también nuevos brotes
emergiendo desde el sustrato. En el caso de C. contraria se observé la produccion de
oogonios y en S. striata la formacion de frutos. A su vez, todos los caracoles

sobrevivieron a lo largo del experimento.

Los ANOVAs de medidas repetidas mostraron que las coberturas de C. contraria,
Z. palustris y S. striata fueron significativamente menores para los mesocosmos con
caracoles en comparacion con los controles (Tabla 5.1). Cabe destacar que tanto C.
contraria como Z. palustris fueron totalmente erradicadas de los mesocosmos con
caracoles, en las semanas 4 y 8 respectivamente (Figura 5.3), mientras que en los
controles sus coberturas se mantuvieron estables para la primera y decrecieron para la
segunda. En el caso de S. striata la cobertura en los mesocosmos sin caracoles se
incrementd a partir de la semana 6 en adelante mientras que se mantuvo sin cambios
cuando los caracoles estaban presentes (Figura 5.3). Las coberturas de L. peploides y M.
quitense no fueron afectadas significativamente por la presencia de los caracoles a lo
largo del experimento (Tabla 5.1). Sin embargo, M. quitense mostr6 una reduccion del
25% en cobertura en los mesocosmos con caracoles en las Ultimas 6 semanas (Figura
5.3). Ludwigia peploides fue la Gnica macréfita para la cual no se encontrd interaccion
entre la presencia del caracol y el tiempo (Tabla 5.1). La cobertura total de las macrofitas
sumergidas en los controles se mantuvo sin cambios alrededor del 90%; sin embargo en
los mesocosmos con caracoles la misma mostré un decrecimiento continuo alcanzando

valores finales del 58.9% (Figura 5.3).
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Variable Tiempo Tiempo x Caracoles Caracoles

C. contraria F2.73, 21,80 =30,998 p =0,000 F2,73 21,81 =42,518 p =0,000 F1,8 =671,332 p =0,000
M. quitense F1,89, 15,14 =2,403 p =0,126 F1,89,1514 =7,098 p =0,007 F1,8=1,929 p =0,202
Z. palustris F2.86, 22,87 =111,519 p =0,000 F2.86, 22,87 =11,805 p =0,000 F1,8 =42,253 p =0,000
S. striata Fia0 1104 =5,147 p =0,032 Fis0 1104 =15,792  p =0,001 F1s=12,875 p =0,007
L. peploides F2.8, 22,40 =16,843 p =0,000 Fas 2240 =1,241 p =0,317 Fi15=0,264 p =0,621
Total Fi173, 1362 =6,196 p =0,014 F173, 1382 =6,002 p =0,016 Fi=27,325 p =0,001
H’ F14s5 1158 =40,201 p =0,000 F1.45 11,58 =17,033 p =0,001 F1 5 =189,038 p =0,000
Un F1,5 1556 =2,475 p =0,118 F1,05, 1550 =1,150 p =0,341 F1 8 =0,201 p =0,666

Tabla 5.1. ANOVAs de medidas repetidas para el efecto de los caracoles, el tiempo y su
interaccion en la cobertura de cada macréfita sumergida, cobertura total, diversidad (H’) y
uniformidad (Uy) en los mesocosmos. En negrita los valores significativos (p < 0,05).

El indice de diversidad para la comunidad de macréfitas se mantuvo constante en
los controles pero fue significativamente reducido en los mesocosmos con caracoles
(Tabla 5.1), especialmente en las primeras seis semanas. El indice de uniformidad no

mostrd efectos significativos por parte de los caracoles.
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No se encontraron efectos significativos de los caracoles para las variables
fisicogquimicas (Tabla 5.2). El fésforo fue la Unica variable que no mostr6 cambios
significativos en relacion con el tiempo. Al final del experimento la turbidez del agua fue
muy alta para los mesocosmos con caracoles, haciendo dificil su observacion en los
chequeos cada dos semanas, pero fue muy variable y no mostré diferencias significativas

en todo el experimento.

Variable Tiempo Tiempo x Caracoles Caracoles

N inorganico Fe 45 = 4,695 p =0,001 Fe 45 =1,121 p =0,312 F18=1,610 p =0,240
P total F1,08, 20,45 = 0,938 p = 0,367 F1,08, 2045 = 1,049 p =0,340 F1,8=0,750 p=0,412
O, disuelto Fe, 45 = 8,556 p = 0,000 Fe 45 = 0,433 p= 0,846 Fis= 2,032 p=0,192
Conductividad  F1,27, 1014 = 166,624 p = 0,000 F1,27,1014 = 0,210 p=0,972 F1,8=0,796 p =0,398
Temperatura F2.06, 16,468 = 299,685 p = 0,000 F2.06. 16,468 = 0,852 p =0,448 F1,8 =0,001 p=10,981
Turbidez Fi19 152 = 4,485 p =0,031 Fi9 152 = 3,222 p =0,070 Fi1,8=3,192 p=0,112
pH Fe, 45 = 21,620 p = 0,000 Fe, 45 = 0,388 p=0,883 F1,8=0,041 p=0,844

Tabla 5.2. ANOVAs de medidas repetidas para el efecto de los caracoles, el tiempo y su
interaccion en las variables fisicas y quimicas del agua. En negrita los valores
significativos (p < 0,05).

Al final del experimento las biomasas fueron significativamente reducidas por los
caracoles para Z. palustris (t; = 4,627, p = 0,01), S. striata (tg = 4,778, p = 0,001) y M.
quitense (tg = 3,517, p = 0,008) (Figura 5.4). En el caso de C. contraria la biomasa viva en
los mesocosmos con caracoles fue nula, pero la diferencia con los controles no fue
significativa (t; = 2,475, p = 0,069), probablemente debido a la gran variacién en los
ultimos. No se encontraron diferencias significativas para la biomasa de L. peploides (tg =

-0,522, p = 0,616).
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Tanto la biomasa viva total como la muerta de las macroéfitas fueron
significativamente menores en los mesocosmos con caracoles en relacion a los controles

(tg = 5,956, p < 0,001 y tg = 5,305, p = 0,001, respectivamente; Figura 5.5).
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Figura 5.5. Biomasa total viva y muerta (g.m*, media + DE) de las macrdfitas sumergidas
en los mesocosmos control y con caracoles.

La concentracion de clorofila-a en el agua fue significativamente mayor en los
mesocosmos con caracoles mientras que los feopigmentos no mostraron un efecto

significativo (tg = -3,391, p = 0,009 y ts = -1,876, p = 0,098, respectivamente; Figura 5.6).
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Los contenidos de N y C totales y el P disponible en los sedimentos no fueron diferentes

significativamente entre los mesocosmos con Yy sin caracoles (testt, p > 0,098 en todos

los casos; Figura 5.7).
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5.4 Discusién

Los resultados del experimento de mesocosmos realizado en este capitulo
proporcionaron evidencia de que la herbivoria diferencial de P. canaliculata puede tener
una gran influencia en la estructura de la comunidad de macréfitas sumergidas y también
promover un incremento en la concentracion de clorofila-a y disminuir la biomasa de

detritos.

Los efectos de la herbivoria de P. canaliculata en nuestros experimentos de
mesocosmos fueron fuertes a pesar de su baja densidad (1,67 caracoles adultos.m™).
Este valor se encuentra por debajo del limite inferior para el rango de densidades (11,72
a 71,4 caracoles adultos.m®) reportados para cuerpos de agua lénticos y I6ticos en
Argentina (Burela & Martin, 2014). La densidad usada en el presente trabajo también es
menor a las densidades de caracoles adultos que han provocado reducciones
significativas en la abundancia de macrdfitas en otros experimentos al aire libre en el
rango de distribucion invadido (10 caracoles adultos.m® (25-35 mm), Carlsson &
Lacoursiere, 2005; 2 caracoles adultos.m™ (30-35 mm), Fang et al., 2010). Los efectos
detectados en nuestro experimento de mesocosmos podrian haber sido mas fuertes si se
hubieran utilizado tanto hembras como machos, ya que las tasas de ingestion especificas
son un 50% mayores para las hembras que para los machos de la misma talla (Tamburi
& Martin, 2009a). Un alto efecto per capita, como fue observado en nuestro experimento,

es una caracteristica de las especies clave (Power et al., 1996).

La macrofita mas palatable y preferida, C. contraria, (Capitulo 2) resultd
rapidamente erradicada de los mesocosmos con caracoles, seguida cuatro semanas
después por una de las de palatabilidad y preferencia intermedia (Z. palustris). Sin
embargo, la cobertura de M. quitense, una especie con palatabilidad y preferencia
similares a la anterior, fue afectada soélo luego de ocho semanas. A pesar de esto, su

biomasa fue reducida al 50% en relacion a los controles al final del experimento. Esta
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diferencia se debe probablemente a la preferencia de P. canaliculata por las hojas y no
por los tallos de Myriophyllum spp. (Fang et al., 2010), los cuales nunca aparecieron en
los contenidos digestivos del experimento de palatabilidad (Capitulo 2). Como los tallos
desnudos de hojas fueron tenidos en cuenta para las estimaciones de cobertura, esta
variable tal vez no resultd afectada a pesar de que la biomasa se vié fuertemente

reducida.

Los efectos de la herbivoria de P. canaliculata sobre las dos macrofitas de
palatabilidad intermedia fueron bastante diferentes en nuestro experimento de
mesocosmos, a pesar de las palatabilidades y preferencias semejantes (Capitulo 2). La
herbivoria de ampularidos y cangrejos de rio pueden inducir defensas quimicas en
macrofitas al cabo de unos pocos dias, a pesar de la alta palatabilidad inicial (Morrison &
Hay, 2011c). Los escasos ejemplos de defensas quimicas inducidas en macrdfitas de
agua dulce probablemente indican que esta no es una capacidad muy comdn y que tal
vez se ha presentado so6lo en M. quitense, a diferencia de lo que sucedi6 en los
experimentos de corta duracién para estimar palatabilidad y preferencia (Capitulo 2). Por
otra parte, las diferencias entre los efectos de la herbivoria sobre estas dos macroéfitas de
palatabilidad intermedia tal vez se hayan debido a la capacidad de P. canaliculata para
detectarlas a distancia por quimiorrecepcién (Estebenet, 1995): Z. palustris fue la
macrofita sumergida que mas rapidamente atrajo a P. canaliculata en experimentos
realizados en laberintos con forma de Y, mientras que su movimiento fue al azar cuando
M. quitense era la macrofita ofrecida. Los diferentes impactos podrian deberse también a
diferencias en las tasas de crecimiento de las dos macroéfitas bajo las condiciones de los
mesocosmos: la cobertura de Z. palustris no mostré una tendencia positiva en los

controles, mientras que la de M. quitense aumentd ligeramente.

Para las dos macréfitas menos palatables y preferidas (Capitulo 2) los efectos de
la herbivoria en los mesocosmos fueron también claramente diferentes. La cobertura de

S. striata mantuvo niveles estables en los mesocosmos con caracoles mientras que en
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los controles incrementd constantemente desde la semana seis en adelante, siendo su
biomasa viva final cuatro veces mayor en los Ultimos. La falta de crecimiento en los
mesocosmos con caracoles tal vez se haya debido a la herbivoria o al sombreado
producido por el fitoplancton (Carlsson et al., 2004). A pesar de que la palatabilidad y
preferencia de S. striata fueron bajas, la rapida desaparicion de las dos macréfitas mas
palatables probablemente produjo un cambio en el valor de esta especie como recurso
trofico a mitad del experimento. Ademas, tal vez P. canaliculata concentré su herbivoria
en los nuevos brotes de S. striata, impidiendo asi el incremento en la cobertura
observada en los controles. Pomacea canaliculata es capaz de alimentarse de nuevos
brotes de las plantas de arroz pero no de hojas o tallos de plantas ya crecidas (Okuma et
al., 1994; Teo, 2003) y ha sido demostrado también que reduce el nimero de brotes de

una macrofita acuatica invasora (Ribas et al., 2017).

El incremento en un 72% en la concentracion de clorofila-a observado en los
mesocosmos cuando el caracol esta presente tal vez reduzca la tasa fotosintética de S.
striata, especialmente de los nuevos brotes que emergen de las raices (Kdhler et al.,
2010). A pesar de que S. striata es capaz de sobrevivir con un 5% de intensidad de la luz
natural, su biomasa viva es reducida a la mitad cuando la intensidad luminica es reducida
a un 25% (Lavalle & Sivori, 1981). En el rango de distribucion invadido este ampularido
ha sido capaz de erradicar toda la vegetacion sumergida por una combinacién de
herbivoria y del sombreado producido por el fitoplancton y por sedimentos en suspension
(Carlsson et al., 2004). Como era de esperar por los resultados de laboratorio (Capitulo
2), la cobertura y la biomasa viva de L. peploides no fueron afectadas en absoluto por la
herbivoria de P. canaliculata. El incremento en sombreado por el fitoplancton
probablemente no haya afectado a esta macrdfita ya que la mayoria de sus hojas estan

ubicadas en la superficie del agua.

