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RESUMEN

Los copépodos desempefian una importante funcién en la trama tréfica marina.
Son los gonsumidores primarios mas abundantes del océano y sirven de alimento a gran
cantidad de invertebrados y peces, tanto planctonicos como benténicos. Su uso como dieta
viva en el cultivo de larvas de peces marinos presenta grandes potencialidades, pero ain se
encuentra en una etapa experimental, debido a la imposibilidad de mantener cultivos

intensivos a gran escala.

En este trabajo se plantea como hipdtesis la existencia de un mecanismo quimico en
la dindmica poblacional de Tigriopus angulatus Bozic que regularia la tasa reproductiva en
funcién de las condiciones ambientales; inhibiendo la reproduccion en altas densidades.
Este mecanismo constituiria una forma de autorregulacién de la poblacion a fin de

adaptarse a condiciones adversas del ambiente.

Se realizaron una serie de experimentos a fin de demostrar la existencia de una
relacién entre la acumulacion de productos metabdlicos en el medio y la baja en la
abundancia de Tigriopus angulatus; fundamentalmente cuantificando la fertilidad de las
hembras, la viabilidad de los huevos y la sobrevivencia de la poblacién mantenida en
cultivos con y sin recambio de agua. Conjuntamente se realizaron analisis del medio de
cultivo midiendo pH, concentracidn de oxigeno, concentracién de amonio y evaluando la

presencia de compuestos feromoénicos.



Se observé disminucion en la fertilidad y productividad de hembras gravidas al ser
cultivadas en medios quimicamente condicionados. La baja en la productividad, se debi6 al
incremento del intervalo entre puestas, y no a cambios en la duracién del desarrollo
embrionario. La viabilidad de los huevos se vi6 afectada negativamente al disponerlos en
agua de pozas de marea sin renovacién, pero en los huevos provenientes de estas pozas
disminuy6 el tiempo de desarrollo embrionario al disponerlos en medio fresco. Se discute la
relacion entre la viabilidad de los huevos y la duracidn del desarrollo embrionario con los

cambios de salinidad en el medio.

Por otro lado, no es posible establecer una correlacion entre algunas variables
quimicas como oxigeno y pH con mortalidad o disminucién de la tasa reproductiva; asi
como tampoco se identificaron compuestos feroménicos en los medios de cultivo. Sin
embargo es posible establecer una relacion significativa entre la abundancia de Tigriopus

angulatus y la concentraciéon de amonio en el medio.



INTRODUCCION

Los copépodos desempefian una importante funcion en la trama tréfica marina
(Kahan, 1982). Son los consumidores primarios mas abundantes del océano (Raymont,
1963; fide Boltovskoy, 1981) y sirven de sustento a innumerables especies. Los calénidos
constituyen el alimento primordial del zooplancton y de gran cantidad de peces
planctéfagos como el arenque, anchoveta, sardina, entre otros (Boltovskoy, 1981); por su
parte, los harpacticidos son el componente principal en la dieta de estados juveniles de

peces e invertebrados benténicos (Gee, 1987).

Los copépodos constituyen un excelente recurso alimentario para muchas larvas y
juveniles de invertebrados y peces, y por ello presentan un gran potencial en la acuicultura
(Hiep, 1986). La calidad nutricional de los copépodos es considerada muy superior a las
dietas vivas comunmente utilizadas en acuicultura, tales como rotiferos y braquiépodos
como Artemia salina (Sorgeloos, 1996). En general, los copépodos presentan un alto
contenido proteico, de alrededor de 48% y una adecuada composicién de aminoécidos, a
excepcion de metionina e histidina (Anexo 1). La proporcion de acidos grasos como DHA
(4cido decosahexaenoico) y EPA (4cido eicosapentaenoico), y el alto contenido de los
llamados HUFAs (4cidos grasos de méds de 20 carbonos y mas de 3 dobles enlaces)
determinan una mayor sobrevivencia en larvas de peces marinos alimentados con
copépodos en comparacién con aquellas alimentadas con dietas vivas tradicionales (Kraul,

1991).



Ademas de sus cualidades nutricionales, el amplio rango de talla entre los estados
larvales y adulto permite disponer de una amplia gama de tamafios de presa (80 a 900 pm)
para ser administrados en diferentes etapas de desarrollo de la especie de cultivo; lo que es

especialmente ventajoso en especies con bocas pequefias (Sorgeloos, 1996; Sun & Fleeger,

1995; Kahan, 1992).

Por otro lado, la conducta natatoria en zigzag de los copépodos seguida por una fase
estacionaria, ha sido considerada como muy atractiva para las larvas de cultivo,

estimulando su alimentacion (Sorgeloos, 1996).

No obstante lo anterior, la utilizacion de los copépodos en acuicultura es escasa. La
obtencion de copépodos desde fuentes naturales es cara y poco confiable debido a las
fluctuaciones naturales, tanto de la abundancia como de la composicion especifica, del
plancton. Ademds, al usar plancton natural siempre estd presente la posibilidad de
introducir organismos dafiinos como depredadores o parasitos a los cultivos (Kahan, 1982).
Aunque se han mantenido altas densidades de copépodos en condiciones de laboratorio
(Rothbard, 1976; Hirata e al., 1979; Kahan, 1979; Uhling, 1984, entre otros; fide Kahan,
1992), el desarrollo industrial y comercial del cultivo de copépodos no se ha hecho atn

posible debido a la dificultad de mantener cultivos intensivos a gran escala (Stettrup, 1997).

Se ha demostrado que en condiciones naturales la temperatura y la disponibilidad de
alimento son las variables méas relevantes en el crecimiento y reproduccion de los
copépodos plancténicos (Huntley, 1991). Sin embargo, experimentos en cultivos de
copépodos han mostrado que a pesar de la presencia de alimentos, el indice de crecimiento

disminuye o cesa luego de alcanzarse cierta densidad poblacional (De Viana, 1987).

[89)



Puede notarse que, junto a la temperatura y la alimentacion aparece una tercera
variable de gran relevancia; la densidad de la poblacién. La regulacién de la abundancia a
través de mecanismos denso dependientes ha sido establecida en una amplia variedad de
organismos incluyendo copépodos (Hicks & Coull, 1983). Al parecer, esta variable afecta
directa o indirectamente la conducta reproductiva de estos organismos, ya sea
disminuyendo su eficiencia alimentaria, debido a interferencias fisicas entre individuos, a
canibalismo, o por la acumulacién de ciertas sustancias quimicas en el medio que afectan el
metabolismo normal de los copépodos (Walker, 1979). Esto podria explicarse como un
mecanismo de la especie para autorregular su poblacion y evitar asi la sobreexplotacion del

medio.

Walker (1979) sugiere que la regulacion de la densidad en copépodos es
probablemente efectuada por la secrecion de feromonas. El demostré que la fertilidad de las
hembras y la viabilidad de los huevos de Amphiascoides sp. se ven afectados cuando éste es
cultivado en medio condicionado; es decir, en medios donde se mantuvo previamente altas
densidades de copépodos, en comparacion a tratamientos cultivados en medio fresco. La
disminucién de la densidad se debi6 al incremento en el intervalo entre puestas y en la

duracion del desarrollo embrionario.

Los productos de desechos metabolicos podrian ser también responsables de este
mecanismo regulatorio. Segin Clarke (1958), la intensidad de algunos procesos
metabolicos o del desarrollo pueden ser inhibidos por las concentraciones elevadas de
anhidrido carbonico. La presencia de un exceso de amonio induce cambios fisiologicos y
genera efectos adversos en el crecimiento y la reproduccion (Daoust & Ferguson, 1984;

fide Petit, 1990; De Viana, 1987).
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Este fenomeno denso dependiente es mucho mis evidente cuando consideramos un
ambiente aislado y con una capacidad de carga limitada. Las pozas de grandes pleamares
son sistemas ecologicos sometidos a perturbaciones esporadicas, ya que su renovacion sélo
es posible en las grandes pleamares (Alveal, 1970). Durante estos periodos de aislamiento,
las condiciones ambientales estimulan el crecimiento poblacional de algas e invertebrados
como copépodos, fundamentalmente harpacticidos (Goddard, 1993). Sin embargo, la
capacidad de carga de este sistema es muy limitada, por lo que la existencia de mecanismos

denso dependientes puede ser muy probable.

