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RESUMEN

RESUMEN

El género Lasaea (Bivalvia, Lasaeidae), presenta una distribucion
cosmopolita y, a pesar de haber sido ampliamente estudiado en otras partes
del mundo, cuenta con muy escasa informacion sobre su biologia en las costas
de América del Sur. El objetivo general de este trabajo es comprender el modo
reproductivo de Lasaea en la costa de Patagonia argentina a partir de la
morfologia y anatomia de los ejemplares, en especial los aspectos
relacionados con la modalidad vivipara; conocer el ciclo reproductivo en las
localidades consideradas, su fecundidad y desarrollo larval. Asimismo, se
propuso analizar el complemento cromosémico a fin de determinar variaciones
en el nivel de ploidia y su posible relacion con el mecanismo reproductivo de
los ejemplares patagonicos.

Se analiz6 inicialmente las generalidades morfologicas y estructura de la
charnela en individuos recolectados en Caleta Cérdova Norte (CCN) y Km 3,
ambas localidades cercanas a la ciudad de Comodoro Rivadavia, en el centro
del Golfo San Jorge, a partir de imagenes tomadas con microscopio
estereoscopico y microscopio electronico de barrido (scanning); se compararon
asi con individuos de Lasaea de distintas localidades patagonicas, desde el
Golfo San Matias hasta el Estrecho de Magallanes y Canal de Beagle,
encontrando solo diferencias en la coloracion y forma general del borde. Los
resultados obtenidos se contrastaron con las descripciones originales
realizadas por distintos autores para diversas especies de Lasaea, muchas de
ellas citadas inicialmente bajo otras denominaciones.

Los ejemplares de Lasaea analizados, corresponden a un
eulamelibranquio con adaptaciones anatomicas acordes a las necesidades de
incubacién y consistentes con la estructura de un bivalvo del orden Veneroida
con una historia de vida similar. La gbénada en estos ejemplares, desarrolla
como un ovotestis con una fraccién masculina reducida (30 %) respecto del

total;, como caracter sobresaliente, se menciona la presencia de
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RESUMEN

espermatozoides biflagelados moviles; caracteristica nueva dentro del género
Lasaea.

A partir de la interpretacion del tamafo del ovotestis maduro, se pudo
distinguir un ciclo gonadal estacional con un periodo de desove y recuperaciéon
importante en los meses de verano seguido de un desove menor a comienzos
del invierno. La observacion de cortes histolégicos, permitié ver una
proliferacion de ovocitos con vitelogénesis inicial durante todo el afio, con
maximos durante los meses de otofio-invierno. Los ovocitos con vitelogénesis
avanzada presentan frecuencias maximas hacia fin de primavera y comienzo
del verano, seguida por un periodo de mayor produccién de nuevos ovocitos,
coincidente con una emision posterior de la gbénada y su recuperacién. La
espermatogénesis también fue registrada durante todo el ano; la frecuencia de
individuos con mas del 75 % del testiculo ocupado por espermatozoides
disminuye durante los meses de verano y en el invierno. La mayor frecuencia
de espermatozoides fue coincidente con el ovario maduro con ovocitos en
vitelogénesis avanzada, indicando una sincronia en la emisién de gametos
femeninos y masculinos hacia la camara suprabranquial.

Al analizar el desarrollo gonadal de Lasaea en la costa patagdnica, si
bien no se aprecia un patrén definido respecto de la temperatura, se observa el
maximo desarrollo gonadal hacia fines de invierno — comienzo de primavera,
luego de la recuparecién pos desove dada cuando la temperatura del agua
disminuye. Los ejemplares patagonicos incuban sus embriones en la camara
suprabranquial hasta liberarlos como juveniles; en los dos sitios considerados
(CCN y Km 3), se observaron animales incubando durante todo el afio, con
valores maximos durante los meses correspondientes a fin de primavera —
verano. Las tallas de primera incubacién variaron entre estas localidades
consideradas, siendo 1,72 mm en CCN y 2,1 mm en Km 3. La proporcion de
animales incubando estadios embrionarios iniciales indica una relacion
significativa positiva con la cantidad de horas de luz, negativa con la
temperatura del agua de mar. Por su parte, en los estadios finales, ademas del
efecto significativo de la cantidad de horas de luz, se pudo observar una

relacion significativa positiva de la talla.
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RESUMEN

Los ejemplares analizados de Lasaea en la costa del Golfo San Jorge,
presentan una relacion alométrica negativa entre numero de embriones por
animal y la talla en CCN (14,12 + 4,84 embriones por animal) e isométrica en
Km 3 (13,78 £ 5,70). Se observaron diferencias significativas entre localidades
respecto del numero de embriones en distinto estadio, pero no entre los
estadios iniciales y finales de una misma localidad. Estos resultados indican
una fecundidad distinta en cada localidad, sin una pérdida por mortalidad entre
los embriones y juveniles proximos a ser liberados. A excepcion de unos pocos
casos, los embriones de una misma cohorte dentro de las branquias de un
animal se encuentran en un mismo estadio de desarrollo; tanto para CCN como
para Km 3, se pudo apreciar un intervalo entre los maximos de embriones
iniciales y finales de aproximadamente dos a tres meses, dando idea que éste
seria el tiempo de desarrollo desde un estadio de huevo o embriéon incipiente
hasta obtener un juvenil proximo a liberarse.

Finalmente se analizd6 el complemento cromosémico en cuatro
localidades patagonicas, sin que se encuentren diferencias significativas. A
partir del apareamiento de homadlogos, fue posible distinguir un cariotipo 2n =
48+6 conformado por tres pares de cromosomas metacéntricos, cinco pares
submetacéntricos, diez pares subtelocéntricos, seis pares telocéntricos y seis
cromosomas sin aparear (cromosomas B). Una técnica complementaria que
permite visualizar las regiones de organizadores nucleolares (NORs) ha sido
aplicada como indicadora del nivel de ploidia de las especies en estudio. Los
resultados obtenidos mostraron un valor de mediana = 2 + 1 NORs por célula,
lo que indicaria que cada individuo tiene la cantidad de regiones de
organizadores ribosomales acordes a un individuo diploide.

Las caracteristicas analizadas de los ejemplares patagdnicos analizados
permiten identificarlos como Lasaea miliaris, especie descrita originalmente por
Philippi (1845) para el Estrecho de Magallanes. Los resultados obtenidos en
este trabajo a partir del analisis de gametos, ciclo gonadal y complemento
cromosémico, permiten asumir que Lasaea miliaris (Philippi, 1845) es una
especie hermafrodita simultanea, con un mecanismo reproductivo de

autofertilizacion.
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SUMMARY

The genus Lasaea (Bivalvia, Lasaeidae) has a cosmopolitan distribution
and besides it was studied in different parts of their distribution, the information
about their biology within the South American coasts is very scarce. The goal of
this study is to understand the breeding biology of Lasaea in coastal Patagonian
using morphological and anatomical techniques. We specially focused in
aspects related to the brooding behavior and mechanisms of reproduction
including their breeding cycle, egg production (fecundity) and larval
development. We also explore the chromosome numbers in order to assess the
variability on ploidy levels and relate them to the reproductive mechanism in
localities from Patagonia, Argentina.

First we analyzed structural features of the shell (e.g. hinge) in
individuals from Caleta Cérdova Norte (CCN) and Km 3, both located next to
Comodoro Rivadavia, in the center of the Golfo San Jorge, Argentina. These
features were analyzed using a stereoscopic microscope and scanning
microscope and then compared with Lasaea individuals from different locations
along the Patagonian coast, from Golfo San Matias to the Strait of Magellan
and the Beagle Channel finding only differences in the color and border shape
of the shell. Our results differ from the ones previously described by several
authors for different Lasaea species, which were originally described under
different nominations.

The individuals analyzed correspond to an eulamelibranch with
anatomical adaptations to brood embryos in the suprabranchial chamber and is
consistent with other species of the Veneroida order having similar life history
traits. The gonad of Lasaea develops as an ovotestis, with a reduced
contribution of the male fraction (max 30 %) to the overall gonad. The
outstanding characteristic is the presence of motile, biflagellated spermatozoa.
Up today this biflagellate sperm has not been described for the genus Lasaea.

From the interpretation of the size of the mature ovotestis, an seasonal
gonadal cycle could be distinguished. Main spawning events, with associated

recovering phases, were recorded in the austral summer, while minor
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spawnings were also observed during early winter. The histological analysis
reveals that the ovary fraction of the ovotestis develops early vitellogenesis
oocytes continuously with a peak during autumn and winter. Advanced
vitellogenesis oocytes showed maximum frequencies towards late spring and
early summer, followed by a period of higher production of new oocytes which is
followed by an increase of gonadal size and its recovery. Spermatogenesis was
also recorded along the year; the frequency of mature individuals showing
higher amount of sperm (>75 %) in the testes fraction decrease during summer
and winter. The highest frequency of spermatozoa was coincident with the
mature ovary with oocytes in advanced vitellogenesis, indicating a synchronic
emission of males and females gametes to the suprabranchial chamber.

Although a definite pattern is not found in gonadal development with
respect to temperature, maximum values are observed towards the end of
winter - beginning of spring, after recovery after spawning when the water
temperature decreases. the analyzed specimens incubate the embryos in the
suprabranchial chamber until their release as young. In the two sites considered
(CCN and Km 3), brooding clams were observed throughout the year in both
sites, with maximum rates during the end of spring and early summer. Size at
which the individuals were brooding varied among study sites, being 1.72 mm in
CCN and 2.1 mm in Km 3. The proportion of clams brooding early stages of
embryos varied between sites, increased with the amount of daylight hours and
decreased with sea water temperature. On the other hand, the proportion of
clams brooding advanced embryonic stages increased with body size, the
amount of daylight hours and also differed among sites.

The analyzed individuals of Lasaea in the coast of Golfo San Jorge,
showed a negative allometric relationship in the log number of embryos and log
body size at CCN (14.12 + 4.84 embryos per individual) and isometric at Km 3
(13.78 = 5.70 embryos per individual). The analysis demonstrated significant
differences between study sites regarding the number of embryos in different
stages, but not among early and final stages of the same study site; these
results highlights a different egg production between localities, without evidence
of egg/embryo loss during brooding. With some exceptions, are usually in the
same developmental stage within each animal; in both sites (CCN and Km 3)

Xl
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there is an time interval between maximum proportion of initial and final stages
estimated in 2-3 months for both study sites, suggesting that this time would be
the developmental period for an egg or embryo in early stage to become a
young close to release.

Finally, no significant differences were found when analyzing the
chromosome numbers of four Patagonian localities. From the homologous
chromosome pairing, we could distinguished a karyotype 2n = 48+6 containing
three pairs of metacentric chromosomes, five submetacentric, ten subtelocentric
pairs, six telocentric pairs, and six chromosomes without pairs (B
chromosomes). We applied a complementary technique to the silver staining
that allows the visualization of the nucleolar organizer regions (NORs) applied
as indicator of the ploidy level of the studied species. The results showed for
Patagonian species median value of = 2 + 1 NORs/cell, which indicated that
each individual has the amount of regions of ribosomal organizing that
correspond to a diploid individual.

The morphological features of the samples from Patagonia are similar to
individuals of the species Lasaea miliaris, which was originally described by
Philippi (1845) for the Magellan Strait.

The result of this thesis from the analysis of gametes, gonadal cycle and
chromosome numbers, suggests that Lasaea miliaris (Philippi, 1845) is a
simultaneous hermaphrodite species with evidence of self-fertilization as a

breeding mechanism.
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INTRODUCCION GENERAL

El filo Mollusca es uno de los mas grandes y diversos grupos del reino
animal, constituido por mas de 100.000 especies en la actualidad, en su gran
mayoria marinas. Esta subdividido en siete clases, que poseen distinta
organizaciéon corporal. La clase Bivalvia, también denominada Pelecypoda o
Lamellibranchia, constituye el segundo grupo de moluscos mas diversificado
después de los gasterépodos, cuenta con unas 9.000 especies actuales
reconocidas, se hallan representadas en ambientes marinos, estuarinos y de
agua dulce y son de vida libre o sésiles (Ageitos de Castellanos 1994; Gosling
2003; Bieler y Mikkelsen 2006; Zelaya y Guller 2014).

Los bivalvos son en general dioicos, pudiendo encontrarse especies
hermafroditas o con reversion de sexo (Ageitos de Castellanos 1994). En
algunos grupos, especialmente aquellos de pequefio tamafo, las branquias o
ctenidios, ademas de tener funcién para el intercambio gaseoso y captacién de
alimento, cumplen un importante rol en la reproduccion, ya que constituyen el
lugar adecuado para el desarrollo de huevos y embriones en aquellas especies
incubadoras (Ageitos de Castellanos 1994; Ituarte 2009; Chaparro et al. 2011,
Zelaya y Guller 2014; Morton 2015). Tipicamente, los bivalvos tienen una
primera larva ciliada de vida libre (troc6fora) seguida de una larva con valvas y
simetria bilateral (veliger); en algunos casos esta larva veliger puede ser
planctotréfica mientras que en otros es lecitotréfica. En ocasiones los bivalvos
tienen un estilo de vida como parasitos de otros invertebrados; en
consecuencia manifiestan ciertas adaptaciones como la presencia de algunos
dientes en la superficie de sus valvas, el pie modificado en un filamento
adhesivo para sujetarse a su hospedador y sus larvas transformadas en una
larva gloquidio (Ageitos de Castellanos 1994).

Los bivalvos de la superfamila Galeommatoidea son relativamente

pequefios, rara vez superan los 10 mm de largo (Dias-Passos y Domaneschi
2



INTRODUCCION

2009) y habitan en todos los océanos y en aguas continentales (Valentich et al.
2013). Tienen diversos estilos de vida: algunos de vida libre, habitando entre
los filamentos del biso de otros bivalvos o en pequenas cavidades de la roca;
en otros casos se pueden apreciar importantes relaciones de comensalismo y
parasitismo con otros invertebrados, incluyendo equinodermos, crustaceos y
anélidos (Fox et al. 2007; Goto et al. 2012; Zelaya e ltuarte 2012; Valentich et
al. 2013). Estos bivalvos, presentan el patrén reproductivo mas complejo dentro
de la clase Bivalvia (O Foighil 1985); por lo general son hermafroditas
simultaneos o consecutivos, ovoviviparos que incuban sus embriones hasta
liberarlos como juveniles en la camara suprabranquial (O Foighil 1985;
Jespersen y Litzen 2006; Fox et al. 2007; Dias-Passos y Domaneschi 2009) y
muestran variabilidad morfologica en los espermatozoides (O Foighil 1985).
Esta caracteristica incubadora fue sugerida como una especializacion para un
modo de vida comensal dentro del grupo (Popham 1940). Otros autores
sugieren, ademas, que las especies que incuban sus crias hasta juveniles,
presentan en general una distribucién geografica en latitudes altas y que
existiria una relacion directa entre el tamano corporal pequefio de los adultos y
la imposibilidad de producir larvas plancténicas (Strathmann y Strathmann
1982; Kabat 1985; Dias-Passos y Domaneschi 2009).

Dentro de la superfamilia Galeommatoidea se encuentra el género
Lasaea (Brown, 1827) quien aparece ya en los registros fosiles del Eoceno
temprano en Nueva Zelanda (Tabla A-1) y ha alcanzado en la actualidad una
distribucion cosmopolita (Chavan 1969). En América del Sur se han registrado
fosiles del género Lasaea spp. para el Holoceno medio en Tierra del Fuego
(Gordillo et al. 2005). Lasaea es un género gregario que puede encontrarse en
altas densidades, en cavidades del sustrato o entre los filamentos bisales de
otros bivalvos (Oldfield 1955; Mc Grath y O Foighil 1986; Davenport y Wilson,
1995). Son pequefios bivalvos intermareales (< 6 mm de largo en tamafo
adulto), hermafroditas y con una aparente dicotomia en cuanto a los
mecanismos reproductivos (sexual - asexual) (O Foighil 1988; O Foighil y
Eernisse 1988; Iwasaki 1996; Altnéder y Haszprunar 2008) (Fig. 1). Las

caracteristicas externas de las valvas (color y tamano) en Lasaea pueden
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variar de acuerdo al ambiente en que se encuentre (Oldfield 1955; O Foighil
1986). En general, son de color rojizo y presentan un umbo prominente, la
denticiébn de la charnela difiere entre las valvas derecha e izquierda;
internamente tienen un pie largo y delgado, el sifon inhalante es anterior
mientras que el exhalante tiene una posicion posterior (Popham 1940; Oldfield
1955; Ballantine y Morton 1956; Morton et al. 1957; Morton 1960; Seed y
O’Connor 1980; O Foighil 1985). Una descripcion mas detallada sobre los
aspectos anatémicos y morfolégicos de los individuos estudiados se vera en los
siguientes capitulos.

En cuanto a la reproduccién y desarrollo del grupo, la informacion es
variada y a menudo contrapuesta. O Foighil (1987) sugiere un mecanismo de
autofecundacién para L. subviridis Dall 1899, en tanto otros investigadores
consideran a las poblaciones europeas de L. rubra (Montagu 1803) y de L.
subviridis como individuos hermafroditas simultdneos apomicticos, con una
importante reduccion de gametos masculinos e incubacién de juveniles sin
desarrollo de larva plancténica (Oldfield 1961; Beauchamp 1986; Crisp y
Standen 1988; O Foighil 1988; Tyler-Walters y Crisp 1989; Tyler-Walters y
Davenport 1990; O Foighil y Thiriot-Quiévreux 1991; Tyler-Walters y Hawkins
1995). Los trabajos realizados con poblaciones de L. australis (Lamarck 1818)
recolectados en la costa sudeste de Australia, han indicado que los individuos
son hermafroditas con fecundacién cruzada, no incubadores, que liberan sus
crias como larvas veligeres y presentan dispersion plancténica (O Foighil 1988;
O Foighil 1989; Tyler-Walters y Crisp 1989; O Foighil y Thiriot-Quiévreux 1999).
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/ 2

ma

Figura 1. a) Agregado de Lasaea en el intermareal patagdnico asociado a Perumytilus
purpuratus y Balanus glandula; b) Vista de Lasaea patagénica incubando sus crias en
la cdmara suprabranquial. e: embriones; ma: manto; pa; parte anterior; pi: pie; pp:
parte posterior. Escala: 1 mm.

Varios trabajos sobre citogenética llevados a cabo en diversas
poblaciones de Lasaea, muestran complementos cromosdmicos variados, con
importantes niveles de ploidia en algunos casos y presencia de cromosomas
supernumerarios; estos resultados se asocian a mecanismos reproductivos
asexuales. Por el contrario, se encontraron numeros diploides en las
poblaciones australianas que presentan reproduccion sexual (Thiriot-Quiévreux
et al. 1988; Thiriot-Quiévreux et al. 1989; O Foighil y Thiriot-Quiévreux 1991,
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Thiriot-Quiévreux 1992; O Foighil y Thiriot-Quiévreux 1999). A partir de la
hipétesis planteada acerca del posible mecanismo reproductivo del tipo
apomictico en las poblaciones de Lasaea, gran parte de los trabajos
posteriores se basaron en analisis de ADN, a fin de lograr una mejor
interpretacion de las relaciones filogenéticas del género (O Foighil y Eernisse
1988; O Foighil y Smith 1995; O Foighil y Smith 1996; O Foighil y Josefowicz
1999; Park y O Foighil 2000; Taylor y O Foighil 2000; O Foighil et al. 2001; Li et
al. 2013). De acuerdo a Taylor y O Foighil (2000), las evidencias basadas en
analisis de alozimas para varias poblaciones del Atlantico y Pacifico soportan la
hipotesis de que, a excepcion de las dos especies australianas con
reproduccién sexual L. australis y L. colmani (O Foighil y Thiriot-Quiévreux
1999), el género Lasaea constituye un complejo de poblaciones asexuales con
marcada diversidad alélica entre ellos y prevalencia en la fijacion de
heterocigotos, caracteristicas esperables para organismos alopoliploides.

La clasificacién de la superfamilia Galeommatoidea estd en constante
cambio (Goto et al. 2012). De acuerdo a estos autores, las discrepancias
encontradas entre la clasificacion tradicional y los resultados obtenidos a partir
de la filogenia molecular, podrian deberse a que en muchos galeomatidos
habrian reducido -o altamente especializado- algunos caracteres asociados al
estilo de vida, situacion que no se refleja en los caracteres taxondémicos. El
género Lasaea no es una excepcion y resulta taxonédmicamente complejo. En
su trabajo sobre evolucion de la asexualidad dentro del género Lasaea, O
Foighil y Smith (1995) prefirieron no asignar epiteto especifico a los distintos
linajes poliploides analizados, sefialando entonces a Lasaea como un complejo
de clones cosmopolita. Los andlisis filogenéticos a partir de ADN nuclear y
mitocondrial realizados con el fin de comparar el género Lasaea, tan
ampliamente distribuido (Australia, Nueva Zelanda, Islas Kerguelen, Sudafrica,
Japon, Mediterraneo, Irlanda, Florida, Columbia Britanica), mostraron que las
poblaciones asexuales poliploides analizadas constituyen clados basales
respecto de las sexuales L. australis y L. colmani, sin que se hayan encontrado
hasta el momento derivados asexuales aparentes respecto de las especies

sexuales australianas (incluso dentro de las poblaciones simpatridas
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poliploides) (Taylor y O Foighil 2000). Segun estos autores, sin el ancestro
sexual identificado, la mayor parte de la variacion genética dentro del género
sigue siendo desconocida. En base a los resultados obtenidos a partir de la
caracterizacion genética global mediante alozimas y ADNmt, los linajes
poliploides predominan fuera de las costas australianas sin que haya una
estructuracion geografica concordante y sin que se tenga conocimiento sobre el
origen de estas poblaciones asexuales (Taylor y O Foighil 2000).