La herbivoria diferencial de los caracoles del género Pomacea en su rango de

distribucion invadido tiene el potencial de producir cambios en la composicién y estructura
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de la comunidad de macrdfitas acudticas (Carlsson et al., 2004; Carlsson & Lacourseire,
2005; Meza-Lopez & Siemann, 2015), favoreciendo a las especies menos palatables,
usualmente emergentes, sobre las méas palatables, usualmente flotantes y sumergidas.
Los resultados de nuestros experimentos confirman que bajas densidades de estos
caracoles podrian producir efectos similares también en su rango nativo de distribucién e
incluso entre macrofitas con el mismo hébito de crecimiento, apoyando la idea de que P.

canaliculata estaria actuando como una especie clave.

Giorgi et al. (2005) sugirieron que los caracoles del género Pomacea podrian
ejercer una fuerte influencia sobre la vegetacion acuética en los cuerpos de agua
pampeanos y nuestros resultados apoyan esta afirmacién. En los arroyos de la Cuenca
de las Encadenadas del Oeste, donde P. canaliculata estd ampliamente distribuido y es
abundante (Martin et al., 2001; Seuffert & Martin, 2013a), las dos especies menos
preferidas de las usadas en los experimentos (L. peploides y S. striata) son por lejos las
dos macréfitas sumergidas dominantes, mientras que las otras tres son raramente
encontradas o estan totalmente ausentes (Capitulos 4 y 6). Por lo contrario, en el sitio en
el arroyo Naposta Grande donde las macroéfitas fueron colectadas para el experimento,
localizado solo 83 km mas al sur, y donde P. canaliculata esta naturalmente ausente
(Martin et al., 2001; Martin & De Francesco, 2006), las cinco macroéfitas sumergidas
utilizadas se encuentran en abundancia y L. peploides fue la mas dificil de colectar

debido a su menor abundancia.

Segun Estebenet (1995) las dos macrdéfitas que mostraron niveles intermedios
tanto en palatabilidad como preferencia en relacion a S. striata en nuestro estudio (Z.
palustris y M. quitense), también produjeron mayores tasas de crecimiento en P.
canaliculata que S. striata. Las caracteristicas de las macrdfitas que reducen la
palatabilidad para este caracol también reducen diferentes aspectos de su fithess como la
supervivencia, crecimiento y fecundidad (Qiu & Kwong, 2009; Qiu et al., 2011; Yam et al.,

2016). Esto sugiere que las macrdfitas no palatables no solo seran menos comidas sino
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que también las poblaciones de caracoles crecerdn mas lentamente, o incluso
decreceran, cuando dominan las macroéfitas sumergidas no palatables, reduciendo asi la
intensidad de la herbivoria y tal vez permitiendo una recuperacion o establecimiento de
las plantas palatables. Sin embargo, P. canaliculata no es solo un generalista con
respecto a las fuentes de alimento de origen vegetal sino que utiliza diferentes
mecanismos de obtencion de alimento que le permiten comer y crecer con carrofia,
neuston y detritos (Saveanu & Martin, 2015; Saveanu et al., 2017). Esto tal vez permita
mantener altos niveles relativos de biomasa y densidades de las poblaciones de
caracoles en cuerpos de agua donde la mayoria de la vegetacion ha sido erradicada,
evitando la recuperacion de la vegetacién por el consumo de rebrotes a partir de las
raices, de semillas o de estructuras de resistencia de las especies palatables (Saveanu et

al., 2017).

La presencia de caracoles redujo la biomasa muerta de las macroéfitas sumergidas
a un 36%, una reduccién mayor a la producida para la biomasa viva (que fue reducida a
un 42%). Esto puede ser consecuencia del consumo directo de los tejidos muertos de las
macrofitas pero también puede deberse a la reduccién en biomasa viva que luego morird,
reduciendo asi la produccion de biomasa muerta. El primer proceso es probablemente
mas importante, ya que el consumo de grandes cantidades de detritos ha sido reportado
para P. canaliculata en arroyos pampeanos (Capitulo 4; Lépez-van Oosterom et al.,
2016), siendo el item dietario con mayor frecuencia de ocurrencia (100%) y mayor
abundancia relativa (70-80%). La palatabilidad de las macrdfitas acuaticas para P.
canaliculata puede crecer, decrecer o mantenerse sin cambios después de la
senescencia, dependiendo de los contenidos fendlicos y del valor nutricional de la
biomasa viva (Qiu et al., 2011), pero los detritos probablemente se reduzcan luego de la
erradicacion de las macrofitas mas palatables. La reduccion en los detritos tal vez

produzca efectos en cascada sobre otros macroinvertebrados que habitan en los mismos
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arroyos y que consumen grandes cantidades de este item (L6épez-van Oosterom et al.,

2013).

Como corolario de los efectos sobre las macrofitas sumergidas, la presencia de P.
canaliculata incrementé la concentracion de clorofila-a un 72%. Esto fue probablemente
debido a un incremento en la productividad del fitoplancton debido al consumo de
nutrientes que fueron liberados al agua por parte del caracol durante los procesos de
excrecion (Carlsson et al., 2004; Fang et al., 2010). Un rapido consumo de nutrientes por
parte del fitoplancton, y tal vez también por el perifiton y las macrdfitas, podrian explicar la
falta de diferencias en las concentraciones de N y P en el agua de los mesocosmos con y

sin caracoles (Fang et al., 2010).

Los efectos producidos por la herbivoria directa de P. canaliculata podrian estar
afectando la comunidad de macroéfitas en su rango nativo de distribucion, ya sea por
efecto directo de su herbivoria sobre macréfitas y detritos o por efectos indirectos como
un aumento en la turbidez del agua o un incremento en los sélidos en suspension. Estos
efectos en conjunto estarian posicionando a P. canaliculata como una especie clave en
su rango de distribucién nativo debido a que su presencia puede alterar fuertemente la
estructura de las comunidades de macréfitas sumergidas aun en bajas densidades, y

este rol podria mantenerse en el rango de distribucién invadido.
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CAPITULO 6

RELACION ENTRE LA DISTRIBUCION DE MACROFITAS ACUATICAS Y LA DE

POMACEA CANALICULATA EN EL SUDOESTE BONAERENSE

6.1 Introduccioén

La Cuenca de las Encadenadas del Oeste (CEO) en el Sudoeste Bonaerense
representa el limite austral de la distribucion de Pomacea canaliculata, donde se han
estudiado diferentes aspectos de su ecologia (Martin et al., 2017). La densidad de P.
canaliculata puede ser altamente variable entre cuerpos de agua, dependiendo de las
condiciones fisicoquimicas de los mismos y de los recursos troficos presentes en ellos.
En su rango nativo de distribucion se han registrado densidades variables que van desde
11 hasta 71 caracoles por metro cuadrado (Burela & Martin, 2014). Sin embargo esta
especie puede alcanzar densidades mayores en condiciones mas favorables, por
ejemplo, en el Sudeste Asiatico, donde el clima tropical favorece una alta tasa
reproductiva, alcanzando valores de hasta 609 caracoles por metro cuadrado, aunque la
densidad de caracoles maduros no superaba los 2 individuos por metro cuadrado (Wada ,

2004).

Pomacea canaliculata muestra marcadas diferencias en la palatabilidad y
preferencia por diferentes macrdfitas en el rango geografico donde se lo considera una
especie invasora (Qiu & Kwong, 2009; Wong et al., 2010; Xu et al., 2016). También se ha
registrado la capacidad de este caracol de ingerir algunas especies de macréfitas
presentes en su rango nativo de distribucién (Cazzaniga, 1981; Estebenet, 1995). Su
herbivoria diferencial ha producido fuertes impactos en los cuerpos de agua debido a la
erradicacion de la vegetacion en nuevos ambientes (Carlsson et al., 2004; Carlsson &
Lacoursiere, 2005). En la presente tesis se ha registrado la capacidad de P. canaliculata
para ingerir diversas especies de macréfitas sumergidas (Capitulo 2) y se estimé el efecto

que podria producir en esta comunidad acuatica (Capitulo 5). Estos antecedentes
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sugieren que esta especie podria producir efectos similares en ambientes naturales
dentro de su rango nativo de distribucién y actuar como una especie clave, ya sea por la
total erradicaciébn de la vegetacion sumergida o por un cambio en la riqueza y/o
abundancia de las macrdfitas presentes. A su vez, el elevado consumo de detritos por
parte del caracol (Capitulo 4) podria estar reduciendo su disponibilidad en los ambientes
naturales (Capitulo 5) y en consecuencia afectando las tramas troficas debido a que este

item es un recurso fundamental para otros invertebrados.

Los efectos de este caracol sobre las macréfitas se deben en parte a su alta tasa
de ingestiéon (Tamburi & Martin, 2009a; Morrison & Hay, 2011a) y a los altos niveles
poblacionales de densidad y biomasa que puede llegar a alcanzar (Fang et al., 2010;
Gilioli et al., 2017a, b). La comunidad de macrdfitas sumergidas es de suma importancia
en los arroyos pampeanos, siendo la principal causante de la heterogeneidad ambiental
en estos cuerpos de agua debido a la falta de vegetacién arbérea riberefia y a la baja
frecuencia de clastos de tamafio mediano a medio (Giorgi et al., 2005). A pesar de que se
han realizado estudios sobre la abundancia de macrdfitas y la densidad de caracoles en
su ambiente natural no se encontraron relaciones entre estas variables (Martin et al.,
2001; Seuffert & Martin, 2013a) y se desconoce si la baja riqueza de macrdfitas o adn la
falta total de ellas (Capitulo 4) en algunos sitios se debe a un efecto de P. canaliculata o

si es un estado comun para los cuerpos de agua del Sudoeste Bonaerense.

6.1.1 Obijetivos

El objetivo del presente capitulo es evaluar la influencia de P. canaliculata sobre
las macrofitas y sus detritos en arroyos del Sudoeste Bonaerense. Para ello se realizaron
muestreos en el ambiente natural en tres arroyos de la Cuenca de las Encadenadas del
Oeste, en sitios con presencia y ausencia del caracol, y se estimo la riqueza de especies
vegetales y la cobertura relativa de cada una y de detritos con el fin de buscar si existe

alguna relacion entre la presencia y abundancia del caracol y la ausencia o abundancia

86



de las macrdfitas y sus detritos. Se espera que las especies mas palatables y los detritos
se encuentren ausentes 0 en una menor abundancia donde esté presente P. canaliculata
y que las especies menos palatables sean las predominantes. Por lo contrario, en los
sitios, arroyos o cuencas donde el caracol esté ausente se espera que la abundancia y
cobertura de las macrdfitas y detritos no presente ese patron o incluso que predominen

las especies mas palatables.
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6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Area de estudio

Se realizaron muestreos de cobertura vegetal y de abundancia de P. canaliculata
en tres arroyos de la Cuenca de las Encadenadas del Oeste (CEO) durante el verano
(febrero de 2016) debido a que en esta época del afio los caracoles presentan una gran
actividad, haciendo facil su deteccion (Martin et al.,, 2001). Los arroyos seleccionados
fueron: arroyo Curamalal, arroyo Guamini y arroyo Piglié. En cada arroyo se
seleccionaron seis sitios de muestreo distribuidos uniformemente y en funcién de las

posibilidades de acceso, estuvieran estos habitados o no por P. canaliculata (Figura 6.1).

Figura 6.1. Mapa indicando los seis sitios visitados en cada uno de los arroyos
muestreados en la Cuenca de las Encadenadas del Oeste: arroyo Curamalal (C1 a C6);
arroyo Guamini (G1 a G6); arroyo Pigué (P1 a P6).
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6.2.2 Estimacién de la abundancia de macréfitas acuaticas, detritos y de P. canaliculata

en la Cuenca de las Encadenadas del Oeste

Para estimar la cobertura vegetal, en cada uno de los 18 sitios de los arroyos en
estudio se realizaron 10 transectas con un espaciamiento de 1-2 m entre cada una. Cada
transecta abarcdé desde una orilla a la otra del arroyo y con una cinta métrica se
registraron los metros cubiertos por cada especie vegetal, detritos o fondo desnudo.
Previo a realizar las transectas de cobertura, se registraron las siguientes variables
fisicoguimicas del agua utilizando una sonda multiparamétrica (Horiba H-52): oxigeno
disuelto, conductividad, temperatura, turbidez y pH. A su vez se registraron el ancho
maximo y la profundidad maxima en cada sitio de muestreo. Para estimar la abundancia
de caracoles en cada sitio se realiz6 previamente una exhaustiva busqueda visual y por

tacto por parte de tres personas y luego se estimé densidad relativa (caracol.min™).

6.2.3 Estimacién de la ocurrencia de macroéfitas acuaticas en la Cuenca de Drenaje

Austral del Sistema de Ventania

Como parte de un estudio para detectar moluscos invasores se realizd un
muestreo en febrero de 2018 en cinco cursos de agua (arroyos Chasic6, Naposta Grande
y Naposta Chico y rios Sauce Grande y Sauce Chico) ubicados en la Cuenca de Drenaje
Austral del Sistema de Ventania (CDASV), donde P. canaliculata esta naturalmente
ausente (Martin et al., 2001; Martin & De Francesco, 2006). Se visitaron veinte sitios en
total (correspondientes a cuatro sitios en cada rio 0 arroyo), en los cuales se registro la
presencia de macrofitas acuaticas. A partir de estos datos se realizaron comparaciones
de las macrofitas sumergidas presentes en los ambientes entre arroyos que nunca
estuvieron habitados por P. canaliculata (CDASV) y arroyos dentro del rango de

distribucion de esta especie (CEO).
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6.2.4 Analisis de datos vy estadisticos

Con los datos de las transectas se calculd la cobertura vegetal en cada arroyo

perteneciente a la CEO. Para ello se utilizaron tres categorias:

o Detritos: metros de la transecta en los que se hallaban detritos
e Macrdfitas: metros de la transecta en los que se hallaban macréfitas
e Fondo desnudo: metros de la transecta sin macrofitas ni detritos
Para cada categoria se sumaron los metros de todas las transectas efectuadas en
un sitio de muestreo para luego calcular el porcentaje de cobertura de cada una de ellas.

