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1. Resumen

El desarrollo embrionario y larval corresponden a fases importantes dentro del ciclo de
vida de invertebrados marinos. Estudios relacionados al desarrollo embrionario de
crustaceos son escasos y se enfocan principalmente en fecundidad, volumen vy
rendimiento reproductivo. La fisiologia y bioquimica larval se ha estudiado con un poco
mas de detalle, aunque, el conocimiento de estas fases aun es escaso. El presente
estudio analiza el desarrollo temprano de Lithodes santolla (Molina, 1782) y Petrolisthes
laevigatus (Guérin, 1835) en términos de la fisiologia y bioquimica durante el desarrollo,
comparando ambas especies respecto al modo de desarrollo presente, planctotrofia (P.
laevigatus) y lecitotrofia (L. santolla). Durante el desarrollo temprano se presentan
diferencias en la fisiologia y bioquimica entre L. santolla y P. laevigatus. Se observan
variaciones fisiolégicas y bioquimicas de los primeros dias larvales de P. laevigatus
respecto al suministro de alimento. Las diferencias observadas entre ambos modos de
desarrollo analizados estarian dadas por la disponibilidad de energia que los individuos
presentan al momento de la eclosion. Asimismo, periodos prolongados de ayuno
producirian dafios serios en individuos planctotréficos. Las mayores tasas fisioloégicas
encontradas para el desarrollo planctotréfico de P. laevigatus indicarian un metabolismo
mas activo en comparacion al desarrollo lecitotréfico de L. santolla. Sin embargo las
menores tasas fisioldgicas observadas para L. santolla podrian corresponder a un
mecanismo de ahorro de energia. Los resultados sugieren que la disponibilidad de
energia que presente un individuo en términos de planctotrofia o lecitotrofia determina

las respuestas fisiologicas durante el desarrollo embrionario y larval.



Abstract
The embryonic and larval development are important stages in the cycle of life of marine
invertebrates. There aren’t many studies about the early embryonic development of
crustaceans and if any they are focused mainly fecundity, egg volume and reproductive
output. There are some more studies about the larval biochemistry and physiology but
the knowledge about these stages is still rare. The present research analyzes further
about the development of Lithodes santolla (Molina, 1782) and Petrolisthes laevigatus
(Guérin, 1835). This paper regards to the physiology and biochemistry of the
development mode shown in both species, plankthotrophy on the one hand and
lecitotrophy on the other hand. Noticeable differences can be observed in relation to the
physiological and biochemical aspects in both species during the early larval stage of P.
laevigatus, these differences are given by food supplies. According to the observations
made it can be concluded that each sample analyzed is influenced by the amount of
energy they have specially at the hatching period. Therefore it can also be said that
plankthotrophic individuals would be seriously affected if they are left out under long
periods of starvation. There are greater physiological rates for plankthotrophic
development rather than lecitotrophy. This would indicate a more active metabolism for
P. laevigatus against L. santolla. The minor rates observed for L. santolla could be
considered a sort of mechanism to save energy. On the basis of the data observed it
could be suggested that the amount of energy each individual has. In terms its
plankthotrophy or lecitotrophy determines the physiological answers that individual has

during the embryonic and larval stages.



2. Introduccién

Los invertebrados marinos presentan una variedad de modos reproductivos y de
desarrollo, presentandose desarrollos bentdnicos y/o planctonicos en la mayoria de
ellos. La morfologia y ecologia de las fases larvales de invertebrados varia
ampliamente, lo cual ha sido estudiado en detalle (Albornoz & Wehrtmann, 1996, Walter
& Lesster, 2000, Cuesta & Anger, 2001, Thatje & Lovrich, 2003). Las fases larvales son
funcional y estructuralmente distintas a su fase adulta y generalmente ocupan nichos

ecologicos distintos.

La importancia de las fases larvales radica en la dispersion que éstas puedan presentar
en la columna de agua lo que permite una variacion en el flujo génico y en la
especiacion de una poblacion. A su vez las larvas de invertebrados marinos juegan un
rol importante en el meroplancton mediando en los flujos de energia entre los niveles

troficos del ecosistema (Lemos & Phan, 2001).

Los crustaceos decapodos en su mayoria presentan ciclos de vida complejos con
modos bifasicos de desarrollo (Anger, 2001). Dentro de los modos de desarrollo
presentes para este modo bifasico se pueden encontrar diversas categorias. La primera
categorizacion establecida fue realizada por Thorson en la década de los 50,
refiriendose al tipo de alimentacion presente durante la vida larval. Asi se encuentran
larvas planctotroficas, las cuales deben ser capaces de alimentarse en el plancton para

poder continuar su desarrollo hacia la metamorfosis. La segunda categoria se refiere a



larvas que no requieren de suministro externo de alimento para concluir su desarrollo,
este modo es denominado como lecitotrofia, y estd basado en reservas vitelogénicas
entregadas por la hembra al huevo. Se piensa que ambos tipos de desarrollo son parte
de una dicotomia evolutiva del desarrollo, producto de una limitacion de alimento (para
referencias ver Diesel et al., 2000). Igualmente se ha establecido que especies de
latitudes altas presentan mayor grado de lecitotrofia (Thorson, 1950). Este mismo
patron estaria dado por la profundidad (para referencias ver Anger, 2001 y Collin,
2003). Se presume que larvas planctotroficas se desarrollan de huevos pequefios pero
numerosos los cuales poseen reservas unicamente para completar el desarrollo
embrionario. Por otra parte, las larvas lecitotréficas serian precedidas de huevos

grandes y escasos (Levin et al., 1987, McEdward, 1997).

A pesar del rol que cumplen las fases larvales de crustaceos decapodos en aspectos de
reclutamiento, dinamica poblacional y ecologia entre otros, el conocimiento del
desarrollo larval de crustaceos es escaso comparado con lo estudiado sobre juveniles y
adultos (Anger, 2001). La mayoria de las publicaciones se encuentra enfocada en
aspectos ecoldgicos y morfoldgicos encontrandose relativamente pocos estudios sobre
fisiologia y bioquimica del desarrollo temprano. El desarrollo de técnicas mas
avanzadas ha permitido el estudio de diversos parametros fisiolégicos y bioquimicos
durante el desarrollo larval de crustaceos decapodos (consumo de oxigeno,
osmolalidad de la hemolinfa, composicion elemental, composicion quimica) (Anger,

2001). La determinacion de estos parametros indica el nivel nutricional y el estado en el



que se encuentran los individuos durante su desarrollo, dando cuenta del metabolismo

presente.

El desarrollo embrionario es una parte fundamental de lo anteriormente descrito, ya que
es la base de las fases larvales. Sin embargo, no se han realizado estudios enfocados a
conocer costos energéticos asociados con el desarrollo. La mayoria de los estudios
realizados sobre huevos de crustaceos decapodos se centran en fecundidad, volumen 'y
rendimiento reproductivo, entre otros (Lardies & Wehrtmann, 1996, Lépez et al., 1997,
Hernaez & Palma, 2003). Una serie de estudios se han enfocado a la embriologia de
crustaceos decapodos asociando caracteres especiales durante el desarrollo, como
influencia de la temperatura, dinamica poblacional, composicion quimica Yy

diferenciacion de érganos y sistemas (para referencias ver Helluy & Beltz, 1991).

Si bien aspectos sobre fisiologia del desarrollo no han sido estudiados en extenso, la
determinacion de tasas fisioldgicas juega un rol importante en entender el metabolismo
de un individuo. Este ultimo se considera como una conversion de energia del alimento
a reservas internas (Anger, 2001), siendo afectado por una serie de factores como
temperatura, salinidad, consumo de oxigeno, excrecion y tipo de alimentacién (Anger,
2001). Nutricidn, crecimiento, composicion quimica y metabolismo son los aspectos
mas estudiados del desarrollo temprano. Sin embargo, la mayoria son estudiados como
parametros aislados y no en un contexto energético general. Esto contrasta con la gran
cantidad de datos disponibles sobre adultos y juveniles, en particular para especies con

valor comercial. Nutricionalmente el metabolismo ha sido estudiado en especies



planctotréficas y lecitotroficas (para referencias ver Vavra & Manahan, 1999 y Anger,
2001), sin embargo, la mayoria de las veces se han estudiado separadamente y no se

han realizado comparaciones entre ambos modos de desarrollo.