Tigriopus angulatus (Fig. 1 y 2) es un harpacticido hemiplacténico con nauplios
bent6nicos que habita pozas de grandes pleamares distribuidas a lo largo de la costa de
Chile continental. Se han reportado registros de la especie desde Iquique hasta Chaitén
(Goddard, 1999, com. pers.). Esta especie se encuentra asociada principalmente a
Enteromorpha sp. y tolera un amplio rango térmico y salino; reportindose su sobrevivencia
en pozas a 30° C y salinidades de 82 ppm. (Goddard y Zufiiga, 1995). Lang (1948) en
relacién a la ecologia de Tigriopus indica que han sido encontrados vivos en rangos de
salinidad desde agua dulce a 195 ppm; temperaturas entre 3,8 y 35,7° C; concentraciones de

oxigeno desde 0 a 18,1 mg/ly pHde 5 a 12.



0,3 mm

Fig. 1. Tigriopus angulatus .a: Microfotografia electrénica de un acoplamiento;
b: Microfotografia de un acoplamiento; c¢: Microfotografia de un nauplio IV-V;

d: Microfotografia de un copepodito III.



0.3 mm

Fig. 2.Tigriopus angulatus. a: Microfotografia de un macho; b: microfotografia electronica
de la anténula del macho; ¢: Microfotografia de una hembra gravida; d: Microfotografia

electronica de una hembra gravida



PROBLEMA

Las pozas intermareales donde habita Tigriopus angulatus, son sistemas ecolégicos
sometidos a perturbaciones fisicas esporadicas, ya que la renovacion del medio sélo es
posible en las grandes pleamares. Durante estos periodos, el sistema se mantiene aislado,
comportandose de forma similar a un estanque de cultivos. La diversidad es baja y la
dominancia de Tigriopus angulatus en la comunidad es muy alta. La disponibilidad de
alimento, en general, no es un factor limitante debido a que su principal recurso nutritivo,
Enteromorpha sp., posee una alta productividad y tolera grandes cambios térmicos y
salinos. Las variaciones del nimero poblacional de Tigriopus angulatus se relacionan s6lo
a reproduccién y mortalidad ya que al ser un sistema aislado la inmigracién y emigracion
no estdn presentes. Incluso, la mortalidad sélo se relaciona a factores intra especificos o

abi6ticos ya que este sistema no presenta depredadores para la especie.

Si bien estas pozas permanecen cierto tiempo aisladas de perturbaciones externas,
no pueden ser consideradas como un sistema estable. Cambios en factores abidticos, tanto
fisicos como quimicos, determinan la necesidad de que los organismos que habitan el

sistema desarrollen estrategias adaptativas para sobrevivir.

Debido al aumento de la radiacion solar, fundamentalmente en los meses calidos, la
temperatura y salinidad del medio comienzan a ascender. Del mismo modo, aumenta la
disponibilidad de alimento, ya que se favorece el crecimiento de Enteromorpha sp.

También la tasa de crecimiento individual y poblacional de la especie se ve incrementada



significativamente por la temperatura. De esta forma, se llega a un punto en donde el
sistema se encuentra en condiciones intensivas de funcionamiento hasta la llegada de una
marejada, la cual aporta agua al medio, algunas veces con gran violencia. Esto provoca, en
primer lugar, el descenso de la salinidad y la temperatura; y debido a la accién mecéanica, la
disminucién de la poblacion de algas y copépodos. Una vez estabilizado el sistema,
comienza nuevamente el proceso de crecimiento poblacional hasta la llegada de una nueva
marejada. Sin embargo, en los meses de verano donde la intensidad luminica y la
temperatura ambiental son méximas y la presencia de vientos o frentes atmosféricos que
generen marejadas disminuye considerablemente, el sistema puede ver sobrepasada su
capacidad de carga. Debido a que el colapso del sistema s6lo ocurre en condiciones muy
extremas de desecacion, es que debe haber un mecanismo que regule la tasa reproductiva
de la poblacion en funcién de la densidad poblacional. Por lo expuesto se plantea la

siguiente hipdtesis.



HIPOTESIS

Ho: La emisién de cierta sustancia quimica por parte de Tigriopus angulatus al medio

determina que, en altas densidades de cultivo, baje la tasa reproductiva de la especie.

OBJETIVOS

Objetivo general

Demostrar la existencia de un mecanismo quimico que regula la tasa reproductiva

de Tigriopus angulatus en condiciones de alta densidad poblacional.

Objetivos especificos

I.  Determinar el efecto quimioinhibotorio de la densidad poblacional sobre el intervalo
entre puestas en 7igriopus angulatus.

2. Determinar el efecto quimioinhibitorio de la densidad poblacional sobre la viabilidad
de los huevos en Tigriopus angulatus.

3. Relacionar la presencia y concentracién de ciertas sustancias metabélicas con este
fenémeno a través de andlisis quimico.

4. Determinar el efecto del hacinamiento en la sobrevivencia de los individuos de una

poblacion de Tigriopus angulatus.



MATERIALES Y METODOS

Obtencion del material

Se obtuvo especimenes de Tigriopus angulatus desde pozas de grandes pleamares
ubicada en la localidad de Montemar (32° 57' S, 77°33' O) (Fig. 3) mediante una red de
plancton de 50 pum. Los especimenes fueron determinados segitin la clave dada por Lang
(1965) y Bradford (1967) (Anexo 2). Estos ejemplares fueron llevados al Laboratorio de
Quimica Marina de la Facultad de Ciencias del Mar de la Universidad de Valparaiso donde
se realizaron los cultivos en ambiente libre de amonio.

Preparacién del medio condicionado

Se utilizo agua de mar filirada a 1pm mediante papel filtro S&S 602 h de 110 mm
de di4metro en una bomba autocebante. Esta agua se denomin medio fresco y se utilizd
como control en los experimentos. Para producir un medio quimicamente condicionado, se
mantuvo por lo menos una semana un cierto volumen de cultivo a densidades mayores que
50 ind./ml, en medio fresco, sin renovacién de agua, con aireacién y alimentado con talos
de Enteromorpha sp. Posteriormente se procedi6 a filtrar el agua mediante una red de 45

pm y luego con un filtro millipore de 0,2 pm.

10



Fig. 3. Fotografia aérea del 4rea de toma de muestras. Se destacan las pozas de grandes

pleamares utilizadas. F: Facultad de Ciencias del Mar, Universidad de Valparaiso.
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Pozas de marea

Segiin la clasificacién que Alveal (1970) realiza para las pozas de marea de la localidad
de Montemar, define la poza de grandes pleamares como aquellas en que su renovacion
s6lo es posible en las grandes pleamares. Debido a que este ambiente presenta periodos
aislado del flujo de mareas, donde experimenta desecacién, irradiacién solar y accién
biolégica, sus caracteristicas fisico-quimicas pueden variar. Es por ello que definiremos dos

condiciones diferentes para una poza de grandes pleamares:

= Pozas renovadas: Son aquellas que recientemente han recibido aporte del flujo de
marea por lo que la composicidn fisico-quimica del medio es similar a la del cuerpo
de agua intermareal asociado.

= Pozas no renovadas: Son aquellas que debido a su aislamiento con el flujo de marea

presentan cambios en la composicién fisico-quimica. Esto es apreciable a simple
vista por el bajo nivel del agua y la presencia de acumulaciones de sal en los bordes,

temperaturas sensiblemente célidas e incluso aromas sulfurados.

Efecto del medio sobre la fertilidad de las hembras

Se separaron hembras gravidas desde pozas renovadas y se dispusieron

individualmente en 30 cdmaras de plastico translicido en medio condicionado. Los

especimenes fueron mantenidos a 20° C e iluminacién permanente de 50-60 pmol w5,
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suministrdndoles talos frescos de Enteromorpha sp. como alimento. Como control se
dispuso otras 30 réplicas con medio fresco en iguales condiciones experimentales. Se
realizaron observaciones diarias bajo lupa, durante 10 dias, a fin de determinar si habian
liberado o producido sacos ovigeros, y asi estimar fertilidad, produccién de ovisacos,

intervalo entre puestas y duracién del desarrollo embrionario.