El porcentaje de cada una de estas categorias se calcul6 de la siguiente manera:

Cj (%) = (mj /> mj). 100, donde j=1->n

mj: metros de la categoria j para cada sitio de muestreo

Para cada sitio se calculdé la cobertura para cada macroéfita y la cobertura
promedio por arroyo para cada macrodfita. Las coberturas promedio obtenidas de las
macrofitas permiten observar si hay alguna especie predominante en los arroyos
estudiados o si por el contrario cada uno tiene una composicion diferente. La cobertura
de la especie i para un determinado sitio (Ci) y la cobertura promedio por arroyo (CPi)

para cada especie fueron calculadas de la siguiente manera:

Ci=) mi/Y m,donde i=1->s

> mi: sumatoria de los metros de la especie vegetal i de todas las transectas para cada
sitio

> m: sumatoria de los metros con macrdfitas de todas las transectas para cada sitio
s: numero de species vegetales en cada sitio
CPi =3 Ci/n, donde i=1->n
n: numero de sitios de muestreo por arroyo (6)
El porcentaje de cobertura de cada macrdfita y las variables fisicoquimicas fueron

sometidas a test t entre los sitios con y sin caracoles buscando diferencias entre ellos. A
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su vez se realizaron correlaciones de a pares de Pearson entre la densidad relativa de
caracoles y el porcentaje de cobertura de cada macrdfita y entre estas y las variables

fisicoquimicas.

Para caracterizar las comunidades de macrofitas en cada sitio se calcul6 en indice
de diversidad de Shannon (H’) y su correspondiente indice de uniformidad (Uy) para las
especies de macrdfitas presentes. Para evaluar si hay o no diferencias en su diversidad
entre los sitios con y sin caracoles para los indices de diversidad de Shannon (H’) y su
correspondiente indice de uniformidad (Uy) fueron realizados test t. Los indices de
diversidad (H’) y de uniformidad (Uy) de Shannon fueron calculados de la siguiente

manera:

H = -3 (pi) . (log, pi), donde i=1->s

Uy =H'/ (log, s)

pi =mi/ ) mi, donde i=1>s

mi: metros de la especie vegetal i para un determinado sitios de muestreo

s: numero de especies vegetales presentes

Para realizar comparaciones de la comunidad de macréfitas acuaticas entre los
arroyos de la CEO y los de la CDASV se calculé la frecuencia de ocurrencia para las
macrofitas presentes (nimero de sitios en los que cada la macrofita se encontraba
presente sobre el total de sitios muestreados para cada ambiente). Estos valores de

frecuencias de ocurrencia fueron expresados en porcentaje (%).
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6.3 Resultados

A través de las transectas realizadas en cada sitio de muestreo se observo que,
en lineas generales, la categoria predominante en los arroyos fue el fondo desnudo
(Figura 6.2). Las acumulaciones puras de detritos, al ser sumamente escasas (solo
aparecieron en dos sitios de los dieciocho con un porcentaje de cobertura menor al 1%)
fueron agrupadas junto a las macrdfitas para calcular los porcentajes de cobertura. A
excepcion de tres sitios la abundancia de las macréfitas fue siempre menor al 40%
(Figura 6.2). Pomacea canaliculata estuvo presente en los tres arroyos. Sin embargo, su
presencia dentro de cada arroyo fue variando encontrandose varios puntos de muestreo
sin caracoles (Figura 6.2). El arroyo Piglié fue el Gnico que present6 una relacion inversa
significativa entre la cobertura de las macrdfitas y la abundancia de caracoles a nivel de

sitio (r = -0,895; p = 0,016).
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Figura 6.2. Cobertura de macrofitas y fondo desnudo y abundancia de P. canaliculata en
arroyos de la Cuenca de las Encadenadas del Oeste. A. Arroyo Pigié. B. Arroyo
Guamini. C. Arroyo Curamalal. En B la escala del eje secundario es mayor a las de A 'y
C.
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El indice de diversidad de Shannon (H’) de las comunidades de macrodfitas no
mostrd patrén alguno para cada arroyo o entre arroyos (Figura 6.3). No se encontraron
diferencias significativas para el indice de Shannon (H’) entre los sitios con y sin
presencia de caracoles (t;s = -1,359; p = 0,193). El indice de uniformidad (Uy) mostré un
patrén similar al indice de diversidad (H’) dentro de cada arroyo; no se encontraron
diferencias significativas entre los sitios con y sin presencia de caracoles (ti; = -0,637,;
p =0,533). Sin embargo, en el arroyo Pigté la uniformidad presentd una relacién positiva

con la abundancia de caracoles a nivel de sitio (r = 0,875; p = 0,023).
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Figura 6.3. indice de diversidad (H’) y de uniformidad (Uy) de Shannon de las
comunidades de macrofitas para cada arroyo en los sitios de muestreo. A. Arroyo Pigué.
B. Arroyo Guamini. C. Arroyo Curamalal.
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No se encontraron diferencias significativas para las variables fisicoquimicas y
para las macrdfitas entre sitios con y sin P. canaliculata (para todas las variables
t1g < | 1,74| ; p > 0,107). Las correlaciones entre la abundancia de P. canaliculata y los
diferentes recursos tréficos potenciales no fueron significativas, a excepcion de
Eleocharis bonariensis, el cual mostré una correlacién significativa positiva (Tabla 6.1).
Las macrdéfitas que mostraron una correlacion significativa con alguna variable
fisicoguimica fueron Ludwigia peploides con conductividad (r = -0,573; p = 0,013) y Chara
contraria con la temperatura del agua (r = -0,516; p = 0,028). No se encontraron
correlaciones significativas entre P. canaliculata y las variables fisicoquimicas de los

arroyos (para todas las variables r < | 0,405|; p > 0,096; n = 18).

Variables r p n
Stuckenia striata -0,204 0,416 18
Ludwigia peploides -0,118 0,640 18
Hydrocotile bonariensis -0,098 0,698 18
Chara contraria -0,139 0,583 18
Eleocharis bonariensis 0,608 0,007 18
Fissidens fontanus 0,113 0,656 18
Detritos -0,087 0,731 18
% Detritos -0,050 0,843 18
% Macrofitas -0,218 0,384 18
% Fondo desnudo 0,219 0,383 18

Tabla 6.1. Correlaciones bivariadas de Pearson entre la densidad relativa de P.
canaliculata y las coberturas de macréfitas (C) y otros recursos presentes en los arroyos
estudiados.

No se observé un patrén general claro en las coberturas promedio (CP) de cada
macrofita para los tres arroyos (Figura 6.4). Sin embargo se puede observar que las
especies menos representadas, que practicamente no aparecen en los muestreos, son C.
contraria (solo aparece en un sitio con una CP menor al 0,01) y Fissidens fontanus (solo
aparece en un sitio con una CP alrededor de un 0,03), y que Stuckenia striata es la
especie que aparece con mas abundancia en general, siendo la Gnica que presenté una

CP superior al 0,05 (0,25 de CP en el arroyo Pigii€). Cabe destacar que L. peploides, a
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pesar de estar solo presente en 4 de los 18 sitios muestreados, es junto a S. striata la
Unica especie que superd una cobertura de 0,10 en alguno de los sitios muestreados. Las
especies mas frecuentes en los sitios de muestreo fueron Hydrocotile bonariensis y E.
bonariensis, encontrandose en 15 y 13 de los 18 sitios muestreados respectivamente, y
estando presentes en los tres arroyos. Sin embargo, estas dos especies se encontraban
con una baja abundancia y en localizaciones marginales en los arroyos (orillas y riberas
inundadas), presentando valores de cobertura por sitio de muestreo siempre menores al

0,07 en H. bonariensis y 0,03 en E. bonariensis.
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Figura 6.4. Cobertura promedio (CP, en escala logaritmica) de cada macrdfita en los tres
arroyos muestreados en la Cuenca de las Encadenadas del Oeste. A. Arroyo Pigué. B.
Arroyo. Guamini C. Arroyo Curamalal.

97



Las comparaciones realizadas entre las dos zonas de estudio mostraron que las
frecuencias de ocurrencia de todas las macroéfitas fueron superiores para los arroyos de
la CDASV (Figura 6.5). Las especies mas frecuentes fueron S. striata y L. peploides para
ambas cuencas hidrograficas. Zannichelia palustris y M. quitense fueron registradas solo
en la CDASV, mientras que C. contraria estuvo presente en ambas cuencas pero en un

solo sitio en CEO.

HECDASV OCEO

Frecuencia de ocurrencia (%)

Figura 6.5. Frecuencia de ocurrencia (%) de las macréfitas sumergidas en la Cuenca de
las Encadenadas del Oeste (CEO) y en la Cuenca de Drenaje Austral del Sistema de
Ventania (CDASV).
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6.4 Discusion

Los resultados obtenidos de los muestreos no muestran algun tipo de patron
general aparente que relacione la abundancia de los caracoles con la cobertura vegetal
en los tres arroyos muestreados en la Cuenca de las Encadenadas del Oeste. Sin
embargo los Unicos tres sitios de muestreo en los que se encontré una proporcion de
cobertura vegetal superior al 40% coincidieron con una baja o nula abundancia de P.
canaliculata. Dos de estos sitios corresponden al arroyo Piglié, donde la abundancia de
caracoles estd inversamente relacionada con la cobertura vegetal. La abundancia de P.
canaliculata es variable a lo largo de los arroyos, alternandose la presencia y ausencia de
esta especie de un sitio a otro. Este patrén es llamativo debido a que una vez establecida
la especie en un punto seria esperable encontrarla aguas abajo. Sin embargo, los arroyos
de la Cuenca de las Encadenadas del Oeste presentan crecidas abruptas luego de lluvias
en las sierras y los caracoles frecuentemente son arrastrados aguas abajo (Seuffert &
Martin, 2012). Esta variacion en las condiciones hidrologicas puede provocar eventos de
colonizacién y extincién local en la distribucién de P. canaliculata en los arroyos de la
CEO, lo que podria explicar la falta de correlaciones entre P. canaliculata y las variables
ambientales a una escala local (sitios de muestreo) (Seuffert & Martin, 2013a) y también
la falta de correlaciéon con las macréfitas. Ademas, en algunos puntos de los arroyos se
pueden observar vados o puentes construidos por el hombre, lo que podria actuar como
una barrera fisica e impedir el traslado de los caracoles aguas abajo a pesar de la

corriente.

La riqueza de las macrdfitas encontradas en los arroyos fue de cinco especies
para el arroyo Piglié y de cuatro para los arroyos Guamini y Curamalal. Estos valores se
encuentran entre los valores maximos encontrados para arroyos similares en la region
pampeana durante el verano, siendo la riqueza inferior para el resto de las estaciones
(Giorgi et al., 2005). A pesar de ser esta la época de afio con mayor cantidad de especies

el indice de Shannon (H’) indica que la diversidad es baja, y esto tal vez esté relacionado
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con que tanto S. striata como L. peploides aporten la mayor cobertura vegetal en los

sitios.

Los indices de diversidad (H’) y de uniformidad (Uy) de Shannon no revelaron
ningun patron aparente en las especies encontradas en los arroyos de la CEO. Tampoco
hubo diferencias para dichos indices entre sitios con y sin caracoles. Sin embargo, la
uniformidad presentd una relacion positiva con la abundancia de caracoles para el arroyo
Pigué. Tal vez el efecto de la herbivoria de P. canaliculata en este arroyo esté
favoreciendo la heterogeneidad ambiental dada por las macréfitas. El patron similar que
muestran los indices de diversidad (H’) y de uniformidad (Uy) dentro de cada arroyo
sugiere que las variaciones en la diversidad se deben a la variacion en uniformidad y no a
una variacion en la riqueza de especies. Estos resultados podrian deberse a la baja
riqueza de especies que se encuentran en los puntos de muestreo, encontrandose en
algunos sitios solo unas pocas especies con una alta abundancia que, en general, son
poco palatables para P. canaliculata, siendo S. striata y L. peploides las especies mas
representativas en los tres arroyos. Las bajas diversidades y abundancias de especies
vegetales son probablemente caracteristicas propias de los arroyos de la CEO y el efecto

de la herbivoria producido por P. canaliculata podria estar disminuyéndolas ain mas.