La informacion sobre el género Lasaea de las costas de América del
Sur, se limita a referencias en catalogos taxondémicos (Philippi 1845; Stempell
1902; Melville y Standen 1914; Carcelles y Williamson 1951; Powell 1951;
Soot-Ryen 1951, 1959; Dell 1964; Marincovich 1973; Ageitos de Castellanos y
Landoni 1988; Pastorino 1994; Linse 1997, 1999; Guzman et al. 1998; Forcelli
2000; Scarabino 2003; Zelaya 2005; Dias-Passos y Magalhdes 2011) y algunas
citas en publicaciones generales sobre ecologia costera (Zaixso y Pastor 1977;
Guzman et al. 1998; Orensanz et al. 2002; Bertness et al. 2006; Cuevas et al.
2006; Bastida et al. 2007; Cabezas et al. 2007; Kelaher et al. 2007; Lépez-
Gappa y Sueiro 2007; Martin et al. 2015; Zaixso et al. 2015). No existen
publicaciones que aporten datos sobre la biologia de este género para las
costas sudamericanas (Pacifico, Atlantico e islas subantarticas).

Ante esta escasez de informacién detallada sobre un género de
frecuente aparicion en la costa patagoénica, es que se ha llevado a cabo este
Trabajo de Tesis con el objetivo de aportar a la comprension de los aspectos
morfolégicos, anatomicos y citogenéticos relacionados con la modalidad

reproductiva de sus localidades en la zona.
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OBJETIVOS GENERALES

En el presente trabajo se pretende comprender el modo reproductivo de
Lasaea (Bivalvia, Lasaeidae) en localidades de la costa de la Patagonia central
a partir de:

e El estudio de la morfologia y anatomia de los ejemplares patagonicos de
Lasaea, en especial los aspectos relacionados con la modalidad vivipara
de su reproduccion.

e El analisis del ciclo reproductivo de los ejemplares en la costa patagodnica.

e El examen del desarrollo larval y fecundidad.

e La determinacion del complemento cromosdmico de ejemplares

patagodnicos.

HIPOTESIS

(1) De acuerdo a los antecedentes existentes, la modalidad reproductiva de
Lasaea de la costa patagonica, podria ajustarse a alguna de las
siguientes alternativas:

e Organismos diploides con reproduccion sexual.
e Organismos diploides ¢ poliploides con reproduccion asexual y con
los gametos masculinos con un papel exclusivamente inductor.

(2) La poblacién patagénicas presenta un ciclo de reproductivo sincrénico

con la temperatura superficial del agua de mar.
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ESTRUCTURA DE LA TESIS

La tesis se organizé en los siguientes seis capitulos, en los que se
analizan los aspectos de la biologia del género Lasaea en las costas

patagonicas que son objetivo del presente trabajo.

Capitulo I. Aspectos morfolégicos y anatdmicos de Lasaea en costas
patagonicas

Se analiza la morfologia de las valvas de Lasaea en ejemplares
patagonicos, se examinan sus estructuras caracteristicas mediante la
observacién con microscopio estereoscopico y fotografias tomadas con
microscopio electronico de barrido (MEB). Se describe también en forma
general la anatomia, mediante la observacion de los individuos frescos bajo
microscopio estereoscopico, microscopio Optico y MEB, incluyéndose la
realizacion de cortes histolégicos con especial énfasis en las estructuras

adaptadas a la incubacion.

Capitulo II. Ciclo reproductivo de Lasaea en la costa central del Golfo San
Jorge, Argentina

Se compara el ciclo reproductivo de Lasaea en dos localidades del Golfo
San Jorge durante dos afos, se describen los distintos estadios y se analizan
las tallas ovocitarias, la fraccidon masculina a partir de cortes histologicos y la
variacion del tamafio gonadal en general; se relacionan los cambios con la

variacion de la temperatura superficial del mar.

Capitulo lll. Desarrollo larval y fecundidad de Lasaea en la costa central del
Golfo San Jorge, Argentina

Se describen los distintos estadios larvales incubados en la camara
suprabranquial; se analiza la fecundidad real y realizada y se analiza la talla de

la primera madurez de incubacion.
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Capitulo IV. Numero cromosdmico de Lasaea en la costa de Patagonia

Se analiza el complemento cromosdmico de Lasaea en distintas
localidades de la costa patagonica con el objetivo de poder determinar el
numero de cromosomas, considerando la hipotesis de que el nivel de ploidia y
numero de cromosomas puede tener relacion con el mecanismo reproductivo.
Se comparan también los resultados obtenidos con los reportados para

distintas especies de Lasaea en distintas partes del mundo.

Capitulo V. Discusién general y conclusiones

Se realiza una discusion general y conclusiones finales pertinentes a
partir de los resultados obtenidos en los temas abordados, con el fin de aportar
al conocimiento de los mecanismos reproductivos de los ejemplares de Lasaea
en las costas patagonicas y lograr un enfoque actual de su ubicacion
taxondmica. Se explicitan posibles temas de investigacidon que permitan

continuar con el estudio del género Lasaea en nuestras costas.

Anexo . Ubicacion taxondmica del género Lasaea y descripcidn de especies

Se realiza una revision sistematica a partir de las descripciones
originales del género Lasaea, las sinonimias y la nomenclatura aceptada
actualmente, con énfasis en las especies descritas y citadas para América del
Sur; esta revision permitira actualizar el conocimiento de la situacion
taxondmica actual del género con el fin de ubicar a los ejemplares patagonicos

en ese contexto.

10



AREA DE ESTUDIO



AREA DE ESTUDIO

AREA DE ESTUDIO

DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

En el presente trabajo los analisis de reproduccién de Lasaea en las
costas patagodnicas se centran en la region central del Golfo San Jorge.

El Golfo San Jorge es la mayor cuenca semi-abierta del océano Atlantico
Sudoccidental con un area cercana a los 40.000 km? con una extension de
costa cercana a los 500 km y profundidades maximas de 110 metros en su
parte central. La cuenca se encuentra comprendida entre el cabo Dos Bahias al
norte (44° 55 Sy 65° 31’ O) y el cabo Tres Puntas al sur (47° 12° S y 65° 44’ O)
(Fernandez et al. 2005; Isla et al. 2002) (Fig. 2). Presenta mareas del tipo semi-
diurno con caracteristicas costeras del agua propias, donde la salinidad es
menor a 33,2 ups. Esta peculiaridad resulta de la mezcla de aguas
subantarticas provenientes de la corriente del cabo de Hornos y aguas con por
aportes continentales que llegan desde el estrecho de Magallanes, formando la
denominada Corriente Patagodnica que circula de S-N (Akselman 1996). Los
valores de temperaturas extremas se dan en aguas superficiales costeras,
asociados a los cambios estacionales. Las temperaturas medias para la zona
central del Golfo San Jorge corresponden a 7,5 °C para el mes de julioy 16 °C
para el mes de febrero (Vinuesa 2005).

La zona costera se caracteriza por la presencia de acantilados de altura
variable formados por sedimentos fosiliferos marinos del periodo Nedgeno y
playas fosiles cuaternarias. Las plataformas de erosién rocosas (denominadas
restingas) estan poco representadas, siendo mas frecuentes las playas de
grava y canto rodado; en ocasiones se encuentran playas arenosas. Los
intermareales son en general de pendiente suave con variaciones locales en lo
referido a topografia y exposicion al oleaje (Isla et al. 2002).

El sistema litoral se puede zonificar en los pisos supralitoral, mesolitoral,
infralitoral y circalitoral. El piso supralitoral corresponde a los niveles que se

encuentran por encima de las mareas altas medias y nunca o rara vez quedan
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sumergidos pero reciben gran cantidad de salpicaduras por el oleaje; el
mesolitoral esta comprendido entre los niveles medios de bajamar y pleamar; el
piso infralitoral se encuentra por debajo de los niveles de bajamares medias y
el circalitoral se extiende desde el limite inferior del infralitoral hasta el nivel
compatible con la supervivencia de algas multicelulares (Zaixso et al. 2015). En
general, el mesolitoral rocoso se halla cubierto principalmente por el mejillin
Perumytilus purpuratus formando una comunidad de mitilidos denominada
mejillinar, caracteristica de la Provincia Magallanica; en ocasiones, el mejillén
Mytilus edulis platensis puede alcanzar densidades importantes (Zaixso y
Pastor 1977) (Fig. 3).

Los sitios de muestreo considerados en este trabajo de Tesis para la
descripcion anatdomica y morfolégica de las valvas en general, el analisis del
ciclo reproductivo, la descripcion de estadios larvales y la fecundidad,
corresponden a las playas cercanas a la ciudad de Comodoro Rivadavia, en el
Golfo San Jorge: Caleta Cérdova Norte (45° 43' S; 67° 22’ O) y playa Km 3 (45°
50’ S; 67° 27’ O). La descripcion morfolégica de las valvas, se complemento
con muestras recolectadas en las localidades de Puerto Lobos (42° 0' S; 65° 4'
O; Golfo San Matias); Fondeadero San Roman (42°14' S; 64°22' O; Golfo San
José); Punta Cuevas (42° 45' S; 65° 2' O; Golfo Nuevo); playa Belvedere (46° 2'
S; 67° 36' O; Golfo San Jorge); Cabo Blanco (47°12' S; 65°44' O); Bahia San
Julian (49°18' S; 67°43' O); Puerto del Hambre (53° 36' S; 70° 55' O; Estrecho
de Magallanes, Chile); Bahia Ensenada (54° 50’ S; 68° 29 O; Canal de
Beagle). Para el analisis del complemento cromosémico se realizé un muestreo
en distintas localidades de la costa patagonica con el fin de lograr una mejor
comparacion de los resultados: Punta Cuevas; Km 3; playa Belvedere y Puerto
del Hambre (Fig. 2).
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Figura 2. Ubicacion de las localidades de muestreo. PL: Pto. Lobos (Golfo San Matias);
SR: Fondeadero San Roman (Golfo San José); PC: Pta. Cuevas (Golfo Nuevo); CCN:
Caleta Cérdova Norte (Golfo San Jorge); KM 3: Playa Km 3 (Golfo San Jorge); B: Playa
Belvedere (Golfo San Jorge); CB: Cabo Blanco; SJ: Pto. San Julian (Bahia San Julian); PH:
Puerto del Hambre (Estrecho de Magallanes — Chile); BE: Bahia Ensenada (Canal
Beagle).
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Figura 3. Mesolitoral rocoso de la playa de Caleta Cérdova Norte donde se observa el
mejillinar.

15



CAPiTULO |



CapiTuLO |

CariTtuLo |

ASPECTOS MORFOLOGICOS Y ANATOMICOS DE LASAEA
EN LA COSTA PATAGONICA

INTRODUCCION

Los bivalvos conforman un grupo de moluscos marinos y de agua dulce.
Tipicamente tienen dos valvas calcareas recubiertas por una capa organica
denominada periostraco, comprimidas y alargadas en sentido antero-posterior;
pueden ser iguales o subiguales determinando un plano de simetria bilateral,
que se cierran por la accion de musculos aductores (Ageitos de Castellanos
1994; Gosling 2003; Camacho 2007; Zelaya y Guller 2014).

En general, la morfologia de las valvas se relaciona con el modo de vida
de los bivalvos; en tal sentido, en animales que viven enterrados o
semienterrados las valvas son fusiformes e inequilaterales. En cambio,
aquellos que viven apoyados presentan valvas equilaterales, pudiendo
encontrarse tanto ejemplos de equivalvos como animales inequivalvos donde
se encuentran diferencias en forma y ornamentacion; este ultimo caso es muy
comun en especies epifaunales, donde la valva que queda orientada hacia
arriba es ligeramente distinta de la valva que queda en contacto con el sustrato
(Camacho 2007; Zelaya y Guller 2014).

La articulacién de las valvas se logra a través de un ligamento dorsal,
generalmente externo, de estructura proteica (conquiolina) y por una charnela
con dientes. En algunos casos, puede haber un ligamento interno, cuyos
extremos se ubican en fosetas de la charnela (Ageitos de Castellanos 1994;
Gosling 2003; Camacho 2007). Las charnelas, de caracter diagndstico para la
sistematica del grupo, se clasifican segun los dientes que presentan. Siguiendo
la clasificacion de Camacho (2007) se pueden encontrar los siguientes tipos:
(1) adonta: charnela carente por completo de dientes (presente en numerosos

bivalvos fosiles); (2) taxodonta: charnela primitiva con dientes subiguales a
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cada lado del umbo, alternando con surcos donde encastran los dientes de la
valva opuesta, con o sin ligamiento interno; (3) actinodontas: charnela tipo
taxodonta pero con dientes que divergen desde el umbo donde los mas
externos son casi paralelos y adyacentes al margen dorsal; (4) esquizodonta:
posee pocos dientes muy fuertes, un diente triangular central mas dos dientes
anterior y posterios en la valva izquierda que complementan con el espacio
interdentario formado por dos dientes que divergen del umbo en la valva
derecha; (5) heterodonta: el mas desarrollado tipo de charnela entre los
bivalvos, se caracteriza por poseer dos tipos de dientes, cardinales irradiando
hacia abajo desde el umbo y divergiendo ventralmente, y laterales mas largos y
mas o menos paralelos al ligamento, separados entre si por concavidades que
se corresponden con la vlava opuesta; (6) desmodonta: presenta dientes muy
pequefios atrofiados, relacionados con un ligamento interno con condroforo; (7)
isodonta: solo hay dos dientes iguales en cada valva ubicados simétricamente
a los lados de un resilifero; (8) disodonta: charnela con pequenos denticulos de

escasa utilidad situados debajo del umbo (Fig. 4).

resilifero resilifero

A ADONTA B TAXODONTA C ACTINODONTA

condréforo
dientes cardinales d -—

dientes e ientes —
laterales laterales )
anteriores, posteriores ﬂ (

D ESQUIZODONTA E HETERODONTA F DESMODONTA

resilifero ligamento

denticulos

G ISODONTA H DISODONTA

Figura 4. Tipos de charnela (modificado de Camacho 2007).

En moluscos en general, pueden hacerse inferencias sobre el modo de

desarrollo en base a la morfologia de la concha en las larvas; en los bivalvos, la
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forma externa de la valva en estadio larval (prodisoconcha) es
morfolégicamente distinta en especies con desarrollo planctotrofico respecto de
especies que desarrollan larvas lecitotréficas. Las especies con larvas no
planctotréficas, desarrollan una prodisoconcha | relativamente grande (135-500
um de longitud) y la prodisoconcha Il se reduce o esta ausente (O Foighil
1986).

Las partes blandas de los bivalvos se ubican en un espacio limitado por
un tegumento interno (manto) formado por dos I6bulos, uno para cada valva.
Las visceras estan adheridas dorsalmente al manto dejando en la parte ventral
un espacio amplio (cavidad del manto 6 paleal) donde se ubican también las
branquias. El cuerpo, lateralmente comprimido, carece de una cabeza
diferenciada como ocurre en algunos otros moluscos. La ingesta de alimentos
se realiza a través de la cavidad del manto, mediante una corriente de agua
inhalante que proporciona a la vez el oxigeno necesario para la respiracion;
otra corriente exhalante remueve los productos de desecho (Ageitos de
Castellanos 1994; Gosling 2003; Camacho 2007). Los bivalvos presentan un
pie muscular, dilatable, que emerge a través de la parte media de la cavidad
paleal en direccion antero-ventral y tiene una funcion locomotora y de
excavacion. Muchos bivalvos se fijan al sustrato mediante filamentos organicos
(biso) en estadios larvales y adultos, o so6lo en alguna de estas etapas
(Camacho 2007).

Dentro de la cavidad paleal, entre el manto y la masa visceral, se ubican
las branquias o ctenidios responsables del intercambio gaseoso; estas
estructuras se componen, en general, de un eje longitudinal adyacente a la
pared visceral desde donde parten en forma ventral a uno y otro lado los
filamentos branquiales, ciliados e irrigados por vasos sanguineos. Los
filamentos alineados y en contacto con los cilios, forman en conjunto una
laminilla branquial (lamelibranquias); en general, cada branquia, se forma por
dos laminas o hemibranquias dispuestas de manera simétrica (una interna y
otra externa). Las branquias presentan una morfologia variable entre los
distintos grupos y se clasifican en: (1) protobranquias: branquias mas

primitivas, solo intervienen en la respiracion, no en la captacion de alimento; (2)
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filibranquias: los filamentos adyacentes sélo estan en contacto por los cilios, en
algunos casos se observan conexiones ciliadas entre las hemibranquias
ascendentes y descendentes; (3) eulamelibranquias: las hemibranquias se
adhieren al manto y/o pie, presentan conexiones interlamelares vascularizadas
y (4) septibranquias: presentes en bivalvos carnivoros, se caracterizan por un
tabique muscular transversal perforado que divide la cavidad branquial en dos
partes (Fig. 5) (Ageitos de Castellanos 1994; Camacho 2007).

Protobranquia Filibranquia Eulamelibranquia
puentes entre
hlame?los ___ conchilla
unién a \__‘ -
filamentos vaso la masa ~—~ unién al
aferente visceral NNA \//manto

eje

'Zﬁ»(/ Y el

cilios &=

vaso eferente interlamelares /

demibranquia surco alimentario

Figura 5. Tipos de branquias. A-C) esquemas simplificados de una porcidén de branquia
de cada tipo; D-G) cortes transversales de conchilla con la parte dorsal hacia arriba
mostrando la disposicion de las branquias (D: protobranquia; E: filibranquia; F:
eulamelibranquia; G: septibranquia). e: subcavidad exhalante; i: subcavidad inhalante
de la cavidad del manto (tomado de Camacho 2007).

En varios grupos de bivalvos las branquias, ademas de ser las
estructuras responsables en la respiracion y participar en la captacion de

alimento, cumplen funciones en la reproduccién, sirviendo como espacio de

20



CapiTuLO |

incubacién durante el desarrollo de huevos y/o embriones (Chaparro et al.
1993; Gallardo 1993; Ituarte 2009; Zelaya e ltuarte 2009; Zelaya y Guller 2014).

Dentro del orden Veneroida, las caracteristicas anatomicas vy
morfoldgicas en general fueron estudiadas en varios géneros de agua dulce
como Sphaerium (Lee 1999), Corbicula (Korniushin 2004), Pisidium (Korniushin
y Glaubrencht 2006) y Musculium (Jara-Seguel et al. 2011) asi como en
representantes marinos de los géneros Montacuta (Popham 1940; Oldfield,
1963), Kellia (Popham 1940; Oldfield 1955, 1963), Lissarca (Richardson 1979),
Turtonia (Oldfield 1963), Kingiella (Gallardo 1993) y Mysella (Peterson y Litzen
2008). En términos generales, en el orden Veneroida los distintos géneros
presentan estructuras anatémicas semejantes; en cuanto a la morfologia de las
valvas, se observa una diversidad de formas distinguibles no tanto por la
cantidad de caracteres, sino por la variabilidad que presentan los mismos
(Mikkelsen et al. 2006).

Los trabajos sobre morfologia y anatomia del género Lasaea se basan
principalmente en las citas originales de los holotipos presentadas en el
capitulo anterior de este trabajo (ver Anexo). Algunos trabajos posteriores
amplian las descripciones sobre anatomia para L. rubra (Popham 1940;
Oldfield 1955; 1963) y L. subviridis (Beauchamp 1986; Altndéder y Haszprunar
2008), y desarrollo de la prodisoconcha y charnela en L. australis (O Foighil
1988, 1989) y L. colmani (O Foighil y Thiriot-Quiévreux 1999).

En lo que refiere a la charnela, Oldfield (1955) describe en la valva
izquierda un pequefo diente central, un diente grande anterior frente al
ligamento y un diente posterior detras de éste; estos dientes encajan en las
fosetas correspondientes de la valva derecha que tiene, a su vez, un pequeno
diente delante del ligamento. O Foghil (1988) por su parte, sugiere una
estructura de charnela equivalente dentro del género en ejemplares
ampliamente distribuidos (oeste de Canad4, California, Nueva Zelanda, Japon,
Gran Bretafia, Sudafrica, Islas Seychelles en el este de Africa y sur de
Australia) con cierta variacion en el grado de desarrollo de los dientes laterales

anteriores.
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En cuanto a los caracteres anatomicos, Popham (1940) explica en su
trabajo sobre anatomia de algunos representantes de la superfamilia
Galeommatoidea, las progresivas adaptaciones en los distintos géneros para
pasar de un estilo de vida libre a un modo comensal, caracteristico de algunos
bivalvos galeomatidos. En tal sentido, la autora encuentra en Lasaea una
organizacién interna comun a los representantes de Galeommatoidea, con
caracteristicas interesantes como son el cambio en la direccion del flujo de
agua a través de la cavidad del manto y la estructura branquial, con una
hemibranquia interna normal y completa, pero incompleta en el lado externo,
conformada sélo por una lamela descendente, de aproximadamente un tercio
de largo de la hemibranquia interna. Popham (1940) sugiere que la pérdida de
una hemibranquia es la condicibn mas especializada, ubicando al género
Lasaea en una posicién intermedia entre los eulamelibranquios, con una
hemibranquia interna completamente desarrollada con dos lamelas
(ascendente y descendente), en tanto que la hemibranquia externa presenta
so6lo con una lamela descendente.

El objetivo general de este capitulo es referir sintéticamente la
morfologia y anatomia de Lasaea de la costa patagonica a partir de: (1)
describir los caracteres morfolégicos generales; (2) describir la estructura de la
charnela en los ejemplares patagonicos; (3) describir los principales caracteres

anatémicos de las branquias asociados a la incubacion de larvas.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y muestreo

Los caracteres anatomicos y morfolégicos generales de Lasaea en la
costa patagodnica se describen a partir de ejemplares recolectados para tal fin
en Caleta Cordova Norte (en adelante CCN) y Km 3.

Se compararon los ejemplares de Lasaea de la costa central del Golfo
San Jorge con animales recolectados para tal fin en distintas localidades de la

costa patagdnica (Puerto Lobos, Golfo San Matias; Fondeadero San Roman,
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Golfo San José; Punta Cuevas, Golfo Nuevo; Caleta Cordova Norte, Golfo San
Jorge; Km 3, Golfo San Jorge; Cabo Blanco; Puerto San Julian, Bahia San
Julidn; Puerto del Hambre, Estrecho de Magallanes; Bahia Ensenada, Canal

Beagle) (Fig. 2, ver area de estudio).