Efecto del medio sobre la viabilidad de los huevos.

Se dispusieron 30 hembras gravidas, provenientes de pozas renovadas, en una placa
de Petri con agua de mar y fueron narcotizadas con hojas de tabaco. Luego se procedi6 a
retirar el saco ovigero de las hembras con una aguja de diseccion bajo lupa. Con una pipeta
se dispusieron los sacos individualmente en cdmaras de cultivo con agua de pozas no
renovadas, a 20° C e iluminacién permanente. Del mismo modo, se dispusieron controles
con medio fresco. Se realizaron observaciones diarias a fin de determinar el tiempo de

eclosion de los huevos en ambos tratamientos

Al igual que el experimento anterior, se cultivaron 30 sacos ovigeros extraidos de
hembras gravidas provenientes de pozas no renovadas en medio fresco a 20° C e
iluminacién permanente. A modo de control se utilizé sacos ovigeros extraidos de hembras
gravidas provenientes de pozas renovadas y se hicieron eclosionar en medio fresco. Se

midieron los tiempos y éxitos de eclosion para ambos tratamientos.
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Efecto del medio sobre la abundancia poblacional

Este experimento consisti6 en cultivar en 24 cdmaras de 250 ml poblaciones de
copépodos a densidades mayores a 1 ind./ml. El cultivo se inici6 con medio fresco,
oxigenado, sin recambio del medio, a temperatura ambiente e iluminacion natural. Como
alimento se emplearon talos frescos de Enteromorpha sp. A modo de control se
mantuvieron igual nimero de cultivos en iguales condiciones, pero con recambio de 2/3 del

medio por medio fresco cada 7 dias.

Semanalmente también se realizo la toma de muestras, seleccionando 3 réplicas del
cultivo sin recambio y otras tres del cultivo con recambio. Los animales fueron colectados
empleando una red de 45 um y fijados en formalina al 10%, para luego ser contados bajo
lupa de campo oscuro en el laboratorio de Hidrobiologia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile. Por su parte, con el medio de cultivo se realizaron los anlisis

quimicos detallados a continuacién.

Anilisis quimico del medio de cultivo

Con las muestras de agua provenientes del cultivo poblacional se hicieron diversos

tipos de andlisis: Cromatografia liquida de alta resolucién, para detectar presencia de

feromonas, determinacion de oxigeno, pH y andlisis de amonio para determinar el efecto de

los desechos metabdlicos en la abundancia poblacional.
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En primer término se midi6 el contenido de oxigeno con un oxigenémetro YSI
modelo 57, antes de retirar los organismos; posterior a esto, se determiné el pH con un
“peachimetro” Orion modelo 210 A. El volumen total del medio fue separado en dos partes.
Una mitad del medio fue filtrada con un filtro de 0,2 pm, luego congelada y llevada al
Laboratorio de Toxicologia Humana y Ambiental de la Universidad de Playa Ancha para
realizar la cromatografia liquida. Se Utilizd un cromatégrafo liquido de alta resolucién
Shimadsu L.C-10AD con un detector de arreglo de diodos (SPD- M10 Avp). Las muestras
se eluyeron en un gradiente de concentracién de solventes desde 100% metanol hasta 100%

agua integrando longitudes de onda desde 220 hasta 600nm durante 30 min.

La otra mitad de cada muestra fue fijada con fenol y llevada en frascos color &mbar al
Laboratorio de Quimica Marina de la Facultad de Ciencias del Mar de la Universidad de
Valparaiso para la determinacion de amonio. El método de anélisis quimico utilizado
describe Prado (1995) y consiste esencialmente en la cuantificacion clororimétrica del azul
de indofenol a partir de hipoclorito en presencia de amoniaco (Fig. 4).

CIO™+NH3; ——> NH3Cl+OH~

monocloramina

NH,Cl + OH + @OH SR HzN—@OH +CI +Hz0

monocloramina fenol p-aminofeno|

HZN@OH + @—w +0l0” —) O—/_\}N—@OH +Ha0 +CI”

p-aminofenol indofenol

Fig. 4. Ecuacién de reaccion del amoniaco para formar azul de indofenol.
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Analisis de los resultados

Los célculos estadisticos se realizaron con el software STATISTICA 5.1
Prueba U de Mann Whitney

Se sometié a prueba la hipé6tesis:
Hy: Ambos tratamientos presentan la misma distribucién

m(m +1)

+1

) 7

donde W, y W son las sumas de los rangos para ambos tratamientos.

Para determinar la relacién entre las variaciones de la abundancia poblacional y las
variables quimicas se determinaron los coeficientes de correlacién de rango de Spearman y

de Kendall.

Coeficiente de correlacién de rango de Spearman (c;):

Hy : Las variables no estan relacionadas entre si

oD
N(N?-1)

S

Donde D = (rango de X —rango de Y)

N =Numero de individuos
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Region de rechazo:

Rechazar Hy si:

n
ZR,.S,.Zx R
i=]

Coeficiente de correlacion de Rango de Kendall (t):

Hy : Las variables no estan relacionadas entre si.

Donde N = niimero de objetos ordenados segin x e y

S = suma de los pares concordantes o discordantes

Region de rechazo:
Para N>8, la distribucién muestral de t es précticamente imposible de distinguir de la

distribucién normal, por lo tanto para valores mayores que 7, se puede usar la tabla de la

curva normal.

Sip < o, Hp puede rechazarse.
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RESULTADOS

Efecto del medio sobre la fertilidad de las hembras

La Fig. 5 muestra las diferencias en la fertilidad de hembras gravidas dispuestas en
medio condicionado y en medio fresco o control . El 87% de las hembras cultivadas en
medio fresco produjo uno o mas ovisacos luego de liberar el que portaba al inicio del
experimento. En el caso del medio condicionado sélo un 25% de las hembras se
mantuvieron reproductivas produciendo al menos un nuevo saco. En ambos tratamientos la

mortalidad fue del 5%.

Medio condicionado

Medio Fresco B No produce ovisacos

O Produce ovisacos

Fig. 5. Oviposicién de hembras provenientes de medio fresco cultivadas en medio fresco y
condicionado.



Considerando sélo las hembras que continuaron emitiendo ovisacos, la totalidad de
éstas dispuestas en medio condicionado produjo un saco dentro de los 12 dias que duré el
experimento (Fig. 6). A diferencia de las hembras que se mantuvieron fértiles en medio
fresco donde hubo diferentes productividades: un 43% de ellas produjo un ovisaco, un 28%
dos ovisacos, un 20% tres ovisacos y un 9% cuatro; obteniéndose una productividad de
0,23 sacos/(hembra x dia). Para el caso del medio condicionado la productividad fue 0,02

sacos/(hembra x dia).

100 O Medio Fresco
o 801 H Medio
o Condicionado
£ 60+
(0]
O 40
o
ks B =
1
0 - ‘ ‘ —
1 2 3 4

N° de ovisacos producidos

Fig. 6. Produccion de sacos ovigeros de hembras provenientes de medio fresco y
mantenidas en control y medio condicionado.

La Fig. 7 muestra el intervalo entre puestas para hembras cultivadas en medio fresco

y medio condicionado. Un 91% de las hembras mantenidas en medio fresco tardan entre

uno y dos dias en producir otro saco, registrando un valor ponderado de 1,46 dias; en

contraste a un valor ponderado de 3,8 dias de las hembras mantenidas en medio

condicionado.

19



80 -
70
60
50 A
40 A
30
20
10 4

Porcentaje de
hembras

O Medio Fresco

H Medio
condicionado

Dias

Fig. 7. Intervalo entre puestas de hembras gravidas provenientes de medio fresco y
mantenidas en medio fresco y condicionado.

La duracién del desarrollo embrionario o el tiempo en que permanece unido el

ovisaco a la hembra se muestra en la Fig. 8. En medio fresco, un 84% de los casos tarda

entre 2 y 3 dias en pasar a estado naupliar, mientras que en medio condicionado es un 87%

de los casos los que tardan entre 2 y 3 dias. Los valores ponderados de la duracién del

desarrollo embrionario son similares, con 2,7 dias en medio fresco y 2,4 dias en medio

condicionado.