La unica macrofita que mostré algun tipo de correlaciéon con P. canaliculata para
toda la CEO fue E. bonariensis. Esta macrofita en general se encuentra en las orillas de
los arroyos con la mayor parte de su biomasa por encima de la superficie del agua, por lo
qgue no seria usada como alimento. Sin embargo, en algunos de los sitios muestreados
en diferentes ocasiones, se observaron puestas de huevos de P. canaliculata sobre esta
macrdfita, por lo que podria estar siendo usada como sustrato para oviponer (Saveanu &
Martin, 2014). Por otro lado, las macrofitas L. peploides y C. contraria tuvieron una
correlacion significativa con alguna de las variables fisicoquimicas (conductividad y
temperatura, respectivamente). Tal vez en estos cuerpos de agua las macrdfitas se

relacionan mas con las variables fisicoquimicas que con los caracoles, debido a la
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fluctuacion en presencia y abundancia que presentan estos Ultimos tanto entre arroyos
como dentro de cada uno. En estudios previos no se encontraron correlaciones entre la
abundancia de macréfitas y la densidad de caracoles (Martin et al., 2001; Seuffert &

Martin, 2013a)

Las coberturas promedio de las macréfitas parecen variar de un arroyo a otro en
la CEO. Stuckenia striata y L. peploides aparecen como las macréfitas que presentan una
mayor cobertura, predominando sobre otras especies cuando estan presentes. Esto
puede deberse en parte a la forma de crecimiento de estas dos macrdfitas, que suelen
ocupar un gran volumen en los cuerpos de agua formando matas que pueden abarcar de
una orilla a la otra en los arroyos en el caso de S. striata o buena parte de las margenes
en el caso de L. peploides. Sin embargo, cabe destacar que justamente estas dos
especies, las mas dominantes en los muestreos de los arroyos, son también las
macrofitas menos palatables y preferidas y las menos afectadas por P. canaliculata,
como se demostré en capitulos anteriores (Capitulos 2 y 5). Por tal motivo P. canaliculata
podria tener algun tipo de influencia sobre las especies de macrdfitas presentes, ya que
por ejemplo C. contraria, una especie altamente palatable y preferida, fue encontrada
solamente en un sitio de muestreo justamente donde P. canaliculata se encontraba
ausente. A su vez, Z. palustris y M. quitense, dos especies con palatabilidad intermedia,
no fueron encontradas nunca en los arroyos de la CEO, mientras que estas especies
junto a C. contraria son frecuentes y abundantes en los arroyos al sur de las Sierras de
Ventania (CDASV), como por ejemplo en el arroyo Naposta Grande (Capitulos 2 y 5). Por
otro lado, H. bonariensis. y E. bonariensis, a pesar de ser encontradas mayoritariamente
en los arroyos muestreados, poseen una baja cobertura ya que son especies que crecen
en las orillas. Debido a ello, es probable que estas especies no se vean afectadas por la
presencia de P. canaliculata ya que la mayor parte de su biomasa se encuentra por

encima del nivel del agua.
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Las macrdfitas sumergidas estuvieron presentes con una mayor frecuencia en los
arroyos de la CDASV que en los de la CEO. La ausencia o baja frecuencia de macrofitas
palatables en los arroyos de la CEO podria deberse al efecto de la herbivoria por parte de
P. canaliculata. En los arroyos de la CDASV se encontraron las macréfitas Z. palustris y
M. quitense, especies totalmente ausentes en la CEO, como también una frecuencia de
ocurrencia mayor de C. contraria para la CDASV. Estas especies presentan una
palatabilidad media o alta (Z. palustris y M. quitense y C. contraria respectivamente;
Capitulo 2) para P. canaliculata. Las macrdfitas S. striata y L. peploides, a pesar de ser
especies poco palatables, presentan frecuencias de ocurrencia menores en la CEO. Tal
vez P. canaliculata no sea capaz de erradicarlas por completo en los ambientes donde
estan establecidas, pero podria reducir sus posibilidades de establecimiento debido a la
ingesta de los brotes, en especial los de S. striata (Capitulo 5). La falta de estabilidad de
las comunidades vegetales puede deberse a un efecto en conjunto de la herbivoria por
parte del caracol y a las crecidas producidas por las lluvias que impiden un
establecimiento de las macrdéfitas o incluso pueden arrastrarlas aguas abajo cuando se

encuentren ya establecidas (Seuffert & Martin, 2013a).

La frecuencia y abundancia de las macrofitas sumergidas parecen no variar entre
sitios con y sin presencia de P. canaliculata en la CEO, el limite sur de su rango natural
de distribucién. Tal vez la escala espacial utilizada para el presente trabajo no sea la
adecuada, ya que se compararon sitios de una misma cuenca donde la inestabilidad de
los arroyos podria estar determinando la falta de relacion directa tanto para la abundancia
de caracoles como para la abundancia de las macrdfitas Sin embargo, al utilizar una
escala mayor y comparar estos valores con los arroyos al sur de la Sierras de Ventania
(CDASV) se puede observar que tanto la frecuencia como la abundancia de las
macrofitas se ve reducida en el rango natural de distribucién del caracol (el presente
Capitulo y Capitulo 5). Esto indica que, al menos a nivel de cuenca, P. canaliculata podria

estar estructurando las comunidades de macréfitas sumergidas ya sea por la erradicacion
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o la reduccion de alguna de las especies. Los efectos producidos por este ampularido
pueden producirse incluso en bajas densidades (Capitulo 5), comportandose como
especie clave afectando tanto la composicién como la estructura de las comunidades de

macroéfitas sumergidas.
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CAPITULO 7

PRESENCIA DE PARTICULAS LITICAS EN EL TRACTO DIGESTIVO DE POMACEA

CANALICULATA Y SU PRESUNTA FUNCION COMO GASTROLITOS

7.1 Introduccioén

Las particulas liticas son comunes en el tracto digestivo de caracoles
dulceacuicolas y parecen tener un rol, en algin caso esencial, en el proceso digestivo de
estos animales (Dillon, 2000; Pyron & Brown, 2015). Sin embargo, en pocas
oportunidades se ha probado experimentalmente la existencia de una relaciéon entre la
presencia de estas particulas y las tasas de crecimiento, la reproduccion y la tasa de
asimilaciéon (ej.: Colton, 1908; Carriker, 1946; Noland & Carriker, 1946; Storey, 1970;
Brendelberger, 1997; Thomas, 2001). La mayoria de estos estudios fueron llevados a
cabo en pequefios caracoles pulmonados que usualmente son considerados
microfitéfagos y raspadores que se alimentan de algas, detritos y material vegetal
senescente (Dillon, 2000; Pyron & Brown, 2015). Por otro lado, los caracoles de la familia
Ampullariidae son de gran tamafio, con habitos mayormente macrofitéfagos (Cazzaniga &
Estebenet, 1984; Cowie, 2002; Marchese et al., 2014; Hayes et al., 2015) y poseen
poderosas mandibulas y radula las cuales les permiten desgarrar los tejidos vivos de las
macrofitas (Andrews, 1965; Moretto & Nahabedian, 1989; Martin & Negrete, 2007).
Ademas poseen en su estobmago una fuerte musculatura y una molleja cuticularizada
(Andrews, 1964) asi como altos niveles de actividad enzimatica en diferentes partes de
su tracto digestivo (Godoy et al., 2013; Luo et al., 2015). Aunque estas herramientas,
tanto mecénicas como quimicas, parecen ser suficientes para procesar los tejidos
relativamente blandos de las plantas acuaticas consumidas, Andrews (1965) describié la
presencia de piedras pequefias o arena (""small stones or grit”) en la molleja de
ejemplares de Pomacea canaliculata de origen geografico y habitat inciertos y sugirié que

podrian tener un rol en la disgregacién del material vegetal ingerido. Diferentes autores
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han sefialado la presencia de particulas liticas en tracto digestivo de P. canaliculata
(Kwong et al., 2010; Lopez-van Oosterom et al., 2013; Ocon et al., 2013), aunque sin

hacer mencion alguna a su posible funcion.

Segun la definicion del Diccionario Oxford de Ecologia (Allaby, 2010), los
gastrolitos son piedras o particulas liticas ingeridas para asistir en la digestibn mecanica
del alimento, y que adquieren una forma redondeada y pulida, pues son retenidas por
periodos prolongados. Sin embargo, para Wings (2007) todas las particulas liticas
encontradas en el tracto digestivo en animales salvajes deben ser consideradas como
gastrolitos ya que es imposible determinar el tiempo de retencion de las mismas en estos
animales. Esto implica que la separacion entre gastrolitos y objetos ingeridos

accidentalmente sea imposible.

Pomacea canaliculata es uno de los ampularidos a los que se ha atribuido la
mayoria de los impactos negativos sobre cultivos acuéticos y funcionamiento de
ecosistemas (Cowie, 2002; Carlsson et al., 2004; Hayes et al., 2012; Horgan et al.,
2014a). La mayoria de estos impactos son causados directamente por su habilidad de
consumir, crecer y reproducirse en una variedad de plantas acuaticas, incluyendo plantas
vasculares semi-acuaticas de dificil ingestién y digestién debido a su dureza (ej., Boland
et al., 2008; Wong et al., 2010). A pesar de los relevantes y negativos impactos causados
por la herbivoria de P. canaliculata y de la frecuente mencién de particulas liticas en su
tracto digestivo no se encuentran estudios especificos sobre su ocurrencia y posibles
efectos sobre el crecimiento de este caracol y sobre si pueden ser considerados o0 no

gastrolitos.

7.1.1 Objetivos

Investigar la presencia de particulas liticas en el tracto digestivo de individuos de
P. canaliculata en su ambiente natural y determinar su importancia en su ecologia trofica.

Se pretendi6 investigar el efecto del tamafio y disponibilidad de las particulas liticas en el
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crecimiento y en la eficiencia del crecimiento a través de experimentos de laboratorio. Si
las particulas liticas tuvieran una funcion clave en el proceso digestivo del caracol se
esperaria que fueran retenidos en forma diferencial y que su presencia tuviera un efecto

positivo sobre la eficiencia de aprovechamiento del alimento y el crecimiento.
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7.2 Materiales y métodos

7.2.1 Muestreo de campo: particulas liticas en diferentes partes del tracto digestivo

Al menos 20 adultos de P. canaliculata con un largo de conchilla mayor a 30 mm
(medido desde el apex hasta el punto mas lejano de la apertura, con un calibre Vernier
con una precision de 0,1 mm) fueron colectados en tres poblaciones distintas de la

Cuenca de las Encadenadas del Oeste (CEO; provincia de Buenos Aires, Argentina):

e Arroyo El Huascar (36° 55' 50" S, 61° 35' 48" O)
e Arroyo Guamini (37° 20"47" S, 62° 25' 20" O)
e Canal Pigué y Venado (37° 11' 26" S, 62° 40’ 26" O)

Los caracoles fueron sacrificados en el acto, luego de ser colectados, por
inmersibn en agua a 80°C. Luego fueron trasladados al laboratorio donde se los
almacendé a -20°C en freezer hasta su posterior utilizaciébn. Los caracoles fueron
descongelados y se procedié a su diseccion. El tracto digestivo fue dividido en tres
secciones (eséfago, estbmago e intestino; Figura 3.1, Capitulo 3) las cuales fueron
analizadas en forma separada en busca de restos de material vegetal y de particulas

liticas: arena (0,0625 a 2 mm) y grava fina (2 a 4 mm), segun la escala de Wentworth.

Se combinaron las categorias de los contenidos (arena, grava y restos vegetales)
y las diferentes secciones del tracto digestivo (eséfago, estbmago e intestino) para
obtener nueve variables binarias (presencia/ausencia). Un analisis de agrupamiento fue
realizado utilizando el coeficiente de Jaccard con el método de ligamiento promedio para

estimar la asociacion entre variables, que fueron expresadas en un dendrograma.

7.2.2 Origen y mantenimiento de los caracoles para los experimentos de laboratorio

Todos los caracoles utilizados en los experimentos fueron obtenidos de puestas
de huevos depositadas en el laboratorio por caracoles provenientes del arroyo El

Huéscar. Los caracoles fueron criados desde su nacimiento en acuarios plasticos
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individuales de 200 ml con agua saturada en CaCO; a 25°C, con un fotoperiodo 14:10
(luz:oscuridad) y fueron alimentados ad libitum con lechuga. Los acuarios fueron
limpiados y el agua cambiada semanalmente. Se utilizé6 agua saturada en CaCO; sélo en
la etapa de crianza para asegurar la integridad de la conchilla de los caracoles. Para los
experimentos los caracoles fueron pasados a acuarios de 3 | con agua sin CaCO; para

evitar interferencias entre los precipitados del CaCO3 y las particulas liticas.

7.2.3 Determinaciones de crecimiento en experimentos de laboratorio

Todos los experimentos tuvieron una duracién de cuatro semanas; sin embargo
las particulas liticas, cuando estuvieron disponibles, lo estuvieron desde la semana previa
(semana cero). En todos los experimentos (n=10 en cada tratamiento, incluidos los
controles) se usaron caracoles juveniles (entre 15 y 20 mm en largo de conchilla). Al
comienzo de cada experimento (final de la semana cero) el largo inicial (Lo, mm) de cada
caracol fue medido y el peso vivo inicial (P, g) fue obtenido con una balanza digital (£ 1,0
mg) luego de dejar a los caracoles reptar durante 30 minutos en un recipiente sin agua
para asegurar que liberen el agua contenida en la cavidad del manto. Estas medidas
fueron tomadas semanalmente durante las cuatro semanas que duraron los

experimentos.