En el presente estudio se analiza el desarrollo temprano, comprendiendo desarrollo
embrionario y larval, de Lithodes santolla (Molina, 1782) y Petrolisthes laevigatus
(Gueérin, 1835) en términos de la fisiologia y bioquimica del desarrollo. EI conocimiento
sobre ambas especies es escaso. De L. santolla se conocen parte de los aspectos
reproductivos. La especie presenta fecundacion externa, llegando a portar 30000
huevos por hembra los que son incubados por un periodo de 9 a 10 meses (Vinuesa,
1982, 1984, Guzman & Rios, 1986). Posterior a la eclosion se presentan tres estadios
zoea y uno megalopa antes de la metamorfosis a primer juvenil. El desarrollo larval se
extiende por aproximadamente 48 dias a 12°C (Escobar, 2003) periodo durante el cual
los individuos no requieren suministro externo de alimento (McLaughlin et al., 2001,
Lovrich et al., 2003, Kattner et al., 2003, Escobar, 2003). Estudios sobre el desarrollo

embrionario de esta especie no han sido realizados.

Siendo una especie que habita el intermareal medio y superior, las hembras de P.
laevigatus portan hasta 1141 huevos (Lardies & Wehrtmann, 1996), con un periodo de
incubacion de 1,5 a 5 meses (Gebauer, 2004). Durante el desarrollo larval se presentan
dos estadios zoea y uno megalopa (Albornoz & Wehrtmann, 1996), los cuales se
desarrollan por un periodo de 60 dias a una temperatura de 13°C (Mascetti &

Wehrtmann, 1996). Todos los estadios larvales requieren suministro externo de



alimento (Mascetti & Wehrtmann, 1996). El estudio sobre el desarrollo embrionario es
igualmente escaso, la mayoria de los estudios realizados sobre porcelanidos en Chile
se enfocan en fecundidad, volumen y rendimiento reproductivo de las especies por lo
que aspectos fisioldgicos y energéticos son desconocidos (Albornoz & Wehrtmann,

1996, Lopez et al., 1997, Herndez & Palma, 2003, Lardies et al., 2004).



2.1. Hipotesis de trabajo:
v' La disponibilidad de energia durante el desarrollo temprano determina las tasas

fisioldgicas durante el desarrollo embrionario y larval.

2.2. Objetivo(s) general(es)

v' Evaluar tasas fisioldgicas L. santolla y P. laevigatus durante el desarrollo temprano.
v' Evaluar variables bioquimicas de ambas especies a lo largo del desarrollo temprano.
v' Estimar costos energéticos asociados con el desarrollo temprano.

v' Estimar efectos asociados a la ausencia de alimento durante el desarrollo larval de

P. laevigatus.

2.3. Objetivos especificos

v' Cuantificar variables fisioldgicas, respiracion y excrecion, de embriones y larvas de
ambas especies.

v' Cuantificar variables bioguimicas de embriones y larvas de ambas especies.

v' Cuantificar cambios fisiolégicos y bioquimicos asociados al desarrollo temprano de
ambas especies.

v' Establecer tasas indicadoras de estado nutricional (relacion lipido: proteina).



3. Material y métodos

3.1. Obtencién y mantencion de hembras

Las hembras de Petrolisthes laevigatus fueron recolectadas del intermareal rocoso de la
Playa de Pelluhuin, Balneario Pelluco, Puerto Montt (X Region, Chile) (41°29'55”" S,
72°53'09” W) (Fig. 1). Los individuos fueron trasladados al Laboratorio de Ecofisiologia
de Crustaceos (LECOFIC) de la Universidad Austral de Chile, Campus Puerto Montt (X
Region, Chile), donde se mantuvieron en estanques de 50 litros con agua de mar
filtrada (10 y 5 ym) y ultravioletizada, a temperatura de 12°C y aireacion constante.

Las hembras de Lithodes santolla utilizadas fueron seleccionadas del stock de hembras
mantenidas en laboratorio del proyecto FONDEF DO02I11163. Las hembras
seleccionadas fueron mantenidas en estanques de 500 litros con agua de mar filtrada

(10 y 5 um) y ultravioletizada, a temperatura (12°C) y aireacion constantes.



10

Figura 1. Area de recoleccion de hembras de P. laevigatus (O).
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3.2. Cultivo larval

Las hembras oviferas con un estado avanzado del desarrollo embrionario fueron
trasladadas a estanques acondicionados para la captura de larvas. Las hembras fueron
mantenidas en estanques de 50 litros en agua de mar filtrada (10 y 5 ym) y
ultravioletizada, a temperatura (12°C) y aireacion constantes.

La colecta de larvas se realizé diariamente por tamices recibiendo el efluente de los
estanques. Se prepararon bandejas de cultivo en las cuales las larvas recién
eclosionadas fueron mantenidas con un flujo continuo de agua, aireacion y temperatura
(12°C) constantes.

Las larvas de L. santolla fueron cultivadas sin alimento hasta la muda a primer juvenil ya
que estudios anteriores han mostrado que no requieren suministro de alimento externo
(McLaughlin et al., 2001, Lovrich et al., 2003, Kattner et al.,, 2003). Las larvas de P.
laevigatus se alimentaron diariamente ad libitum con nauplius de Artemia sp.. El
alimento suministrado para larvas de P. laevigatus fue previamente tamizado (320 um)
eliminando cistos, los que fueron perjudiciales en cultivos preliminares. Se mantuvo
grupos control de larvas de P. laevigatus sin alimento, con el fin de determinar variables

fisioldgicas y bioquimicas durante el periodo de ayuno.
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3.3. Fisiologia

3.3.1. Obtencién de muestras

La determinacion fisioldgica y bioquimica de embriones de ambas especies en estudio
se realizd en base a embriones tomados directamente de los pledpodos de las
hembras, contabilizandose el nUmero para los analisis

Para la determinacion de las variables fisiolégicas y bioquimicas se muestrearon los
estadios larvales de ambas especies de los cultivos larvales respectivos. El nUmero de

larvas analizadas dependio de la condicidon de cultivo y estadio de desarrollo.

3.3.2 Tasa de excrecion de amonio

La tasa de excrecion de amonio (NHz-H™) de embriones y larvas de ambas especies se
determindé por medio de la metodologia de Koroleff (1983) modificada para tomar un
volumen de muestra de 1250 pl.

Para poder obtener una concentracion factible de ser medida por el método, se realizo
una incubacion de 20 y 100 individuos, para embriones de L. santolla y P. laevigatus,
respectivamente, por 24 horas en un volumen de 5 ml de agua de mar filtrada (0.45
pum). Para el caso de los estadios larvales, se realizé una incubacion de 10 y 50 larvas
de L. santolla y P. laevigatus, respectivamente, por 4 horas en un volumen aproximado
de 10 ml de agua de mar filtrada (0.45 um). La incubacion de los individuos se realizo a
una temperatura constante de 12 °C proporcionado por un bafio termorregulado (Termo

Neslab RTE-7).
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3.3.3. Tasa respiratoria

La tasa respiratoria se determing posterior a la cuantificacion de amonio y en base a
los mismos individuos analizados. Se utilizé un oxigenometro MICROX TX3 (Presens
GmbH, Alemania) para determinar los mg/L de oxigeno presentes en un estado inicial y
un estado final de incubacion.

La medicion del consumo de oxigeno se realiz6 por un periodo de incubacion de 4
horas para embriones y 1 hora para larvas de ambas especies, utilizando los mismos
volimenes que para la cuantificacion de amonio. La incubacion de los individuos se
realizO a una temperatura constante de 12 °C proporcionado por un bafo

termorregulado (Termo Neslab RTE-7).