60 4
50
40 4
30 A
20 |

10
0

Porcentaje

OMedio Fresco

O Medio
Condicionado

1

3 4
Dias

Fig. 8. Duracién del desarrollo embrionario de hembras gravidas provenientes de medio
fresco y mantenidas en medio fresco ¥y condicionado.



Efecto del medio sobre la viabilidad de los huevos.

Los ovisacos aislados de especimenes provenientes ya sea de pozas renovadas o
no renovadas presentan un 87 % de éxito en la eclosién al disponerlos individualmente en
medio fresco; sin embargo, los tiempos de eclosion varian en cada caso (Fig. 9). Los
provenientes de pozas renovadas registraron un valor ponderado de 2,5 dias, mientras que

los provenientes de pozas no renovadas presentaron un tiempo de eclosién de 2,1 dias.

H Poza renovada

O Poza no renovada

N° de ovisacos
eclosionados

Fig. 9. Tiempos de eclosion de ovisacos provenientes de distintas pozas y luego dispuestos
en medio fresco.

En la Fig. 10 es posible observar que los ovisacos provenientes de pozas renovadas
no eclosionan al disponerlos en agua de poza no renovada, mientras que al disponerlos en

medio fresco presentan un 87% de éxito de eclosion.
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B Medio Fresco

O Agua de poza
no renovada

N° de ovisacos
eclosionados
N
[¢,]

12 o4 :
60 72

84

%

Horas

Fig. 10. FExitos de eclosion de ovisacos provenientes de pozas renovadas y luego
dispuestos en medios fresco y agua de poza no renovada.

Efecto del medio sobre la abundancia poblacional

La Fig. 11 muestra las variaciones de temperatura del medio en la serie de cultivos
iniciados para este experimento. Se registraron valores entre los 16 y los 20° C,

observandose una gran estabilidad en los valores durante las tres primeras semanas.

21 §
20 |
19
18 4
7
16 +

Temperatura [°C]

15

Semana

Fig. 11. Variaciones de temperatura del medio durante el experimento poblacional
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Estudio quimico del medio de cultivo

Andlisis cromatografico

De las seis muestran utilizadas para determinar feromonas a través de cromatografia
liquida de alta resolucion, ninguna registr6 presencia de estos compuestos u otro compuesto
aromatico. La Fig. 12 muestra las curvas de elusion en un gradiente de 100% metanol a
100% agua durante 30 minutos integrando longitudes de onda desde 200 a 600 nm. Alli
solo es posible observar el peak inicial del solvente, luego del cual no se observan otras

lecturas.

S PR |
- o) T L3

12 16 - 24 28 min

Fig. 12. Cromatografia liquida de alta resolucion realizada al medio de cultivo.
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Anélisis de los productos metabélicos

La Fig. 13 muestra las variaciones de oxigeno disuelto en el medio de cultivo para
ambos tratamientos. Los valores fluctuaron entre un maximo ponderado de 8 ml/l (semana
4) y un minimo de 3,8 ml/l (semana 6), ambos observados en los cultivos sin recambio. La
prueba U de Mann-Whitney determind que no existen diferencias significativas en la

distribucion de los datos de ambos tratamientos.

Cultivo con

o recambio del medio
o 8 M Cultivo sin
= recambio del medio
OB E Wt
0~ g
® o
S C 4
€0 4]
Qo
Ot o
c X
8 o 4]

0- . — : :

1 2 8 4 5 6 7 8
Semanas

Fig. 13. Concentracién de oxigeno disuelto en el medio de cultivo para ambos tratamientos
durante el experimento poblacional.

La Fig. 14 muestra los valores de pH para el experimento poblacional en ambos

tratamientos. Se observa que el medio de cultivo se mantuvo en valores cercanos al rango

promedio para el agua de mar (7,5 - 8,4). La prueba de Mann-Whitney no mostré

diferencias significativas entre ambos tratamientos.
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Cultivo con
recambio del medio

8,5 - M Cultivo sin recambio
8 del medio
T 751
o .| :
65| |

Semanas

Fig. 14. Valores de pH en ambos tratamientos.

Los valores de amonio para el experimento poblacional se muestran en la Fig. 15. La
prueba de Mann-Whitney tampoco mostré diferencias en ambos tratamientos. En el grafico
se observa un aumento inicial del contenido de amonio para luego de la semana 2 comenzar
a descender. También se observa otra inflexién positiva en la semana 5 en los cultivos sin

recambio y en la semana 6 en los cultivos con recambio.

[ Cultivo con recambio

120 del medio
a’ o | . . -
T = 100l @ Cultivo sin recambio
c o del medio
:g g 80 -
= 5oil
= O
C - —
Q5 401
=
1 2 3 4 5 6 7 8
Semanas

Fig. 15. Valores de concentracién de amonio disuelto en el medio de cultivo.
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La Tabla 1 presenta los valores obtenidos al correlacionar la temperatura de cultivo

con los pardmetros quimicos. Alli se observa una correlacion inversa y significativa entre la

temperatura y la concentracién de oxigeno del cultivo sin recambio. Ambos estadisticos

mostraron valores significativos entre esas variables.

TABLA 1. Cocficientes de corrclacion de rangos de Spearman (p) y de Kendall (1) entre

temperatura del medio y parametros quimicos (en negrita valores significativos
segun software Statistica 5.1; o = 0,05).

[Oxigeno] pH [Amonio]
p 1% P T p T
Temp | Cultivo con -0,46 -0,34 -0,12 -0,04 -0,21 -0,18
recambio
°C Cultivo sin -0,73 -0.50 -0,61 -0,34 -0,58 -0,34

recambio

La Tabla 2 muestra los valores obtenidos al correlacionar los pardmetros quimicos

entre si en cultivos con recambio del medio. Es posible observar una correlacion directa y

significativa entre el pH y la concentracién de oxigeno. Por su parte, en los cultivos sin

recambio (Tabla 3) se encontraron correlaciones significativas entre el pH y la

concentracion de oxigeno; y entre pH y la concentracion de amonio.




TABLA 2. Coeficientes de correlacién de rangos de Spearman (p) y Kendall (7) entre
parédmetros quimicos en cultivo con recambio del medio (en negrita valores
significativos segun software Statistica 5.1; a = 0,05).

[Oxigeno] pH [Amonio]
p T p T p T
[Oxigeno] 0.79 0.64 -0.12 0.00
PH -0.24 -0.21
[Amonio]

TABLA 3. Coeficientes de correlacion de rangos de Spearman (p) y Kendall (7) entre
pardmetros quimicos en cultivos sin recambio del medio (en negrita valores
significativos segun sofiware Statistica 5.1; o= 0,05).

[Oxigeno] pH [Amonio]
p T p T p T
[Oxigeno] 0.81 0.71 0.57 0.43
PH 0.69 0.57
[Amonio]
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Estudio poblacional

La Fig. 16 presenta las variaciones de abundancia de los nauplios de Tigriopus
angulatus cultivados con y sin recambio del medio. La prueba U de Mann-Whitney no
mostré diferencias significativas. En los cultivos con recambio se observa que durante las
dos primeras semanas la produccién de nauplios es baja. A partir de la semana 3 los valores
de abundancia aumentan para luego volver a descender en las dos ultimas semanas del
experimento. En los cultivos sin recambio ocurre algo similar sélo que los valores de mayor

productividad se limitan a la semana 4 y 5.

- 60 O Cultivo con
g 50 l recambio
.'g 40 = [ Cultivo sin
:6: 30 B recambio
= 20
[0)
° l ﬂ =
= Ij] e ﬁa ﬂiﬁ
z o0 _ ;

1 2 3 4 5 6 7 8

Semanas

Fig. 16. Variaciones en la abundancia de nauplios para ambos tratamientos.

La Fig. 17 muestra las variaciones de abundancia de los copepoditos en el
experimento poblacional. La prueba U de Mann-Whitney no mostré diferencias
significativas. En ambos tratamientos se¢ observa una poblacion inicial numerosa que
comienza a descender progresivamente hasta experimentar un aumento en la abundancia en

la semana 6 en los cultivos con recambio y en la semana 5 en los sin recambio del medio.