Procedimientos de laboratorio
1. Caracterizacion morfologica

Se analizaron los caracteres morfolégicos de la charnela en individuos
adultos empleando microscopio estereoscopico. Para las observaciones, los
individuos se limpiaron utilizando una solucion de hipoclorito de sodio a 10 %
durante 2 a 3 horas hasta eliminar todas las partes organicas.

A fin de lograr un mejor un mejor detalle en la conformacién de la
charnela, se analizaron ejemplares adultos y larvas-D (estadio previo al juvenil
préximo a ser liberado) de CCN y Km 3 fotografiados con microscopio
electrénico de barrido (scanning); las imagenes se tomaron sin metalizar. Para
la identificacion de los dientes de la charnela se siguié el método propuesto por
Bernard y Munier-Chalmas (en Cox 1969), donde se identifica una formula
dentaria similar a una fraccion en la que el numerador indica los dientes de la
valva derecha y el denominador a los de la valva izquierda, comenzando desde
la parte anterior; cada término se ubica en la posicién relativa que presentan
los dientes entre si. Los dientes cardinales se indican con numeros arabigos,
comenzando siempre por el central y designando la posicién anterior-posterior
con letras minusculas en orden alfabético. Los dientes laterales se designan
con las letras A y P segun sean anterior 6 posterior y numeros romanos; si se
trata de la valva derecha la numeracion de los dientes tanto cardinales como
laterales es impar, en tanto para la valva izquierda se utiliza una numeracién
par relativa a la valva complementaria (Camacho 2007). La formula dentaria

tipica de un bivalvo del orden Veneroida es:

dientes dientes
laterales dientes laterales
anteriores cardinales posteriores

f I I l
Al AIll 3a 1 3b PI PIII Valvaderecha
All 2a 2b 4b PI Valva izquierda (tomado de Camacho 2007)
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2. Descripcion de caracteres anatdmicos generales

Se realizd una descripcion general de la posicion interna de los 6rganos
mediante la diseccidén en animales recolectados en CCN y Km 3 (n=20 en cada
localidad), a fin de lograr una correcta interpretacion de los caracteres

asociados a la incubacion de larvas.

3. Descripcion de caracteres branquiales como adaptaciones a la incubacion

Se realizd una descripcion de las branquias mediante la observacion de
animales vivos. Para una mejor interpretacion, se observaron las estructuras
ctenidiales en cortes histolégicos tefidos con tricrdmico de Masson (Gabe
1968); las observaciones se hicieron sobre los cortes histélogicos
(aproximadamente 30 individuos por mes de setiembre de 2005 a agosto de
2007) utilizados en el Cap. Il. Por otra parte, se tomaron imagenes con
microscopio electronico de barrido (scanning) para ver en detalle la
ultraestructura de las branquias; los animales fueron tratados con
hexametildisilazano (HMDS) (Nation 1983; Korniushin 2004).

Los animales vivos se observaron y fotografiaron con una camara digital
OLYMPUS U-TVO 5X-C3 conectada a un microscopio estereoscoépico
OLYMPUS SZX16. Las fotografias de cortes histolégicos se realizaron con una
camara digital OLYMPUS U-TVO 5X-C3 conectada a un microscopio
OLYMPUS BX-51.

Las imagenes de microscopia electronica se obtuvieron con un
microscopio electrénico de barrido Jeol - JSM-6510/6510LV con detector de

electrones secundarios y trabajo en alto vacio.

RESULTADOS

Caracterizacién morfoldgica
Los ejemplares de Lasaea en la costa patagdnica son equivalvos e

inequilaterales (Figs. 6a y b), con una conchilla delgada, fragil, de color rojizo
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con tonalidades mas claras hacia el borde ventral y mas intenso en la zona del
umbo. El umbo ligeramente corrido hacia la parte posterior deja un lado anterior
mas aguzado.

La charnela es del tipo heterodonta; se distingue en la valva derecha un
pequefo diente cardinal central y dos dientes cardinales anterior y posterior
mas conspicuos; se observan dos dientes laterales anteriores y dos
posteriores, quedando entre medio en cada caso, amplias fosetas de forma
ligeramente triangular donde encastraran los dientes de la valva opuesta (Fig.
6¢). En forma complementaria, en la valva izquierda se diferencian dos dientes
cardinales anteriores, siendo el central mas prominente, y un tercer diente
cardinal posterior; hacia los lados, se pueden ver dos dientes laterales anterior
y posterior de importante tamafo formando el encastre con la valva derecha
(Fig. 6d).

Figura 6. Valvas derecha e izquierda y detalle de las charnelas de Lasaea de la costa
central del Golfo San Jorge. a) valva derecha; b) valva izquierda; c) detalle de charnela
derecha; d) detalle de charnela izquierda. 1 y 3: dientes cardinales valva derecha
(anterior y posteriores); 2 y 4: dientes cardinales valva izquierda (anteriores vy
posterior); A: dientes laterales anteriores (I, Il y lll); li: ligamento; P: dientes laterales
posteriores (I, Il y Ill). Escalas 500 um.
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Las valvas de diferentes localidades patagonicas presentan
caracteristicas morfolégicas semejantes a las descritas para la costa central del
Golfo San Jorge (Fig. 7).

Pto. Lobos Fondeadero San Roman

‘\‘Q
PR o B

-
1.:'\\ ’/ A
'&‘ g TN "' . \

Pta. Cuevas

Playa de Km3

Pto. San Julian

Figura 7. Valvas derecha e izquierda de ejemplares de Lasaea de distintas localidades
patagonicas. Escala 1 mm.
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Aspectos anatdémicos relacionados con la reproducciéon

En general, se puede observar una cavidad del manto que contiene a las
branquias, en forma simétrica en las valvas derecha e izquierda (Fig. 8a).

En el cuarto anterior dorsal se ubica la glandula digestiva con gran
cantidad de diverticulos; rodeandola es posible ver la gonada (ovotestis) de
gran tamano cuando se encuentra madura; formada por dos Iébulos (izquierdo
y derecho) unidos entre si; la génada se ubica en la parte central cercana al
umbo (Fig. 8a). Tanto el tejido ovarico como el tejido testicular presentan un
aspecto general blanquecino opaco, no diferenciables en forma macroscopica.
Por debajo de la génada continia la masa visceral (Fig. 8b); en la cavidad
interna se pueden distinguir los musculos retractores del pie y del biso, los
musculos aductores anterior y posterior se observan a cada lado
respectivamente (Fig. 8b). En el centro y sobre el borde ventral se presenta un
pie musculoso. El sifén inhalante abre sobre la parte anterior (Fig. 8c), en tanto
que el exhalante lo hace en forma posterior sin sobresalir de la valva.

Las branquias, derecha e izquierda, dispuestas en posicion transversal
al flujo del agua, presentan una estructura del tipo eulamelibranquia, formadas
por dos hemibranquias ¢ demibranquias externa e interna. Las hemibranquias
internas forman una estructura resistente para contener a los embriones
durante la incubacién (Fig. 8d). En la hemibranquia externa solo persiste la
laminilla descendente y fusionada al |6bulo del manto (Figs. 9a y b). Las
laminas tienen uniones diversas entre si y entre hemibranquias opuestas (Fig.
9c). Mediante fotografias tomadas con el microscopio electrénico de barrido se
pudieron registrar estas uniones de las laminillas branquiales a la masa visceral
y el sifon exhalante (Fig. 10). Entre las laminas ascendentes y descendentes de
la hemibranquia interna, se observa un escaso numero de uniones logrando, de
esta manera, una mayor cavidad para la incubacién de larvas en general. Los
filamentos branquiales (23 £+ 6 en cada laminilla considerado para animales
adultos con una talla media de 2,2 mm; n=30) presentan abundante cantidad
de cilios (Fig. 10b). Las laminillas branquiales muestran abundantes uniones de
tejido interflamentares elasticas que permiten la carga de embriones en la

camara suprabranquial de la hemibranquia interna (Fig. 11).
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Figura 8. Diseccién de Lasaea de la costa central del Golfo San Jorge. a) branquias
completas en la cavidad del manto; b) parte interna de la cavidad del manto sin
branquias; c) sifon exhalante y pie distendidos; d) embriones incubados en la cdmara
suprabranquial. b: branquia; hi: hemibranquia interna; e: embriones; gd: glandula
digestiva; li: ligamento; ma: I6bulo del manto; maa: musculo aductor anterior; map:
musculo aductor posterior; mrb: musculo retractor del biso; mrpi: misculo retractor
del pie; mv: masa visceral; ovt: ovotestis; pa: parte anterior; pi: pie; ple: palpo labial
externo; pli: palpo labial interno; pp: parte posterior; se: sifén exhalante; si: sifon
inhalante. Escalas 1 mm.
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(o] ul d
< transversal
posterior anterior
A A
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<

Figura 9. Cortes histoldgicos de Lasaea. a) corte transversal con la génada madura; b)
corte transversal con embriones en la cdmara suprabranquial; c) corte longitudinal; d)
esquema de los planos de corte. dd: diverticulos digestivos; e: embriones; es:
estdmago; fi: filamentos branquiales; in: intestino; lai: laminilla ascendente interna;
Idi: laminilla descendente interna; Ide: laminilla descendente externa; ma: manto;
maa: musculo aductor posterior; map: musculo aductor posterior; ovt: ovotestis; pi:
pie; uf: unién inter-filamentar; uho: unién de hemibranquias opuestas; ul: unién entre
[dminas de la misma hemibranquia; uma: unién de ldmina externa al manto. Las
flechas indican los sitios de unién de las hemibranquias al manto. Escalas 100 um.
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Figura 10. Lasaea fotografiada con MEB. a) hemibranquias interna y externa derechas;
b) detalle de las laminillas descendentes interna y externa mostrando las uniones al
I6bulo del manto, sifén exhalante y masa visceral. Las flechas indican los sitios de
unién. he(d): hemibraquia externa derecha; hi(d): hemibranquia interna derecha;
Ide(d): laminilla descendente externa derecha; Idi(d): laminilla descendente interna
derecha; ma(d): lI6bulo del manto derecho; pi: pie; se: sifén exhalante; si: sifon
inhalante. Escalas 500 pm.
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Figura 11. Detalle de las uniones inter-filamentares y la abundancia de cilios en los
filamentos. a) imagen tomada con MEB; b) imagen tomada con MO. ci: cilios frontales;
f: filamentos; uf: uniones interfilamentares elasticas. Escalas 100 pum.
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DISCUSION

Consideraciones sobre la morfologia valvar

De manera tradicional, la distinciéon de las especies de bivalvos se basa
en el reconocimiento de estructuras morfoldgicas caracteristicas de la valva y
en particular de la charnela (Dias-Passos y Domaneschi 2006). Las valvas de
los representantes de la superfamilia Galeommatoidea son usualmente finas y
sin demasiados caracteres especificos (Jespersen y Litzen 2006).

En su primera caracterizacion sobre el género Lasaea, Montagu (1803)
describe una valva con dientes cardinales poco conspicuos y dientes laterales
mas prominentes. Brown (1827) se refiere a estos bivalvos como equivalvos e
inequilaterales de aspecto convexo, anadiendo a la descripcion original la
presencia de un ligamento interno desplazado del centro. Forbes y Hanley
(1853) describen con mayor detalle la denticion de L. rubra, indicando la
presencia de un pequefo diente central y una foseta grande detras del umbo
en la valva derecha; en la valva complementaria los autores observan un
pequefio diente lateral anterior y uno del tipo laminar oblicuo a la charnela, con
una foseta triangular amplia debajo del umbo. Oldfield (1955) coincide con la
descripcion realizada por Forbes y Hanley (1853) con la salvedad de que estos
ultimos autores confunden los lados anterior y posterior de lo que se considera
actualmente. Para el resto de las especies descritas dentro del género Lasaea,
no hay descripciones en detalle de la la charnela.

En los ejemplares analizados de la costa central del Golfo San Jorge
mediante imagenes tomadas con microscopio electrénico de barrido, se
distingue una charnela que coincide en su férmula dentaria con la descrita para
el orden Veneroida por Camacho (2007) con tres dientes cardinales pequefos
en la valva derecha mas dos dientes laterales anteriores y dos posteriores; por
su parte, la valva izquierda presenta también tres dientes cardinales que
encastran en forma complementaria con la valva opuesta mas un diente lateral
de cada lado. Las observaciones hechas mediante microscopio estereoscépico
en individuos de distintas localidades de la costa patagdnica, indican una

estructura semejante de la charnela en cada caso, encontrandose solo
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diferencias ligeras en la forma de los bordes anterior y posterior y la coloracion
general de la valva.

En otros trabajos sobre el género Lasaea se han reportado variantes en
la forma y coloracion de los individuos como consecuencia de cambios en el
entorno tales como exposicion al oleaje, tipo de sustrato, cantidad de
sedimento, altura de marea, y flora y fauna asociada en la comunidad en la que
se encuentren, incluso entre animales recolectados en una misma localidad
(Morton et al. 1957; Seed y O’Connor 1980; Crisp y Standen 1988; O Foighil y
Eernisse 1988). Algunos autores proponen, incluso, que la formacion de la
prodisoconcha |l puede estar sujeta a variaciones ambientales pudiendo ser
modificada -por ejemplo- segun la exposicidon al oleaje de los juveniles recién
asentados y no como resultado directo del crecimiento de la valva embrionaria
(O Foighil 1986).

Las localidades patagonicas consideradas para la recoleccion de
Lasaea, pueden presentar caracteristicas caracteristicas particulares como
exposicion al oleaje que se pueden traducir en ligeras variaciones morfologicas
como color, tamafno y forma de los animales adaptados a cada sitio; sin
embargo, la denticion observada en las charnelas de ejemplares de distintas

localidades, no presentan variaciones.

Consideraciones sobre la anatomia branquial

La incubacion de larvas es considerada un comportamiento
especializado dentro de los bivalvos y ocurre en la mayoria de las familias de
eulamelibranquios (Oldfield 1963; Dias-Passos y Domaneschi 2009).
Tipicamente, las especies de la superfamilia Galeommatoidea son ovoviviparas
con algun grado de cuidado de sus crias en las branquias. En general tanto las
hemibranquias internas como externas cumplen funciones en la incubacion de
larvas (Jespersen y Lutzen 2006).

Entre algunos bivalvos veneroideos incubadores de las familias
Sphaeriidae y Corbiculidae se han reportado variaciones significativas en los
caracteres anatomicos asociados a la incubacion, tales como diferencias en el

desarrollo de estructuras de las hemibranquias y las conexiones entre laminas
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(Graf y O Foighil 2000). Korniushin (2002) menciona en su trabajo sobre
Sphaeriidae como principal tendencia evolutiva, la reduccion de la
hemibranquia externa a una sola lamina de menor tamafio que las laminas de
la hemibranquia interna. El autor considera estas modificaciones, adaptaciones
a la incubacion de sus crias en las branquias. Dias-Passos y Domaneschi
(2009) proponen que la pérdida de laminillas en las hemibranquias es un
caracter derivado; en consecuencia, aquellas especies donde falta la
hemibranquia externa completa (por ejemplo, Mysella narchii) e incluso la
laminilla ascendente de la hemibranquia interna (por ejemplo, M. charcoti), se
encontrarian en un estado de mayor desarrollo que sus predecesores
eulamelibranquios con dos hemibranquias en cada branquia.

Para el género Lasaea, Oldfield (1955) describe una hemibranquia
externa reducida s6lo con una lamela descendente corta, adherida al |6bulo del
manto. La autora indica que en Lasaea los filamentos de las lamelas
ascendentes son mas cortos que en las lamelas descendentes y hay poca
cantidad de filamentos branquiales (cerca de veinte) en cada caso, unidos
entre si por poca cantidad de uniones; encuentra en los animales observados,
escasas uniones interlamelares en cada hemibranquia.

En ejemplares patagonicos de Lasaea se observaron algunas
caracteristicas similares a las propuestas por otros autores en especies
incubadoras que estarian destinadas, principalmente, a la distencion de las
branquias sin que éstas se desgarren durante el desarrollo de embriones en la
camara suprabranquial, tales como la reduccion en la hemibranquia externa
adosada al manto, abundantes uniones interfilamentares elasticas, fusiones
entre laminas y con la masa visceral y la escasa cantidad de uniones entre
laminas. Asimismo, la abundante cantidad de cilios frontales, la disposicion
antero-posterior de los sifones y las branquias transversales a la circulacion de
agua, estarian destinados a una adecuada oxigenacién de los embriones y
juveniles proximos a ser liberados. Estas adaptaciones encontradas en
ejemplares de Lasaea de la costa patagonica, coinciden con las observadas

por otros autores para distintas especies de Lasaea que incuban sus larvas

34



CapiTuLO |

hasta estadios avanzados (Oldfield, 1963; O Foighil 1988, 1989) y representa

una estrategia exitosa en el mecanismo reproductivo.
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CICLO REPRODUCTIVO DE LASAEA EN LA COSTA CENTRAL
DEL GOLFO SAN JORGE, ARGENTINA

INTRODUCCION

La reproduccion en invertebrados marinos y en particular referida a
moluscos, ha sido abordada en numerosos trabajos generales o de revision
(Thorson 1950; Giese 1959; Vance 1973; Christiansen y Fenchel 1979; Sastry
1979; Pearse et al. 1991; Clarke 1992; Eckman 1996; Pechenik 1999; Ramirez-
Llodra 2002; Sponaugle et al. 2002, entre otros). En los bivalvos marinos
bentdnicos, tipicamente se distinguen dos mecanismos principales de
desarrollo; por un lado, aquellos con un ciclo de vida que incluye un periodo
larval plancténico o bien, organismos que desarrollan sus larvas en el interior
del adulto hasta liberarlas como juveniles. En algunos grupos como
gasterépodos prosobranquios, los huevos desarrollan en cdpsulas que quedan
adheridas al sustrato durante el desarrollo (Christiansen y Fenchel 1979;
Eckman 1996). Estas estrategias reproductivas en una especie cumplen un rol
por demas importante en la dinamica de sus poblaciones y su distribucién
geografica (Ramirez-Llodra 2002).

Tipicamente, los bivalvos son gonocdricos y presentan soélo reproduccién
sexual (Sastry 1979; Heller 1993; Korniushin y Glaubrecht 2003; Gosling 2008;
Leonard 2013). Estos autores coinciden al asumir que el hermafroditismo se da
en unas pocas familias de los bivalvos (s6lo en 9 %). El hermafroditismo
simultaneo es un mecanismo empleado dentro de varios grupos animales y se
ha sugerido que este modo de reproduccién presenta un significado adaptativo
ventajoso en aquellos organismos con movilidad reducida, sésiles o de escasa
dispersion (Heath 1979; Strathmann et al. 1984).

La superfamilia Galeommatoidea representa el grupo de bivalvos con

estrategias reproductivas mas variadas y complejas (Ockelmann y Kirsten
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1978; O Foighil 1985). Los galeomatidos pueden ser hermafroditas
protandricos, protoginicos o simultdaneos y, en la mayoria de los casos,
presentan un desarrollo de sus larvas en la camara suprabranquial (O Foighil
1989; Jespersen y Litzen 2006; Fox et al. 2007). Entre estos organismos
hermafroditas, es posible encontrar algunos géneros (por ejemplo Lasaea,
Lissarca, Mysella, Musculium, Tellimya) donde la gonada se desarrolla como
un ovotestis (Popham 1940; Oldfield 1955; Beauchamp 1986; o) Foighil 1987;
Petersen y Lutzen 2008; Jara-Seguel et al. 2011; Zelaya e ltuarte 2012).
Algunos autores consideran que una escasa cantidad de gametos en general y
en particular, poco esfuerzo destinado a la produccion de espermatozoides,
podria relacionarse con mecanismos reproductivos hermafroditas simultaneos
(Strathmann et al. 1984; Beauchamp 1986).

En general, los bivalvos tienen un espermatozoide primitivo, de reducido
tamano, con una cabeza redondeada o cdnica coronada por un acrosoma
pequefio, de forma variable, con una pieza media corta con 4-5 mitocondrias y
una cola de unos 50 um de largo (Franzén 1983). Esta organizacién general de
los espermatozoides en bivalvos es semejante a la observada en otros grupos
de invertebrados, como en otros moluscos, cnidarios, poliquetos vy
equinodermos (Eckelbarger et al. 1990; Erkan y Sousa 2002). Popham (1974)
compara las caracteristicas morfolégicas de los espermatozoides de algunas
especies de bivalvos de la familia Teredinidae, algunas con fecundacion
externa y otras con fecundacion en la cavidad del manto. De acuerdo a estas
investigaciones, ambos grupos de bivalvos tienen un tipo de espermatozoide
primitivo que se diferencia en la estructura fina; los espermatozoides que
intervienen en una fertilizacion externa presentan colas mas largas y
acrosomas mas grandes que aquellos donde la fecundacién es interna. Dentro
de los galeomatidos se han registrado algunas caracteristicas inusuales en la
morfologia de sus espermatozoides, como son una asimetria de rotacion
causada por la ligera curvatura del nucleo y la posicion subterminal del
acrosoma y forma de la cabeza ligeramente curva. Estas particularidades, se
encuentran relacionadas con los mecanismos de fertilizacion que presentan los

organismos y el ambiente en el cual los gametos masculinos son liberados
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(Eckelbarger et al. 1990). Segun Popham (1979), la estructura de los
espermatozoides puede indicar de alguna manera si la especie es incubadora o
no; sin embargo, entre los antecedentes sobre ultraestructura de los
espermatozoides en especies de galeomatidos incubadores, no se han
reportado importantes variaciones morfologicas (Eckelbarger et al. 1990).

El desarrollo de Lasaea ha sido estudiado por varios autores. Todas las
especies dentro del género fueron citadas como hermafroditas simultaneas con
incubacién de sus larvas en la camara suprabranquial (Oldfield 1955; Crisp et
al. 1983; O Foighil 1985, 1986, 1987, 1989; Beauchamp 1986; Mc Grath y )
Foighil 1986; Iwasaki 1996; Altndder y Haszprunar 2008), a excepcion de L.
australis que se asocia a un mecanismo reproductivo hermafrodita,
principalmente con fertilizacién cruzada y desarrollo larval planctotréfico (O
Foighil 1988, 1989).