3.3.4. Determinacion del peso humedo

Para la determinacién del peso humedo de embriones y larvas de L. santolla y P.
laevigatus se utilizaron los individuos sometidos a analisis fisiolégicos de excrecion y
respiracion. Los individuos fueron lavados con agua destilada, con el fin de retirar
residuos de sales externas que pudieran entorpecer la determinacion del peso, secados
con papel absorbente y dispuestos en tubos de microcentrifuga prepesados. El peso
himedo se determiné en una balanza Precisa 290 SCS Balances con 0.01 mg de
precision. Luego de la determinacion del peso humedo las muestras fueron congeladas
a -30°C (Electrolux Medical Refrigeration MF120) hasta el momento de la liofilizacion de

la muestra.
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3.3.5. Determinacién del peso seco

La determinacion del peso seco fue realizada de las muestras de peso humedo
congeladas. Las muestras fueron liofilizadas (Savant Novalyphe NL150) por un periodo
de 24 horas, pesadas (Precisa 290 SCS Balances) y congeladas a -30° C (Electrolux

Medical Refrigeration MF120) hasta la realizacion de analisis bioquimicos.

3.4. Analisis bioquimicos

Se realizaron andlisis bioquimicos enfocados a cuantificar la concentracion de proteinas
y lipidos presentes en embriones y larvas de Lithodes santolla y Petrolisthes laevigatus.
Para la determinacion bioquimica la muestra liofilizada fue resuspendida en 1000 ul de
agua destilada, fue sonicada por un disruptor celular (Microson XL2000, Misonix) y
separada en triplicado para analisis de lipidos (100 pul de homogenizado+1000 pl de
cloroformo-metanol (CHCI3/CH30OH 2+1)) y proteinas (150 pl de homogenizado+500 pl

de acido tricloro acético (TCA 20%)).

3.4.1. Proteinas

Posterior a una incubacion a 100 °C y una centrifugacion a 10.000 rpm del triplicado de
las muestras para proteinas, se separ0 el pellet, dirigido a analisis proteico, del
sobrenadante que fue descartado.

El pellet, resuspendido en 1000 pl NaOH 1M e incubado a 56 °C por un periodo de 30
minutos, fue sometido a una reaccion de color usando la metodologia de Lowry (Lowry
et al., 1951) con suero de albimina de bovino (BSA) (2 mg BSA ml™) como estandar,

leido por espectrofotometria a 750 nm (Spectronic Genesys 5).
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3.4.2. Lipidos

Los lipidos totales se midieron por el método de sulfo-fosfo-vainillina (Zollner & Kirsch,
1962), mediante el cual, luego de una centrifugacion a 8000 G por 20 minutos a 4°C el
solvente del triplicado de lipidos fue evaporado a 56°C por 120 minutos. La muestra
digerida quimicamente con acido sulfurico concentrado es medida a 530 nm (Spectronic
Genesys 5) tras la accién de una solucion de vainillina y acido fosforico, con colesterol

(3 mg colesterol*ml™ CHCI3/CH3;OH 2+1) como estandar.

3.5. Andlisis de imagenes

Los individuos destinados a estudios fisiologicos fueron grabados en VHS con una
camara de video incorporada a una lupa binocular (Olympus, Tokio 330287) junto a una
medida de calibracion (papel milimetrado). Las imagenes fueron posteriormente
digitalizadas y analizadas por el programa Scion Image Beta 4.0.2
(www.scioncorp.com). Los datos entregados de las imagenes de embriones permitieron
el calculo del volumen total del huevo, diametros mayor y menor del huevo y tamafio de
mancha ocular. Para calcular el volumen del huevo se utilizo la formula de volumen de
elipsoide de revolucién (Valdes et al., 1991). Para el caso de las fases larvales se

obtuvieron datos de largo y ancho de caparazon durante el desarrollo.



16

3.6. Determinacion de estadios embrionarios
Para la determinacion de los estadios de desarrollo embrionario se realizaron seis
categorias de division, de acuerdo al grado de avance del embrién obtenido del analisis

de imagenes realizado.

Tabla 1. Caracteristicas utilizadas para determinar el estadio de desarrollo embrionario

de L. santolla y P. laevigatus.

Estadio de Desarrollo Caracteristicas

Estadio | No se observa desarrollo visible del
embrion.

Estadio Il Embriéon visible. 10-20% del volumen del
huevo.

Estadio IlI Embrién visible. 20-40% del volumen del

huevo. Mancha ocular inicial, visible como

linea oblicua pigmentada.

Estadio IV Embrién visible. 40-60% del volumen del
huevo. Mancha ocular creciente forma

ovalada.

Estadio V Embrién visible. 60-80% del volumen del

huevo. Mancha ocular grande y oscura.

Estadio VI Embrion terminal.80-90% del volumen del
huevo. Globo ocular bien desarrollado y

fuertemente pigmentado.
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3.7. Analisis estadistico

Para determinar si existieron diferencias significativas de las distintas variables
fisiologicas (tasa de excrecion, tasa respiratoria, peso humedo, peso seco) y de las
variables bioquimicas (lipidos y proteinas) durante el desarrollo embrionario y larval de
L. santolla y P. laevigatus, se realizaron analisis de varianza de una via (ANDEVA)
entre las variables mencionadas y el tipo de desarrollo en ambas especies. Para
identificar €l o los tratamientos diferentes se utilizé un test de Tukey para datos que
poseian homogeneidad de varianza o transformados cuando correspondia.

Para determinar si hubo diferencias significativas de las variables fisiologicas (tasa de
excrecion, tasa respiratoria, peso humedo, peso seco) y bioquimicas (lipidos y
proteinas) durante y entre los primeros dias de larvas de P. laevigatus con presencia y
ausencia de alimento se realizaron analisis de varianza de una via (ANDEVA).

Los datos que no presentaron homogeneidad de varianza fueron evaluados por un
analisis de Kruskal-Wallis y test de Dunn. Para ambos andlisis, los resultados se

consideraron significativos con P<0.05.
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4. Resultados

4.1. Desarrollo temprano

4.1.1. Fisiologia

4.1.1.1. Tasa de respiracion
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Figura 2. Tasa respiratoria durante el desarrollo de L. santolla y P. laevigatus. Valores
promedio + desviacion estandar. (E I- E VI: estadios embrionarios; ZI-ZIll: estadios

zoea; M: megalopa; J: primer juvenil ).

La tasa respiratoria de L. santolla aumenta significativamente durante el desarrollo
temprano, observandose valores de 0,0436 pg O.*h™**ind™ y 1,3340 pg O.*h™*ind™
en los inicios del desarrollo embrionario y finales del desarrollo larval, respectivamente
(Fig. 2) (F10137=124,481, P=<0,001). P. laevigatus también aumenta su tasa

respiratoria a lo largo del desarrollo con valores de 0,0129 pg O.*h™**ind™ para inicios
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del desarrollo embrionario y 0,3539 pug O,*h™**ind™ en un estadio de primer juvenil
(Fig. 2), encontrandose diferencias significativas (Fg11,=315,001, P=<0,001). Las
diferencias observadas en la tasa respiratoria durante el desarrollo entre L. santolla y
P. laevigatus mostraron ser estadisticamente significativas entre los estadios de

desarrollo analizados (F2o, 240=195,474, P=<0,001).
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Figura 3. Tasa respiratoria expresada por mg de peso seco (p.s) durante el desarrollo
de L.santolla y P. laevigatus. Valores promedio + desviacién estandar. Ver detalles

Fig. 2.

La tasa respiratoria peso especifica de L. santolla aumenta de 0,0452 pg O.* mg p.s™
3,21 pg O-*h™** mg p.s™ (Fig. 3) Para P. laevigatus el aumento varia de 0,0881 pg O,*
mg p.s™t a 3,78 pug O-* mg p.s™* hasta el estadio megalopa, con una caida importante
en el primer juvenil (Fig. 3). Se encontraron diferencias significativas de la tasa
respiratoria peso-especifica durante el desarrollo de L. santolla (Fi014,=137,187,
P=<0,001) y P. laevigatus (H=86,151, P=<0,001). Las diferencias presentes entre
ambas especies estudiadas fueron significativas entre los estadios de desarrollo

analizados (Fo, 240=83,284, P=<0,001).