Posterior a este peak, ambos tratamientos registran valores bajos hasta el final del

experimento.
- 160 O Cultivo con
S 140 - recambio
jg 120 + H Cultivo sin
= recambio
£
[0}
o°
o
Zz

Semanas

Fig. 17. Variaciones en la abundancia de copepoditos en ambos tratamientos.

La Fig. 18 muestra las variaciones de adultos en este experimento. La prueba U de
Mann-Whitney tampoco presenté diferencias significativas. En ambos tratamientos
observamos que la poblacién registra un brusco descenso en su abundancia a partir de la

segunda semana, manteniendo valores bajos hasta el final del experimento.

250 - O Cultivo con
» — recambio
it @ Cultivo sin
35 b
S 150 recambio
S
£ 1001
(0]
T g | H
zZ i D
0 T T - e r D?'\ : Fl-ﬁ . T
1 2 3 4 5 6 7 8
Semanas

Fig. 18. Variaciones de la abundancia de adultos en ambos tratamientos.
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La Fig. 19 compara las variaciones poblacionales totales para ambos tratamientos.
La prueba U de Mann-Whitney no mostré diferencias significativas. Alli es posible
observar que en ambos casos se experimenta un brusco descenso inicial para luego

comenzar a aumentar cerca de la semana 5-6 y finalmente volver a descender.

Cpare S RS ~__ DOCultivo con recambio

400 ‘._1
|

350‘
300 |

250 -
200
150 -
100
50 |

o M

[ Cultivo sin recambio

N° de individuos

1 2 3 4 5 6 7 8
Semanas

Fig. 19. Variaciones poblacionales para ambos tratamientos.

La Tabla 4 muestra los valores obtenidos al correlacionar los pardmetros quimicos
con las clases etarias y el total de la poblacion en cultivos con recambio del medio.
Observamos valores significativos entre la concentracion de amonio con la abundancia de
los adultos y la poblacién a través del estadistico de Spearman; y entre el contenido de

amonio con el nimero de copepoditos, adultos y la poblacion con el estadistico de Kendall.

Para el caso del cultivo sin recambio del medio (Tabla 5) se observa correlacion
significativa entre el nimero de adultos y la concentracién de amonio, pH y la
concentracion de oxigeno, asi como la concentraciéon de amonio con la abundancia

poblacional a través de ambos estadisticos.
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Tabla 4. Coeficientes de correlacién de rangos Spearman (p) y Kendall (t) entre
abundancia, por clases etarias, y parametros quimicos de cultivo con recambio del
medio. En negrita los valores significativos segiin software Statistica 5.1

(a=10,05).

[Oxigeno] pH [Amonio]

p 13 p T p T

Nauplios -0,09 -0,14 -0,50 -0,38 0,28 0,29

Copepoditos 0,16 0,07 0,05 0,00 0,62 0,50

Adultos 0,21 0,14 0,14 0,07 0,76 0,57

Poblacién 0,23 0,07 0,05 0,00 0.81 0,64

Tabla 5. Coeficientes de correlacion de rangos de Spearman (p) y Kendall (1) entre
abundancia, por clases etarias, y pardmetros quimicos de cultivo sin recambio del
medio. En negrita los valores significativos segiin software Statistica 5.1

(@=0,05).

[Oxigeno] pH [Amonio]

Nauplios 0,13 0,11 -0,02 -0,03 -0,07 -0,03

Copepoditos 0,14 0,21 0,29 0,21 0,55 0,36

Adultos 0,71 0,50 0,71 0,50 0,69 0,50

Poblacion 0,48 0,43 0,52 0,43 0.69 0,57
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En la Fig. 20 se comparan graficamente las variaciones del nivel de amonio con las
diferentes clases etarias en el cultivo con recambio. Se observa la coincidencia entre el
descenso inicial del nimero de los copepoditos y los adultos con el aumento de la
concentracion de amonio. La disminucién posterior del contenido de amonio también se ve
reflejada con una disminucién en la abundancia de los estados avanzados de desarrollo. Del
mismo modo es posible observar cierta coincidencia entre las variaciones del nivel de
amonio en la semana 6 y las fluctuaciones en la abundancia de copepoditos. Las
variaciones del ntimero de nauplios no se ven tan claramente representadas. En el caso de
los cultivos sin recambio del medio (Fig. 21) también es posible observar graficamente la
correspondencia entre las variaciones de amonio y las fluctuaciones en la abundancia

poblacional de copepoditos y adultos inicialmente y de los copepoditos en la semana 5.

Por otro lado, los valores significativos de la correlacion entre los adultos y el
oxigeno encontrados en los cultivos con recambio, no son tan claramente observados en
forma gréfica (Fig. 22). Se aprecia que la disminucion inicial de la poblacion corresponde a
valores muy estables en el contenido de oxigeno y que el aumento en los valores de

oxigeno de la semana 4 no coincide con cambios importantes de la poblacion.

En el caso del pH con el nimero de adultos en ese mismo tratamiento tampoco se
observa graficamente una correspondencia entre sus variaciones (Fig. 23). La abundancia
de los adultos va disminuyendo sostenidamente hasta la Gltima semana donde se observaron
més adultos en cultivos que en las semanas anteriores. El pH en cambio presenta

variaciones oscilantes durante todo el experimento registrando una tendencia a la

disminucién hacia el final del mismo.
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Fig. 20. Variaciones del contenido de amonio comparadas con la abundancia de las
diferentes clases etarias en cultivo con recambio del medio.
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Fig. 21. Variaciones del contenido de amonio comparadas con la abundancia de las
diferentes clases etarias en cultivo sin recambio del medio.
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Fig. 22. Variaciones del contenido de oxigeno comparadas con abundancia de adultos en
cultivo sin recambio del medio.
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Fig. 23. Variaciones de pH comparadas con abundancia de adultos en cultivo sin recambio
del medio.
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DISCUSION

Tanto los experimentos sobre hembras gravidas mantenidas individualmente en
medio condicionado como los de los huevos de hembras provenientes de pozas renovadas y

no renovadas y de los cultivos con y sin recambio arrojaron resultados coherentes con la

hipétesis planteada.

El efecto del medio condicionado sobre la fertilidad de hembras gravidas
provenientes de medio fresco, pareciera indicar que la capacidad reproductiva de la hembra
se ve disminuida al disponerla individualmente en un medio donde se cultivaron
previamente altas densidades de copépodos. Este efecto en la fertilidad tendria que ser
quimico debido a que no hay interaccién biolégica, que el resto de las condiciones
experimentales no fueron limitantes y eran las mismas en ambos tratamientos. Fava y Crotti
(1979) sugieren que un compuesto quimico complejo puede determinar, directa o
indirectamente, una modificacién en el estado fisiologico del harpacticido Tisbe clodiensis ,
que conlleva a una disminucién de la fertilidad causado por el aumento de la densidad

poblacional.

En las hembras dispuestas en medio condicionado que se mantuvieron fértiles, su
productividad también se vio disminuida significativamente ya que sélo produjeron un
ovisaco en los doce dias del experimento mientras que en el medio fresco se produjeron
hasta cuatro ovisacos durante el mismo periodo. Esta baja en la productividad se ve

determinada por el aumento del intervalo entre puestas ya que no se observaron diferencias
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significativas en la duracion del desarrollo embrionario. El intervalo entre puestas para la
especie, en medio fresco y esas condiciones experimentales, serfa de entre 1 a 2 dias, ya
que entre estos dos valores reunen més del 90 % de los casos. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Goddard (1993) para la especie. Huizinga (1971) también determiné
el intervalo entre puestas de Tigriopus californicus en 2 a 3 dias. Para el caso del medio
condicionado, este valor se ve alterado, incrementando los intervalos entre puestas de 1,5 a
3,8 dias. Este aumento en el intervalo entre puestas se sefiala en los trabajos de Walker en
1979, donde hembras gravidas de Amphiascoides sp. cultivadas en medio fresco,
registraron un promedio de 2,4 dias, mientras que en el medio condicionado llegaron a 3,4

dias.