Una vez finalizados los experimentos los caracoles fueron sacrificados por
inmersiébn en agua a 100°C y almacenados a -20°C en freezer hasta su posterior
procesamiento. La conchilla y el opérculo fueron removidos (excepto en el experimento 1)
y las partes blandas fueron pesadas después de ser secadas durante 72 hs a 60°C para
obtener el peso seco de las partes blandas (PSPB, g). A pesar de que los caracoles
fueran sexualmente indiferenciados al inicio de los experimentos, se les realiz6 una
diseccion antes de ser secados. En esta se determind su sexo por observacion de la
vaina del pene, en el caso de los machos, o de la glandula del albumen, en el caso de las

hembras. El contenido de cenizas de las partes blandas fue obtenido luego de calcinar
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las mismas por un periodo de 4 hs a 600°C y se calcul6 el peso seco libre de cenizas

(PSLC, g).

7.2.4 Experimento 1: efecto de la disponibilidad de particulas liticas

En este experimento se us6 marmol triturado como sustituto a las particulas liticas
naturales debido a su homogeneidad en mineralogia y granulometria. Su color blanco
permite detectarlo facilmente entre los contenidos digestivos y materia fecales, que
usualmente presentan en esta especie un color verde marronaceo (Castro-Vazquez et al.,
2002). Para obtener particulas libres de polvo y con un tamafo similar (1,285 + 0,339
mm, media + DE) el marmol triturado comercial fue tamizado y lavado en agua antes de

ser usado

Se disefaron tres tratamientos para estudiar el efecto de la disponibilidad de

particulas liticas sobre el crecimiento de caracoles juveniles alimentados ad libitum:

e particulas liticas con disponibilidad continua (DC)
e particulas liticas con disponibilidad discontinua (DD)
¢ sin disponibilidad de particulas liticas (control, C)

En el tratamiento de disponibilidad discontinua, las particulas liticas estuvieron
disponibles sélo durante la semana cero: 2-2,5 cm® de marmol triturado fueron agregados
luego del dltimo cambio de agua en los acuarios de 200 ml. En el tratamiento de
disponibilidad continua el marmol triturado fue provisto de la misma manera durante la
semana cero, pero luego del cambio a los acuarios de 3 I, 2-2,5 cm?® de marmol triturado

fueron agregados cada semana durante la limpieza semanal.

Luego del periodo de almacenamiento en el freezer, las partes blandas de los
caracoles fueron removidas de la conchilla y se realiz6 una diseccion en busca de
marmol triturado en el estbmago e intestino; la materia fecal en el fondo del acuario

también fue revisada en busca de méarmol triturado. La conchilla y las partes blandas
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(incluyendo el opérculo) fueron secadas por 72 hs a 60°C y pesadas juntas para obtener

el peso seco total (PST, g).

7.2.5 Experimento 2: efecto del tamafio y disponibilidad de las particulas liticas

En este experimento se utilizd arena obtenida del arroyo Naposta (38° 41' 56" S,
62° 15' 57" O, provincia de Buenos Aires, Argentina). La arena fue lavada con agua
corriente para eliminar las particulas menos densas (restos organicos y partes de
conchillas) por flotaciéon y deriva. Luego fue tamizada a través de una serie de tamices
para obtener dos fracciones de diferente diametro (media + DE): 0,80 + 0,23 y 1,69 + 0,24

mm (arena gruesa y arena muy gruesa, respectivamente, segun la escala de Wentworth).

Cinco tratamientos fueron disefiados para testear el efecto del tamafio y la
disponibilidad de las particulas liticas sobre el crecimiento de caracoles juveniles

alimentados ad libitum:

particulas liticas pequefias con disponibilidad continua (PDC)
e particulas liticas grandes con disponibilidad continua (GDC)
e particulas liticas pequefias con disponibilidad discontinua (PDD)
e particulas liticas grandes con disponibilidad discontinua (GDD)
¢ sin disponibilidad de particulas liticas (control, C)

La arena en los tratamientos de disponibilidad discontinua estuvo disponible so6lo
durante la semana cero (2-2,5 cm® de arena fueron agregados luego del Gltimo cambio de
agua en los acuarios de 200 ml), al igual que en el experimento 1. En los tratamientos
con disponibilidad continua la misma cantidad de arena fue también afiadida cada

semana luego del cambio de agua en los acuarios de 3 I.
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7.2.6 Experimento 3: efecto de la disponibilidad de particulas liticas y de alimento y su

interaccion

En este experimento se utilizd6 arena lavada y tamizada obtenida del arroyo
Naposté. La arena fue lavada y tamizada como en el experimento anterior para obtener
una fraccion homogénea: 1,225 + 0,18 mm (media + DE; arena muy gruesa, segun la

escala de Wentworth).

Para testear los efectos de la disponibilidad de alimento y de particulas liticas en
el crecimiento y en la eficiencia del crecimiento de caracoles juveniles, fueron disefiados
cuatro tratamientos con un disefio factorial: disponibilidad de alimento (A) X disponibilidad
de particulas liticas (PL). La disponibilidad de alimento conté con dos niveles: 100% y
50% sobre la ingestién ad libitum de lechuga. La cantidad de alimento en la semana i (el
cual se proveyd en dos dosis) fue estimado sobre el largo final de la semana previa
utilizando la ecuacion alométrica desarrollada por Tamburi y Martin (2009b) para la
ingestion diaria de P. canaliculata. La disponibilidad de particulas liticas también contd
con dos niveles: no disponible (control; C) y disponible en forma continua (DC); en el
dltimo caso, 2-2,5 cm?® de arena fueron agregados después del Gltimo cambio de agua en
los acuarios de 200 ml y también cada semana luego del cambio de agua en los acuarios

de 31.

La eficiencia de aprovechamiento del alimento o eficiencia de crecimiento en peso
vivo (ECP, g.g™) fue estimada como el incremento en peso vivo del caracol en relacion a
la cantidad acumulada de alimento provisto para cada semana a lo largo de todo el

experimento:

ECP= (P4'Po) / (A1+A2+A3+A4).
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7.2.7 Analisis estadisticos de los datos

Los datos de los experimentos de laboratorio fueron analizados a través de
ANOVAs de un factor (Experimentos 1 y 2) y de dos factores (Experimento 3).
Previamente, tests de Levene fueron realizados para probar la homogeneidad de
varianzas; cuando la homogeneidad de varianzas fue rechazada para alguna variable, los
datos correspondientes para esa variable fueron transformados (ver 7.3 Resultados,
tablas 7.3 y 7.4). Cuando ninguna transformacién fue capaz de homogenizar las
varianzas de la variable, los datos fueron analizados a través del test no paramétrico de
Kruskal-Wallis en los experimentos 1y 2; en el caso del experimento 3, el disefio factorial
fue analizado separadamente para los dos niveles de disponibilidad de alimento (ver 7.3
Resultados, tabla 7.4) y la diferencia entre caracoles con y sin arena fue analizada a

través del test de Kruskal-Wallis.
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7.3 Resultados

7.3.1 Muestreo de campo: particulas liticas en diferentes partes del tracto digestivo

La mayoria de los individuos analizados en las disecciones (93.6%) presentaron
particulas liticas al menos en alguna seccién del tracto digestivo. Los contenidos
digestivos de las tres poblaciones fueron bastante similares entre si; el patron general fue
un incremento de las tres categorias de contenidos (arena, grava y restos vegetales)
desde la boca hacia el ano (Figura 7.1). La frecuencia de las particulas liticas en el
estdbmago fue menor que en el intestino, mientras que la frecuencia de material vegetal
fue casi la misma. La grava fue siempre la categoria con menor representacion a lo largo

del tracto digestivo.
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Figura 7.1. Frecuencia de ocurrencia de material vegetal y particulas liticas (arena y
grava) en diferentes secciones del tracto digestivo de P. canaliculata.

La asociacion entre la presencia de arena y de material vegetal fue alta tanto para
el estbmago como para el intestino y fue también bastante similar entre estas dos
secciones del tracto digestivo (Figura 7.2). La presencia de grava en el intestino estuvo
altamente asociada con la presencia de la misma en el estbmago. Arena y material

vegetal mostraron un bajo nivel se asociacién en el eséfago; la grava en el eséfago
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mostré la mas baja asociacion con cualquier otro contenido de otra seccion ya que estuvo

totalmente ausente en los es6fagos de una poblacion y en el 95% de otra.

indice de Jaccard

Arena - Intestino
R. veg. - Intestino
R. veg. - Estomago

Arena - Estomago
Grava - Intestino

Grava - Estomago
Arena - Eséfago
R. veg. - Esofago

Grava - Esofago

Figura 7.2. Dendrograma para la asociacién de contenidos en las diferentes partes del
tubo digestivo en P. canaliculata (R. veg.: restos vegetales).

7.3.2 Experimento 1: efecto de la disponibilidad de particulas liticas

El efecto del marmol triturado sobre el crecimiento de P. canaliculata fue
mayormente negativo: los caracoles con disponibilidad continua de marmol triturado
mostraron valores finales de largo y peso seco total significativamente menores que los
otros dos tratamientos (Figura 7.3; Tabla 7.1). El peso vivo final del tratamiento con
disponibilidad discontinua fue significativamente mayor que el del control y que del

disponibilidad continua (Figura 7.3; Tabla 7.1).

Fo.7 p CM Error
L4 5,318 0,011 7,933
P, 5,596 0,009 3163461
PST 3,983 0,030 68797

Tabla 7.1. ANOVAs de un factor para el efecto de disponibilidad de particulas liticas
sobre el crecimiento de juveniles de P. canaliculata. Largo final (L,), peso vivo final (P,) y
peso seco total (PST). En negrita los valores significativos (p < 0,05).
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Figura 7.3. Efecto de la disponibilidad de particulas liticas en el crecimiento de juveniles
de P. canaliculata (media £ 95% IC); sin disponibilidad (C), disponibilidad discontinua
(DD) y disponibilidad continua (DC). A. Largo final (L,). B. Peso vivo final (P4). C. Peso
seco total (PST). Los tratamientos con la misma letra no difieren significativamente
(p>0,05).

Las disecciones realizadas luego del experimento 1 mostraron que el 60% de los
caracoles con disponibilidad continua tenian particulas de marmol en su tubo digestivo
(principalmente en el estdbmago) mientras que en ninguno de los caracoles con
disponibilidad discontinua se las encontrd. La materia fecal mostro también particulas de

marmol incluidas en la matriz de restos de lechuga y corpusculos pigmentados.

7.3.3 Experimento 2: efecto del tamafio v la disponibilidad de particulas liticas

No se encontraron efectos significativos para el tamafio y la disponibilidad de
particulas liticas para el largo final, peso vivo final, peso seco de las partes blandas y
peso seco libre de cenizas (Tabla 7.2). Las disecciones realizadas luego del experimento

mostraron que el 90% (45 de 50) de los caracoles experimentales eran machos juveniles.

Fa.as p CM Error
Ly 0,376 0,825 4,575
P, 0,354 0,840 1896968
PSPB 0,161 0,957 29054
PSLC 0,265 0,899 12165

Tabla 7.2. ANOVAs de un factor para el efecto del tamafio y la disponibilidad de
particulas liticas sobre el crecimiento de juveniles de P. canaliculata. Largo final (L4), peso
vivo final (P4), peso seco de las partes blandas (PSPB) y peso seco libre de cenizas
(PSLC).
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7.3.4 Experimento 3: efecto de la disponibilidad de particulas liticas y de alimento y su

interaccion

Los efectos de la disponibilidad de alimento y de particulas liticas fueron
significativos y positivos para los valores finales de largo, peso vivo, peso seco de las
partes blandas y peso seco libre de cenizas; la interaccion entre estos dos factores
también fue significativa y positiva (Tabla 7.3; Figuras 7.4 y 7.5). El peso seco de las
partes blandas de los caracoles alimentados ad libitum fue un 44,5% mayor cuando las
particulas liticas estaban disponibles, mientras que su efecto en los caracoles con
disponibilidad de alimento reducida fue sélo del 17,3% (Figura 7.4A). Los valores
comparativos correspondientes para peso seco libre de cenizas (Figura 7.4B), largo final
(Figura 7.5A) y peso vivo final (Figura 7.5B) fueron 23,6 vs 2,4%, 17,3 vs 4,8% y 53,8 vs
15,3%, respectivamente. El efecto sinérgico entre el alimento y la disponibilidad de
particulas liticas en las ultimas dos variables fue también aparente en sus respectivas
curvas de crecimiento ya en la semana uno (Figura 7.5) y aument6 con el tiempo hasta el
final del experimento. La disponibilidad de particulas liticas permitié a los caracoles con
50% de disponibilidad de alimento crecer al mismo ritmo que los caracoles con 100% de

disponibilidad de alimento pero sin disponibilidad de particulas liticas.
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PL A A X PL CM Error

Ly Fi.36 12,362 14,490 4,246 7,378
p 0,001 0,000 0,047
P, Fi1.36 15,815 22,532 6,182 1631464
p 0,000 0,000 0,018
PSPB Fi1.36 37,037 142,789 5,784 0,004
p 0,000 0,000 0,021
PSLC Fi.36 12,661 232,055 8,077 0,002
p 0,001 0,000 0,007
ECP Fi.36 6,038 8,462 0,267 0,001
p 0,019 0,006 0,609

Tabla 7.3. ANOVAs de dos factores para el efecto de la disponibilidad de las particulas
liticas (PL) y de alimento (A) y su interaccion (A x PL) sobre el crecimiento y la eficiencia
de crecimiento en juveniles de P. canaliculata. Largo final (L,), peso vivo final (P4), peso
seco de las partes blandas (PSPB), peso seco libre de cenizas (PSLC) y eficiencia de
crecimiento en peso vivo (ECP). PSPB y PSLC fueron transformados logaritmicamente.
En negrita los valores significativos (p < 0,05).