4.1.1.2. Tasa de excrecion de amonio
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Figura 4. Tasa de excrecion de L. santolla y P. laevigatus para el desarrollo temprano.

Valores promedio + desviacion estandar. Ver detalles Fig. 2.

Al igual que la tasa respiratoria se produce un aumento importante de la tasa de
excrecion de amonio (99%) (Fig. 4). Se encontré6 un aumento significativo de la tasa
excretoria de L. santolla variando de 0,1394 ng N*h™*ind a 12,396 ng N*h™*ind™,
para inicios del desarrollo embrionario y primer juvenil, respectivamente (Fio,
137=99.979, P=<0.001). P. laevigatus incrementa la tasa excretoria de 0,388 ng N*h
%ind® a 100,13 ng N*h™*ind® de embrién inicial a primer juvenil, respectivamente,
encontrandose diferencias significativas durante el desarrollo (H=84,638, P=<0,001)
(Fig. 4). Se encontraron diferencias significativas entre los estados de desarrollo

analizados entre ambas especies (H=204,795, P=<0,001).
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Figura 5. Tasa de excrecion expresada por mg de peso seco (p.s) para embriones y
larvas de L. santolla y P. laevigatus. Valores promedio + desviacion estandar. Ver

detalles Fig. 2.

La tasa de excrecién peso-especifica de L. santolla aumenta de 0,14 ng N* mg p.s™ a
inicios del desarrollo embrionario a 4,4 ng N* mg p.s* (Fig. 5), por su parte, P.
laevigatus muestra un aumento de 2,38 ng N* mg p.s™* a 118 ng N* mg p.s™ (Fig. 5),
estos resultados mostraron ser significativos durante el desarrollo de L. santolla
(F10147=33,281, P=<0,001) y P. laevigatus (Fq123=2,175, P=0,029). Las diferencias
observadas en la tasa de excrecion entre L. santolla y P. laevigatus mostraron ser

significativas entre los estados de desarrollo analizados (H=208,716, P=<0,001).
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4.1.1.3. Peso
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Figura 6. Peso humedo durante el desarrollo temprano de L. santolla y P. laevigatus.

Valores promedio + desviacion estandar. Ver detalles Fig. 2.

El peso humedo aumenta durante el desarrollo temprano de ambas especies (Fig. 6).
L. santolla crece en peso himedo hasta zoea Il, de 2,04 mg*ind™® a 3,42 mg*ind™,
luego muestra una caida en primer juvenil. Por otra parte P.laevigatus aumenta
constantemente su peso himedo, de 0,271 mg*ind™ a 0,671 mg*ind™ para un embrién
inicial y primer juvenil, respectivamente (Fig. 6). El aumento maximo en ambas
especies alcanz6 40 % para L. santolla y 59% para P. laevigatus, existiendo
diferencias significativas a lo largo del desarrollo de ambas especies (L. santolla |,
H=86,981, P=<0,001; P. laevigatus, H=86,678, P=<0,001). Entre L. santolla y P.
laevigatus se encontraron diferencias significativas del peso humedo entre los estados

de desarrollo analizados (H=240,578, P=<0,001).
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Figura 7. Peso seco de L. santolla y P .laevigatus durante el desarrollo temprano.

Valores promedio + desviacion estandar. Ver detalles Fig.2.

El peso seco en L. santolla disminuye significativamente durante el desarrollo, de 974
pg*ind™® a 317 pg*ind™ (F1013,=34,059, P=<0,001), con un decrecimiento de 67% (Fig.
7). Por su parte, P. laevigatus aumenta significativamente su peso seco de 171 pg*ind
1'a 441 pg*ind™® (H=32,862, P=<0,001), consignando un incremento de 61% (Fig. 7).
Las diferencias observadas entre las dos especies estudiadas mostraron ser
estadisticamente significativas entre los estados de desarrollo analizados (H=227,405,

P=<0,001).
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Figura 8. Contenido de agua de L. santolla y P. laevigatus durante el desarrollo

temprano. Valores promedio + desviacion estandar. Ver detalles Fig. 2.

De acuerdo a los pesos anteriores el contenido de agua aumenta significativamente

durante el desarrollo temprano de ambas especies, de un 52 a un 74% para L.

,001) y de un 35 a un 87% para P. laevigatus (Fg

P=<0

santolla (Flo, 137=18,666,

<0,001) (Fig. 8). Sin embargo, las diferencias observadas entre ambas

41,484, P=

114—

especies no fueron estadisticamente significativas entre los estados de desarrollo

0,379).

P=

=1,072,

analizados (Fyo 251
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4.1.2. Analisis bioquimicos

4.1.2.1. Proteinas
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Figura 9. Contenido de proteinas totales durante el desarrollo embrionario y larval de
L. santolla y P. laevigatus. Valores promedio + desviacion estandar. Ver detalles Fig.

2.

Se encontraron diferencias significativas de la concentracion de proteinas totales
durante el desarrollo temprano de L. santolla, alcanzando valores extremos entre 517
Mg (59% de peso seco) a inicios del desarrollo embrionario hasta 194 ug (22% de
peso seco) a finales del desarrollo larval (Fig. 9) (F1043=9,488, P<0,001). Por otro
lado, la concentracion de proteinas totales de P. laevigatus decrece durante el
desarrollo embrionario en orden al 58% (46.57 ug a 27 pg), durante el desarrollo larval
la concentracién de proteinas totales varia entre 17 y 22 ug con una caida en el

estadio megalopa (Fig. 9), encontrandose diferencias significativas durante el
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desarrollo temprano de P. laevigatus (Fs 37=7,867, P=<0,001). Las diferencias
observadas en la concentracion de proteinas totales entre ambas especies estudiadas

mostraron ser significativas entre los estados de desarrollo analizados (Fis, 50=98,102,

P=<0,001).
4.1.2.2. Lipidos
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Figura 10. Contenido de lipidos totales de L. santolla y P. laevigatus durante el
desarrollo embrionario y larval. Valores promedio + desviacién estandar. Ver detalles

Fig. 2.

Al igual que la concentracion de proteinas, la concentracion de lipidos totales decrece
significativamente durante el desarrollo temprano de L. santolla de 254 ug (30% del

peso seco) a inicios del desarrollo embrionario a 121 pg (14% del peso seco) a finales
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del desarrollo larval (Fig. 10) (F1043=13,022, P<0,001). La concentracién de lipidos
totales durante el desarrollo de P. laevigatus no muestra una variacion importante en
el desarrollo embrionario, sin embargo durante el desarrollo larval la concentracion
lipidica aumenta de a 34 ug en zoea | a 37 ug en megalopa, con un maximo en el
estadio de zoea Il (Fig. 10), aunque no se encontraron diferencias significativas
durante el desarrollo temprano de P. laevigatus (Fs37=1,64, P=0,147). Las diferencias
observadas entre la concentracion de lipidos totales entre L. santolla y P. laevigatus

fueron significativas entre los estados de desarrollo analizados (H=90,056, P=<0,001).
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4.1.2.3. Relacion Lipido: Proteina
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Figura 11. Relacion lipido: proteina durante el desarrollo de L. santolla y P.

laevigatus. Valores promedio + desviacion estandar. Ver detalles Fig. 2.

La relacion lipido: proteina aumenta a lo largo del desarrollo embrionario y larval de
ambas especies mostrando valores similares (Fig. 11), de 0,54 a 0,62 para embriones
iniciales y primer juvenil de L. santolla, respectivamente, y de 0,97 a 1,45 para
embriones iniciales y megalopa de P. laevigatus, respectivamente, encontrandose
valores maximos de la razon lipido: proteina en los estadios zoea | (Fig. 11). Se
encontraron diferencias significativas durante el desarrollo de P. laevigatus
(Fs37=2,324, P=0,039), y de L. santolla (F1043=0,793, P<0.001). Entre las especies
estudiadas, la relacion lipido: proteina mostrd diferencias significativas entre los

estados de desarrollo analizados (Figg=5,861, P=<0,001).
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4.2. Periodo de ayuno

4.2.1. Tasa respiratoria
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Figura 12. Tasa respiratoria de zoea | de P. laevigatus en presencia y ausencia de

alimento. Valores promedio + desviacion estandar.