Los resultados de la duracion del desarrollo embrionario en medio fresco fueron de
2,7 dias con més del 80 % de los casos entre 2 y 3 dias. Este resultado es sustentado por
Goddard (1993) que estimé la duracion del desarrollo embrionario de la especie en 2,5 dias
a salinidades de 35 ppm y a temperaturas entre 20 y 25° C. Kahan er al. (1988) tambi¢n
describi6 intervalos de dos a tres dias entre la emision del saco y la eclosién de los huevos
en Tigriopus japonicus. Al analizar las diferencias entre la duracién del desarrollo
embrionario en medio fresco y condicionado se puede observar que los resultados son
similares ya que el valor para el medio condicionado es sélo un 10% menor. Asi, se puede

sugerir que este agente quimico hipotético no afecta la duracion del desarrollo embrionario.
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No obstante lo anterior, los huevos de organismos de pozas no renovadas eclosionan
primero que los provenientes de pozas renovadas al disponerlos en medio fresco. Al
comparar estos resultados, se supone que en las pozas de pleamar, existiria algiin factor que
afecta la duracion del desarrollo embrionario que no se observa en los experimentos con
medio condicionado. Goddard (1993) encontré una correlacion significativa entre la
duracién del desarrollo embrionario y los cambios de salinidad. Debido a que en el medio
condicionado no se ha alterado la salinidad en forma importante y que las pozas de grandes
pleamares est4n sujetas a cambio salinos relevantes, esta podria ser la explicacién. La
disminucién en el tiempo de eclosion puede observarse para la especie en los trabajos de
Goddard donde registré6 una reduccién del periodo de desarrollo embrionario al trasladar
hembras ovigeras del ambiente natural a medios de menor salinidad debido a que el shock

hiposmético resulta estimulante para la eclosién de los nauplios.

El cambio de salinidad también explicaria el efecto de retencion de los huevos
provenientes de pozas renovadas, al cultivarlos en agua de pozas no renovadas. Goddard y
Zufiiga (1995) también determin6 que el traslado de hembras ovigeras de terreno a medio

de cultivo de mayor salinidad produce la retencién de los huevos.

Esta hipétesis de shock salino tendria una explicacion ecoldgica, ya que la retencion
de los ovisacos durante periodos de aislamiento en las pozas de pleamar sujetas a altas
salinidades serfa una adaptacion de la especie en espera de condiciones mas apropiadas
para el desarrollo. Con la llegada de agua fresca producto de una marejada, y la

consecuente baja de la salinidad, se induciria la eclosion.
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La busqueda de un agente quimico también incluyé feromonas; éstas, al ser
compuestos aromdticos de bajo peso molecular, son muy volatiles, y son secretadas en muy
baja concentracién por lo que el hecho de no haberlas registrado en las muestras analizadas,
no necesariamente significa que dicha sustancia no haya estado presente. Suponiendo que
la sustancia en cuestion existiese; es posible que debido a su baja concentracién no pudo ser
detectada por la técnica utilizada; o tal vez pudo haberse volatilizado de la muestra antes de

que esta fuese congelada.

Se han aislado feromonas sexuales en algas (Miiller, 1986), crustaceos (Kittredge, et
al. 1971) y otros organismos marinos. Miiller (1986) aislo e identificé lamoxireno; una
feromona sexual producida por el évulo de macroalgas pardas que induce la produccién de
espermatozoides en plantas masculinas cercanas. El lamoxireno es un hidrocarburo

monociclico Cy; acompafiado de un grupo epoxido.

Kittredge ef al (1971) aislo crustecdisona, una hormona inductora de la muda en
jaibas. Este compuesto no tan sélo induciria la muda prenupcial en la hembra sino también

estimularia al macho para el cortejo, realizando la funcién de feromona sexual en éste.

La importancia de la quimiorecepcion en el comportamiento de los invertebrados
marinos y la implicacion de feromonas sexuales en actividades reproductivas ha sido
sostenida por muchos autores. En la mayoria de los casos, sus aseveraciones se sustentan a
través de métodos indirectos como experimentos conductuales (Atema y Engstrom, 1971),

remocion de receptores quimicos o sellando los poros secretores (Ryan, 1966). Sin
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embargo, son pocos los trabajos que efectivamente han demostrado, en forma quimica, la
existencia de dicho compuesto en el medio; logrando aislarlo e identificarlo. En el caso de
los copépodos, la participacién de feromonas en procesos reproductivos también ha sido
reportada. Katona (1973) demostré la existencia de un mecanismo quimico en la
localizacion y atraccion de ambos sexos en copépodos planctonicos durante la copula,
sugiriendo que este fendmeno era mediado por feromonas sexuales. Sin embargo no realizd
ningiin analisis quimico que respalde dicha suposicién. Lazzaretto er al (1990) presenta
evidencias de sefiales quimicas en la atraccion de sexos de Tigriopus fulvus; pero tampoco
realiza andlisis quimicos. Este autor también cita a una serie de trabajos que han
demostrado este mecanismo quimico de atraccion sexual en copépodos plancténicos
(Brodsky, 1948; Griffith, 1976; entre otros) pero en ninguno se mencionan analisis
quimicos que identifiquen el compuesto responsable de dicho fenémeno. Walker (1979) es
el primero en sugérir que las feromonas podrian estar involucradas en un supuesto
mecanismo denso dependiente de regulacion de la poblacién, aunque tampoco realiza algin

andlisis quimico que sustente dicha hipétesis.

Si dicho mecanismo de autorregulacion es llevado a cabo por feromonas, se hace
necesario determinar la técnica mds adecuada para aislarla e identificarla y realizar los
estudios respectivos para demostrar dicha hipétesis. El hecho que las publicaciones
anteriormente citadas no registren analisis quimicos no tan solo le resta validez al
argumento de la participacion de feromonas en los procesos descritos, sino que imposibilita
la comparacién y validacién de la técnica utilizada en este trabajo para la deteccidn de

feromonas en un medio de cultivo, la cual fue experimental y basada en argumentos
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teéricos. Se propone para futuros experimentos la determinacion de feromonas no
directamente desde el medio de cultivo sino desde el volumen aéreo del contenedor. Este
deberia ser hermético a fin de permitir la retencién y acumulacién del compuesto
volatilizado, identificandolo a través de cromatografia gaseosa como describe Miiller en su
trabajo de 1986 para algas pardas. Si bien la participacién de feromonas en mecanismos
denso dependientes es poco probable, si se ha demostrado su participacion en la atraccion
sexual y reconocimiento inter especifico en copépodos, por lo que definir a futuro una
metodologia adecuada para la deteccion de estos compuestos en medios de cultivo reviste

gran importancia.

Suponiendo que el propuesto mecanismo denso dependiente no es llevado a cabo por
feromonas, es factible que los organismos respondan a cambios quimicos en el medio
producidos por sus propios desechos o actividades metabdlicas. En este sentido, al
comparar las variaciones de oxigeno disuelto en cultivos con y sin recambio del medio,
observamos que no hay diferencias significativas entre ambos tratamientos por lo que se
supone que el recambio del medio no afect6 este parametro y que sus variaciones se deben

a otros factores.

La correlacién inversa y significativa entre el oxigeno disuelto en el medio sin
recambio y la temperatura del cultivo, sugiere que estas variaciones podrian deberse, en
parte, a cambios térmicos. La concentracion del oxigeno en el agua de mar estd en funcién
de la temperatura y la salinidad asi como de la fotosintesis, respiracion, oxidacion

microbiologica y quimica (Prado, 1995).
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La salinidad se mantuvo constante y se suministré talos de Enteromorpha en
cantidad tal que el oxigeno no fuera limitante. La falta de correlacion entre las variaciones
de abundancia poblacional y el oxigeno sugieren que este no afecté en forma significativa
el desarrollo de los organismos. Ademds, el rango en el cual fluctud la concentraciéon de
oxigeno en ambos tratamientos no representa valores criticos para la sobrevivencia de la
especie ya que estd dentro de los rangos en los que fluctiia el oxigeno en el ambiente donde
habita Tigriopus angulatus. Los registros de oxigeno para aguas costeras de la bahia de
Valparaiso varian entre 4 y 8 ml/l (Sievers y Silva, 1973). Cubillos (1955) report6 valores
de oxigeno entre 6,5 y 9,5 mV/l en pozas de pleamar de la zona de Montemar donde habita
la especie. El valor minimo de oxigeno registrado en el experimento corresponde a un 70%
de subsaturacién a esa temperatura y salinidad por lo que se desestima su influencia en los

cambios de abundancia de la poblacion.