La estructura gonadal de L. subviridis para la costa oeste de Canada y
California (O Foighil 1985, 1987; Beauchamp 1986) y L. rubra para la costa
este de Francia (Altndéder y Haszprunar 2008) coincide con la descripcion
hecha por Oldfield (1955) para las costas britanicas, como un ovotestis simple
donde se desarrollan tanto ovocitos como espermatozoides, conectado por un
par de gonoductos a la camara suprabranquial. O Foighil (1985) y Mc Grath y O
Foighil (1986) anaden a esta descripcion, una reducida proporcién de la
gbénada masculina con un escaso numero de espermatozoides producidos en el
I6bulo posterior (aproximadamente 5 % del total de la génada madura).

Los antecedentes sobre el ciclo gonadal e incubacion de embriones
indican patrones diferentes para las distintas especies estudiadas. Lasaea
rubra en las costas britanicas (Oldfield 1955) asi como L. nipponica y L.
undulata en Japén (Ilwasaki 1996), presentan un desarrollo de embriones
estacional restringido a los meses estivales. Por su parte, las poblaciones de L.
subviridis estudiadas en la costa pacifica de América del Norte (Beauchamp
1986) y L. rubra hinemoa de Nueva Zelanda (Booth 1979) mostraron un ciclo
reproductivo continuo, con uno o dos periodos de desove maximos durante el
verano. Este patron irregular en el periodo reproductivo, indica que la

reproduccién es variable dentro del género Lasaea, pudiendo estar
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sincronizada con parametros ambientales locales de amplia influencia en la
reproduccién, como lo es la temperatura del mar (Beauchamp 1986).

El objetivo general de este capitulo es analizar el ciclo reproductivo de la
especie en la costa central del Golfo San Jorge, a través de: (1) describir el
desarrollo del ovotestis; (2) registrar la variacion temporal en el tamafo gonadal
durante un lapso de dos afios de muestreo en dos localidades cercanas (Caleta
Cordova Norte y Km 3); (3) examinar los distintos estadios gonadales; (4)
estudiar las variaciones temporales en la cantidad de espermatozoides
presentes en la génada masculina; (5) explorar la sincronia entre el desarrollo
del tejido ovarico y el tejido testicular y (6) analizar la relacién entre el ciclo

reproductivo y la temperatura del agua.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y muestreo

Las muestras para el analisis del ciclo reproductivo de Lasaea en la
costa patagodnica, se recolectaron en las playas de Caleta Cdérdova Norte
(CCN) y Km 3, ambas localidades cercanas a la ciudad de Comodoro
Rivadavia, en el centro del Golfo San Jorge.

Se tomaron muestras mensuales de entre 7 y 15 individuos adultos de
Lasaea en la playa de CCN desde septiembre de 2005 a agosto de 2007 (24
meses) para su analisis histolégico. En forma complementaria y con el fin de
explorar cambios en los tamafios gonadales a lo largo del tiempo, se
recolectaron en forma mensual 20 individuos aproximadamente con tallas
superiores a 1 mm, desde diciembre de 2009 a diciembre de 2011 (25 meses)
en cada una de las localidades antes mencionadas (CCN: n = 503, Km 3: n =
491). En las dos localidades, las muestras fueron recolectadas en el horizonte
mesolitoral medio, considerando en cada toma de muestras el mismo nivel
(2,40 m) calculado a partir de los datos de marea para el puerto de Comodoro
Rivadavia provistos por el Servicio de Hidrografia Naval. Los ejemplares de
Lasaea se recolectados entre el mejillinar (Fig.1), en sitios de escasa
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pendiente. Los individuos fueron mantenidos en acuario con agua de mar
recolectada para tal fin en una zona aledafa a la ciudad de Comodoro
Rivadavia hasta su procesamiento en el laboratorio; la temperatura en acuario
se mantuvo controlada simulando la temperatura superficial del agua
correspondiente al periodo en que se tomaron las muestras; los ejemplares
fueron alimentados con cultivo de Tetraselmis sp. provisto por el cepario de
microalgas de la UNPSJB.

La informacion sobre temperatura superficial del agua de mar fue
extraida a partir de la media de lecturas de las imagenes satelitales disponibles
del Satélite MODIS-Aqua, para una region frente a la zona de estudio de ~650
km? (limites N: -45,83°; E: -67,42°; S: -46,13°; O: -67,13; constituida por ~9
pixeles dependiendo de la nubosidad) durante un periodo de ocho dias. Los
datos fueron generados por el sistema de datos on line Giovanni, desarrollado
y mantenido por la NASA GES DISC (Acker y Leptoukh 2007).

Procedimientos de laboratorio
1. Observacion de génada en ejemplares patagonicos de Lasaea

En el laboratorio, se analizaron las muestras recolectadas
mensualmente y mantenidas en agua de mar (ver apartado sobre
procedimientos de muestreo explicado mas arriba); los individuos fueron
medidos (talla, mm) mediante microscopio estereoscopico (Zeiss STEMI DV4)
con ocular graduado (+ 0,01 mm) y se diseccionaron con el propdsito de
fotografiar en cada caso la génada en el material fresco; para ello se utilizé una
camara digital de 9,2 megapixeles conectada al microscopio; a partir de las

imagenes tomadas, se registro el area total ocupada por el ovotestis (mm2).

2. Cortes histolégicos

Los animales se fijaron en solucion de Bouin, se deshidrataron en una
serie de etanol en distinta graduacién y se incluyeron en parafina. Los cortes se
realizaron en micréotomo de deslizamiento manual con espesor de 5-6 um vy las

tinciones se efectuaron con tricromico de Masson (Gabe 1968). Los preparados
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se fotografiaron a 100 aumentos con una camara digital OLYMPUS U-TVO 5X-
C3 conectada a un microscopio OLYMPUS BX-51.

A partir de los cortes histoldgicos, se realizé la descripcion citoldgica de
la génada en los distintos estadios de las células reproductivas femeninas y
masculinas. Mediante la observacion citologica, se consideraron tres estadios
de la fraccion gonadal femenina, caracterizados por el desarrollo de células
gaméticas presentes y grado de vitelogénesis general y de las propiedades de
tincibn en cada caso; se registraron los didmetros y areas de los ovocitos
(n=6.389 ovocitos en total) en los distintos estados de desarrollo; las
mediciones se efectuaron sobre todos los ovocitos con nucléolo visible y en
ovocitos con vitelogénesis avanzada donde no es posible distinguir el nucléolo,
se consideraron para la medicién células que presentaran un contorno definido
respecto del total de ovocitos contenido en el tejido ovarico. Para el tejido
masculino, se estimé la proporcion ocupada por espermatozoides respecto del
area testicular total; los datos fueron categorizados en cuatro rangos (< 25%,
25-50%, 50-75%. >75%). Los criterios utilizados, se tomaron de Beauchamp
(1986) para L. subviridis.

3. Observacién de espermatozoides

A efectos de una mejor descripcion de las células reproductivas, se
realizd un extendido del tejido gonadal fresco en portaobjetos excavados de
manera de poder observar al microscopio la morfologia y movilidad de los
espermatozoides; se registraron los diametros de la cabeza y longitud del
flagelo de los espermatozoides (n=82) a partir de las fotografias tomadas en

microscopio optico a 1.000 aumentos.

4. Analisis de fotografias

En todos los casos, las mediciones de fotografias se realizaron con el
programa para analisis de imagenes de uso libre ImageJ 1.42q (Abramoff et al.
2004).
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5. Analisis de los datos

Se examinaron las variaciones temporales en el area gonadal media
durante los dos afios de muestreo, para cada una de las localidades (CCN y
Km 3) mediante un analisis de covarianza factorial (ANCOVA). En el mismo se
considerd al mes y la localidad como factores fijos, y la talla como covariable.
Para realizar este analisis, se verificaron previamente los supuestos de
homogeneidad de pendientes entre los niveles de los efectos principales y de la
interaccon y los supuestos de homocedasticidad y normalidad, utilizando la
prueba de C de Cochran y Shapiro-Wilks respectivamente (Quinn y Keough
2002). El modelo de ANCOVA utilizado para el estudio de la reproduccion ha
sido recomendado vy utilizado por diferentes autores, debido a que cuenta con
ventajas considerables frente al uso de indices corporales (Packard y
Boardman 1999; Ebert et al. 2011).

Se verificaron cambios en las proporciones de los estadios gonadales
tanto para el tejido ovarico como la fraccion testicular mediante pruebas de X
de Pearson para datos no ordenados (Lynch et al. 1991).

La variacion mensual en los diametros y areas de ovocitos fueron
analizados a través de analisis exploratorios utilizando histogramas de
frecuencias relativas y graficos de cajas (box-plot) para ambas variables en
cada mes y localidad (Grant y Tyler 1983; Quinn y Keough 2002).

A fin de evaluar el desarrollo del tejido testicular a partir de los cortes
histolégicos, se analizé la variacion temporal en la cantidad relativa de
espermatozoides mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Con el propdsito de examinar la relacion entre el desarrollo del tejido
testicular y del tejido ovarico y evaluar la sincronia en la emision de gametos,
se analizo la relacion entre la cantidad relativa de espermatozoides (ordinal, 4
niveles) y el estadio gonadal femenino (ordinal, 3 niveles) mediante una prueba
exacta de x° de Pearson con permutaciones de Monte Carlo (Lynch et al.
1991). Se realizaron pruebas de contingencia exactas dado que se encontraron
valores esperados menores a cinco (Agresti 2007).

Finalmente, con el objeto de examinar la asociacion del ciclo

reproductivo con la temperatura superficial del agua de mar, se llevé a cabo
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una correlacién no paramétrica de Spearman (R) entre esta variable ambiental
y el area gonadal total, diametro de ovocitos y cantidad de espermatozoides
como variables respuesta (Siegel y Castellan 1988).

Las pruebas estadisticas de ANCOVA, Kruskal-Wallis y Spearman
fueron realizadas utilizando el paquete estadistico STATISTICA 7.0 (Statsoft),
en tanto que las pruebas de X2 de Pearson (asintoticas y exactas) para tablas
de contingencia no ordenadas se realizaron mediante el programa estadistico
StatXact 9.0 (Cytel Studio). En todos los casos se utilizO un nivel de

significacion de 5 %.

RESULTADOS

Descripcién del ovotestis

Los ejemplares patagonicos de Lasaea son hermafroditas, con
desarrollo de los ovocitos y espermatozoides dentro de un mismo ovotestis. La
goénada presenta una coloracion blanca opaca durante todo su desarrollo,
formada por dos Iébulos dorsales unidos entre si en la parte anterior y se
encuentra envolviendo a la glandula digestiva (Fig. 12). En el analisis
macroscopico, no se diferencian las regiones del tejido ovarico y tejido
testicular (Fig. 12). Sin embargo, a partir de cortes histologicos se puede
distinguir una zona anterior donde desarrollan los ovocitos y una zona
posterior, mas pequefia, donde se producen los espermatozoides. El saco

gonadal en su conjunto se encuentra rodeado por una pared folicular.
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Figura 12. Aspecto de la gonada dentro de la valva. ovt: ovotestis; rovr: regién ovdrica;
rt: region testicular; pa: parte anterior de la valva; pp: parte posterior. Escala 1 mm.

Desarrollo del tejido ovarico

El andlisis e interpretacion de los cortes histolégicos realizados han
permitido diferenciar tres estadios gonadales respecto al tejido ovarico (Fig.
13):

Estadio gonadal inicial (Ei): tejido ovarico sin indicios de procesos
vitelogénicos, con prevalencia de ovogonias y ovocitos previtelogénicos con un
diametro minimo de 2,18 ym y un maximo de 49,90 um (X =29,03 + DE 14,45
pMm; n=797 ovocitos). Las células son esféricas, presentan un nucleo croméfobo
central o ligeramente excéntrico, con uno o dos nucleolos grandes, basofilos,
fuertemente tefidos y ubicados por lo general sobre las paredes del nucleo.
Estas células se encuentran dispuestas sobre la periferia del saco gonadal (Fig.
13a).

Estadio gonadal con previtelogénesis (Evi): tejido ovarico con
dominancia de ovocitos de mayor tamafio con un diametro que varia entre 50
um y 150 pm (X =65 = 31,70 ym; n=3.387 ovocitos); las células presentan
forma esférica pero, a diferencia del estadio anterior, se observa una
vitelogénesis inicial, donde los ovocitos presentan un citoplasma mas aciddfilo;

aun se distinguen el nucleo y uno o dos nucleolos. Las células ocupan todo el
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saco gonadal y se puede apreciar células foliculares que aportaran
principalmente nutrientes al vitelo de los ovocitos (Fig. 13b).

Estadio gonadal con vitelogénesis avanzada (Eva): en general, a partir

de los cortes histoldgicos se observan escasos ovocitos (X =10 + 3 ovocitos

por individuo; 45 individuos considerados) y de gran tamafio, con un diametro

que oscila entre 151 ym y 796 um (X =202 + 72,99 ym; n=2.205 ovocitos). Las
células pueden presentar forma irregular y por lo general se encuentran
amontonadas dentro del saco gonadal; se caracterizan por presentar una
vitelogénesis avanzada con gran cantidad de granulos de vitelo y, en general,
no se distingue el nucleo que presenta una posicion central. En casos aislados
se pudo observar, junto con las células en estadios de vitelogenesis
avanzadas, algunos ovocitos previtelogénicos, todos dispuestos en la misma
goénada (Fig. 13c). Resulta particularmente interesante la observacion de
ovocitos con vitelogénesis avanzada exhibiendo estructuras del huso

acromatico caracteristicas de una célula en divisién (Fig. 14).
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Figura 13. Distintos estadios de la ovogénesis. a) tejido ovarico inicial (Ei); b) tejido
ovarico con vitelogénesis inicial (Evi); c) tejido ovérico con vitelogénesis avanzada
(Eva). cf: células foliculares; eg: espermatogonia; ep: espermatocito; es:
espermatozoide; esg: epitelio del saco gonadal; gv: granulo de vitelo; N: nucleo; n:
nucleolo; opv: ovocito previtelogénico; ova: ovocito en vitelogénesis avanzada; ovi:
ovocito en vitelogénesis inicial; ovr: tejido ovarico; t: tejido testicular. Escalas 100 um.
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Figura 14. Ovocitos con vitelogénesis avanzada en division celular. a) vista general del
tejido ovarico con ovocitos en division; b) vista en detalle del huso acromatico
caracteristico de una division. ha: huso acromatico; gv: granulos de vitelo; ma:
microtubulos del aster; ova: ovocito en vitelogénesis avanzada; ovr: tejido ovarico.
Escalas 100 pm.

Desarrollo del tejido testicular

El tejido testicular se diferencia claramente en el estadio de gbnada con
tejido ovarico inicial y, en menor medida, en los estadios de génada con tejido
ovarico con vitelogénesis inicial y vitelogénesis avanzada. La gonada

masculina se ubica en la parte posterior del ovotestis con un area minima de
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0,0002 y una maxima de 0,04 mm?, lo que representa en promedio 31 % del
total de la gbnada inmadura y en desarrollo.

Las distintas etapas de la espermatogénesis se pueden observar en los
cortes histologicos. En el estadio de desarrollo, se encuentran las
espermatogonias grandes y alargadas, donde el nucleo es central o
ligeramente desplazado y se pueden apreciar la membrana nuclear y cromatina
bien tenidas, con el citoplasma visible; estas células se disponen en forma
ordenada sobre la pared del saco gonadal y presentan un diametro que varia
entre 22,03 ym y 45,06 ym (X =32,66 + 6,25 uym; n=17) (Fig. 15a). Sobre el
extremo posterior interno del tejido testicular se encuentran los espermatocitos
primarios, de aspecto mas redondo que las espermatogonias, con un nucleo
grande ocupando casi la totalidad de la célula y con diametros entre 9,88 um y
23,85 uym (X =17,16 + 3,20 pym; n=26); aqui el citoplasma es apenas
diferenciable (Fig. 15a). Hacia el lumen, se diferencian los espermatocitos
secundarios como células esféricas mas pequefias que las anteriores, con
diametros de entre 5,98 ym y 13,58 ym (X =10,05 + 2 ym; n=24) y con el
nucleo ocupando casi la totalidad de la célula. Finalmente, en el centro del
lumen y en forma desordenada se observan las espermatidas, con un didmetro
que varia entre 45 pm y 9,5 ym (X =7,04 + 1,22 pym; n=40), de aspecto
redondeado con el nucleo claramente baséfilo y sin citoplasma visible; se
pueden observar mezcladas con los espermatozoides, pero se diferencian de
éstos por su tamano (Fig. 16a). Los espermatozoides se observan en algunos
casos dispersos entre los espacios intersticiales de los ovocitos maduros (Fig.
15b).
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Figura 15. Tejido testicular en la génada de Lasaea. a) distintos estadios de la
espermatogénesis; b) vista general de una gdénada madura con espermatozoides
intersticiales entre los ovocitos. eg: espermatogonia; epm: espermatida; epp:
espermatocito primario; eps: espermatocito secundario; es: espermatozoide; ova:
ovocito en vitelogénesis avanzada. Escalas 20 pm.

Al observar el tejido gonadal fresco al microscopio (Fig. 16), se pudo

apreciar la morfologia de los gametos masculinos en detalle (Fig. 16a). Los
espermatozoides son mdviles, de cabeza esférica (diametro: X =5,41 ym +
0,44 pym, rango = 5 — 5,50 ym; area x =20,63 pm2 t+ 3,16 ym2; n=82) y un
acrosoma bien diferenciado (Fig. 16b). En el extendido de tejido gonadal fue

posible distinguir los espermatozoides con dos flagelos de distinta longitud
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(flagelo largo: X =36,98 um * 5,02 uym; flagelo corto: X = 11,43 um * 4,27 ym;
n=30) (Fig. 16c).

Cuando la gbénada se encuentra en un estadio de vitelogénesis inicial
(Fig. 17) con recuperacion de las células germinales femeninas, es posible
diferenciar en la parte masculina dos estados diferentes. En ocasiones se
aprecia una gonada masculina con proliferacion de células, con el lumen del
tejido testicular total o parcialmente ocupado por células en las distintas etapas
de espermatogénesis (Fig. 17a). En cambio, en otros casos, fue posible
distinguir una gonada donde en la porcion masculina so6lo se observan
espermatogonias dispuestas en forma ordenada sobre la pared, con el lumen
del tejido testicular vacio o escasos espermatozoides, indicando claramente

una goénada en estado de evacuacion total (Fig. 17b).
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Figura 16. Extendido de tejido gonadal fresco. a) distintos estadios de las células
germinales masculinas; b) espermatozoides; c) vista del flagelo largo y flagelo corto.
ac: acrosoma; c: cabeza; ct: citoplasma; epm: espermadtida; epp: espermatocito
primario; eps: espermatocito secundario; es: espermatozoide; f: flagelo; fc: flagelo
corto; fl: flagelo largo; n: nucleo; rm: regién media. Escalas 10 um.
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Figura 17. a) estadio gonadal inicial en recuperacién con espermatogonias y
espermatocitos primarios; b) gdénada parcialmente evacuada con ovocitos
previtelogénicos inmaduros, aparicion de espermatogonias y espermatozoides
remanentes. eg: espermatogonia; epp: espermatocito primario; es: espermatozoide;
opi: ovocito previtelogénico inmaduro; ovr: tejido ovarico; t: tejido testicular. Escala

100 pm.
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Analisis del ciclo gonadal

Variacion temporal del area gonadal total

El andlisis de la variacion mensual del tamafio gonadal expresado
mediante el area total del ovotestis y ajustado segun la talla, muestra
diferencias entre las dos localidades consideradas (CCN y Km 3). Un ANCOVA
factorial, mostré una interaccion altamente significativa entre los sitios y los
distintos meses de muestreo, indicando un ciclo asincronico entre localidades
(Tabla 1). Durante el primer afio de muestreo (2010), las medias ajustadas de
area gonadal resultaron mayores en CCN comparados con los de Km 3, en
tanto que durante el segundo ano de muestreo (2011) no se observan
diferencias notorias entre sitios y presentaron un patrén de variacion mensual
irregular. En ambas localidades se puede observar un descenso en las areas
gonadales en los meses de verano (enero-febrero), con valores similares para
las dos localidades en el afo 2011; durante los meses de otofio e invierno se
observa un incremento en ambas localidades. Estos resultados podrian
corresponderse con los periodos de recuperacion de la gonada. Sélo para la
localidad de CCN se observa una pequeia disminucion en el tamafio gonadal
total durante el periodo invernal (junio) para el segundo afio de muestreo (Fig.
18).

Tabla 1. ANCOVA factorial. Efectos del mes y localidad sobre el drea gonadal; el efecto
de la talla fue incluido en el modelo como covariable.

Variables SC gl CM F P
Talla 18,96 1 18,96 325,49 <0,001
Localidad 1,60 1 1,60 27,53 <0,001
Mes 8,77 24 0,37 6,27 <0,001
Localidad x Mes 4,32 24 0,18 3,09 <0,001
Error 54,77 940 0,06
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Figura 18. Variacion mensual de las dreas gonadales totales medias para las dos
localidades consideradas entre diciembre de 2009 y diciembre de 2011. Las medias
fueron ajustadas a una talla media del animal de 2,22 mm. Las barras de error indican
un intervalo de confianza de 95 %.