Durante el periodo de ayuno en las larvas de P. laevigatus se observo una tendencia
a la disminucion de las tasas fisioldgicas. La tasa respiratoria cae 27% durante el
periodo de ayuno (0,319 pg O,*h**ind® a 0,233 pg O,*h**ind™?) encontrandose
diferencias significativas (F31,=37,040, P=<0,001) (Fig. 12). Las larvas alimentadas
aumentan su tasa respiratoria en 45% (0,3041 pg O,*h™**ind™® a 0,520 pg O.*h™**ind"
1y, aunque no se encontraron diferencias significativas (H=3,231, P=0,212) (Fig. 12).
Las diferencias observadas entre el grupo de larvas sometidas a ayuno y el grupo con
presencia de alimento mostraron ser significativas entre el periodo de

experimentacion (H=17,770, P=0,003).
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Figura 13. Tasa respiratoria expresada en mg de peso seco (p.s) de zoea | de P.
laevigatus en ausencia y presencia de alimento. Valores promedio + desviacion

estandar.

Igualmente la tasa respiratoria peso especifica decrece en larvas sometidas a ayuno,
en orden al 50%, sin embargo no se observan diferencias significativas (F31,=0.451,
P=0.721) (2.35 pg O.* mg p.s* a 1.19 pg O,* mg p.s™, dia 0 a dia 6, respectivamente)
y un aumento en las larvas alimentadas (1.57 ug O,* mg p.s* a 2.69 pg O.* mg p.s™,
dia 2 a dia 6, respectivamente), alrededor de 40% , sin embargo no se encontraron
diferencias significativas entre los dias de alimento (H=3,231, P=0,212) (Fig. 13). Entre
el grupo ayunado y el grupo con presencia de alimento se encontraron diferencias

significativas entre el periodo de experimentaciéon (H=16,030, P=0,007).
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4.2.2. Tasa de excrecion de amonio
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Figura 14. Tasa de excrecion de amonio de P. laevigatus bajo condiciones de

ausenciay presencia de alimento. Valores promedio + desviacién estandar.

La tasa excretoria disminuye significativamente en orden al 46% de 28,9 ng N*h™*ind"
! a inicios del periodo experimental a 15,6 ng N*h™**ind™ a fines del periodo de ayuno
(F312=25,247, P=<0,001) los individuos que presentaron disponibilidad de alimento
aumentaron su tasa excretoria significativamente de 18,11 ng N*h™*ind™ a 80,9 ng
N*h*ind™® (F314=13,253, P=<0.001) aumentando en 77% (Fig. 14). Las diferencias
observadas entre los grupos con ausencia y presencia de alimento mostraron ser

significativas entre el periodo de experimentaciéon analizado (H=18,830, P=0,002).



33

400 4

300 -+

200 4

(ng N*mg p.s1)

100 -

Tasa de excrecion/p.s

Tiempo de ayuno (dias)

L Ayuno 2 Alimento |

Figura 15. Tasa de excrecion expresada por mg de peso seco (p.s) de zoea | de P.
laevigatus sometidas a ayuno y presencia de alimento. Valores promedio + desviacion

estandar.

La tasa excretoria peso especifica muestra una disminucion significativa durante el
periodo de ayuno variando de 164,74 ng N* mg p.s* a 80,19 ng N* mg p.s™ (52%)
(F312=23,723, P=<0,001), en tanto que un individuo en presencia de alimento
aumenta significativamente su tasa de 93,49 ng N* mg p.s* a 181,25 ng N* mg p.s™
(52% de aumento) (Fs14=14,851, P=<0,001) (Fig. 15). Se presentaron diferencias
significativas entre el grupo sometido a ayuno y el grupo en presencia de alimento

durante el periodo de experimentacién (H=18,870, P=0,002).
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4.2.3. Peso
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Figura 16. Peso humedo de zoea | de P. laevigatus bajo condiciones de ayuno y en

presencia de alimento. Valores promedio + desviacion estandar.

El peso humedo de individuos ayunados aumenta levemente a lo largo del periodo sin
alimento, alrededor de 12% (Fig. 16), no encontrdndose diferencias significativas
(F312=0.844, P=0.496), asimismo los individuos en presencia de alimento muestran un
aumento significativo del peso humedo especialmente en el dia 6 de desarrollo (51%)
(Fig. 16 ) (F514=12.832, P<0.001). Las diferencias observadas entre ambos grupos
analizados fueron estadisticamente significativas durante el periodo de

experimentacion (Fs, 1s=5,374, P=0,003).
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Figura 17. Peso seco de zoea | de P. laevigatus en ausencia y presencia de alimento

disponible. Valores promedio + desviacion estandar.

El peso seco de los individuos sin presencia de alimento se mantiene relativamente
constante a lo largo del periodo de ayuno aumentando en orden al 9%, no
encontrdndose diferencias significativas (Fig. 17) (Fs1.=1,368, P=0,299). Por otra
parte los individuos que presentaron alimento disponible aumentaron su peso seco
alrededor de 30%, sin embargo no se encontraron diferencias significativas entre los
dias de experimentacion (H=4,919, P=0,178) (Fig. 17). Las diferencias observadas
entre los grupos en presencia y ausencia de alimento durante el periodo de

experimentacion no fueron significativas (Fs, 1s=1,336, P=0,294).
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Figura 18. Contenido de agua de P. laevigatus bajo condiciones de ausencia y

presencia de alimento. Valores promedio + desviacién estandar.

El contenido de agua de individuos con periodo de ayuno aumenta ligeramente a lo
largo del desarrollo, aunque no se encontraron diferencias significativas durante el
tiempo de ayuno (Fig. 18) (F31,=1.410, P=0.288). En presencia de alimento los
individuos aumentan su contenido de agua de 73 a 86%, no encontrandose
diferencias significativas entre el periodo de experimentacién analizado (Fs14=1,091,
P=0,390) (Fig. 18). Se encontraron diferencias significativas entre los grupos en
presencia y ausencia de alimento durante el periodo de experimentacién (Fs, 1s=5,693,

P=0,003).
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4.2.4. Largo y ancho de caparazon
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Figura 19. Largo de caparazon de zoea | de P. laevigatus bajo condiciones de

ausencia y presencia de alimento. Valores promedio + desviacion estandar.
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Figura 20. Ancho de caparazén de zoea | de P. laevigatus bajo condiciones de

ausencia y presencia de alimento. Valores promedio + desviacidon estandar.
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La determinacion del largo y ancho de caparazén muestra un aumento de ambas
variables tanto en individuos ayunados como los con presencia de alimento. Los
individuos ayunados aumentan su largo de caparazon en orden al 5% de 2,04 mm a
2,11 mm (Fig. 19), en tanto que el ancho de caparazon incrementa alrededor de un
20% (Fig. 20). El largo de caparazén no mostro diferencias significativas durante del
periodo de ayuno (Fs31,=0,75, P=0,543), en tanto que si se encontraron diferencias
significativas en la determinacién del ancho de caparazon durante el periodo de
experimentacion (F31,=13,915, P<0,001). Los individuos que presentaron alimento
disponible aumentaron significativamente el largo de caparazén en orden al 30% (Fig.
19) (F3,12=29,733, P=<0,001), sin embargo no se encontraron diferencias significativas
en el ancho de caparazon determinado durante el periodo inicial de desarrollo (Fig.
20) (F312=0,773, P=0,531). Entre los grupos en ausencia y presencia de alimento se
encontraron diferencias significativas en el largo de caparazén durante el periodo de
experimentacion (Fs15=10,939, P=<0,001), sin embargo no se encontraron diferencias
significativas en el ancho de caparazon observados para los grupos en ausencia y

presencia de alimento durante el periodo de experimentacion (Fs 1s= 2,238, P=0,095).
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4.2.5. Analisis bioquimicos
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Figura 21. Contenido de proteinas de P. laevigatus durante periodos de ausencia y

presencia de alimento. Valores promedio + desviacion estandar.
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Figura 22. Contenido de lipidos de zoea | de P. laevigatus durante periodos de

ausencia y presencia de alimento. Valores promedio + desviacidon estandar.
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Figura 23. Relacion lipido: proteina de zoea | de P. laevigatus en presencia y

ausencia de alimento. Valores promedio + desviacion estandar.