Si bien se encontré una correlacion significativa entre el numero de adultos del
cultivo sin recambio y el contenido de oxigeno, al comparar los graficos podemos observar
que el brusco cambio de abundancia inicial de la poblacion adulta no responde a
variaciones del oxigeno y que los valores extremos del nivel de oxigeno no concuerdan con
los extremos en abundancia; al analizar punto por punto ambas curvas, se observa que no
presentan relacion en absoluto. Es por ello que no obstante el valor estadistico significativo,
se desestima esta correlacion. La explicacion que podriamos sugerir con respecto a porqué
los estadisticos utilizados mostraron valores significativos entre estas variables es que
ambas curvas presentan tendencias similares a partir de la tercera semana como se observa

en la Fig. 24.
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Fig. 24. Lineas de tendencia polinomial de tercer orden de oxigeno y adultos en cultivos sin
recambio del medio.

Una explicacién similar cabria para la correlacion entre el pH y los adultos del

cultivos sin recambio, al comparar sus tendencia observamos que ambas curvas presentan

similitudes en un 75% de los datos (Fig. 25).
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Fig. 25. Lineas de tendencia polinomial de tercer orden de pH y adultos en cultivos sin
recambio del medio.
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Debido a la falta de correlacion entre la abundancia de las diferentes clases etarias y
el pH, salvo para el caso de los adultos sin recambio, se supone que sus variaciones no
afectaron la abundancia poblacional. Ademés estas variaciones fueron dentro de valores
muy tolerables para la especie ya que se mantuvieron dentro del rango de variacién del pH
en el agua de mar promedio; es decir de 7,5 a 8,4 (Nybakken, 1996). Estos valores también
concuerdan con los registrados por Pallares (1980) quien obtuvo valores de pH de 7,5 a
18°C en pozas de grandes pleamares donde habita una especie afin. Estos ambientes, como
se ha mencionado, estdn sujetos a periodos de aislamiento que determinan importantes
variaciones fisico-quimicas del medio por lo que se supone que la especie no debe ser
especialmente sensible a las variaciones de pH. Goddard y Zuiiiga (1995) registr6 valores
de pH de hasta 10 en pozas de grandes pleamares donde habitaban poblaciones de
Tigriopus angulatus. En estas condiciones alcalinas, el amonio se transforma en amoniaco
(Libes, 1992), el cual es sumamente toxico. Debido a que la técnica de determinacién de
amonio utilizada no discrimina entre amonio y amoniaco; y que se obtuvo una correlacion
directa y significativa entre el pH y el amonio en los cultivos sin renovacion, es que
suponemos que al subir el pH junto con el amonio, se facilit6 la produccién de amoniaco en

el medio.

La concentracién de amonio en ambos tratamientos no presenté diferencias
significativas, no obstante se hubiera esperado obtenerlas entre cultivos que presentaban o
no cambio del medio. Se podria presuponer que el cultivo con recambio mantuviera valores

relativamente bajos y estables en el tiempo; y que el cultivo sin recambio experimentara
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una progresiva acumulacion de amonio. Esta diferencia de los resultados entre lo esperado
y lo obtenido podria explicarse a través de dos argumentos. Por un lado, dado la naturaleza
bentonica de los nauplios, el recambio del medio solo contemplaba el cuerpo de agua y no
los desechos del fondo constituidos por pellets fecales y animales muertos. Una vez
cambiado el medio, este fondo puede haber reincorporado amonio al agua, manteniendo
niveles relativamente altos y variables durante el experimento. El otro argumento se refiere
a que, debido a procesos de nitrificacion y asimilacion biologica, la cantidad de amonio no
necesariamente se acumularia progresivamente en un cultivo sin recambio. En presencia de
oxigeno, el amonio es transformado en nitrito y luego en nitrato a través de bacterias
Nitrosomonas y Nitrobacter respectivamente. Las algas marinas por su parte satisfacen sus
necesidades nitricas asimilando nitrégeno inorgénico disuelto y debido a su menor estado

de oxidacion, el amonio se asimila mas facilmente que el nitrito y nitrato (Libes, 1992).

La correlacién significativa entre la abundancia poblacional y la concentraciéon de
amonio sugiere dos situaciones: En primer término, la concentracion de amonio depende de
la densidad poblacional, debido a que es el principal desecho excretorio de los crustaceos
(Hartenstein, 1970); y por otro que la concentracion de amonio determina cambios en la
abundancia. Esta ultima alternativa estaria indicando la existencia de un mecanismo de
retroalimentacion negativa en la regulacion de la densidad poblacional en estos organismos,
ya que una sustancia metabdlica producida por ellos mismos, afectaria negativamente su
proliferacion. Ambas situaciones pueden observarse en el experimento ya que entre el
inicio de este y la primera semana existe una correlacion inversa. Sube bruscamente el

amonio y desciende bruscamente la poblacién. Ademds, como se vio, el pH pudo estimular
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la produccion de amoniaco, el cual es muy toxico. Posterior a eso se observa que el amonio
varia en funcién de la abundancia poblacional. Kinne (1976) destacé que los productos
finales del metabolismo del nitrégeno, originados de las excreciones de los organismos
vivos, de la descomposicién de los animales muertos y del alimento no consumido, pueden

interferir con los procesos esenciales de la vida.

La disminucioén de los individuos, a causa de la mortalidad, determiné que el aporte
de amoniaco disminuyera a niveles tolerables. Alli seria donde actuaria un segundo sistema
de autorregulacién mas fino en donde la cantidad de amonio no mortal afectaria en mayor o
menor grado ciertas funciones biologicas como crecimiento y reproducciéon a fin de
adaptarse a las condiciones que se presentan en el ambiente a cada momento. Fava y Crotti
(1979), sugirieron que la inhibicion del crecimiento puede ser causada por residuos biéticos
producidos por los animales como anhidrido carbonico y amoniaco, los que se acumulan en
el medio. Entre estos, el amonio es el mas comun. Por su parte, De Viana (1987) determind
que los compuestos nitrogenados redujeron significativamente el crecimiento del

harpacticido Schizopera elatensis, siendo el amoniaco el mas toxico.

Si bien el objetivo de este trabajo se ha orientado a demostrar le existencia de un
mecanismo quimico de autorregulacién poblacional en harpacticidos; es posible proponer
que el amoniaco, participa de este mecanismo, no tan sélo como un factor limitante de la
capacidad de carga del ambiente donde habita la especie, sino también en la regulacion fina

y permanente de los procesos metabolicos y reproductivos de Tigriopus angulatus.
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CONCLUSIONES

Un compuesto quimico que se acumula en el medio de cultivo, posiblemente
amoniaco, afecta negativamente la fertilidad y la productividad de hembras gravidas de
Tigripous angulatus provenientes de medio fresco. La disminucion en la productividad se
debe fundamentalmente al aumento en el intervalo entre puestas ya que la duracién del

desarrollo embrionario no se ve afectado significativamente.

Los tiempos de eclosion o duracién del desarrollo embrionario varian con cambios
en la salinidad; ya sea estimulando la eclosién de los huevos en caso de un shock

hiposmético; o retardando y hasta inhibiendo la eclosion en el caso de un golpe hipersalino.

La participacién de feromonas en mecanismos denso dependientes en copépodos es
poco probable, sin embargo se sugieren aspectos metodologicos para la deteccién de
feromonas en medio de cultivos a fin de aportar al desarrollo de un método quimico para

estudios de comunicacién, reconocimiento y atraccion sexual en copépodos

Se encontré relacién entre la abundancia poblacional y la concentracién de amonio en
el medio de cultivo; sin embargo no la hubo entre la abundancia poblacional y cambios en

el contenido de oxigeno y pH.