Variacion temporal de los estadios gonadales femeninos

De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas de )(2 de Pearson,
las proporciones de los diferentes estadios gonadales del tejido ovarico (Ei:
tejido ovarico previtelogénico; Evi: tejido ovarico con vitelogénesis inicial; Eva:
tejido ovarico con vitelogénesis avanzada) identificadas en los cortes
histolégicos, varian significativamente en forma mensual (p<0,001). Estos
resultados indican un desarrollo del tejido ovarico (Evi) durante todo el afio para
los dos afos de muestreo a excepcidn del periodo comprendido entre octubre y
noviembre de 2005, donde no se registra gonada femenina en desarrollo. El
estadio de madurez total del tejido ovarico, presenta disminuciones en las
frecuencias en los meses de verano (enero-febrero) en los dos afios de
muestreo y en los meses de invierno (junio-julio) en el primer afio, y en otofio
(abril) para el segundo. Esta disminucién en las frecuencias de tejido ovarico
maduro esta seguida en todos los casos de un incremento del estadio gonadal
sin vitelogénesis que incluye la génada recién evacuada y en recuperacion

(Fig. 19), indicando asi dos periodos de desove por afo.
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Figura 19. Variacién en las frecuencias de los distintos estadios gonadales femeninos
entre septiembre de 2005 y agosto de 2007 considerados a partir de cortes
histolégicos. Ei: tejido ovarico previtelogenético; Evi: tejido ovarico con vitelogénesis
inicial; Eva: tejido ovarico con vitelogénesis avanzada. Las flechas indican emisiones
del tejido ovarico a la cdmara suprabranquial.

Variacion temporal de los diametros y areas ovocitarias

Las variaciones mensuales en las distribuciones de frecuencia de los
diametros y areas ovocitarias, correspondientes a los tres tipos de ovocitos
identificados en los cortes histolégicos (previtelogénicos, vitelogénicos iniciales
y vitelogénicos avanzados) presentan un patron de distribucion semejante
(Figs. 20y 21).

En general, se observan distribuciones bimodales; los maximos
corresponden a ovocitos con vitelogénesis inicial, a excepcion de los dos
primeros meses, septiembre y octubre de 2005, donde los maximos se dan en
ovocitos vitelogénicos avanzados.

Los ovocitos vitelogénicos iniciales (50-150 um de didmetro y areas
entre 0,01-0,001 mm?) muestran un desarrollo importante durante todo el afio,

dando idea de una etapa de proliferacién extendida en el tiempo. Los ovocitos
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vitelogénicos avanzados de mayor tamafo, muestran también mayor
variabilidad temporal en los diametros y areas medidas (ovocitos superiores a
150 pm de didmetro y areas entre 0,01-0,019 mm?). Los ovocitos de mayor
tamafo (superiores a 480 um de diametro y 0,04 mm? de area) dominan
durante los meses de primavera y se observa una disminucion de los mismos a
principio de verano; esto podria corresponder con un desove estival hacia la
camara suprabranquial. Este patron se repite durante los dos afios de estudio.
En los meses de otofio — invierno comienza la acumulacién de ovocitos
vitelogénicos en crecimiento (tallas mas pequefas de células con vitelo)
preparandose para un nuevo desove (Figs. 20 y 21). Las células de menor
tamafo (didmetros menores a 50 ym y que no superan los 0,0009 mm2)
corresponden a ovocitos inmaduros sin vitelo; los valores mas altos de estas
células se pueden observar en los meses posteriores al desove (Figs. 20 y 21).

En la figura 22 se ilustra la variacibn mensual de los valores de la
mediana del tamafio de los ovocitos (diametro y area), sin discriminar en
categorias de desarrollo. En los meses de primavera — inicio de verano se
observa la mayor variabilidad, correspondiente con las tallas de ovocitos
vitelogénicos avanzados. En los meses de verano (enero-febrero) se pueden
apreciar los menores valores en los tamarfios de los ovocitos coincidiendo con
el periodo de desove. Ya en los meses de julio — agosto de 2006 se observa

una pequefa disminucién, lo que podria corresponderse con un nuevo desove.
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Figura 20. Distribucidon de frecuencias de los diametros ovocitarios para el periodo

septiembre 2005 a agosto 2007. Se indican los distintos tipos de ovocitos observados
(previtelogénicos, vitelogénicos iniciales, vitelogénicos avanzados). n=cantidad de

ovocitos medidos sobre el total de individuos (15-20 adultos) analizados en cada mes.
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Figura 21. Distribucion de frecuencias de las areas ovocitarias para el periodo
septiembre 2005 a agosto 2007. Se indican los distintos tipos de ovocitos observados
(previtelogénicos, vitelogénicos iniciales, vitelogénicos avanzados). n=cantidad de
ovocitos medidos sobre el total de individuos (15-20 adultos) analizados en cada mes.
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Figura 22. Variacion mensual de los valores de mediana, primer y tercer cuartil y
valores maximos y minimos de los diametros y areas de ovocitos.
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Variaciéon temporal en la cantidad relativa de espermatozoides

El analisis no paramétrico llevado a cabo para analizar la variacion
temporal en la cantidad relativa de espermatozoides en el tejido testicular
muestra diferencias significativas (H=107,6; p<0,001) en el periodo considerado
(septiembre 2005 a agosto 2007). En la figura 23 se grafican las variaciones
mensuales para la cantidad relativa de espermatozoides dentro del tejido
testicular. Durante el periodo considerado, a excepcion de algunos meses
(septiembre de 2005, diciembre 2005, abril y junio 2006, mayo y julio de 2007),
la mayoria de los individuos analizados presenta mas de 25 % de la gbnada
masculina ocupada por espermatozoides. En general, para los dos afios de
estudio se puede observar que la cantidad de individuos con mas de 75 % de
espermatozoides ocupando el tejido testicular disminuye durante los meses de
verano (diciembre de 2005 y febrero de 2006) e invierno (junio de 2006 vy julio
de 2007).
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Figura 23. Variacién mensual en la proporcion de individuos segun porcentaje relativo
de espermatozoides para el periodo septiembre 2005 a agosto 2007.
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Sincronia entre el desarrollo testicular y ovarico

Las comparaciones llevadas a cabo mediante una prueba exacta de x°
de Pearson con permutaciones de Monte Carlo para evaluar la maduracion del
tejido testicular respecto de la fraccion gonadal femenina, mostraron resultados
altamente significativos (p<0,0001), indicando que el porcentaje relativo de
espermatozoides depende del grado de desarrollo del tejido ovarico.

La mayor proporcion de espermatozoides (entre 50 y 75 % del total del
tejido testicular) se observa en el estadio de génada madura con ovocitos
vitelogénicos avanzados; esta cantidad de espermatozoides en el lumen del
tejido testicular es menor en los estadios gonadales inmaduros y en desarrollo
(Fig. 24).

45 | <25
I 25-50

40

cantidad relativa de individuos (%)

Ei Evi Eva

Figura 24. Variacién en la cantidad relativa de espermatozoides y su relacién con los
distintos estadios tejido ovarico. Ei: tejido ovarico sin vitelogénesis; Evi: tejido ovarico
con vitelogénesis inicial; Eva: tejido ovarico con vitelogénesis avanzada.
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Relacion del ciclo gonadal con la temperatura

La temperatura superficial del agua de mar varié sustancialmente
durante los periodos de muestreo (setiembre de 2005 a agosto de 2007 y
diciembre de 2009 a diciembre de 2011). Los valores de temperatura mas
bajos para el primer periodo se registraron en agosto (7,7 °C) y los maximos
durante febrero (15,9 °C). Por su parte, en el periodo 2009-2011 los valores de
minimos correspondieron a agosto y julio, respectivamente (7 °C) y los
maximos en el mes de febrero (16,5 °C).

El andlisis de asociacién entre el area gonadal total para los dos sitios
considerados (CCN y Km 3), el diametro de los ovocitos y la cantidad relativa
de espermatozoides con la temperatura superficial del agua de mar se indica
en la Tabla 2. Los resultados permiten ver una correlacién negativa entre el
area gonadal para ambos sitios (Fig. 25) respecto de la temperatura del agua.
Por su parte, el diametro de los ovocitos y la cantidad relativa de
espermatozoides en porcentajes superiores a 75 % no presentan relacion

significativa con este parametro ambiental (Fig. 26).

Tabla 2. Correlacion no paramétrica de Spearman (R). Andlisis de la asociacion entre el
efecto de la temperatura superficial del agua de mar y el drea gonadal total, el
didmetro de ovocitos y la cantidad de espermatozoides.

variables R p
Area gonadal total CCN -0,61 <0,05
Area gonadal total Km 3 -0,55 <0,05
Diametro de ovocitos -0,03 0,88
Cantidad de espermatozoides 0,18 0,07
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Figura 25. Relacién entre la variacion temporal del drea gonadal total para CCN y Km 3
respecto de la temperatura superficial del mar.
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DISCUSION

Consideraciones sobre la morfologia de la génada y los gametos

Los ejemplares de Lasaea en la costa del Golfo San Jorge analizados en
este trabajo son todos hermafroditas, coincidiendo estas observaciones con lo
descrito para otras especies del género (Oldfield 1955, 1961; O Foighil 1985,
1987, 1988; Beauchamp 1986; Crisp y Standen 1988; Tyler-Walters y Crisp
1989; Tyler-Walters y Davenport 1990; O Foighil y Thiriot-Quiévreux 1991;
Tyler-Walters y Hawkins 1995) y, en general, para los representantes de la
superfamilia Galeommatoidea (O Foighil 1985; Jespersen y Liitzen 2006; Fox
et al. 2007; Dias-Passos y Domaneschi 2009).

Los antecedentes sobre el ciclo gonadal en Lasaea no son muchos. En
tal sentido, Beauchamp (1986) describe distintos momentos en el desarrollo del
ovotestis a partir del analisis histolégico de ejemplares de L. subviridis. En su
trabajo hace referencia a cuatro estadios de desarrollo gonadal diferentes: (1)
inmaduro, (2) en desarrollo, (3) maduro y (4) gonada vacia, con ovocitos
previtelogénicos desde 10 ym de diametro hasta ovocitos maduros de unos
300 um. El mismo autor menciona en su trabajo la presencia de ovocitos,
generalmente todos en un mismo estado de desarrollo y unidos a la pared del
ovotestis; en algunos casos en que la vitelogénesis se halla muy avanzada, los
ovocitos se separan y se observan en forma desordenada en el lumen del saco
gonadal.

Los resultados encontrados en las costas patagdnicas muestran
resultados semejantes a los encontrados para L. subviridis. En este sentido, se
describe macroscopicamente un ovotestis con dos Iobulos de aspecto
blanquecino opaco; a partir de los cortes histologicos, se puede ver un saco
gonadal formado internamente por un epitelio germinal con zonas
diferenciables: dos lI6bulos anteriores donde desarrollan los ovocitos y una
zona posterior que une estos l6bulos y donde se puede observar el desarrollo
de los gametos masculinos.

Ademas del género Lasaea, la presencia de un ovotestis entre los

bivalvos veneroideos ha sido reportada por varios autores; en algunos casos,
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como Pisidium, Sphaerium, Musculium y Tellimya como hermafroditas
simultaneos (Zelaya e ltuarte 2012; Bespalaya et al. 2015), mientras que en
otros géneros como Mysella, Entovalva, Waldo y Ruditapes como
hermafroditas secuenciales (Petersen y Lutzen 2008; Liutzen et al. 2011; Lee
et al. 2012; Valentich-Scott et al. 2013).

En especies hermafroditas simultaneas se ha indicado una baja
proporcion en la gonada masculina respecto de la fraccion femenina y con
escasa produccion de espermatozoides (Beauchamp 1986; Eckelbarger et al.
1990; Jespersen y Lutzen 2006; Petersen y Litzen 2008).

Los trabajos llevados a cabo sobre reproduccion en Lasaea rubra y L.
subviridis indican que se trata de especies hermafroditas simultaneas, con una
fraccién masculina cercana a 10 % del total de la génada y poca cantidad de
espermatozoides maduros (algunos cientos) (O Foighil 1985, 1988;
Beauchamp 1986; Mc Grath y O Foighil 1986; O Foighil y Eernisse 1988). A
diferencia de lo antes citado, L. australis resulta ser una especie hermafrodita
secuencial con una importante proporcion de tejido testicular respecto del
volumen gonadal total (~50 %) (O Foighil 1988).

Heath (1979) sugiere que esta baja superposicion de recursos en la
formacion de gametos puede otorgar ventajas adaptativas a aquellos
organismos hermafroditas autofecundantes. Oldfield (1963), por su parte, al
comparar la reproduccion de diferentes especies de galeomatidos, encuentra
una cierta relacion entre la cantidad de ovocitos en el tejido ovarico, el tamano
del ovocito maduro y la cantidad de vitelo; de esta manera, en aquellas
especies donde se contaron unos pocos ovocitos maduros, con diametros entre
170-300 uym, la cantidad de vitelo fue importante. De acuerdo al mismo autor,
esta situacion se puede observar en especies del género Turtonia y Lasaea
que liberan sus crias como pequefios adultos, suprimiendo el estado libre de
veliger.

Los resultados encontrados en ejemplares patagdnicos de Lasaea, en
general no difieren de las descripciones de ovotestis realizadas por otros
autores en otras especies, como L. rubra (O Foighil y Eernisse 1988; Oldfield
1955, 1963) y L. subviridis (O Foighil 1985; Beauchamp 1986). Las localidades
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analizadas presentan un desarrollo ovocitario con escasos ovocitos maduros,
de gran tamafio e importante cantidad de vitelo. Los diametros medios
encontrados en este trabajo coinciden con lo reportado para el género por
Oldfield (1963) y Beauchamp (1986). Resultan particularmente interesantes los
microtubulos observados a partir de los cortes histolégicos, formando un huso
acromatico en ovocitos vitelogénicos (células >180 um de diametro y con gran
cantidad de vitelo) (Fig. 14), lo que hace suponer que se trata de ovocitos
secundarios, que han iniciado la segunda divisibn meidtica; proceso
caracteristico para la formacion de gametos para una reproduccion sexual. En
lo que se refiere al andlisis de la porcion masculina en el ovotestis, a pesar de
haberse registrado una escasa cantidad de espermatozoides maduros al igual
que en otras especies de Lasaea, el area para el desarrollo de los gametos
masculinos (~30 % del total de la gbnada) resulté superior a la mencionada por
O Foighil (1985). La presencia de espermatozoides entre los intersticios
registrada aqui (Fig. 15) fue también observada en otras especies de Lasaea
(O Foighil 1985).

De acuerdo a algunos trabajos los bivalvos de la superfamilia
Galeommatoidea presentan estructuras variadas en sus espermatozoides,
siendo una excepcién a la caracteristica conservada de los bivalvos en general
(Eckelbarger et al. 1990). O Foighil (1985) y Mc Grath y O Foighil (1986)
describen para L. subviridis y L. rubra, respectivamente, la morfologia de los
espermatozoides observados a partir de cortes histolégicos y en material
fresco. En ambos casos, hacen referencia a algunas caracteristicas atipicas
encontradas. En las descripciones, los autores mencionan un espermatozoide
de cabeza esférica o ligeramente elipsoidal con un diametro que varia entre
6,3-10,2 um en un caso y entre 7-8,5 ym en el otro. Para las dos especies, los
autores coinciden al indicar que los espermatozoides tienen un flagelo simple
de aproximadamente 45 pm, mas corto que el flagelo tipico de un
espermatozoide primitivo (O Foighil 1985). Resultan interesantes las
caracteristicas morfolégicas encontradas en los espermatozoides de Lasaea de
las costas del Golfo San Jorge. A partir de la observacion del tejido gonadal

fresco, se pudieron diferenciar en escasa cantidad espermatozoides moviles,

68



CapiTuLO Il

de cabeza redondeada o ligeramente ovalada con un acrosoma prominente. La
forma de la cabeza es semejante a la descrita para L. rubra y L. subviridis por
O Foighil (1985) y Beauchamp (1986); sin embargo, en los ejemplares
patagonicos el rango de tamafio fue algo menor (entre 5-5,5 um) respecto de lo
publicado para otras especies de Lasaea.

Una particularidad no citada hasta el momento en el género Lasaea, es
la presencia de dos flagelos encontrados en los ejemplares patagonicos,
ambos moviles; la longitud de los flagelos es distinta entre si e incluso el flagelo
mas largo (medida considerada desde la base de la cabeza) resulté de menor
longitud que lo expresado por O Foighil (1985) y Beauchamp (1986) de 35-45
Mm para L. subviridis.

Espermatozoides biflagelados se han encontrado en varios taxones de
invertebrados: platelmintos rabdocelos (Watson 1999), digeneos (Kitajima et al.
1976), poliquetos (Franzén 1983) e insectos (Trueman 1999; Dallai et al. 2001).
Entre los moluscos, espermatozoides biflagelados se reportaron sélo en los
bivalvos venéridos Corbicula fluminalis, C. fluminea, C. australis, C. leana
(Konishi et al. 1998; Byrne et al. 2000; Korniushin 2004; Pigneur et al. 2012).
Entre las especies hermafroditas andréogenas del género Corbicula, los ovocitos
son fertilizados por espermatozoides biflagelados que no presentan una
meiosis reduccional (Pigneur et al. 2012). El significado adaptativo del niumero
de flagelos es un tema no resuelto y se ha sugerido que la movilidad de los
espermatozoides estd sometida a una fuerte seleccion, principalmente en
aquellos casos donde la hembra puede ser fertilizada por varios machos
(Pitnick et al. 2008). Estos mismos autores plantean una nueva hipotesis de
conjugacion en espermatozoides, indicando una ventaja evolutiva en los
espermatozoides multiflagelados en varias especies. Si bien la informacion
sobre conjugacién de espermatozoides es escasa, el fendbmeno se ha
registrado en algunos grupos taxondmicamente separados, y podria favorecer
la union fisica de uno o mas flagelos para incrementar la motilidad del
espermatozoide (Pitnick et al. 2008).

Los resultados encontrados hasta el momento en ejemplares

patagonicos de Lasaea indican un tejido gonadal masculino con algunas
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caracteristicas compatibles con un desarrollo de gametos viables, con
espermatozoides moviles y un acrosoma prominente; por otra parte, la
presencia de dos flagelos se corresponderia con la descripcion general de
espermatozoides no funcionales. Futuros trabajos sobre la ultraestructura de
los gametos masculinos permitirian una mejor interpretaciéon del rol que
cumplen los espermatozoides en la reproduccion de los ejemplares de Lasaea

en Patagonia.

Interpretacion del ciclo gonadal

La gametogénesis y cambios en el ciclo reproductivo de los bivalvos a
través del tiempo, ha sido objeto de estudio en numerosas especies. El
conocimiento de los cambios que ocurren durante el desarrollo gonadal, resulta
de gran importancia para adquirir un mayor entendimiento de las poblaciones y
la biologia general de una especie, a fin de conocer la implicancia que éstas
tengan dentro de las comunidades (Ortiz-Galarza et al. 2011). Las condiciones
generales de incubacion y desarrollo de larvas constituyen un punto esencial
para el estudio de la reproduccion en invertebrados marinos (Thorson 1950).
Los patrones reproductivos en bivalvos en general, estan aun poco estudiados.
En particular, los sistemas costeros se caracterizan por bivalvos pequenos, que
en su mayoria no tienen valor econémico y, en consecuencia, no resultan
prioritarios para las investigaciones sobre su biologia a pesar de su abundancia
e influencia en el ecosistema (Le Pennec y Beninger 2000). Los factores
ambientales ciclicos (temperatura, fotoperiodo, tipo y ciclo de mareas,
abundancia de fitoplancton, salinidad), caracteristicos de cada zona, tienen
importante influencia en los sistemas litorales y pueden funcionar como sefales
para desencadenar eventos reproductivos (Le Pennec y Beninger 2000;
Rybalkina et al. 2013).

Resulta comun que los bivalvos presenten en ambientes templados
ciclos reproductivos anuales con una gametogénesis seguida de uno o varios
eventos de desove y una etapa final de recuperacion gonadal; el nUmero de
eventos de desove y la duracion de cada uno varia segun la especie y las

condiciones ambientales (Gosling 2003; Crncevi¢ et al. 2013); aunque se han
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registrado ciclos reproductivos en bivalvos que se apartan de las generalidades
(Vinuesa, 1981).

Los resultados obtenidos en las dos localidades patagonicas (CCN y Km
3) muestran, a partir de analizar los tamafios gonadales, un ciclo estacional con
periodos de desove principal para los meses de verano (enero-febrero) y un
desove menor durante junio-julio (2006) y abril (2007), con una posterior
recuperacién en cada caso. Al considerar los distintos estadios gonadales
femeninos, se observa un patron irregular pero que permite apreciar en general
un desarrollo del tejido ovarico continuo. El tejido ovarico en estado de
vitelogénesis avanzada muestra disminuciones en sus frecuencias durante los
meses estivales en los dos afios de muestreo y en los meses de invierno para
el primero y otofio para el segundo afio. La disminucién de frecuencias de este
estadio del tejido ovarico y consecuente incremento en la frecuencia del tejido
ovarico en estado inicial, estaria indicando dos periodos de desove por afo.

Oldfield (1963) encuentra para L. rubra evidencias de mas de un desove
en los meses de verano, ya que los individuos analizados se encontraron con
embriones en la camara suprabranquial y con un estado avanzado en el
desarrollo de la génada (ovocitos maduros y activa espermatogénesis). En
algunos trabajos sobre la dinamica poblacional de L. rubra, se sugiere una
estructura unimodal y en algunos casos bimodal, o que coincidiria con lo
propuesto por Oldfield sobre una reproduccion anual estacional, eventualmente
con un segundo pico en el reclutamiento (Seed y O’Connor 1980; Mc Grath y O
Foighil 1986). Por su parte, Ilwasaki (1996) encuentra en L. undulata de las
costas de Hong Kong, un ciclo anual con una marcada época reproductiva
desde inicio de primavera hasta comienzos del otofio y dos picos de desove al
iniciar la primavera y mediados de verano respectivamente. Beauchamp
(1986), por su parte, encuentra un ciclo reproductivo continuo para L. subviridis
de la costa californiana. El autor hace mencién a la presencia de ovocitos
vitelogénicos durante todo el afio; sin embargo, en su investigacion encuentra
que individuos pequenos (< 1,9 mm de talla) tienen en su mayoria ovocitos de
menor diametro que aquellos adultos de mayor talla (2-3 mm); en ellos se

observd una distribucion mas uniforme en el diametro de los ovocitos
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vitelogénicos, encontrandose dentro de la misma gonada en similar frecuencia
distintos tamafos de gametos femeninos.