La concentracion de proteinas totales disminuye a lo largo del periodo de ayuno, sin
encontrarse diferencias significativas (F3s=2,190, P=0,167). Sin embargo las larvas
alimentadas aumentan su concentracion proteica (Fig. 21), no encontrandose
diferencias significativas (F26=1,502, P=0,269). La concentracion de lipidos totales de
los individuos sometidos a ayuno disminuyd durante el periodo de experimentacion
(Fig. 22), aunque no se encontraron diferencias significativas (Fzg=0,728, P=0,563).
Las larvas alimentadas, por otra parte muestran un patron creciente en la
concentracion de lipidos totales durante el periodo analizado, sin encontrarse
diferencias significativas durante este periodo (F,, =0,164, P=0,851). La relacion

lipido: proteina decrece para los individuos ayunados sin embargo las larvas con
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presencia de alimento presentan una caida en el dia 6 de desarrollo (Fig. 23), no
encontrandose diferencias significativas en ambas condiciones (Ayuno, F3g=2,145,
P=0,173; Alimento, F,=0,200, P=0,822). Las diferencias observadas para proteinas,
lipidos y la relacion lipido: proteina entre los grupos en presencia y ausencia de
alimento durante el periodo de experimentacion no fueron significativas (proteinas:
F613=2,169, P=0,114; lipidos: Fs13=2,537, P=0,075; relacion lipido: proteina: Fg13=1,

670, P=0,206).
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4.3. Tamafno embrionario y larval y mancha ocular

El volumen del huevo de L. santolla aumenta significativamente de 2.31 mm? a 3.70
mm? (H=31.429, P=<0.001) (Tabla 2), en tanto que P. laevigatus aumenta su volumen
de huevo 0.24 mm?® 0.38 mm?® (Tabla 3), no encontrandose diferencias significativas
(F579=1.233, P=0.301). Para ambas especies el volumen del huevo presenta un
aumento de 38% durante el desarrollo embrionario, encontrandose diferencias
significativas entre L. santolla y P. laevigatus durante los estados de desarrollo

analizados (F11, 166=373,415, P=<0,001).

A su vez los diametros mayor y menor del huevo de ambas especies aumentaron a lo
largo del desarrollo en orden al 15% (Tablas 2 y 3). Se encontraron diferencias
significativas en los diametros mayor y menor entre L. santolla y P. laevigatus durante
el desarrollo embrionario (diametro mayor: Fii1166= 373,533, P=<0,001; diametro

menor: F11.166=347,841, P=<0,001).

El largo de caparazén (LC) muestra un aumento en orden al 7% para L. santollay P.
laevigatus durante el desarrollo larval (Tabla 4 y 5) encontrandose diferencias
significativas para el desarrollo de ambas especies (L. santolla: H=9,742, P=0,045; P.
laevigatus: F333=6,1002, P=0,002). Por otra parte, el ancho de caparazon (AC) mostro
un aumento de 11% en L. santolla y 40% en P. laevigatus (Tabla 4), encontrandose
diferencias significativas en el desarrollo larval de ambas especies (L. santolla:
H=11,475, P=0,022; P. laevigatus: F333= 12,277, P=<0,001). Las diferencias

observadas en el largo y ancho de caparazén durante el desarrollo larval entre ambas
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especies fueron igualmente significativas (LC: H=19,670, P=<0,001; AC: H=23,695,

P=<0,001).

Tabla 2. Diametros mayor y menor, volumen del huevo de L. santolla durante el

desarrollo embrionario. (E I- E VI. estadios embrionarios).

Diam. mayor (mm)

Diam. menor (mm)

Vol. huevo(mm?®)

Estadios Prom. D.E Prom. D.E Prom. D.E
E-I 1.87 0.17 1.52 0.15 2.31 0.67
E-lI 1.9 0.07 1.58 0.07 2.48 0.27
E-lll 1.94 0.15 161 0.13 2.69 0.67
E-IV 2.18 0.93 1.78 0.15 3.67 0.85
E-V 2.14 0.18 1.71 0.17 3.37 1.01
E-VI 2.19 0.12 1.78 0.14 3.7 0.79

n=93 N=93 n=93
F=12.645 F=8.607 H=31.429
P=<0.001 P=<0.001 P=<0.001
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Tabla 3. Didmetros mayor y menor, volumen del huevo a lo largo del desarrollo

embrionario de P. laevigatus. (E I- E VI: estadios embrionarios).

Diam. mayor (mm)

Diam. menor (mm)

Vol. huevo(mm?®)

Estadios Prom. D.E Prom. D.E Prom. D.E
E-l 0.85 0.06 0.72 0.05 0.24 0.05
E-ll 0.91 0.18 0.76 0.14 0.31 0.27
E-ll 0.91 0.05 0.76 0.05 0.27 0.05
E-1IV 0.98 0.07 0.75 0.05 0.28 0.06
E-V 0.90 0.05 0.75 0.05 0.27 0.05
E-VI 1.01 0.09 0.84 0.08 0.38 0.1

n=85 N=85 n=85
F=2.333 F=1.738 F=1.233
P=0.05 P=0.136 P=0.301
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Tabla 4. Largo (LC) y Ancho (AC) de caparazén durante el desarrollo larval de L.

santolla. (ZI- ZIll: estadios zoea, M: megalopa, J: primer juvenil).

LC (mm) AC (mm)
Estadio Prom. D.E Prom. D.E
Z | 2.340 0.169 1.614 0.169
Z 2.574 0.175 1.725 0.136
Z 1l 2.573 0.046 1.722 0.076
M 2.603 0.056 1.650 0.026
J 2.489 0.191 1.737 0.127
n=56 n=56
H=9.742 H=11.475
P=0.045 P=0.022

Tabla 5. Largo (LC) y Ancho (AC) de caparazon durante el desarrollo larval de P.

laevigatus. (ZI- ZIll: estadios zoea, M: megalopa, J: primer juvenil).

LC (mm) AC (mm)
Estadio Prom. D.E Prom. D.E
Z1 2.012 0.148 1.128 0.208
Zl 2.355 0.338 1.369 0.376
M 2.239 0.059 1.863 0.175
J 2.153 0.164 1.862 0.186
n=47 n=47
F=6.102 F=12.277
P=0.002 P=<0.001
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Figura 24. Desarrollo de mancha ocular de L. santolla y P. laevigatus durante el
desarrollo embrionario. Valores promedio + desviacion estandar. (E |- E VI: estadios

embrionarios)

El desarrollo de mancha ocular aumenta significativamente durante el desarrollo
embrionario de L. santolla alrededor de 70% (H=79.858, P=<0.001). P. laevigatus
muestra un aumento de 90% en el desarrollo del sistema ocular, encontrandose
diferencias significativas durante el desarrollo (Fs79=99.723, P=<0.001). Las diferencias
observadas entre ambas especies estudiadas mostraron ser significativas entre los

estados de desarrollo analizados (H=147,455, P=<0,001).
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5. Discusién

Se encontraron diferencias significativas en las variables fisioldgicas y bioquimicas
durante el desarrollo temprano de L. santolla y P. laevigatus lo que estaria indicando
algun tipo de disparidad entre ambos modos de desarrollo. Respecto a la tasa
respiratoria se observa una tendencia creciente durante el desarrollo temprano de
ambas especies con una fuerte transicion desde estadio embrionario a fase larval.
Segun Petersen & Anger (1997) los cambios en la tasa de respiracion durante la
embriogénesis reflejan variaciones en la actividad metabdlica de un individuo. De
acuerdo a lo anterior, los resultados obtenidos muestran un aumento del metabolismo

para ambas especies durante el desarrollo temprano.