Por lo anterior es posible validar la hipétesis de trabajo propuesta ya que se demuestra,

a través de los experimentos realizados, la existencia de una estrecha relacién entre los
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cambios quimicos del medio y variaciones en las capacidades reproductivas de las hembras,
la viabilidad y tiempo de eclosion de los huevos y la sobrevivencia de una poblacién de

Tigriopus angulatus.

La asociacion entre los pardmetros quimicos del medio y variables reproductivas de la
poblacién nos indica que esta especie responde a cambios ambientales producidos por

desechos metabolicos liberados por ella misma alterado su tasa reproductiva.

Se sugiere que con un adecuado recambio del medio seria posible disminuir los efectos
inhibidores del mecanismo y permitir mantener altas tasas de reproduccion en condiciones
intensivas de cultivo, teniendo especial cuidado en el contenido de amoniaco y que la

concentracion de oxigeno se mantenga por sobre los 4 ml/1.
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ANEXOS
ANEXO 1. Composicion de aminoacidos de Tigriopus brevicornis cultivados con

diferentes tipos de alimentos (g.100g™ de proteina cruda) (Sorgeloos, 1996)

Tigriopus brevicornis cultivado con Platymona suecica con diferentes aditivos:

Aminoacido Levadura Salvado de arroz Trigo Alimento para peces
Acido aspartico 7.30 6.98 7.08 7.63
Treonina 3.35 3.09 3.53 3.74
Serina 3.37 2.98 3.39 3.59
Ac. Glutamico 12.05 12.00 11.90 10.62
Prolina 5.13 4.49 6.56 4.82
Glicina 4.40 4.24 4.31 4.71
Alanina 5.44 5.45 5:97 5.87
Cistina 0.39 0.84 1.23 1.27
Valina 4.52 4.30 4.21 4.71
Metionina 1.78 1375 1.64 1.81
Isoleucina 335 3.21 3.28 3.48
Leucina 4.79 4.71 6.24 6.73
Tirosina 3.89 3.99 3.21 3.87
Fenilalanina 2.64 2.67 3.3 3.44
Histidina 1.94 1.75 1.78 1.33
Lisina 4.81 4.65 4.81 4.92
Arginina 6.52 6.34 5.76 6.11
Total proteinas 75.67 73.44 78.27 78.65
% proteinas 51.1 48.6 43.9 46.5
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ANEXO 2. Descripcion de la especie
ORDEN: HARPACTICOIDEA
FAMILIA: HARPACTICIDAE Sars, 1904
GENERO: Tigriopus Norman, 1868

ESPECIE: Tigriopus angulatus Bozic, 1960
Diagnosis de los especimenes de Montemar

El rostro es pequeiio, algo mas largo que ancho. El cuerpo es alargado. La parte
posterior de éste es un poco mas angosta que la anterior.

La anténula de la hembra tiene 9 artejos, en el macho es fuertemente geniculada. El
artejo terminal del endopodito de la antena posee 3 sedas con dobleces y 3 espinas lisas. El
exopodito de la antena tiene 2 sedas en el primer miembro, 1 en el segundo y dos en el
tercero.

El primer pereiépodo tiene el endopodito dividido en 3 artejos, el artejo final posee
dos garras y el artejo terminal del exopodito 5 garras. Del segundo al cuarto pereiépodo son
triarticulados. El segmento terminal del endopodito del segundo pereiépodo del macho es
algo reducido. El exopodito del quinto pereiopodo de la hembra es ligeramente ovoide y
lleva 5 sedas. El basiendopodito tiene 5 sedas. El quinto pereiépodo en el macho es ovoide,
tiene 5 sedas; el sexto pereiopodo esté reducido a 3 sedas.

La furca es casi el doble de ancha que larga

Armadura de los P»-Py:

Endp Exo
P,1.1.(130) 1.1.(232) Longitud hembra: 1,15 mm
P31.1.(130) 11.(232) Longitud macho: 1,1 mm
P41.0.(130) 1.1.(232)
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Tigriopus angulatus: a: Anténula de la hembra, b: Anténula del macho,
c¢: Extremo distal de anténula del macho, d: Antena
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Tigriopus angulatus macho: a. P1, b: P2, c: PS, 6, d: P3, e: P4
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CLAVE TAXONOMICA PARA GENEROS DE Harpacticidae (Segiin Lang, 1965)

1. Cuerpo delgado, comprimido o levemenete deprimido.................oveveeeevreeeemereueeneenreesenens 2
Guerpoiarchostiertemente depIimiBos. ... .. ccuct siesmmiosinimasirtosnsarsiocedroissbesmssssssravoiosons 6
2. Endopodito de segundo a cuarto pereiépodo COn tres SEZMENtos........c.vvveeesrrsnrrrerrrsnreesnns 3
Endopodito de segundo a cuarto pereiépodo con dos segmentos............ Discoharpacticus

. Primer segmento del endopodito del primer pereiépodo con una
seda interna sitiadaenda PATTE dISTAL .. ...ccousmusssmsisssssstsonnssonsensonsa senssssssissnsosssssassssesses 4
Primer segmento del endopodito del primer pereiépodo con una

seda interna situada en la parte Proximal..........cccoeeeecueurccerensuncnscenreucenencene Perissocope

. Anténula de la hembra con ocho o nueve segmentos; endopodito
del segundo pereiopodo del macho transformado.........coceeeeeeeceemeuenerencncsennenreseseneerecnes 5)

Anténula de la hembra con siete segmentos; endopodito

del segundo pereiépodo del macho no transformado...........cccccoccevruencece Harpacticella

. Exopodito de la antena con dos segmentos; exopodito
del tercer peridpodo del macho transformado........cocceueeecreeercncnenccecccnnnne Harpacticus
Exopodito de la antena con tres o cuatro segmentos; exopodito
del tercer periépodo del macho no transformado...........coeeeuvuvinicrininineninnnne. Tigriopus

. Primer segmento del exopodito del primer pereiépodo mucho
A T 0 ] ] L e e 7
Primer segmento del exopodito del primer pereiopodo
casiitanlano 0] c oM@l aI 0 e Zausodes
. Ultimo segmento del exopodito del tercer y cuarto pereiépodo

con una espina externa proximal situada en la mitad o sobre la mitad .................. Zaus

Ultimo segmento del exopodito del tercer y cuarto pereiépodo

con una espina externa proximal situada cerca del final............cc.cccournnnce. Zausopsis
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CLAVE TAXONOMICA PARA ESPECIES DE Tigriopus (Segiin Bradford, 1967)

1. El exopodito del quinto pereiépodo tiene cinco sedas en machos y hembras..................... 2
El exopodito del quinto pereidpodo tiene 5 sedas en las hembras y

CUALLOICDIO SINIACTIO S, vt s tes s atianse sebes sansinsssssiasisssss siasosvesissvoiissosesnrsssssssesrosesssssvensinesroscn 3

2. Tercer segmento del exopodito del cuarto pereiopodo con
Siete eSPINASIVISEAASI Lot i assessnenmnaas spesaaeaas T. Californicusy japonicus
Tercer segmento del exopodito del cuarto pereiépodo con

OCNOIESDIMASYSEAAS -1 oot irs i innsosocussssssssnssisainsusn s ssrssssisssasravassantssasiss T. angulatus

3. Segmento basal del quinto pereiépdo de la hembra con 4 sedas internas

Ambos sexos menores a I mm de 1ongitud........c.ccceveveiniiniiniiniennee 4

Segmento basal del quinto pereidpodo de la hembra con 5 sedas internas

Ambos sexos mayores a 1 mm de 1ongitud........cocevvveeriercrnininiininieeeeeeee e 5

4. Seda interna del quinto pereidpodo del macho presente...........cccceeeeeeririnsaesesanns T. minutus
Seda interna del quinto pereidpodo del macho ausente..........cccccceeeeevveireeseseniennannes T. raki

5. Quinto pereiépodo con espinas y sedas solo en los bordes..........ccceeeeeencnce T. brevicornis
Quinto pereidpodo con sedas también en la SUpErficie..........ccceverereeirsineereesencens T. fulvus
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