Con referencia a la variacion temporal en la vitelogénesis de los ovocitos
en las localidades patagdnicas consideradas, se observa en general una
distribucion unimodal, donde los ovocitos previtelogénicos se pueden encontrar
durante todo el afio con las mayores frecuencias. Esto afirma la idea de que la
etapa de proliferacion de ovocitos se encuentra extendida en el tiempo. Los
ovocitos con vitelogénesis avanzada, tienen sus maximos en los meses de
fines de primavera — principios de verano; estos valores indican que la emisién
de huevos hacia las branquias coincide con lo reportado para otras especies de
Lasaea. Posteriormente a estos meses de mayor produccién de ovocitos
vitelogénicos, se pueden diferenciar  ovocitos previtelogénicos,
correspondientes a la fase de posdesove y recuperacion de la gbnada. Al igual
que lo reportado para L. rubra (Oldfield 1963; Morton 1992) con dos picos
reproductivos por estacion, se puede diferenciar un segundo desove de menor
importancia durante el periodo de muestreo en el analisis llevado a cabo en
nuestras costas; en este caso, el evento se registré durante los meses de fin de
otofio — comienzo del invierno.

Respecto a la espermatogenesis, Beauchamp (1986) analiza el
desarrollo en L. subviridis y encuentra que los distintos estadios de células
germinales masculinas aparecen durante todo el afio, en forma coincidente con
la presencia continua de ovocitos. Los ejemplares de Lasaea estudiados en las
costas del Golfo San Jorge presentan un comportamiento equivalente al
descrito para L. subviridis. La espermatogénesis pudo registrarse durante todo
el afno en los ejemplares patagénicos. Sin embargo, la frecuencia de individuos
con mas de 75 % de génada masculina ocupada por espermatozoides
disminuye durante los meses de verano e invierno en los dos afios de estudio,
suponiendo una evacuacion del tejido testicular hacia la camara
suprabranquial. Al comparar estos datos con los estadios gonadales
femeninos, se puede apreciar una relacion significativa entre la mayor cantidad
de espermatozoides en el tejido testicular y el mayor desarrollo del tejido

ovarico.
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Varios autores coinciden en que, en los bivalvos hermafroditas
simultaneos, la fertilizacién ocurre en las branquias (Thorson 1950, Oldfield
1963; Beauchamp 1986). Los resultados encontrados a partir del analisis
histolégico en ejemplares patagonicos, sugieren una sincronizaciéon en la
emisién de gametos hacia la camara suprabranquial. En el Capitulo Il se
analizan los patrones de incubacién y desarrollo embrionario para Lasaea de la
costa patagonica lo cual permitira corroborar los resultados aqui presentados.

Morton (1992) resume la informacion disponible sobre la reproduccion
del género Lasaea, indicando un desove en verano para L. rubra en las costas
britanicas, L r. hinemoa de Nueva Zelanda y L. subviridis del pacifico noreste
con un ciclo reproductivo activo durante todo el afio y L. cf. nipponica de Hong
Kong con dos picos de desove, uno en primavera y otro a comienzos del otofio.
Este autor deja en evidencia que las diferencias dentro del género estan
relacionadas con las variaciones ambientales locales. La influencia de la
temperatura del agua de mar en la reproduccién de invertebrados marinos
incluyendo a los bivalvos, ha sido revisada en numerosas ocasiones (Giese
1959; Sastry 1979). De acuerdo a estos autores, en muchas especies el
crecimiento de la gonada y la gametogénesis parece ocurrir cuando la
temperatura del mar disminuye en los meses de otofio o cuando se incrementa
en primavera-verano.

La maduracion gonadal en Lasaea en las costas del Golfo San Jorge, a
pesar de no presentar un patrén claramente definido respecto de la
temperatura del agua de mar (ver Tabla 2), muestra un aumento en el tamafio
de ovocitos como asi también en la cantidad de espermatozoides presentes en
la gonada (> 75%) hacia fines de invierno — principio de primavera; este
incremento en el desarrollo gonadal estaria dado luego de un periodo de
desove en primavera — verano y cuando el tejido comienza su maduracion
nuevamente hacia fines de verano — otofio, cuando la temperatura del agua de
mar dismunye. Asimismo, al ser una especie intermareal y fuertemente
asociada a matrices del mejillin Perumytilus purpuratus (Zaixso et al. 2015) las

variaciones microambientales en las mismas podrian afectar aspectos
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CapituLo Il

CarituLo lll

DESARROLLO EMBRIONARIO Y FECUNDIDAD

INTRODUCCION

Los bivalvos son un exitoso grupo de invertebrados marinos,
intermareales y submareales, con una importante variedad de estrategias de
vida (Ripley y Caswell 2008; Reed et al. 2013). Algunas variables ambientales
cuando presentan condiciones desfavorables, como la temperatura vy
disponibilidad de alimento, parecieran ser determinantes para que se
desarrollen especies con cuidado parental y la incubacion de larvas hasta su
emision como juveniles disminuyendo asi la mortalidad (Ramirez-Llodra 2002;
Higgs et al. 2009). Entre las muchas explicaciones acerca de las causas de
cuidado parental en invertebrados de pequeno tamafo, se puede mencionar la
hipoétesis sobre lo que Strathmann y Strathmann (1982) denominan “alometria”.
Estos autores afirman que el mayor cuidado de las crias entre los invertebrados
se asocia con un pequefio tamafo del adulto y que esta correlacion se puede
apreciar en una importante cantidad de taxones marinos. La hipétesis se refiere
a la relacion que existe entre la produccion de huevos y la capacidad interna
del adulto para albergar sus larvas; en general, adultos de mayor tamafo
producen un volumen de huevos superior a su capacidad de incubacion; en
consecuencia, el area disponible es limitante (Chia 1974; Strathmann y
Strathmann 1982; Kabat 1985; Havenhand 1995).

Los organismos incubadores se caracterizan por producir poca cantidad
de huevos lecitotroficos de gran tamafio, a diferencia de la emision masiva de
huevos de menor tamafo en animales no incubadores (Havenhand 1995;
Ramirez-Llodra 2002). El desarrollo directo y la produccion de huevos
lecitotréficos, implica una mayor inversion energética y menor fecundidad
respecto de la produccién de huevos planctotréficos (Reed et al. 2013). Como

parte de su hipotesis sobre la correlacion entre el tamafio del adulto y la
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produccion de huevos, Strathmann y Strathmann (1982) sugieren que los
organismos de pequefio tamafo no producen huevos planctotréficos ni
lecitotroficos en gran numero, superando su capacidad de carga, sin garantizar
su supervivencia. En su lugar, estos animales incuban una escasa cantidad de
huevos grandes con gran cantidad de vitelo.

Tanto la incubacion de larvas como la emision de huevos son estrategias
reproductivas que se pueden observar entre los bivalvos de ambientes variados
(Ripley y Caswell 2008). Para algunos autores, las evidencias fosiles indicarian
que los primeros moluscos fueron relativamente pequefos y, en consecuencia,
basados en la teoria alométrica de Strathmann y Strathmann (1982), se trataria
de especies incubadoras con larvas lecitotroficas (Chafee y Lindberg 1986).
Para otros autores, esta es una caracteristica especializada principalmente
entre los bivalvos (Dias-Passos y Domaneschi 2009) y se puede observar en
unas cuantas familias de eulamelibranquios (Oldfield 1963) y protobranquios
(Ockelmann y Warén 1998). En la historia de vida de una especie, la energia
invertida en la reproduccion tiene importantes consecuencias en la dinamica
poblacional. Las variables implicadas se refieren a la tasa de crecimiento, edad
y talla de madurez, variabilidad en la fecundidad y mortalidad, tamafo de los
huevos, esfuerzo reproductivo por edad y tamano, tipo de desarrollo larval y
edad maxima reproductiva de los adultos (Ramirez-Llodra 2002).

Los bivalvos de la superfamilia Galeommatoidea en general son
animales de pequefio tamafo que incuban sus larvas hasta un avanzado
estado de desarrollo (Dias-Passos y Domaneschi 2009). En un detallado
trabajo sobre algunos representantes de la superfamilia (entre ellos L. rubra),
Oldfield (1963) observa casos extremos en la incubacién, con una importante
produccion de huevos pequefios (25 um de diametro) y poco vitelo, mientras
que, en otros organismos, la produccion de huevos es mas escasa, de mayor
diametro (170-300 uym) y, por ende, gran cantidad de vitelo. En el primer caso,
el autor encuentra que las larvas son emitidas como veligeres, mientras que en
el segundo se liberan juveniles completamente formados. A excepcion de L.
australis, que presenta un estadio larval plancténico (O Foighil 1988), en el

género Lasaea el estado libre de veliger se ha suprimido; las larvas se incuban
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en la cdmara suprabranquial y se liberan como juveniles (Oldfield 1955; Booth
1979). Especies incubadoras del género Lasaea han sido encontradas en todos
los continentes y gran numero de islas ocedanicas; de esta manera se hace
referencia a especies con una mayor distribucidn geografica que sus
congéneres planctotréficos sugiriendo, ademas, que una fecundacién cruzada
con liberacion de larvas veliger al agua, resulta una estrategia menos exitosa
para la colonizacion de nuevas areas (O Foighil 1989).

De acuerdo a trabajos basados en técnicas moleculares, en Lasaea la
brecha evolutiva entre las especies incubadoras y la uUnica planctotrofica
descrita hasta el momento es relativamente corta (entre 6 y 7 millones de afios)
si se compara con lo que ocurre en otras familias como Corbiculidae,
Sphaeriidae y Unionidae (O Foighil y Smith 1995; O Foighil y Josefowicz 1999;
Altnéder y Haszprunar 2008). Segun Altndder y Haszprunar (2008) en su
investigacion sobre L. adansoni, la especie exhibe modificaciones muy
marcadas en el desarrollo donde la morfologia larval tipica de los bivalvos se
ve alterada. Los mismos autores sefalan que, dado que L. australis muestra
aun un desarrollo caracteristico de bivalvos planctotréficos, el conocimiento
sobre el desarrollo de L. adansoni podria servir como antecedente para
interpretar cambios sustanciales en la ontogenia que se manifiestan en poco
tiempo.

El objetivo general de este capitulo es analizar el desarrollo larval de
Lasaea en la costa central del Golfo San Jorge, a partir de lo cual se espera:
(1) describir los distintos estadios embrionarios; (2) analizar la talla de primera
incubacion; (3) interpretar la variacién temporal en la proporcion de animales
incubando; (4) estudiar los factores que afectan la incubacion (talla del adulto,
temperatura del agua de mar, cantidad de horas de luz, localidad); (5) analizar
la relacién entre la talla del adulto y el numero maximo de animales incubando;
(6) analizar la fecundidad inicial y la final, y (7) examinar la variacion temporal

de los estadios embrionarios.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y muestreo

Las muestras para analizar el desarrollo embrionario de Lasaea en
costas patagonicas, fueron las mismas recolectadas en las playas de Caleta
Cdrdova norte (CCN) y Km 3 para el analisis del ciclo gonadal descrito en el
Capitulo IlI.

Al igual que lo explicado en el capitulo anterior, las muestras se
recolectaron en el mejillinar del mesolitoral medio (nivel 2,40 m), en sitios de
baja pendiente. Se recolectaron en forma mensual aproximadamente 50
individuos con tallas superiores a 1 mm, desde diciembre de 2009 a diciembre
de 2011 en cada una de las localidades antes mencionadas (CCN: n = 1.253,
Km 3: n = 1.251). Los individuos fueron mantenidos en acuario con agua de
mar recolectada para tal fin en una zona aledafa a la ciudad de Comodoro
Rivadavia hasta su procesamiento en el laboratorio durante uno o dos dias, con
temperatura controlada simulando la temperatura superficial del agua
correspondiente al periodo en que se tomaron las muestras hasta su
observacién y alimentados con cultivo de Tetraselmis sp. A partir de estas
muestras, se analizé la talla de primera incubacion en cada localidad,
considerando un rango de tallas de 1 a 3,5 mm.

Los individuos fueron mantenidos en acuario; la temperatura en acuario
se mantuvo controlada; los ejemplares fueron alimentados con cultivo de

Tetraselmis sp. provisto por el cepario de microalgas de la UNPSJB

Procedimientos de laboratorio
1. Observacion de ejemplares patagénicos de Lasaea

En laboratorio, se analizaron las muestras recolectadas mensualmente y
mantenidas en agua de mar; los individuos fueron medidos bajo microscopio
estereoscopico (Zeiss STEMI DV4) con ocular graduado (x 0,01) y se
diseccionaron a fin de registrar el grado de desarrollo en cada caso de acuerdo

a sus caracteristicas: (1) talla, (2) actividad de incubacion de los adultos con o
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sin embriones, (3) numero de embriones en las branquias en caso de estar
incubando, (4) estadio embrionario. La caracterizacién de los estadios se
realizd de acuerdo a las descripciones de Altndder y Haszprunar (2008) para L.
adansoni con modificaciones, considerando los siguientes estadios: (1) estadio
de huevos y embriones iniciales (H+EOQ); (2) estadio embrionario 1 (E1); (3)
estadio embrionario 2 (E2); (4) estadio embrionario 3 (E3); (5) estadio
embrionario 4 (E4) y (6) juveniles de vida libre (J). Los analisis sobre
incubacién, se realizaron con los datos correspondientes a los estadios de
huevo/embriones (H+EQ) hasta estadio de juveniles proximos a ser liberados
(E4).

Los estadios embrionarios se registraron con una camara digital
OLYMPUS U-TVO 5X-C3 conectada a un microscopio estereoscépico
OLYMPUS SzZX16.

Andlisis de los datos

Se registraron las tallas minimas y maximas de animales incubando para
las dos localidades; a fin de determinar la talla de primera incubacion, se
realizd una regresion logistica dada la naturaleza binaria de los datos
(presencia/ausencia de incubacion) para los ejemplares de CCN y Km 3. Se
estimé la menor talla a partir de la cual el 50% de los individuos comienza a
incubar.

Se examinaron las variaciones temporales en la proporcion de animales
incubando para cada una de las localidades (CCN y Km 3). A fin de analizar el
efecto de variables explicativas como la temperatura superficial del agua de
mar, la cantidad de horas de luz, localidad y tamafo corporal sobre la
proporcion de animales incubando, se realizdé una regresion logistica multiple.
Se aplicaron métodos de seleccion de variables hacia adelante (forward)
(Agresti 2007).

La relacion potencial (y=a.x”) entre la talla del adulto y el nimero de
embriones (EO+E1) en la camara suprabranquial fue analizada mediante una
regresion lineal obtenida a partir de la transformacion logaritmica de la variable

dependiente (nimero de embriones) y la variable respuesta (talla) (Gould 1966;
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Hines 1982); para ello, se tuvieron en cuenta animales que estuvieran
incubando. Un valor en la pendiente (b, coeficiente de alometria) igual a 3
indica la existencia de una relacion isométrica entre la talla (variable lineal) y el
namero de huevos (variable volumétrica) indicando que el numero de
embriones incubando aumentara isométricamente respecto a la talla del animal
adulto; en tanto que un valor de pendiente b>3 permitié considerar una relacién
alométrica positiva entre las variables, indicando que el numero de embriones
incubando esta relacionado con el volumen disponible en la cavidad de
incubacion que posean los adultos (Gould 1966; Beekey y Hornbach 2004;
Litulo 2005). Para evaluar cambios en la fecundidad entre sitios y pérdidas en
el numero de huevos/embriones durante el proceso de incubacioén se analizé la
fecundidad al inicio y final del periodo de incubacién en ambas localidades.
Para esto se llevo a cabo un analisis de covarianza (ANCOVA), considerando
la localidad y el periodo como efectos principales y la talla del adulto como
covariable. Para el estadio inicial de desarrollo, se consideraron los estadios
H+EO y E1 juntos, en tanto que para el periodo final de desarrollo se
consideraron los estadios E3 y E4 sumados. Se corroboraron los supuestos de
homogeneidad de pendientes, homogeneidad de varianzas y normalidad
(Quinn y Keough 2002).

La variacién mensual de la proporcién de distintos estadios embrionarios
en cada una de las dos localidades (CCN y Km 3), se analizé mediante una
prueba exacta de )(2 de Pearson con permutaciones de Monte Carlo (Lynch et
al. 1991).

Los analisis de regresion logistica se realizaron mediante el paquete
estadistico SPSS 17. Para el analisis estadistico de ANCOVA, se utilizé el
paquete estadistico STATISTICA 7.0 (Statsoft), en tanto que las pruebas
exactas de x* de Pearson se realizé mediante el programa estadistico StatXact
9.0 (Cytel Studio). En todos los casos se contempl6 un nivel de significacion de
5 %.
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RESULTADOS

Los bivalvos patagonicos de Lasaea incuban sus embriones hasta
liberarlos como juveniles (Fig. 27). En general, todos los estadios de
huevos/embriones tienen una coloracidon blanca opaca semejante al ovotestis
con diferencias morfolégicas segun su estado de desarrollo. La segmentacion
es holoblastica y espiral, ligeramente desigual, con huevos con gran cantidad
de vitelo. En las distintas etapas de segmentacion, el nucleo celular se observa

en forma marginal (Fig. 28).

a

Figura 27. a) Lasaea patagdnica con embriones; b) juveniles en la cdmara
suprabranquial préximos a ser liberados. br: branquia; e: embriones; j: juveniles
proximos a ser liberados; ovt: ovotestis; pa: parte anterior; pp: parte posterior. Escalas
1 mm.
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Descripcién de los distintos estadios

(1) Huevos y Embriones iniciales (H + EQ): Estadio formado por huevos sin
segmentar y segmentados sin desarrollo de valva, con un didametro minimo
de 250 ym y maximo de 350 uym (x =310 £ 20 um; n=112). En el estadio de
huevo (Fig. 28a) las células son esféricas, de coloracion blanquecina. En la
Figura 28 b-g se aprecian las distintas etapas de segmentacion holoblastica
y espiralada tipica en la mayoria de los moluscos, a excepcion de los
cefalopodos; no se observan estructuras ciliadas caracteristicas de larva
trocofora. Hasta las primeras etapas de division, es posible observar una
membrana de fertilizacion de aspecto transparente rodeando las células
(Fig. 29).

(2) Estadio 1 (E1): En esta etapa los embriones comienzan a formar la
conchilla, todavia sin coloracion y distinguible del resto del embridn sélo por
una textura mas arrugada y brillante correspondiente a la protoconcha 1.
Se aprecia una masa de tejido en diferenciacion (“cephalic” mass, segun
Oldfield 1963) que adquiere una forma arrinonada con un blastoporo
distinguible en la parte ventral (Fig. 30a). La valva aparece como dos
placas ligeramente ovaladas unidas en la zona del ligamento (Fig. 30b y
Fig. 31); el aumento de contraste en las imagenes, permite visualizar un
borde en la conchilla de tonalidad mas oscura que se corresponde con la
prodisoconcha | (Fig. 30a). El largo de las valvas medidas bajo microscopio
estereoscopico varié entre 150 pm y 350 um ( X =254 + 77 ym; n=25).

(3) Estadio 2 (E2): La valva continua siendo de color blanquecino traslucido, de
apariencia mas lisa que en E1, sin esculturas apreciables a la lupa. El largo
varia entre 200 ym y 350 ym (x =303 + 64 um; n=64) y contiene
aproximadamente la mitad de la masa tisular en diferenciacion; aun es
posible diferenciar el blastoporo (Fig. 30c).

(4) Estadio 3 (E3): Este estadio se diferencia del anterior principalmente por la
presencia de una valva mas grande con un rango entre 350 ym y 500 ym
de largo (x =468 + 54 uym; n=70); a su vez, este estadio difiere de E2 en

que el cuerpo se encuentra contenido casi en su totalidad dejando poca
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masa tisular al descubierto, sin que se evidencien estructuras diferenciadas

caracteristicas de un individuo juvenil o adulto (Fig. 30d).

Figura 28. Huevos y embriones de
Lasaea patagdnicas en distintos
estadios de segmentacion. a)
huevos sin segmentar; b-g)
embriones segmentados. bl:
blastdmeros; N: nucleo. Escalas
100 pm.
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4 células

Figura 29. Embrién en estadio de cuatro células donde se diferencia la membrana de
fertilizacién (mf). Escala 100 pm.

(5) Estadio 4 (E4): Estadio formado por larvas-D y juveniles préximos a ser
liberados; las larvas-D presentan una conchilla, de aspecto fragil y
traslucido que comienza a adquirir la coloracién tipica de los adultos,
principalmente en la zona de la charnela; es posible distinguir por
transparencia estructuras caracteristicas bien formadas como las branquias
y el pie; la totalidad del cuerpo se encuentra contenido entre las valvas que
varian entre 400 um y 650 ym (x =550 * 75 ym; n=148) (Fig. 30e). Cuando
se encuentran proximos a ser liberadas al medio, presentan aspecto de
juvenil con el umbo completamente formado (Fig. 30f).

(6) Juveniles (J): los ejemplares juveniles analizados se caracterizan por
presentar una coloraciéon algo mas intensa que aquellos proximos a ser
liberados por los adultos de la camara suprabranquial; las tallas medidas
en juveniles de vida libre rondan entre 0,75 pum y 1 mm (x =0,96 + 0,09
mm; n=30), con un desarrollo de los érganos completo a excepcion de las

gonadas.
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Figura 30. Estadios larvales de Lasaea patagodnicas en desarrollo. a-b) E1; c) E2; d) E3;
e) larva-D (E4); f) juvenil proximo a ser liberado (E4). bp: blastoporo; ch: charnela; pa:
parte anterior; pp: parte posterior; u: umbo; v; valva. Escala 100 um.
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Figura 31. Detalle de la valva en desarrollo en el estadio E1 fotografiada con MEB. a)
desarrollo de valva incipiente; b) desarrollo valvar mas avanzado. v; valva. Escala 50
pum.