Sin embargo para el desarrollo larval de L. santolla se presenta una disminucion de la
tasa respiratoria en los estadios de zoea Ill y megalopa. Esta caida en la respiracion
también ha sido observada en otras especies de litodidos (Anger, 1996) y se asocian a
un cambio conductual provocado principalmente por el asentamiento del individuo
(Escobar, 2003). Esta disminucién se encuentra igualmente asociada a la tasa de
excrecion de amonio, observandose una tendencia similar. Si bien no se han realizado
estudios en detalle sobre el desarrollo embrionario y larval de ambas especies, los
resultados obtenidos para L. santolla son concordantes a los obtenidos para otras
especies de litodidos (Anger, 1996). Debido a la escasez de estudios sobre fisiologia
larval de porcelanidos los datos obtenidos no pueden ser comparados con otras

especies de la familia, sin embargo los resultados muestran ser similares a estudios
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realizados en otras especies de crustaceos (Anger et al., 1990, Lemos & Phan, 2001,
Harper & Reiber, 2004, Meyer & Oettl, 2005). Para el caso de embriones las tasas
respiratorias de ambas especies concuerdan con valores encontrados para otras

especies (Naylor et al., 1999, Baeza & Fernandez, 2002, Fernandez et al., 2003).

Las variaciones en la excrecion corresponden también a un indicador del estado
metabolico de un individuo, aunque las pérdidas contempladas por este punto son
mucho menores a las causadas por la respiracion (Escobar, 2003). En larvas de
crustaceos decapodos y en la mayoria de los crustaceos el amonio es el Gnico producto
de excrecion, mostrando el metabolismo de productos nitrogenados como proteinas y
aminoacidos (Anger, 2001). Sin embargo son relativamente pocos los estudios
realizados sobre excrecion en larvas de crustaceos (para referencias ver Anger, 2001).
La excrecion de crustaceos decapodos asi como también otras tasas metabdlicas son
influenciadas por muchos factores, como etapas del ciclo de la muda, condiciones de
alimentacion y nivel de actividad (Comoglio et al., 2005). Las tasas de excrecion de
amonio por individuo encontradas no muestran diferencias importantes en el desarrollo,
sin embargo la tasa de excrecion por unidad de peso es altamente superior para P.
laevigatus en relacibn a L. santolla. Lo anterior indicaria un metabolismo
particularmente alto en P. laevigatus, donde las proteinas son una fuente importante de
energia. Esto se apoya con la disminucion de la concentracion de proteinas totales
observada a lo largo del desarrollo embrionario y larval. Se ha descrito que L. santolla

por otra parte poseeria estrategias para el ahorro de energia durante el desarrollo larval
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como parte de su lecitotrofia (Kattner et al., 2003), la baja cantidad de amonio

excretado podria sumarse a este tipo de estrategias.

Las menores tasas de excrecion y respiracion observadas durante el desarrollo larval
de L. santolla podrian estar asociadas a un comportamiento menos activo (Vinuesa
1982, 1984, Escobar, 2003) interpretandose igualmente como una adaptacion de ahorro
de energia. Este cambio de comportamiento estaria asociado a una deriva demersal en
lugar de una natacion planctonica relacionado a un desarrollo lecitotrofico (Thatje et al.,
2004). P. laevigatus, presenta un comportamiento mas activo lo cual es importante
durante la vida planctotréfica en cuanto a alimentacion, escape de depredadores,

dispersion, y vida en un medio mas rico en presas.

En cuanto al tamafio del huevo, éste generalmente indica una mayor concentracion de
nutrientes al interior del huevo, aunque el tamafio también podria estar afectado por
otro tipo de factores (Thatje et al., 2004). Los tamafos de huevo encontrados para L.
santolla y P. laevigatus relacionados al contenido bioquimico de éstos muestran una
diferencia importante entre las especies estudiadas. Las altas concentraciones de
proteinas observadas entran en el rango encontrado para otras especies (para
referencias ver Amsler & George, 1984). Se ha establecido que las proteinas son el
componente mas importante seguido de los lipidos y que estos ultimos son la mayor
fuente de energia durante el desarrollo embrionario (Petersen & Anger, 1997, Heras et
al., 2000, Garcia-Guerrero et al., 2003). La concentracion de lipidos totales varian de

acuerdo al estado fisiologico, sin embargo el patrén de lipidos es similar en muchos
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organismos (para literatura ver Graeve & Wehrtmann, 2003). La degradacién de lipidos
durante el desarrollo embrionario de crustaceos generalmente se encuentra entre 40-
60% del total del peso inicial (Petersen & Anger, 1997). Los resultados obtenidos se
encuentran dentro de este rango observandose alrededor de 50 % de utilizacion de
lipidos en L. santolla y 30% para P. laevigatus durante el desarrollo embrionario. La
menor utilizacion de lipidos durante el desarrollo embrionario de L. santolla podria
corresponder a algun mecanismo de ahorro de energia como se ha descrito para el

caso de las fases larvales (Kattner et al. 2003).

Por otro lado durante el desarrollo larval, L. santolla utilizaria dos fracciones
bioquimicas de su biomasa (lipidos y proteinas) como fuentes energéticas durante el
desarrollo larval (Kattner et al. 2003). Estudios previos han mostrado la utilizacion de
proteinas como una fuente de energia durante el desarrollo embrionario pudiendo
también reincorporarse como tejido al igual que aminoacidos libres (Clarke et al., 1990,
Gardner, 2001, Silbert et al., 2004, Rosa et al., 2005). La presencia de una disminucion
del contenido de proteinas observadas durante el desarrollo temprano ha sido atribuido
como mecanismo para conservar la energia lipidica (Amsler & George, 1984), la cual se
ha descrito presenta mayor importancia como aporte energético (Petersen & Anger,
1997, Heras et al., 2000, Garcia-Guerrero et al., 2003). Estos mecanismos de ahorro de
energia se contraponen con los observados en larvas planctotroficas de crustaceos las
que al momento de la eclosion poseen pocas reservas, por lo que presentan altas
demandas energéticas y nutricionales, dependiendo fuertemente de la disponibilidad de

alimento para crecer y metamorfosear (Morais et al. 2002). Esta alta demanda de
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energia podria explicar las altas tasas de excrecién observadas para P. laevigatus en
comparacion con las de L. santolla. Sin embargo, las altas tasas de excrecion
observadas para P. laevigatus también podrian ser explicadas debido a la digestion de

proteinas del alimento (Anger et al., 1989).

En general se cree que las especies de profundidad, como L. santolla, tienden a
producir huevos mas grandes, con un mayor tiempo de desarrollo y mas reservas
lipidicas como una forma de disminuir la mortalidad larval con la profundidad (King &
Butler, 1985, Mauchline 1988). Por el contrario, las especies litorales, como P.
laevigatus, cuyas larvas son liberadas y dispersadas desde la costa presentan una
mayor mortalidad larval por depredacion y deriva, para este caso se producirian huevos
mas pequefios con el fin de tener una mayor descendencia (Pollock & Melville-Smith

1993).