Por otro lado, la eficiencia de crecimiento en peso vivo mostré un efecto positivo
significativo de las particulas liticas y un efecto negativo significativo de la disponibilidad
de alimento (Tabla 7.3; Figura 7.4C); no hubo efecto significativo para la interaccién entre
estos dos factores. La eficiencia en crecimiento para el peso vivo de los caracoles
alimentados ad libitum y para los de disponibilidad reducida de alimento fue, en promedio,
25,2% mayor cuando la arena estaba disponible que cuando no lo estaba. En promedio la
eficiencia en crecimiento para el peso vivo de los caracoles alimentados ad libitum fue un
15,0% menor que el valor correspondiente a los valores de los caracoles con 50% de

reduccion en la disponibilidad de alimento.
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Figura 7.4. Efecto de la disponibilidad de particulas liticas (C, sin disponibilidad y DC,
disponibilidad continua) y alimento (A 100% y A 50%) en el crecimiento y eficiencia de
crecimiento en juveniles de P. canaliculata (media £ 95% IC). A. Peso seco de las partes
blandas (PSPB). B. Peso seco libre de cenizas (PSLC). C. Eficiencia de crecimiento en
peso fresco (ECP).
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Figura 7.5. Efecto de la disponibilidad de particulas liticas (C, sin disponibilidad y DC,
disponibilidad continua) y alimento (A 100% y A 50%) en el crecimiento de juveniles de P.
canaliculata (valores medios por semana). A. Largo de conchilla (L). B. Peso vivo (P).

Los efectos del alimento y de la disponibilidad de particulas liticas y su interaccion
para largo final, peso fresco final, peso seco de las partes blandas, peso seco libre de
cenizas y eficiencia en crecimiento para el peso vivo siguieron el mismo patrén en las
hembras juveniles cuando estas fueron analizadas por separado (Tabla 7.4); la eficiencia
en crecimiento para el peso vivo de las hembras fue, en promedio, 12,0% mayor cuando
las particulas liticas estaban disponibles, mientras que al comparar la disponibilidad de

alimento la misma variable fue un 9,0% menor para las hembras alimentadas ad libitum.
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En el caso de los machos, solo el largo final mostr6 un efecto positivo significativo para la

disponibilidad de alimento cuando se analizaron por separado.

Variable  Estadistico PL A A xPL CM Error
Hembras L, X% 4,644
P 0,031
P, Fi2 39,524 141,725 10,901 283656
P 0,000 0,000 0,003
PSPB Fi.22 98,917 373,373 8,079 0,001
p 0,000 0,000 0,009
PSLC Fizo 23,153 241,169 10,741 2120
p 0,000 0,000 0,003
ECP F1.20 9,904 20,042 0,16 0,000
p 0,005 0,000 0,693
Machos Ly Fiio 2,007 5,533 0,542 0,000
p 0,187 0,040 0,478
P, X2 0,538
P 0,463
PSPB X% 0,360
p 0,549
PSLC X% 1,604
P 0,205
ECP X% 0,111
p 0,739

Tabla 7.4. ANOVAs de dos factores para el efecto de la disponibilidad de las particulas
liticas (PL), disponibilidad de alimento (A) y su interaccién (A x PL) sobre el crecimiento y
la eficiencia de crecimiento en juveniles machos y hembras de P. canaliculata. Largo final
(Ly), peso vivo final (P,), peso seco de las partes blandas (PSPB), peso seco libre de
cenizas (PSLC) y eficiencia de crecimiento en peso vivo (ECP). PSPB fue transformada
logaritmicamente para las hembras y L, fue transformada a la inversa para los machos.
En negrita los valores significativos (p < 0,05).
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7.4 Discusion

Los resultados obtenidos en el presente capitulo muestran que las particulas
liticas son muy comunes en el tracto digestivo de P. canaliculata cuando estan
disponibles en el ambiente inmediato. La presencia, la abundancia y las caracteristicas
de estas particulas liticas afectan la eficiencia de crecimiento y el tamafio alcanzado por

caracoles juveniles, especialmente en el caso de las hembras.

La presencia de grava y arena en todos los sectores del tracto digestivo de los
caracoles de poblaciones naturales indica que estas particulas no son retenidas o
concentradas diferencialmente en el estbmago, como sugerian las observaciones
realizadas por Andrews (1965). Las particulas liticas han sido encontradas en alta
frecuencia pero con baja abundancia en el tracto digestivo de P. canaliculata (Kwong et
al., 2010; Lopez-van Oosterom et al., 2013; Ocon et al., 2013). Las frecuencias del
material vegetal, arena y grava aumentan desde la boca al ano, indicando probablemente
que el tiempo de retencion en cada seccién también aumenta de la misma manera. El
esOfago parece ser un sitio de acumulacién del material ingerido por un corto tiempo
durante los periodos de alimentacion. Pomacea canaliculata presenta un ligero aumento
de actividad (Heiler et al., 2008) y una alimentacion por colecta pedal en la superficie del
agua durante la noche (Saveanu & Martin, 2013), lo que podria explicar el porqué de la
mayoria de los eséfagos se encontraron vacios durante nuestro muestreo diurno. El
intestino es aparentemente no solo un sitio de absorcién sino también de digestion, ya
que distintas proteasas son liberadas en su lumen (Godoy et al., 2013), y esta funcion tal
vez estaria relacionada con una retenciébn mas prolongada en el tiempo en relaciéon con

otras partes del tracto digestivo.

La alta asociacion entre arena y material vegetal en el intestino y en el estbmago
probablemente indican que la arena estaba depositada sobre el material vegetal y que

ambas fueron ingeridas en conjunto. Por otro lado, la presencia de grava en el intestino y

120



en el estbmago fue bastante independiente de los otros dos items, probablemente debido
a una baja asociacion con el material vegetal. El bajo grado de asociacién de los
contenidos del es6fago con algun otro de otra seccion fue debido probablemente al alto
porcentaje de esofagos vacios. Los contenidos del esofago reflejan probablemente solo la
historia alimentaria del caracol durante unas pocas horas previas a la coleccion, mientras
que los del estbmago y especialmente los del intestino, integrarian el alimento ingerido en

los dias previos.

El efecto de marmol triturado sobre el crecimiento de P. canaliculata fue
inesperado, ya que los caracoles con disponibilidad continua alcanzaron valores de largo
final y peso seco significativamente menores. En el caso del peso seco, el efecto negativo
supera el peso adicional que podria sumar el marmol triturado encontrado en el tracto
digestivo durante las disecciones, en las que se encontr6 que los individuos del
tratamiento de disponibilidad continua contenian particulas de marmol triturado en su
tracto digestivo al final del experimento. En el caso del peso fresco final, el efecto es
inconsistente ya que los caracoles con disponibilidad discontinua crecieron mas que los
controles, o que los caracoles con disponibilidad continua. Esto no puede ser explicado
por el agregado de peso debido a las particulas de marmol triturado ya que en las
disecciones no se encontraron particulas en el tracto digestivo al final del experimento

para los caracoles con disponibilidad discontinua.

Los registros de efectos negativos en caracoles de agua dulce por la ingestion de
particulas liticas son raros en la literatura. Por ejemplo, Schmolder & Becker (1990)
encontraron mayor crecimiento en la conchilla y mayor produccién de huevos y de
reservas en los huevos a lo largo de cuatro semanas en ejemplares de Biomphalaria
glabrata (Say, 1818) sin arena disponible en comparacion con aquellos que si la poseian,
aunque estas diferencias desaparecian luego a pesar de la ingestion activa de arena por
parte de estos caracoles. El efecto negativo del marmol triturado en el caso de P.

canaliculata fue probablemente debido a dafios en el tracto digestivo o la obstruccion del
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mismo causado por la forma irregular y aplanada, y de bordes afilados y extremos
puntiagudos de estas particulas. El hecho de que nuestros caracoles ingirieran marmol
triturado en forma continua a pesar de sus efectos negativos apoya la idea de que al
menos algunas de las particulas liticas son ingeridas accidentalmente durante la
alimentacién. Las particulas de marmol eran claramente diferentes a las particulas liticas
encontradas en los ambientes naturales (mayormente redondeadas y lisas) y a las
encontradas en los contenidos digestivos o usadas en los otros experimentos. Los
efectos opuestos de las particulas liticas descriptos en dos trabajos para B. glabrata
(Schmolder & Becker, 1990; Thomas, 2001) tal vez se deban a diferencias en la

mineralogia, en el tamafio y la forma de las particulas usadas en los experimentos.

El efecto de la disponibilidad de particulas liticas naturales (arena) en todas las
variables relacionadas con el crecimiento somatico de P. canaliculata (largo final, peso
vivo final, peso seco de las partes blandas, peso seco libre de cenizas) fue significativo y
positivo. Este efecto positivo también fue descripto en diferentes especies de caracoles
pulmonados de agua dulce (Colton, 1908; Carriker, 1946; Noland & Cariiker, 1946;
Storey, 1970; Brendelberger, 1997; Thomas, 2001) que también ingirieron y retuvieron
selectivamente los granos de arena. Tres mecanismos principales han sido sugeridos
para explicar estos efectos positivos: un incremento de la digestion mecanica del
alimento, un incremento en la disponibilidad de micronutrientes o la digestion de
microbiota que habita los granos de arena (Thomas, 2001). La dltima hipétesis parece
poco probable en nuestro caso ya que la arena fue totalmente lavada, mantenida seca

hasta su uso y renovada semanalmente.

La eficiencia de crecimiento de P. canaliculata cuando la arena estaba disponible
fue un 25,2% mayor que cuando estaba ausente. Este incremento en la eficiencia del
crecimiento parece muy alto para ser explicado solo por el efecto de los micronutrientes.
Pomacea canaliculata presenta una digestion que en parte es leve encontrdndose

fragmentos vegetales practicamente intactos en la porcion final del tubo digestivo de
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caracoles sin acceso a particulas liticas (Capitulo 2). Probablemente la presencia de
arena permiti6 una mayor disgregacion de los tejidos y células vegetales, como fue
sugerido por Andrews (1965), y por lo tanto una mayor eficiencia en la extraccion de
compuestos organicos intracelulares y tal vez una mayor superficie relativa para la accion

de enzimas digestivas (Godoy et al., 2013; Luo et al., 2015).

La presencia de arena tuvo un efecto sinérgico con la disponibilidad de alimento
sobre la tasa de crecimiento de juveniles de P. canaliculata, especialmente para las
hembras. Para una baja disponibilidad de alimento la eficiencia digestiva fue mayor, como
fue indicado por los altos valores de eficiencia de crecimiento, pero el efecto total sobre el
crecimiento fue menor debido a la escasez de la cantidad del alimento disponible. Por
otro lado, cuando la disponibilidad de alimento fue alta la eficiencia digestiva y de
asimilacion fue probablemente menor (Tamburi & Martin, 2009b) pero el agregado de
arena permitié una mayor disgregacion, el cual acoplado con una cantidad abundante de

material vegetal permitié un efecto multiplicativo en el crecimiento.

En el caso de los machos juveniles de P. canaliculata en el tercer experimento, la
presencia de arena no tuvo efecto y la disponibilidad de alimento sélo provoco un
aumento en el largo final. En este caso la falta de efectos significativos tal vez se deba al
bajo nimero de réplicas, pero ese no seria el caso para el segundo experimento. En el
segundo experimento no hubo efectos del tamafio de las particulas liticas o de su
disponibilidad, probablemente debido a que el 90% de los caracoles resultaron ser
machos, un resultado improbable pero compatible con el mecanismo de determinacion
oligogenética del sexo para esta especie (Yusa, 2007; Yusa & Kumagai, 2018). Los
machos de P. canaliculata tienen una menor tasa de crecimiento que las hembras,
incluso antes de alcanzar la madurez sexual (Estoy et al., 2002; Estebenet & Martin,
2003; Tamburi & Martin, 2009b), y por lo tanto el error experimental en la estimacion de
los crecimientos de los machos podria haber sido proporcionalmente mayor. Por otro

lado, la glandula digestiva de los machos es un 28-39% mas pequefia que la de las
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hembras debido a la mayor porcion de masa visceral que es ocupada por el testiculo en
comparacion con el ovario (Vega et al., 2005), lo cual podria impedirles sacar una ventaja

de la mayor disgregacion de la comida.

En el tercer experimento las tallas finales alcanzadas por los caracoles
alimentados ad libitum fueron mayores cuando habia arena disponible: 17,3% para el
largo y 53,8% para el peso. Estos resultados indicarian que las tasas de crecimiento
estimadas para P. canaliculata en la mayoria de los estudios de laboratorio (ej., Tamburi
& Martin, 2009a; Seuffert & Martin, 2013b) fueron subestimaciones de las maximas tasas
de crecimiento que este caracol puede alcanzar bajo condiciones de alimentacion ad
libitum. Otros estudios utilizaron polvo de conchilla de ostra o arena de coral para proveer
calcio a caracoles del género Pomacea (ej., Estoy et al., 2002; Garr et al., 2011) y estos
materiales podrian haber cumplido el rol de nuestras particulas liticas. Sin embargo, el
signo y la magnitud de los efectos tal vez dependan de la forma y tamafio de los
fragmentos de conchilla o coral utilizados, tal como mostré6 nuestro experimento con
marmol triturado. Estos resultados indican que la presencia de particulas liticas debe ser
estandarizada al igual que otros detalles en las condiciones de cria, para poder realizar

comparaciones validas entre los estudios sobre la biologia de los ampularidos.