Analisis del ciclo embrionario

Talla primera incubacion

El analisis de regresion logistica para las localidades consideradas
indica variabilidad en la talla de primera incubacion (Tse%) en cada caso. En
CCN se encontraron individuos incubando en un rango de tallas que varia entre
1,55 mm y 2,93 mm (x=2,17 £ 0,26 mm; n=1.211) con una Ts estimada en
1,72 mm. Por su parte, los ejemplares de Km 3 que se encontraron con
embriones en las branquias, variaron en un rango de tallas entre 1,9 mm y 3

mm (x=2,38 £ 0,30 mm; n=1.235) con Tsqe, estimada en 2,1 mm (Fig. 32).
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Figura 32. Modelo de regresion logistica para determinar la talla de primera
incubacion (Tse%) en ejemplares de CCN y Km 3.
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Variaciones temporales en la proporcion de animales incubando y su relacion

con factores ambientales

En las dos localidades consideradas se encontraron animales incubando
durante todo el afio, a excepcion de febrero de 2010 y los meses de mayo,
agosto y setiembre de 2011 donde no se registraron ningun caso en Km 3, y el
mes de setiembre de 2010 en CCN. En ambas localidades, la mayor proporcion
de animales incubando se registra hacia fines de primavera y comienzo de
verano en 2010 y 2011, con una importante disminucion desde fin de verano —
comienzo de otofio durante los dos afios de muestreo, principalmente para Km
3; en CCN, esta disminucion en la proporcion de animales incubando resulta
mas gradual (Fig. 33). En las dos localidades, los valores de animales
incubando se incrementan nuevamente durante los meses de primavera —
verano, registrando un pequefio aumento en invierno (julio) de 2010 para Km 3.

Los resultados de la regresion logistica multiple indican que la localidad,
cantidad de horas de luz, temperatura del agua de mar y talla tienen un efecto
significativo sobre la proporcién de animales incubando ()(2=377,54; p<0,0001;
n=2.504) (Tabla 3). Se observa una relacion positiva de la cantidad de horas de
luz y la talla del adulto en la proporcién de individuos incubando. Con respecto
a la temperatura, el analisis arroja una relacion negativa indicando que la
maxima proporcién de individuos en incubacién ocurre antes de las

temperaturas maximas del agua de mar (Fig. 33).

Tabla 3. Regresién logistica multiple. Efecto del tamafio corporal, localidad, cantidad
de horas de luz y temperatura del agua de mar, sobre la proporcion de animales
incubando.

LC 95%

Efecto b ES Waldy’ gl p Exp(b) — = sup.
Localidad 074 0,112 3596 1  <0,0001 0,48 0,38 0,61
Horas luz 060 006 11998 1  <0,0001 1,84 1,64 2,05
To 012 0,04 9,86 1 0,002 0,82 0,82 0,96
Talla 126 020 37,37 1 <0,0001 235 235 526
Constante -10,48 066 25472 1 <0,0001 0
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Figura 33. Proporcién de animales incubando para las dos localidades entre diciembre
de 2009 y diciembre de 2011. a) relacidn con la temperatura superficial del agua de
mar; b) relacién con la cantidad de horas de luz.
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Fecundidad

Relacion entre la talla del adulto y el nimero de embriones

El nimero de huevos/embriones totales para CCN vari6 entre 3 y 29 (x
=14,12 t+ 4,84; n=198), en tanto que en Km 3 la variacion fue entre 3 y 37
huevos/embriones por animal (x=13,78 + 5,70; n=113). El resultado de la
regresion lineal indica una relacién alométrica negativa entre la talla del adulto
y el numero de embriones iniciales en la cadmara suprabranquial para CCN
(b<3); Km 3 por su parte, si bien presenta un valor de pendiente b< 3, el valor si
se encuentra contenido dentro de los limites de confianza calculados, indicando
entonces una relacion isométrica (Tabla 4). La relacion entre el numero de

embriones incubando y la talla del adulto, se muestra en la figura 34.

Tabla 4. Andlisis de regresion entre la talla (T) y el nimero de huevos/embriones en
estadio inicial

LC 95%
Variable dep (y) n Log(y) =log a + b (log x) p rzaj -
inf. sup.
N° huevos/embriones iniciales
CCN 198 Log (N°E) = 1,34 + 1,66 (logT) <0,0001 0,373 1,36 1,96
Km 3 113 Log (N°E) = 0,21 + 2,68 (logT) <0,0001 0,372 2,04 3,33

a = ordenada al origen; b = pendiente, n = numero de individuos adultos, rzaj = coeficiente de
determinacion ajustado, p (HO: b = 0), LC = intervalos de confianza de b (95 %).

CCN Km3
34 3,6
3,2
3,0
2,8
5 26 24 §
8 52 20 &
1,6
1,8 .
e oo L] [ 1'2
1,4 0,8
04 05 06 07 08 09 10 1,1 1.2 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1.1 1,2

log talla del adulto (mm)

Figura 34. Relacidn entre la talla del adulto y el nimero de huevos/embriones en
estadio inicial para las dos localidades. log Ein: logaritmo del nimero de EO.
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Mortalidad de embriones

El analisis de covarianza factorial respecto al niumero de embriones en
funcion de la localidad y el grado de desarrollo embrionario (iniciales: EO+E1 vs
finales: E3+E4), muestra diferencias significativas so6lo entre las dos localidades
consideradas (CCN y Km 3) (Tabla 5). Los ejemplares analizados para Km 3
muestran numeros de embriones mayores que los de CCN. Dentro de cada
localidad, no se observan una disminucion en el nimero de embriones entre

estadios iniciales vs. finales (Fig. 35).

Tabla 5. ANCOVA factorial. Efectos de la localidad y el periodo (o etapa) de
incubacidn (inicial-final) sobre la fecundidad; el efecto de la talla fue incluido en el
modelo como covariable.

Efecto SC gl MS F p
Talla 4388,51 1 4388,51 228,60 <0,0001
Localidad 710,901 1 710,91 37,03 <0,0001
Estadios 1,03 1 1,03 0,05 0,82
Localidad*Estadio 3,58 1 3,58 0,19 0,67
Error 5605,59 292 19,20
2,9
Km3 M CCN
28
(%]
,é 2,7
3
E 26t
3
S 25¢
g
S
<
i 24 ¢
23t
2,2
inicial final

etapa en la incubacion

Figura 35. Variacién en el nimero de embriones entre periodos de incubacién
iniciales y finales para las dos localidades (CCN y Km 3).
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Variacion temporal de los estadios embrionarios

Con excepcion de unos pocos casos, los embriones o estadios larvales
de una misma cohorte dentro de la camara suprabranquial se encuentran en un
mismo estadio de desarrollo. Si se observan embriones de distinto grado de
desarrollo entre individuos, para la misma época del afio. Los resultados
obtenidos a partir de las pruebas exactas de X2 de Pearson con permutaciones
de Monte Carlo, indican diferencias altamente significativas en la variacion
mensual de los distintos estadios embrionarios durante los dos afios de
muestreo, en ambas localidades (p<0,0001).

En CCN, los embriones en estadio inicial se observan en mayor
porcentaje durante los meses de primavera — inicio del verano. Para el afio
2011 se encontrd6 un segundo incremento en el porcentaje de animales
incubando embriones en estadio inicial, durante el mes de marzo; esta
situacion, no se registré durante el afio anterior. Los embriones en estadio de
desarrollo avanzado (E3 y E4) mas proximos a liberarse como juveniles,
aparecen durante todo el afio, los dos afos de muestreo a excepcion de los
meses de setiembre y octubre de 2010); los maximos valores registrados para
estos estadios, se observan en primavera — inicio del verano (diciembre de
2010 y noviembre de 2011), antes del maximo de temperatura del agua de mar
y coincidente con el maximo en cantidad de horas luz disponible (Fig. 36).

En Km 3, la distribucion general de los distintos estadios de desarrollo
embrionario, es mas irregular que la observada en CCN. Si bien se registraron
embriones en estadio inicial en las distintas épocas del afio, los mayores
porcentajes se detectaron durante los meses de primavera (noviembre de 2010
y octubre de 2011). La incubacion de embriones en estadios finales (E3 y E4)
se observaron en su maximo porcentaje durante los meses de diciembre de
2010 y noviembre de 2011 (Fig. 36).
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Figura 36. Variacion temporal de los distintos estadios embrionarios durante el periodo
de diciembre de 2009 a diciembre de 2011 para las dos localidades (CCN y Km 3).
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DISCUSION

El cuidado parental considerado como una especializacion por Oldfield
(1963) es una caracteristica comun entre los galeomatidos (Dias-Passos y
Domaneschi 2009).

La poblacién patagonica de Lasaea considerada en este trabajo no es la
excepcion e incuban sus crias en la camara suprabranquial hasta liberarlas al
medio como juveniles. Las observaciones registradas aqui resultan similares a
las encontradas por algunos autores sobre la reproduccion en otras especies
de Lasaea (Oldfield 1963; Booth 1979; Beauchamp 1986; o) Foighil 1986, 1988;
O Foighil y Thiriot-Quiévreux 1999; Altnéder y Haszprunar 2008).

En general, la informacién sobre el desarrollo de huevos y embriones en
etapa de segmentacion en las distintas especies de Lasaea es escasa. Oldfield
(1963) se refiere al tema considerando que L. rubra incuba poca cantidad de
huevos de gran tamafo (300 ym de diametro). La misma autora considera el
desarrollo de embriones en esta especie notoriamente modificado debido a la
gran cantidad de vitelo y a la supresion del estado libre en las larvas trocofora y
veliger; la segmentacion en L. rubra resultdé caracteristica de bivalvos
eulamelibranquios, holoblastica y en espiral, con el nucleo ubicado en el borde
distal de cada blastémero y el citoplasma cargado de vitelo. En su trabajo,
Oldfield (1963) reportd blastulas con diametros entre 293 ym y 360 ym. Los
resultados encontrados en ejemplares patagonicos no difieren de lo expuesto
para L. rubra. En tal sentido, se encontraron embriones en distintas etapas de
divisiéon, con segmentacién espiral y completa; los nucleos en cada blastémero
se pueden observar en una posicion lateral. El diametro medio de cada huevo o
embrion (310 um) se mantuvo constante durante todo el proceso de
segmentacién, indicando un aumento en la cantidad de células, sin crecimiento
general del tamanio.

Oldfield (1963) menciona como caracteristica en el desarrollo de
bivalvos, una conchilla embrionaria univalva como primera estructura. En sus
observaciones, la autora describe en Lasaea una situacion completamente
distinta, donde se observa desde el inicio una conchilla con dos valvas unidas
por una charnela recta. Descripciones semejantes fueron reportadas para L.

95



CapituLo Il

subviridis por Beauchamp (1986), O Foighil (1986) y Altnéder y Haszprunar
(2008). En todos los casos, los autores coinciden al afirmar que el desarrollo de
la valva aparece como dos placas unidas por una charnela al final de la
gastrulacion en la parte dorsal, con un periostraco arrugado y el embridn
carente por completo de un velo ciliado. En los ejemplares provenientes de
CCN y Km 3, el desarrollo es similar al encontrado para L. adansoni y L.
subviridis. En un estadio de desarrollo temprano de la valva, se puede apreciar
una estructura muy delgada, de aspecto arrugado y brillante, sin coloracion,
ubicada en la parte dorsal del embridn.

A medida que avanza el desarrollo, Oldfield (1963) describe en L. rubra
un aumento en la longitud (400 um) de una valva, que adquiere forma oval y
una disminucion en el volumen del tejido en diferenciacién al disminuir la
cantidad de vitelo hasta llegar a una larva completamente desarrollada. Al igual
que en las primeras etapas de desarrollo, los estadios avanzados tampoco
resultaron diferentes entre los ejemplares patagdnicos y las descripciones
realizadas para L. rubra (Oldfield 1963) y L. subviridis (Beauchamp 1986; O
Foighil 1986; Altndder y Haszprunar 2008). En los animales aqui estudiados,
desde el estadio 3 (E3) se aprecia una disminucion considerable del tejido en
diferenciacion en proporcion a la longitud de la valva. Ya en el estadio 4 (E4),
ademas de continuar con el crecimiento de la conchilla (550 um), el desarrollo
es practicamente completo; es posible diferenciar por transparencia estructuras
branquiales y digestivas, terminando de formar estructuras de la charnela una
vez liberados al medio.

De acuerdo a Oldfield (1963), cuando los individuos jovenes (600 um)
son liberados por los adultos, los principales 6rganos y sistemas -como
musculatura, tubo digestivo, sistema nervioso y 6rganos de los sentidos, pie y
sistema pericardico- se encuentran ya formados; a medida que el animal
aumenta su talla, se van adicionando filamentos branquiales. Ya en la etapa de
vida libre, se completa el desarrollo de la glandula bisal, de los palpos labiales y
el tubo digestivo; se extiende el sifén inhalante y se diferencian los ligamentos
internos y externos y se ubican los estatocistos; comienza la formacion

rudimentaria el tejido gonadal. En la etapa de incubacion, los ejemplares tienen
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una valva fragil, incolora y transparente, adquiriendo la coloracion tipica una
vez alcanzado el tamafio adulto (Oldfield 1963). A excepcion de L. australis,
que tiene un desarrollo con larvas planctotréficas que son liberadas como
veligeres al agua (O Foighil y Eernisse 1988; O Foighil 1989) los embriones de
las especies estudiadas de Lasaea presentan un desarrollo semejante (Oldfield
1955, 1963; Booth 1979; Beauchamp 1986; o) Foighil 1986; lwasaki 1996; o)
Foighil y Thiriot-Quiévreux 1999; Altndder y Haszprunar 2008). Los resultados
obtenidos en la poblacion patagdénica analizada no es la excepcion; los
juveniles proximos a ser liberados, presentan un desarrollo completo con una
valva desarrollada, de coloracion que se torna mas intensa y que comienza a
engrosarse cuando se encuentra fuera del adulto.

No se encontraron en otras especies de Lasaea referencias sobre la talla
de primera incubacion. La unica informacién sobre madurez sexual fue dada a
conocer por Oldfield (1963) al indicar que encuentra un desarrollo gonadal
maduro en tallas desde 1,1 mm de largo. En las observaciones llevadas a cabo
en ejemplares patagonicos, se pudo apreciar en CCN una talla de primera
incubacién estimada menor (1,72 mm) respecto de Km 3 (2,1 mm); la talla
media para animales incubando también fue mayor en esta localidad. Tal
diferencia en los tamafos podria estar relacionada con condiciones
microambientales de cada sitio.

La incubacion de larvas parece ser una estrategia bastante comun y
exitosa, donde las condiciones ambientales -como temperatura del agua de
mar y periodos de disponibilidad de alimento, entre otras- juegan un rol
importante e imponen restricciones sobre la disponibilidad energética en todas
las etapas de desarrollo (Higgs et al. 2009).

Las variaciones poblacionales en el género Lasaea han sido reportadas
en varias ocasiones. En algunos casos, las referencias se basan
exclusivamente en la estructura de las poblaciones y adaptaciones fisioldgicas
en respuesta a factores y comunidad asociada (Morton 1954, 1956, 1960;
Ballantine y Morton 1956; Morton et al. 1957; Seed y O’Connor 1980; Crisp y
Standen 1988). Otros autores consideran que las diferencias en las

condiciones ambientales entre las distintas etapas del desarrollo pueden crear
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una fuerte presion selectiva para un determinado rasgo (Havenhand 1995). La
incubacién de crias como estrategia reproductiva puede ser asociada también
a factores de estrés ambiental (Chaparro et al. 2011).

En Lasaea rubra de las costas de Inglaterra y del sur de Irlanda, se
observd un periodo de incubacion en los meses de primavera-verano con
algunas variaciones locales (Oldfield 1963; Mc Grath y O Foighil 1986). lwasaki
(1996) encuentra para L. undulata en costas japonesas los mayores
porcentajes de almejas incubando en los meses de primavera-verano,
disminuyendo en otofio-invierno con dos picos intermedios a finales de invierno
y de primavera. En las costas de California, L. subviridis pareciera tener un
patrén reproductivo diferente. Al respecto, Beauchamp (1986) encuentra
animales incubando durante todo el ano con pequenos picos durante fines de
otofio-principios de invierno y a principios del verano sin que se evidencie un
ciclo reproductivo estacional.

En el caso de Lasaea en la costa patagodnica, si bien nuestros resultados
muestran animales incubando durante todo el afio, se puede observar un
patron estacional en la incubacién de embriones. El andlisis por separado de
embriones en estadio inicial y final, indica que en el primer caso, los maximos
de embriones en estadio inicial se encuentran a fines de primavera-comienzo
de verano en las dos localidades, en tanto que los estadios finales préximos a
la emision (E4), se observan entre uno y dos meses desfasados de los
iniciales, también para ambos sitios de muestreo. Un segundo pico en la
incubacién de embriones, de en menor intensidad e irregular en el tiempo, se
observa durante comienzos de otofio con un crecimiento mas lento hasta llegar
al estadio de juvenil préximo a ser liberado en los meses de invierno.
Asimismo, los resultados obtenidos permiten ver una relacién positiva entre la
cantidad de horas de luz y la talla del adulto, mientras que la localidad
considerada y la temperatura superficial del agua de mar afectan de manera
negativa; esto permite inferir que en general, el maximo de embriones se
encuentra antes de las maximas temperaturas del agua de mar. Los resultados
observados en las costas patagénicas para las dos localidades muestran un

patrén en la reproduccién semejante. Las diferencias que pudiera haber
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respecto de otras especies de Lasaea, podrian ser producto de las condiciones
locales en cada poblacion, coincidente con lo propuesto por Beauchamp
(1986).

En las especies incubadoras, la fecundacion interna incrementa el éxito
de la fertilizacion y el cuidado parental, con un alto costo energético, aumenta
la tasa de supervivencia. La fecundidad en especies incubadoras puede ser
cuantificada facilmente y en forma precisa por conteo directo de los embriones
dentro de las estructuras incubadoras del adulto (Ramirez-Llodra 2002). Entre
las estrategias comunes, es posible encontrar especies que producen un
pequefio numero de huevos grandes y especies que, por el contrario, emiten
una gran cantidad de huevos de pequefio tamafio (Ramirez-Llodra 2002). El
tamafo intermedio de huevos, segun algunos autores, seria selectivamente
desventajoso si se considera la inversion energética de los adultos respecto de
la supervivencia de las larvas (Havenhand 1995). La hipdtesis propuesta por
Strathmann y Strathmann (1982) sugiere que animales grandes pueden
producir mas cantidad de embriones de los que son capaces de incubar; de
esta manera, el area disponible para cria seria un factor condicionante para el
numero de embriones por animal. La relacion entre el area disponible aumenta
en forma exponencial como una funcion cuadratica del largo del adulto. El peso
o volumen de ciertas estructuras (como pueden ser las génadas) manifiestan
un incremento cubico; el rendimiento reproductivo (fecundidad) suele ser
directamente proporcional al volumen de las génadas (Kabat 1985).

Dentro del orden Veneroida es comun encontrar especies k-estrategas,
con incubacion y cierto cuidado parental de sus crias, con fecundidad y
mortalidades bajas como ocurre, por ejemplo, en Sphaerium (Zumoff 1973);
Transennella (Kabat 1985); Corbicula (Korniushin y Glaubrecht 2003);
Neolepton (Zelaya e ltuarte 2004; Morton 2015); Pisidium (Korniushin y
Glaubrecht 2006); Adacnarca (Higgs et al. 2009); Gaimardia (Chaparro et al.
2011); Lissarca (Reed et al. 2013). Los trabajos llevados a cabo sobre el
género, indican una estrategia reproductiva semejante a la mencionada para
algunos veneroideos. Lasaea subviridis en la costa de California (Beauchamp
1986), L. rubra en Gran Bretafia (Mc Grath y O Foighil 1986) y L. undulata en la
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costa japonesa (lwasaki 1996) presentan una relacién positiva entre el tamafio
del adulto y el numero de embriones. Sin embargo, esta relacion fue diferente
en cada una de ellas; L. subviridis y L. rubra tienen un numero medio de
embriones entre 10 y 20, con un rango que varia entre 1 y 30 considerando
todos los estadios (Beauchamp 1986; Mc Grath y O Foighil 1986), mientras que
en L. undulatay L. colmani el rango de embriones en la camara suprabranquial
fue claramente superior, encontrandose entre 1 y 133 crias (Iwasaki 1996) en
el primer caso y 9 a 145 en el segundo (O Foighil y Thiriot-Quiévreux 1999).

En Lasaea de las costas del golfo San Jorge, el numero de embriones
dentro de las branquias oscil6 entre 3y 29 en CCN y entre 3y 37 en Km 3. La
relacion entre la talla y el numero de embriones es isométrica para Km3, en
tanto que resulté alométrica negativa para CCN con un numero de embriones
menor al que potencialmente podrian incubar, dando sustento a la hipotesis
Strathmann (1982). El analisis por separado en el numero de embriones para
las dos localidades, indica diferencias entre localidades pero no entre
individuos de la misma localidad. Este resultado sugiere que la inversion
reproductiva (fecundidad) es diferente entre las localidades estudiadas; sin
embargo, en ambos sitios no resulta significativa la variacion entre el numero
de embriones iniciales y finales, dando idea de una pérdida de embriones por
mortalidad muy baja. Algunos trabajos consideran que la fecundidad inicial,
tendria relacion con la disponibilidad de alimento que haya tenido el adulto
durante su propio desarrollo, condicionando su capacidad reproductiva (Beekey
& Hornbach 2004). La diferencia encontrada entre CCN y Km 3, para la
relacion talla del adulto — numero de embriones incubando con un mayor
nimero de embriones en Km 3, podria estar indicando una menor
disponibilidad de alimento en detrimento de los adulitos de CCN, y en
consecuencia, de una menor fecundidad que en Km 3.