Por otro lado, también se ha establecido que huevos de especies de latitudes altas
presentan mayor tamafio que los de especies de latitudes bajas, este patron también
estaria dado por efectos de profundidad (para referencias ver Collin, 2003 y Anger,
2001). Esta tendencia se observa a través de los porcelanidos de Chile. Para el caso
de porcelanidos encontrados en aguas templadas se reportan volumenes de huevo
sustancialmente menores (Lépez et al., 1997, Herndez & Palma, 2003) que los
reportados para porcelanidos de aguas frias (Lardies et al., 1996). Los resultados
obtenidos para P. laevigatus muestran voliumenes de huevo similares a los obtenidos

por Lardies et al. (1996), sin embargo la mayor diferencia en tamafo ocurre hacia fines
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del desarrollo lo que podria estar marcado por el aumento de peso hiumedo y contenido
de agua observados. El aumento del volumen del huevo durante la incubacién se ha
descrito para muchas especies de crustaceos (Clarke et al., 1990, Biesiot & Perry,
1995, Wehrtmann & Graeve, 1998, Wehrtmann & Kattner, 1998). Este aumento del
volumen del huevo estaria asociado a una entrada de agua, provocando un aumento
del peso humedo acompafiado de una disminucién del peso seco durante el desarrollo
(Biesiot & Perry, 1995, Lardies et al., 1996, Wehrtmann & Kattner, 1998). Estudios
realizados en cuanto al desarrollo embrionario de L. santolla y de otros litédidos no se
han realizado por lo que los resultados obtenidos en cuanto a tamafio del huevo no

pueden ser comparados.

El contenido de agua presente en huevos de crustaceos varia entre 60% para un
estadio inicial del desarrollo a 70-80% en estadios terminales (Valdes et al., 1991).
Antes de la eclosion la permeabilidad de la membrana del huevo aumentaria
permitiendo la entrada de agua (para referencias ver Rosa et al., 2005). Si bien no esta
claro si este aumento en el contenido de agua esta dado por una absorcién o por una
retencion de agua producida metabodlicamente (Amsler & George, 1984), el contenido
de agua aumentaria hacia finales del desarrollo embrionario lo que ayudaria en la
ruptura de la membrana y a la eclosién de la larva (Valdes et al., 1991). Debido a
factores de desecacion que pudiera presentar P. laevigatus relacionado al ambiente en
el que habita, la membrana del huevo seria de mayor grosor a la de huevos de L.
santolla por lo que la presiéon osmdtica interna al momento de la eclosion seria mayor

incitando a una mayor absorcién de agua, aunque se requieren estudios relacionados a
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la membrana del huevo para afirmarlo categéricamente. El contenido de agua también
se encuentra relacionado a los periodos de muda durante el desarrollo larval ya que el
espacio entre cuticulas antigua y nueva es ocupado por agua facilitando asi la

exuviacion (Pardo et al., 1997).

Respecto al desarrollo del sistema ocular, se cree que la presencia de ojos
pedunculados en crustaceos decapodos implicaria una gran importancia para este
grupo (Cronin & Jonkins, 2001). El desarrollo del sistema ocular también seria
importante como control de la profundidad y en eventos de migracion vertical (Cronin &
Jonkins, 2001). Particularmente en larvas de anomuros el ojo es altamente complejo
siendo utilizado especialmente en especies planctotroficas para la regulacion de la
profundidad de acuerdo a niveles luminicos y para evitar depredadores (Anger, 2001).
De acuerdo a los resultados obtenidos P. laevigatus presenta un mayor desarrollo del
sistema ocular que L. santolla, dado por el modo de desarrollo que presenta la especie.
El hecho que las larvas de L. santolla presente un comportamiento demersal y que P.
laevigatus se ubique en las zonas superiores de la columna de agua influiria también en
la formacion de un sistema ocular mas desarrollado. Por otra parte la mayor velocidad
de natacion observada en larvas de P. laevigatus sumado al desarrollo ocular

presentado le permitirian un escape mas efectivo de los depredadores.

En cuanto a la ausencia de alimento, el aumento en peso y tamafo de larvas de P.
laevigatus sometidas a periodos de ayuno indicarian que la energia disponible es

utilizada con fines de mantencion aunque el crecimiento del individuo igualmente se
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realiza pero a un ritmo mas lento. Pardo et al. (1997) postula que larvas de P. violaceus
tendrian una alta capacidad de asimilacion lo que se veria compensado con una baja
resistencia a periodos de ayuno. En P. laevigatus podria ocurrir un fenbmeno similar
siendo capaces de retomar el crecimiento tras un corto periodo de inanicion, aunque se
requieren estudios que reafirmen esto. El tipo de alimentacion que presenten los
individuos durante su desarrollo también es de importancia, Mascetti & Wehrtmann
(1996) y Sulkin et al. (1998) determinaron que las larvas de crustaceos son capaces de
alimentarse de fitoplancton aunque una dieta estricta de microalgas no es capaz de
mantener el desarrollo. La disminucion en la tasa lipido: proteina se ha descrito como
indicador del llamado “punto de no retorno” ya que se comienzan a utilizar lipidos
estructurales como fuente de energia (Anger, 2001). Mascetti & Wehrtmann (1996)
establecieron que larvas de P. laevigatus sometidas a periodos de ayuno no son
capaces de continuar con su desarrollo hacia zoea Il, esta tendencia también es
observada en los resultados fisioldgicos y bioquimicos obtenidos en este estudio. Por
otra parte la disminucion de la tasa lipido: proteina observada para los individuos que
presentaron alimento podria estar asociado a eventos de muda. En general las larvas
de crustaceos pueden soportar cortos periodos de ayuno, al contrario de larvas de otros

invertebrados (moluscos y equinodermos) (para referencias ver Olson & Olson, 1989).

Finalmente, las respuestas encontradas en la fisiologia de L. santolla y P. laevigatus
estarian dadas por la disponibilidad de energia que presentaron durante su desarrollo.
L. santolla si bien posee un mayor contenido de energia, por el modo de desarrollo

lecitotrofico existente, presenta una utilizacion mas economica de la energia disponible
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tanto durante el desarrollo embrionario como larval (Kattner et al., 2003) lo que de
alguna manera estaria modulando sus respuestas fisiologicas hacia tasas menores a
las esperadas. P. laevigatus, por otro lado, dispone de menores reservas energéticas,
principalmente durante el desarrollo embrionario, las cuales son utilizadas
mayoritariamente en la formacion de un individuo adaptado para un medio con un alto
grado de depredacion, presentandose altas tasas de excrecion y respiracion, dando
cuenta de un metabolismo mas acelerado en comparacion al de L. santolla, esto

sumado a un sistema ocular mas desarrollado y una mayor actividad.

Por ultimo, en la comparacion de ambas especies estudiadas, los resultados obtenidos
muestran una modulacion de las tasas fisiolégicas de acuerdo al modo de desarrollo
presente. Especies planctotréficas presentan un mayor metabolismo durante el
desarrollo temprano que especies lecitotréficas por lo que muestran respuestas
fisiologicas mas elevadas. Por otro lado especies lecitotroficas presentan menores
tasas fisiolégicas como forma de conservar energia en vista a mantener un desarrollo
larval sin alimento. Sin embargo se requieren estudios orientados a conocer si existe
una menor utilizacion de las reservas como una forma de ahorro de energia o se

presenta una mejor utilizacién de ellas por parte de especies lecitotréficas.
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Conclusion

Las diferencias observadas entre ambos modos de desarrollo analizados estarian
dadas por la disponibilidad de energia que los individuos presentan al momento de la
eclosion. Asi en un modo de desarrollo planctotréfico las tasas fisiologicas aumentan en
torno a la ingesta de alimento, e individuos frente al ayuno disminuyen sus respuestas
fisiologicas. Por otra parte, periodos prolongados de ayuno producen dafios severos en
los individuos los cuales no son capaces de continuar su desarrollo. Las mayores tasas
fisioldgicas encontradas para el desarrollo planctotréfico de P. laevigatus indican un

metabolismo mas activo en comparacion al desarrollo lecitotrofico de L. santolla.

Las menores tasas fisiologicas encontradas en el desarrollo lecitotrofico de L. santolla
podrian corresponder a un mecanismo de ahorro de energia para poder continuar con
el desarrollo. Otros mecanismos de ahorro de energia estarian dados por cambios en el
sustrato metabolico utilizado, presentandose las proteinas como una fuente de energia

adicional.

De esta manera la disponibilidad de energia que presente un individuo en términos de
captura de alimento (planctotrofia) o utilizacion de reservas (lecitotrofia) determina las
respuestas fisioldgicas durante el desarrollo embrionario y larval en ambos modos de

desarrollo.
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