Como en otros caracoles de agua dulce, si bien las particulas liticas tienen un
efecto cuantitativo importante en el crecimiento y probablemente también en la
reproducciéon, no son consideradas como esenciales (pero ver Storey, 1970). La
disponibilidad de particulas liticas permite a P. canaliculata compensar reducciones en la
disponibilidad de alimento de hasta un 50%, indicando su importancia en cuerpos de
agua donde su disponibilidad es naturalmente baja o fluctuante, o cuando ha sido
reducida por la propia herbivoria de los ampularidos sobre las macrofitas sumergidas (ej.,
Carlsson et al., 2004). A su vez la presencia de particulas liticas podria influir sobre la
palatabilidad de las macrofitas, debido a que esta Ultima esta inversamente relacionada

con las defensas fisicas (mayormente celulosa y hemicelulosa; Capitulo 2), al permitir
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una digestién més rapida de las macrofitas poco palatables debido a su dureza. Por otro
lado, algunos efectos negativos de las particulas liticas aparecen también bajo ciertas
circunstancias, como se detectd en este capitulo y en Schmolder & Becker (1990). Sin
embargo, estos efectos negativos en P. canaliculata se produjeron al utilizar particulas

liticas que difieren a las disponibles en los ambientes naturales.

El efecto de la disponibilidad de particulas liticas ha sido estudiado en otros
caracoles de agua dulce, pero mayormente de pequefio tamafo. Storey (1970) menciona
que Radix peregra (Miiller, 1774) se alimenta de macrofitas acuaticas mas facilimente y a
una tasa mayor cuando estan presentes granos de arena. Brendelberger (1997) encontrd
que la adicién de sedimento incrementa el crecimiento de dos caracoles de agua dulce
cuando se alimentan de ciertos items tréficos (diatomeas, algas verdes y particulas de
hoja de arce) pero no cuando se alimentan de otros (algas verde-azuladas).
Probablemente algunas macréfitas que aparentemente producen un bajo crecimiento,
supervivencia y fecundidad en P. canaliculata (Qui & Kwong, 2009) podrian tener efectos
mas beneficiosos si particulas liticas estuvieran disponibles. Sin embargo, Gross &
Lombardo (2018) no registraron efectos beneficiosos de la presencia de arena en el
estbmago de Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758) al alimentarse de Myriophyllum
spicatum debido a las defensas tanto quimicas como fisicas que presentaba dicha
macrdfita. El efecto de la presencia de particulas liticas en el tracto digestivo de caracoles
dependera fundamentalmente de las defensas fisicas que presente cada especie ante la

herbivoria.

La evidencia del presente capitulo sugiere que las particulas liticas son ingeridas
accidentalmente junto con el alimento, sean estas beneficiosas o perjudiciales para el
caracol, y no son retenidas especialmente en el estbmago, ya sean particulas liticas
naturales (arena o grava) o artificiales (marmol triturado). En la presente tesis se
considera como gastrolitos a las particulas liticas debido a que asisten a la digestion

mecanica del alimento (Allaby, 2010) a pesar de su ingesta accidental (Wings, 2007). Por
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tal motivo se podria afirmar que las particulas liticas pueden actuar como gastrolitos para
P. canaliculata y esta funcién dependera del tipo de sedimentos en los ambientes

naturales, los cuales son la fuente de las particulas liticas disponibles para la ingesta.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y CONSIDERACIONES FINALES

8.1 Conclusiones

La presente tesis es el primer estudio donde se estim6 la dieta natural de
Pomacea canaliculata a través de la identificacion de los taxones vegetales ingeridos por
medio del analisis de los contenidos del tubo digestivo. La estimacion experimental tanto
de la palatabilidad como de la preferencia de macroéfitas por parte de P. canaliculata
(Capitulo 2) permiti6 evaluar la ingestiébn de las mismas como también las posibles
interacciones entre ellas cuando se encuentran disponibles en forma simultanea. A su
vez, el andlisis micrografico de los contenidos digestivos en esos experimentos resultd
una técnica adecuada para determinar caracteres diagnésticos de las macrofitas
ingeridas y digeridas (Capitulo 3) para luego poder identificarlas en los contenidos

digestivos de caracoles provenientes del ambiente natural (Capitulo 4).

Pomacea canaliculata es considerado un herbivoro generalista, y a pesar de tener
un habito alimentario principalmente macrofitéfago puede subsistir ante la falta de
macrofitas gracias a mecanismos alternativos para la obtencion de alimento (Saveanu &
Martin, 2013, 2014, 2015). En coincidencia con otros trabajos realizados en el rango de
distribucion nativo (Ocon et al., 2013; Lépez-van Oosterom et al., 2016), el componente
principal de la dieta natural en la Cuenca de las Encadenadas del Oeste (Sudoeste
Bonaerense) fueron los detritos (Capitulo 4), a pesar de que se hallaban presentes
algunas macrdéfitas con altos porcentajes de coberturas (Capitulo 6). Su actividad
detritivora podria considerarse como una forma alternativa de obtener recursos troficos

cuando haya una baja disponibilidad o ausencia total de macrdfitas palatables.

La palatabilidad y preferencia de las macrdfitas son las que direccionan la
herbivoria de P. canaliculata (Capitulos 2 y 5), por lo que sus efectos sobre las

comunidades vegetales acuaticas dependeran de la identidad taxonomica de las
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especies presentes en los cuerpos de agua. En el Sudoeste Bonaerense la herbivoria de
P. canaliculata podria ser la responsable de las diferencias encontradas en las
comunidades de macroéfitas entre cuencas (CEO y CDASV, donde esta presente y
ausente, respectivamente; Capitulo 6). Estos efectos se pueden traducir en
modificaciones en la estructura de la comunidad de macrdfitas sumergidas, alterando su
composicion tanto en rigueza como en abundancia en el rango nativo de distribucion

teniendo un rol como especie clave (Capitulo 5).

La magnitud de los efectos producidos por P. canaliculata podrian ser adn
mayores en los ambientes naturales donde haya a disposicion particulas liticas de
tamafio y forma adecuados. La ingesta de las mismas puede resultar en mayores
eficiencias de crecimiento (Capitulo 7), permitiendo un mejor desempefio del caracol en

detrimento de las macrofitas presentes.

8.2 Perspectivas

8.2.1 Estimacidn experimental de la dieta natural de P. canaliculata

El andlisis micrografico de los contenidos digestivos de caracoles provenientes de
ambientes naturales permite obtener una apreciacion mas exacta de la dieta natural que
la estimacion de la ingesta a través de la oferta limitada de macrdfitas. Sin embargo, el
estudio de la dieta de P. canaliculata a través de la estimacion experimental tanto de la
palatabilidad como de la preferencia de las macrofitas permitié inferir que, debido a su
morfologia particular, algunas especies pueden mostrar diferencias entre la cantidad
ingerida y la cantidad de fragmentos encontrados en los contenidos digestivos, como por
ejemplo en el caso Myriophyllum quitense (Capitulo 3). Esta tesis representa el primer
estudio de la relacion directa entre las macrdfitas ingeridas y los contenidos digestivos de

P. canaliculata y otros ampularidos.

La estimacién de la palatabilidad y preferencia en laboratorio en conjunto con el

andlisis de los contenidos digestivos resultan en una herramienta eficaz para estimar la
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dieta natural de P. canaliculata y podria ser usado tanto en el rango de distribucion nativo
como en el invadido. Para ello es importante conocer la identidad taxonémica de las

especies presentes en los ambientes naturales y también sus respectivas abundancias.

8.2.2 Importancia de las particulas liticas en la ecologia tréfica de P. canaliculata

Diferentes estudios sefialaron que los caracoles del género Pomacea son
herbivoros generalistas que se alimentan selectivamente y crecen de manera diferente al
alimentarse de diferentes macroéfitas (Estebenet, 1995; Lach et al., 2000; Morrison & Hay,
2011a), en parte debido a las diferencias en los mecanismos de defensa de las ultimas
(Boland et al., 2008; Wong et al., 2010). Experimentos usando plantas reconstituidas
mostraron que las defensas fisicas afectan negativamente las tasas de ingestion de P.
canaliculata (Wong et al., 2010). Esto tal vez pueda ser atribuido a las dificultades para
desgarrar y disgregar con las mandibulas y radula los tejidos de las plantas con un gran
contenido de fibras, las que también podrian ser un obsticulo importante para la
digestibn mecanica a lo largo del tracto digestivo. La disponibilidad de particulas liticas
puede aumentar la eficiencia de crecimiento y el tamafo alcanzado por juveniles de P.
canaliculata (Capitulo 7) ya que la presencia de estas particulas en el tracto digestivo del
caracol seria una herramienta mas para la disgregacion mecanica de los tejidos
vegetales ingeridos. Tal vez podria incrementar también la palatabilidad de algunas
macrofitas al hacer posible su mas rapida digestion, pero este Ultimo aspecto no ha sido

estudiado aun.

Pomacea canaliculata es una especie usualmente dimérfica en el tamafio de la
conchilla, alcanzando las hembras frecuentemente tamafios mayores que los machos
(Cazzaniga, 1990; Estebenet & Martin, 2002; Tamburi & Martin, 2009b). Sin embargo, las
diferencias en tamafio entre los sexos difieren notablemente entre poblaciones
(Estebenet et al., 2006). Las hembras de P. canaliculata aparentemente se benefician

mas que los machos de la presencia de arena en su tracto digestivo, alcanzando
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longitudes y pesos mayores en experimentos de laboratorio como también incrementando
la eficiencia de crecimiento en peso vivo (Capitulo 7). Tal vez la variacion en
disponibilidad y composicion de las particulas entre sitios aumente o disminuya la
expresion del dimorfismo sexual debido a la interaccion de los efectos en las tasas de

crecimiento para ambos sexos.

Los efectos de P. canaliculata no solo se deben a su herbivoria, ya que aun otros
ampuléridos pueden verse desplazados debido a la competencia por recursos, como por
ejemplo Pila scutata (Mousson, 1848) en Tailandia (Chaichana & Sumpan, 2014). La
magnitud y el signo de las interacciones entre especies varian frecuentemente acorde al
contexto bibtico y abidtico (Chamberlain et al., 2014; Friih et al., 2017). Los resultados
obtenidos en esta tesis indican que las consecuencias de las interacciones entre
ampularidos y otros caracoles, y con las macrdfitas, pueden estar moduladas también por
el efecto de rasgos peculiares de los sedimentos, tales como forma, tamafio y

mineralogia, sobre el crecimiento y la reproduccion de los caracoles.

8.2.3 Rol de P. canaliculata como especie clave en su rango de distribucidn nativo e

invadido

Las especies generalistas como P. canaliculata, pueden tener un rol de especie
clave en sus ecosistemas nativos. Esta tesis mostr6 que P. canaliculata puede tener un
importante rol como especie clave en su rango nativo de distribucién (Capitulo 5). En un
mismo arroyo pueden producirse diferencias entre sitios en la estructura de la comunidad
de macréfitas sumergidas debido a diferencias en la dominancia relativa de las mismas
(Giorgi et al., 2005). Sin embargo, la frecuencia y abundancia de las macrofitas
sumergidas parecen no variar entre sitios con y sin presencia de P. canaliculata en la
CEO, probablemente debido a la alta frecuencia de disturbios producidos por crecidas en
los arroyos que generan procesos de colonizacion y extincion en las poblaciones del

caracol (Seuffert & Martin, 2013a) y de las macrofitas. A pesar de ello, la comparacion
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entre cuencas con y sin presencia de P. canaliculata en el Sudoeste Bonaerense revel6
diferencias en la comunidad de macrdfitas (Capitulo 6). La ausencia o baja frecuencia de
macrofitas palatables en la CEO en comparacion con la CDASV probablemente se deba
al efecto de la herbivoria de P. canaliculata. Por lo tanto, a pesar de no ser capaz de
erradicar completamente la vegetacién acudtica podria estar estructurando la comunidad

de macrdfitas sumergidas en su rango de distribucién nativo.

Pomacea canaliculata parece mantener su rol de especie clave en las areas
invadidas donde, debido a los rapidos cambios que produce luego de su establecimiento,
ha sido percibida como una especie invasora de alto impacto (sensu Ricciardi & Atkinson,
2004). Estos impactos fueron probablemente magnificados por las altas densidades
alcanzadas al ser liberada de enemigos naturales especializados (ej. gavilan caracolero y
carau; Martin & De Francesco, 2006; Mapelli & Kittlein, 2011; Cadierno et al., 2017) o al
establecerse bajo condiciones mas favorables que en su rango de distribucion nativo (ej.
altas temperaturas que permiten periodos reproductivos mas largos; Gilioli et al., 2017a).
Los caracoles del género Pomacea son considerados herbivoros generalistas (Morrison &
Hay, 2011b; Grutters et al., 2017a) pero son capaces de utilizar otros recursos tréficos
como neuston, carrofia y animales vivos (Kwong et al., 2009, 2010; Karraker & Dudgeon,
2014; Saveanu et al., 2017) y en especial detritos (Capitulo 4), que probablemente les
permitan persistir cuando no queden macrdfitas o solo estén presentes las menos
palatables. Probablemente su estrategia generalista facilite su establecimiento como
invasores en nuevos habitats donde actien como nuevas especies clave o remplacen

alguna especie clave en ese ambiente (Perrings et al., 2010; Simberloff, 2011).

8.2.4 Posible rol de P. canaliculata en la resistencia bidtica

El elevado consumo de macrdfitas ajenas a su rango de distribucién nativo por
parte de P. canaliculata ha sido registrado en diversos estudios (Morrison & Hay., 2011b;

Cruz et al., 2015; Ribas et al., 2017; Calvo et al., 2018) y se ha sugerido que esta especie
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podria ser importante en la resistencia biética ante macréfitas sumergidas invasoras
gracias a la reduccién en el establecimiento y dispersién de las mismas. Sin embargo,
esto dependera de cada especie en particular, ya que los factores como la relacion de
contenidos nitrogeno/fenoles de las macrofitas resultan mas explicativos para la
palatabilidad que su novedad para los caracoles o su origen geografico (Grutters et al.,
2017a). Su efecto ante especies exoticas no solo se limita a las macrdfitas, sino que se
han registrado efectos negativos sobre caracoles invasores de agua dulce pero, al igual
que en aquellas, estos efectos dependen de las caracteristicas particulares de cada

especie (Maldonado & Martin, 2018).

Los efectos del calentamiento global podrian aumentar la distribucion y el
crecimiento tanto de P. canaliculata (Liu, et al., 2011; Lei et al., 2017) como de las
macrdfitas invasoras de origen tropical (Calvo et al., 2018), especialmente en ambientes
donde las temperaturas estan cerca 0 por debajo del minimo que permite su
establecimiento. Temperaturas mayores pueden aumentar la invasibilidad de ciertas
macrofitas pero también pueden incrementar la herbivoria por parte de P. canaliculata
(Calvo et al., 2018). Aungque no siempre seria capaz de evitar el establecimiento, a través
de su herbivoria y depredacién, P. canaliculata podria reducir y limitar el crecimiento
poblacional de las macroéfitas y caracoles exéticos, mitigando la velocidad o magnitud de

la invasion y ejerciendo un papel importante en la resistencia biética.

8.2.5 Potencial uso de P. canaliculata como agente de control biolégico

El control biolégico es una alternativa ambientalmente amigable al control quimico
y mecanico, ya que permite reducir tanto los costos como el impacto sobre especies que
no son el blanco especifico del control (Barratt et al., 2018; van Lenteren et al., 2018). Los
caracoles de la familia Ampullariidae, por su gran voracidad y su alto potencial biotico,
han sido propuestos o utilizados como agentes de control biolégico contra malezas

acuaticas y caracoles vectores de enfermedades (Cazzaniga 1981; Pointier & David,
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2004). La utilizacién de estos caracoles podria resultar eficaz cuando las especies blanco
se traten de macroéfitas palatables (Capitulo 2) logrando una reduccion considerable o
erradicacion de las mismas (Capitulo 5). Sin embargo, su utilizacion no deja de tener
riesgos, ya que pueden dispersarse mas alla de los ambientes blanco y atacar diversas
plantas acudticas y también a otros caracoles (Kwong et al., 2009; Morrison & Hay,
2011a, b; Maldonado & Martin, 2018). Esto ha llevado a que se los desaconseje

fuertemente como agentes de control bioldgico (Cowie, 2001).

Sin embargo, el uso de ampularidos estériles o Unicamente masculinos permitiria
un control seguro, localizado y de corto plazo de malezas acuaticas y también de
caracoles indeseables, ya que serian incapaces de establecer poblaciones
autosustentables. Por tal motivo el estudio de una técnica de cria que asegure la
esterilidad del agente de control (e.g. Seuffert & Martin, 2017) o un sexado temprano y
eficaz (Tamburi & Martin, 2009b) son de suma importancia. El control biol6gico
aumentativo requiere de la produccion y liberacion masiva del agente de control pero no
depende de su capacidad de autoperpetuacion como en el caso del control bioldgico

clasico (van Lenteren et al., 2018).

El uso de P. canaliculata como agente de control de macrdfitas podria ser factible
solo si se lograra un método de esterilizacion eficaz e irreversible y si su herbivoria
radujera o eliminara a la especie blanco de forma efectiva sin afectar al resto de la
comunidad. Para lograr un control efectivo seria recomendable realizar experimentos de
palatabilidad y preferencia con las macréfitas a controlar y con el resto de las especies de

la comunidad vegetal, como los realizados en esta tesis.

8.2.6 Efectos indirectos de P. canaliculata sobre el funcionamiento ecosistémico

El consumo de detritos por parte de P. canaliculata ha sido registrado tanto en el
ambiente nativo como en el rango de distribucién invadido (Capitulos 4 y 5; Kwong et al.,

2010; Ocon et al., 2013; Lépez-van Oosterom et al., 2016). Por otra parte, los detritos han
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sido registrados también como un componente abundante de los contenidos digestivos
de diferentes taxa en arroyos de la cuenca del Rio de La Plata (Ocon et al., 2013; Lopez-
van Oosterom et al., 2015). La reduccion de este recurso por parte de P. canaliculata
(Capitulo 5) podria generar impactos que se propaguen a través de las redes tréficas,
tanto a detritivoros como a otros grupos que a su vez se alimenten de ellos (Lopez-van
Oosterom et al., 2016). Los posibles efectos competitivos sobre otros detritivoros debido
a la deplecion de este recurso tréfico han recibido menos atencién que la herbivoria o la

depredacion (Kwong et al., 2009; Karraker & Dudgeon, 2014; Maldonado & Martin, 2018).

El consumo e impacto de P. canaliculata sobre los detritos ha sido analizado en la
presente tesis (Capitulos 4 y 5) pero no su preferencia relativa con respecto a las
macrofitas. A nivel mundial existe sélo un estudio experimental acerca de la diferencia en
palatabilidad entre plantas frescas y las mismas en estado senescente (Qiu et al., 2011).
El estudio comparativo de la preferencia entre macrdfitas frescas y senescentes podria
aportar informacién importante sobre la posibilidad de persistencia de poblaciones
estables de P. canaliculata, aun en ambientes donde dominen las especies menos

palatables para el caracol, gracias al consumo de sus detritos.

La erradicacién de algunas especies producida por la herbivoria de P. canaliculata
no afecta solo la estructura de la comunidad de macréfitas sumergidas. La complejidad
estructural de la comunidad de macrdfitas puede afectar significativamente la estructura y
diversidad de pequefios animales; en lineas generales habitats mas complejos suelen
contener densidades y diversidades mayores que habitats menos complejos (Thomaz &

Cunha, 2010).

La erradicacion por P. canaliculata de macréfitas sumergidas palatables que
estabilizan los sedimentos y el aumento en la biomasa de fitoplancton por la liberacion de
nutrientes durante el proceso de digestion-excrecion producen cambios en el estado y

funcionamiento ecosistémico de los cuerpos de agua, de estados de agua clara a estados
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de agua turbia (Carlsson et al., 2004). Los lagos pampeanos poco profundos son
naturalmente propensos a este tipo de cambios de estado (Llames et al., 2013; Sanchez
et al.,, 2015) y la introduccion y establecimiento de P. canaliculata podria acelerar el
cambio hacia un estado de aguas turbias o hacerlo més estable. Estos cambios podrian
impedir la recuperacién de la vegetacion natural debido al establecimiento o dominancia
de especies menos palatables (Gilioli et al., 2017b) debido a que la disponibilidad de luz

seria el factor critico en estas nuevas condiciones.

8.2.7 Impactos de P. canaliculata en el rango de distribucién invadido y nativo

La herbivoria diferencial de los caracoles del género Pomacea en su rango de
distribucién invadido tiene el potencial de producir cambios en la composicion y estructura
de la comunidad de macrdfitas acuaticas (Carlsson et al., 2004; Carlsson & Lacourseire,
2005; Meza-Lopez & Siemann, 2015), favoreciendo a las especies menos palatables,
usualmente emergentes, sobre las mas palatables, usualmente flotantes y sumergidas.
Los resultados experimentales del Capitulo 5 de esta tesis confirman que similares

efectos se podrian producir también entre macréfitas con el mismo habito de crecimiento.

Aunque en menor medida que en las invasiones transcontinentales, P.
canaliculata ha incrementado su rango de distribucién en América del Sur (Martin et al.,
2001; Martin & De Francesco, 2006; Horgan et al., 2014b). En Argentina ha colonizado
reservorios de agua construidos por el hombre (Cazzaniga, 1987), avanzado aguas arriba
en distintos rios (Corigliano et al., 1996) y colonizado nuevas cuencas aisladas (Martin et
al., 2001), mayormente en regiones templadas y semi-aridas. Los experimentos de esta
tesis indican que P. canaliculata tal vez pueda alterar la estructura y composicion de la
comunidad de macréfitas sumergidas en estos cuerpos de agua. Pomacea canaliculata
mostré fuertes impactos sobre las macroéfitas sumergidas (Capitulo 5) reduciendo la
cobertura vegetal a un 64% y la biomasa viva total a un 50%. Sin embargo, algunos de

estos impactos o efectos podrian ser compensados en el mediano o largo plazo por el
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crecimiento de las macréfitas no palatables (como por ejemplo L. peploides, Capitulo 5),
como ha sido predicho para cuerpos de agua someros en el rango de distribucion
invadido (Giglioli et al., 2017b). En contraposicién con lo que ocurre en algunos cuerpos
de agua tropicales en el rango de distribucion invadido (Carlsson et al., 2004), P.
canaliculata parece no ser capaz de erradicar completamente la vegetacion sumergida en
areas templadas como el Sudoeste Bonaerense, probablemente debido a las bajas
temperaturas que producen largos periodos de inactividad en el caracol (Seuffert et al.,

2010).

Al poco tiempo de su introduccién y establecimiento en nuevos hébitats P.
canaliculata seria capaz de provocar reducciones en la riqueza de especies, como fue
observado en nuestro experimento de mesocosmos (Capitulo 5). La herbivoria diferencial
de P. canaliculata tal vez le permita a especies no competitivas, que no podrian hacerlo
de otra manera, establecerse, prosperar y generar un cambio en la composicion de
macrofitas sumergidas. Sin embargo esta recuperacion podria verse impedida por el
cambio de estados de agua clara a estados de agua turbia (Carlsson et al., 2004), ya que

afectaria en forma permanente el ambiente fético en los cuerpos de agua.

8.3 Consideraciones finales

Los resultados de la presente tesis sefialan la importancia del conocimiento de la
dieta natural de P. canaliculata para poder comprender los efectos producidos por su
herbivoria. Esta informacion puede resultar de gran importancia para elaborar estrategias
de control en el area donde se ha convertido en plaga de cultivos y tomar medidas para
evitar su establecimiento en nuevas areas. Sin embargo, el conocimiento de la dieta
natural no es suficiente para predecir su comportamiento en nuevos habitats, ya que su
herbivoria diferencial dependera de las defensas de las macrdfitas presentes en los

nuevos cuerpos de agua. En este sentido, el analisis de la palatabilidad y preferencia de
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las macrdfitas en los nuevos habitats aportarian informacion importante para determinar

la dieta natural y también los posibles impactos.

Pomacea canaliculata se ha transformado en una especie invasora en diferentes
sitios alrededor del mundo (Halwart, 1994; Rawlings et al., 2007; Lopez et al., 2010) y
numerosos esfuerzos fueron y son realizados para controlar y erradicar sus poblaciones.
Sin embargo, en la presente tesis se destaca el rol que puede cumplir como especie
clave tanto en el rango de distribuciébn nativo como en el invadido (Capitulo 5). La
erradicacion de especies que cumplen un rol importante como podria ser el caso de este
ampularido, ya sea por su rol como especie clave o por la gran cantidad de interacciones
tanto con plantas como con otros animales, puede tener consecuencias negativas debido
a que su eliminacion probablemente se traduzca en la perdida de eslabones importantes
en las tramas troficas (Zavaleta et al., 2001). Considerando este panorama es necesario
analizar cuidadosamente los planes de manejo a efectuar sobre especies de gran

impacto como lo es P. canaliculata.

El comercio y transporte de ampularidos ha sido fuertemente desalentado o
prohibido en América del Norte y la Unién Europea con el fin de evitar los mdltiples y
severos impactos producidos por estos caracoles en los servicios ecosistémicos de
humedales poco profundos (Cowie et al., 2009; EFSA, 2013, 2014). La presente tesis
demuestra que impactos similares se podrian producir en el rango de distribucién nativo
al colonizar nuevos ambientes. Sin embargo, en Argentina los ampularidos como
Pomacea y Asolene son libremente vendidos en tiendas de mascotas u ofrecidos on line
para compra e intercambio por acuaristas (Tiecher et al., 2015; observaciones
personales). Debido a los impactos que pueden producir luego de su introduccién y
establecimiento en nuevos habitats su comercio y transporte deberian ser prohibidos y

controlados también en su rango de distribucion natural en el sur de América del Sur.
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