La variacion temporal de los distintos estadios larvales en el género
Lasaea tampoco ha sido analizada en detalle. Oldfield (1963) menciona en su
trabajo sobre reproducciéon que las larvas de Lasaea rubra son incubadas por
un periodo determinado de dos meses, con una alimentacién lecitotrofica o

endotrofica hasta ser liberados como juveniles; la autora considera que el largo
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periodo que permanecen dentro de las branquias podria ser una adaptacion,
especialmente al estrés ambiental ocasionado por las condiciones variables de
sequedad y variaciones térmicas entre la marea alta y marea baja. Mc Grath y
O Foighil (1986) afirman que L. rubra presenta un patrén de incubacion
sincrénico, con embriones de una misma cohorte en igual estadio de desarrollo
dentro de la camara suprabranquial.

En nuestro trabajo se analizé la variacion mensual de los distintos
estadios embrionarios para las dos localidades del golfo San Jorge. Los
resultados indican un patrén similar al encontrado en las costas britanicas; en
ejemplares patagonicos de Lasaea se pudieron identificar distintos estadios de
desarrollo durante todo el ano. El lapso de tiempo transcurrido entre los picos
maximos de embriones iniciales y finales, coincide con el tiempo total de
desarrollo dentro de las branquias desde el estadio de huevo sin segmentacion
hasta la formacién de juveniles propuesto por Oldfield (1963). Las
observaciones realizadas en animales de las dos localidades consideradas,
permiten concluir que no hay una variacion significativa en el grado de
desarrollo de embriones de una misma cohorte. Este resultado supone una
sincronia en el desarrollo embrionario dentro de cada adulto.

Beauchamp (1986) sugiere que el modo de desarrollo de Lasaea reduce
el riesgo de mortalidad y permite a los reclutas colonizar el habitat
inmediatamente cercano a donde fueron liberados como juveniles. Los
resultados encontrados en ejemplares patagdnicos, indican una liberacion
maxima de juveniles al medio externo hacia principios de verano, evento que
podria estar relacionado con la mayor disponibilidad de alimento (Fernandez
2006).
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CapiTULO IV

CariTuLO IV

NUMERO CROMOSOMICO DE LASAEA EN LA COSTA
PATAGONICA

INTRODUCCION

Inicialmente, los estudios citogenéticos en bivalvos se limitaban a
determinar el numero de cromosomas en especies de interés comercial (Li y
Havenhand 1997; Molleda et al. 1999; Cross et al. 2002; Thiriot-Quiévreux
2002). A partir de las ultimas décadas, se comenzaron a utilizar nuevas
técnicas de bandeo y comparaciones en las longitudes totales y de los brazos
cromosémicos que permitieron el analisis de cariotipos a nivel intra- e
interespecificos (Molleda et al. 1999; Cross et al. 2002). En general, las
técnicas citogenéticas incluyen diferentes niveles de detalle, desde los analisis
morfoldgicos hasta los moleculares, dependiendo del objetivo y la tecnologia a
aplicar (Thiriot-Quiévreux 2002). En algunas especies se han encontrado
cariotipos estables, en tanto que en otras se han registrado variaciones en
namero y estructura cromosomica intra- e interpoblacionales (Gallardo 2011).
Las variaciones interespecificas pueden ser interpretadas mediante distintas
técnicas de tincion diferencial (bandeos cromosomicos) y analisis de la
morfologia y numero cromosémico (Li y Havenhand 1997; Cross et al. 2002).
Dentro de las técnicas de bandeo, los métodos de tincidon con plata localizan
las regiones con actividad nucleolar en determinados cromosomas (Cross et al.
2002). Esta técnica detecta en interfase un organizador nucleolar (NORs) por
cada copia de ADN antes de la duplicacion, en tanto que en metafase se veran
sélo las regiones nucleolares que han sido activadas en la interfase anterior.
De esta manera, la diferencia en el nimero de NOR activos representa las
regiones cromosomicas que contienen multiples copias de los genes de ADNr
(Cross et al. 2002; Leitdo y Chaves 2008).
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El analisis de poliploidia ha sido estudiado en varios casos para evaluar
las variaciones intra- e interespecificas (Thiriot-Quiévreux 2002). La poliploidia
ha sido ampliamente descrita en plantas, pero resulta menos frecuente en
animales (Jara-Seguel et al. 2010; Gallardo 2011; Hallinan y Lindberg 2011).
Algunos autores sugieren que la poliploidia en animales podria estar mas
limitada a causa de la determinacion sexual cromosdmica; el proceso de
poliploidizacién podria involucrar eventos de hibridaciéon o autopoliploidia. En
consecuencia, animales poliploides presentan comunmente formas
reproductivas de tipo partenogenéticas apomicticas (Stenberg y Saura 2009).
En forma natural, se han reportado varias especies de moluscos bivalvos
poliploides, con un elevado numero de cromosomas y variaciones en el nivel de
ploidia, incluso dentro del mismo género (Thiriot-Quiévreux 2002). Otra de las
alteraciones en el cariotipo diploide normal puede deberse a la presencia de
cromosomas B (cromosomas  supernumerarios, también llamados
“‘cromosomas parasitos”). Se ha sugerido que estos cromosomas son producto
de un periodo de inestabilidad genotipica debido a procesos reproductivos de
tipo endogamicos (Evans 1960). Entre los moluscos, se han encontrado
cromosomas B en algunos gaster6podos y en bivalvos del orden Veneroida en
los géneros Lasaea (Thiriot-Quiévreuxet al. 1988), Cerastoderma (Insua y
2011).

Estudios citogenéticos llevados a cabo en bivalvos de diferentes familias,
han mostrado diferencias significativas en el numero de cromosomas. En
algunos trabajos de revision, se cita en general para las especies del orden
Veneroida un complemento cromosémico 2n = 24-48, con 2n = 38 como
numero mas comun (Nakamura 1985; Lee 1999; Thiriot-Quiévreux 2002) y
variaciones en algunas familias (Skuza et al. 2009). En particular, para el
género Lasaea, el complemento cromosomico ha sido estudiado en varias
poblaciones (Fig. 37) y resulta especialmente interesante debido a la
variabilidad en numero y estructura que presentan (Thiriot-Quiévreux et al.
1988).
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Figura 37. Complemento cromosémico reportado para varias poblaciones del género
Lasaea. CB: Columbia Britanica (Pacifico Este); GL: Golfo de Lion (Mar Mediterraneo);
IK: Islas Kerguelen (Océano Indico); NG: Norte de Gales; S: Sidney (Pacifico Oeste).
Mapa elaborado a partir de la informacion procedente de la bibliografia citada en este
capitulo sobre nimero cromosémico en diversas especies de Lasaea.

L. consanguinea
2n=100- 1 20

Varios autores (Thiriot-Quiévreux et al. 1988, 1989; O Foighil y Thiriot-
Quiévreux 1991, 1999; Thiriot-Quiévreux 1992) han sugerido, ademas, que los
distintos niveles de ploidia y la presencia de cromosomas supernumerarios,
serian los responsables de un mecanismo reproductivo del tipo apomictico, sin
obtencion de gametos por meiosis y sin fusién de pronucleos.

Finalmente, a efectos de lograr establecer una diferenciacion genética
entre poblaciones del género Lasaea, en algunos trabajos se hace referencia al
nivel de polimorfismo y heterocigosidad mediante el uso de marcadores
moleculares basados en isoenzimas (Crisp y Standen 1988; Tyler-Walters y
Crisp 1989; Tyler-Walters y Davenport 1990; Taylor y O Foighil 2000) y ADN
(RAPDs) (Tyler-Walters y Hawkins 1995). Estos autores coinciden en sus

resultados al indicar una escasa variabilidad en las poblaciones analizadas, con
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frecuencias alélicas fijas en cada poblacion. La falta de polimorfismo podria
estar relacionada con un mecanismo reproductivo del tipo apomictico, donde
no existiria variabilidad producida por entrecruzamiento. En este contexto, se
describe al género Lasaea como un complejo de clones (O Foighil y Smith
1995).

El objetivo general de este capitulo es conocer el complemento
cromosOomico de Lasaea en la costa patagdnica a partir de: (1) analizar la
cariologia de Lasaea en distintas localidades de la costa patagonica; (2)
confeccionar el cariotipo mediante las metafases obtenidas; (3) analizar el
numero de organizadores nucleolares (NORs) presentes en células en
interfase; (4) comparar los resultados con los obtenidos por otros autores para
distintas especies de Lasaea.

MATERIALES Y METODOS

Observacion de cromosomas

Para evaluar el numero cromosomico en los ejemplares patagonicos, se
probaron las técnicas descritas por Lee (1999), Park et al. (2000) y Jara-Seguel
et al. (2005) para tres especies de venéridos; por Pan et al. (2004) en un
bivalvo comercial del género Chlamys y para el género Lasaea por Thiriot-
Quiévreux (1992), las cuales se describen en la Tabla 6. Tras evaluar los
resultados, se modificd la técnica descrita por Thiriot-Quiévreux (1992)
optimizando algunos parametros como: (1) concentracion y tiempo de la
solucion inhibidora de la mitosis (colchicina); (2) tipo, concentracion y tiempo de
solucion hipotoénica; (3) temperatura del portaobjetos al momento de colocar la
suspension celular (frio, temperatura ambiente, calor) y (4) tipo de colorante
empleado en la tincidn hasta obtener resultados 6ptimos. En base a todas las
combinaciones llevadas a cabo, los mejores resultados para la obtencion de
metafases consistieron en: (1) someter los ejemplares vivos y recién
recolectados a un tratamiento de colchicina 0,05 % (diluciéon en agua de mar),

durante 12 horas en heladera con temperatura controlada semejante al agua
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de mar al momento de la toma de muestras; (2) romper ligeramente las valvas
de cada individuo antes de iniciar el tratamiento, a efectos de garantizar el
contacto con las soluciones de trabajo; (3) colocar los individuos en una
solucion hipoténica de KCI 0,075 M durante 1,5 horas a temperatura ambiente
y (4) fijarlos en Carnoy frio (solucién 3:1 metanol-acido acético conservada a -
18 °C); con dos cambios de 20 minutos cada uno y un tercer cambio como
conservante. Las muestras se dejaron no menos de 24 horas en freezer
(temperatura -18 °C) hasta el momento de realizar los preparados.

Para la observacion de metafases: (1) se seccionaron bajo microscopio
estereoscopico los animales pretratados y conservados en freezer;
separandose el tejido a utilizar (branquias, gbnadas, embriones o juveniles y
tejidos remanentes). El aparato digestivo fue descartado (incluido sus
diverticulos) ya que podria contener células de otros organismos; (2) se
mantuvieron los tejidos en una solucion de acido acético 50 % durante 10-15
minutos hasta lograr una suspension celular; (3) para la obtencion de
preparados, se coloc6 una gota de suspensién celular en portaobjetos
previamente calentados a 60 °C y se los dejo secar al aire; (4) se realizé una
tincion con Giemsa 4 % durante 10 minutos; (5) se enjuagaron los preparados
con agua destilada para evitar el precipitado del colorante sobre los vidrios, se
los dej6 secar nuevamente y (6) se los montd con balsamo de Canada sintético
para una mejor conservacion hasta su observacién al microscopio.

Para la elaboracién del cariotipo se utilizé material de Punta Cuevas
(Golfo Nuevo). Como se descibe mas abajo, se realizaron mediciones sobre los
cromosomas en metafase utilizando el programa Image J y a partir de las
fotografias tomadas con microscopio 6ptico, se tomo el largo total (LT) y la
longitud de los brazos largos (BL) y brazos cortos (BC). La morfologia (relacion
de brazos e indice centromérico) y clasificacion de los cromosomas
(metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico y telocéntrico) se realizé segun

lo propuesto por Levan et al. (1964):

indice centromérico: IC = % Relacion de brazos: RB = ﬂ

BC
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Tabla 6. Técnicas para obtener metafases puestas a prueba. Las técnicas numeradas del 1 al 5 corresponden a modificaciones propias en las
concentraciones y tiempos de exposicion. La técnica 5 (en negrita) mostrd los mejores resultados y fue seleccionada para observar las

metafases.
Técnica Colchicina h§o|u€:lqn Fijacion Tincion Preparado
ipoténica

Thiriot-Quiévreux (1992) 0,005 % por9a 12 hs citrato Na 0,9 % etanol-acético (3:1) Giemsa 4% goteoy

para Lasaea (individuos enteros) 45' 3 bafios de 20" c/u por 20’ secado al aire

Park et al. (2000) 0,05 % por 20 a 24 hs NaCl 0,01 % etanol-acético (3:1) Giemsa 4 % squash

para Corbicula (tejido gonadal) 10' 3 bafios de 20’ c/u por 10’ q

Lee (1999) 0,005 % por 1,5 hs agua destilada 40 etanol-acético (3:1) Orceina squash

para Sphaerium (inyectado en tejido gonadal) a 60’ 3 bafios de 20' c/u acética q

Jara-Seguel et al. (2005) 0,05 % por 2 hs agua corriente etanol-acético (3:1) reaccion de squash

para Musculium (individuos enteros) (1:1 viv) 45 1 bafio de 24 hs Feulgen q

Pan et al. (2004) 0,1 % por 2 hs KCI 0,075 M etanol-acético (3:1) frio Giemsa 10 % goteoy

para Chlamys (individuos enteros) 30’ 3 bafios de 20' c/u por 30’ secado al aire

Técnica 1 0,005 % por 20 hs KCI 0,075 M etanol-acético (3:1) frio Giemsa 10 % goteoy
(individuos enteros) 60’ 3 bafios de 20" c/u por 30’ secado al aire

Técnica 2 0,05 % por 4 hs citrato Na 0,9% 45- etanol-acético (3:1) frio  Giemsa 10 % goteo y
(individuos enteros) 60’ 3 bafios de 20" c/u por 30’ secado al aire

Técnica 3 0,5 % por 2 hs KCI 0,075 M etanol-acético (3:1) frio Giemsa 10 % goteo y
(individuos enteros) 60’ 3 bafios de 20' c/u por 30’ secado al aire

Técnica 4 0,5 % por1h KCI 0,075 M etanol-acético (3:1) frio Giemsa 10 % goteoy
(individuos enteros) 60’ 3 bafios de 20' c/u por 30’ secado al aire

:-ne:cﬂlf(i::ai:iones 0,05 % por 12 hs a T° controlada KCI 0,075 M  metanol-acético (3:1) frio3 Giemsa 4 % goteo en vidrio a 60 °C

(individuos enteros) 1%hs bafos de 20’ c/u por 10’ y secado al aire

adoptadas
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Entre las distintas técnicas de tincion probadas, y con el fin de lograr una
mejor definicion de la region centromérica en la observacion de metafases, se
realizd una prueba de bandeo C. Para ello se utilizd la técnica original descrita
por Sumner (1972) para cromosomas humanos; se probd también la
modificacion a la técnica propuesta por Martinez-Lage et al. (1994) para el
género Mytilus (Tabla 7). La técnica se descartd por lograrse mejores

resultados con la tincion tradicional con Giemsa.

Observacién de regiones de organizadores nucleolares (Bandas
NORs)

La tincion con plata (Ag-NORs) permite localizar las regiones de
organizadores nucleolares en cromosomas metafasicos. Esta técnica tifie
exclusivamente los organizadores nucleolares (NORs) y de esta manera
representan regiones cromosomicas que contienen genes de ADNr (Cross et
al. 2002; Leitdao y Chaves 2008). Para la observacion de las regiones de
organizadores nucleolares (NORs), se siguio la técnica descrita por Felip et al.
(2009). Una vez obtenidos los preparados a partir de la suspension celular
descrita previamente, se realizé una tincion con nitrato de plata. Para ello se
enjuagaron previamente los preparados con una solucién diluida de acido
formico (una gota de acido férmico puro en 200 ml de agua destilada) y se
dejaron secar. Para la tincion, se colocaron sobre el portaobjetos dos gotas de
la solucién estabilizadora (2 g de gelatina disuelta en 100 ml de agua destilada
con 1 ml de acido férmico) y cuatro gotas de solucidén acuosa de nitrato de plata
(disolucién de NOsAg en agua destilada en proporcion 1:2). Se colocod un
cubreobjetos sobre cada preparado para generar una camara de humedad y se
los incubd por 2 minutos a 60 °C. Se removié el cubreobjetos con agua

destilada y se dejaron secar los vidrios hasta su observacién bajo microscopio.
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Tabla 7. Técnicas de bandeo C probadas en ejemplares patagdnicos de Lasaea.

2xSSC (0,3 M NaCl +

Técnica H ClI (OH).Ba 0,03 tri Citr Na) Tincion
0,2Npor1h 5 % por 10-15’ o . o
Sumner (1972) T° amb 60 °C 1ha60°C Giemsa 2 %
. Naranja de acridina
Martinez-Lage 1N por % 5 % por &’ , o o R
(1994) T° amb 60 °C 15’a60°C 0,01 % en Soérensen

(0,06M pH 6,5) 5°

En todos los casos, las fotografias de las metafases fueron tomadas a
1.000 aumentos con una camara digital OLYMPUS U-TVO 5X-C3 conectada a
un microscopio OLYMPUS BX-51 y las mediciones de cromosomas se
realizaron con el programa para analisis de imagenes de uso libre Imaged
1.42q (Abramoff et al. 2004).

Analisis estadisticos

Para establecer la existencia de diferencias en el numero de
cromosomas entre las localidades consideradas, se llevo a cabo un andlisis de
la varianza para n desiguales, con transformacion de raiz cuadrada. La
homogeneidad de varianzas se analizé mediante una prueba de Levene.

Para el conteo de NORs se considerd el valor de la mediana y la
desviacion absoluta de la misma.

Los anadlisis se efectuaron mediante el uso del paquete estadistico
Statistica 7.

RESULTADOS

Complemento cromosdémico

El conteo de cromosomas en metafase (122 metafases en total)
obtenidos a partir de individuos de los distintos puntos de muestreo
considerados, se indica en la Tabla 8. Para el numero cromosdmico en las

cuatro localidades consideradas, no se encontraron diferencias significativas en
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la homogeneidad de varianzas (p>0,5) (Tabla 9); el analisis de la varianza no
mostré diferencias significativas en el numero de cromosomas metafasicos
para cada localidad (p>0,5) (Tabla 10).

Tabla 8. NUumero cromosdmico encontrado en ejemplares patagdnicos de Lasaea en
las localidades consideradas.

Localidad N° metafases N° cromosomas Rango
mitoéticas (mediana)

Pto. del Hambre (Chile) n =6 4814 42-52

Belvedere n=15 4741 43-55

Km 3 n =63 4842 42-52

Pta. Cuevas n =38 48+2 43-54

Tabla 9. Andlisis de homogeneidad de varianzas (prueba de Levene) para el numero
cromosémico metafasico de Lasaea entre localidades consideradas.

Efecto CM  Error CM F p

Raiz N°

L 0,0302 0,0199 1,5177 0,2182
Cromosomico

Tabla 10. ANOVA para el nuimero cromosémico metafasico de Lasaea en las
localidades patagdnicas transformados al valor de raiz cuadrada.

SC gl CM F p
Localidad 0,306 3 0,102 1,54 0,2122
Error 4,308 65 0,066

Las mediciones de longitud total (LT), indice centromérico (IC) y relacion
de brazos (RB) de los cromosomas se realizaron sobre una metafase con 2n=
de 48+6 cromosomas (Figs. 38 y 39). El apareamiento entre homdlogos, segun
la clasificacion de Levan et al. (1964) en base al indice centromérico (IC) dio
como resultado tres pares de cromosomas metacéntricos, cinco
submetacéntricos, diez subtelocéntricos, seis telocéntricos y seis cromosomas
sin aparear (un metacéntrico y cinco telocéntricos) (Tabla 11). En la Figura 40
se puede observar el idiograma obtenido a partir de las longitudes medias de
cada par.
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Tabla 11. Morfologia de los cromosomas de Lasaea de costas patagdnicas seguln
clasificacidon de Levan (1964). Longitud total (LT), indice centromérico (IC) y relacion de
brazos (RB) X : media del par homdlogo; DE: desvio estdndar. M: metacéntrico; sm:
submetacéntrico; st: subtelocéntrico; t: telocéntrico; B: cromosoma B.

LT IC RB

Par X DE x DE x DE Tipo
7 5,66 014 4463 249 124 0.19 M
2 2,09 0,02 4024 175 1,42 0,15 M
3 1,98 011 4374 889 1,29 0,60 M
4 3,77 010 3211 6,69 1,94 0,85 sm
5 3,45 021 2857 133 2,50 0,27 sm
6 2,88 012 3628 508 178 0,39 sm
7 2,64 015 2955 0,59 2,30 0,11 sm
8 1,60 003 3709 726 178 0,40 sm
9 3,34 0,04 2143 220 3,75 0,08 st
10 3,31 018 1344 266 6,34 1,00 st
11 2,88 002 1763 329 4,79 0,83 st
12 2,85 007 2097 146 3,78 0,33 st
13 2,84 002 2381 316 3,21 0,53 st
14 2,73 003 2057 1,69 3,83 0,47 st
15 2,57 002 1511 112 5,37 0,05 st
16 1,77 0,31 1763 1,42 5,37 0,05 st
17 1,55 0,01 1547 2,60 4,71 1,35 st
18 118 009 2030 697 4,44 1,37 st
19 2,02 0,08 1232 156 7,57 146 t
20 2,22 0,08 3,10 157 3440 16,30 t
21 1,99 0,10 9,68 0,47 9,17 1,69 ¢
22 1,36 0,02 8,20 270 1142 386 t
23 0,87 0,02 9,84 0,21 10,01 043 t
24 0,86 0,04 713 034 1220 021 t
25 156 —— 4009 e 16,77 M (B)
26 106 e PRV I— T R— t(B)
27 095  womme Y — VN R— t(B)
28 0,90 oo 10,73 eeme W R t(B)
29 0,90  womme 950  womm- 729 e t(B)
30 079 o 7 — 856 e t(B)
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Figura 38. Metafase mitética de Lasaea (Pta. Cuevas). Escala 5 um.
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Figura 39. Cariotipo obtenido a partir de la medicién de cromosomas. M:

metacéntrico; sm: submetacéntrico; st: subtelocéntrico; t: telocéntrico; B: cromosoma
B. Escala 5 um.

114



CAPiTULO IV
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Figura 40. Idiograma obtenido a partir de las mediciones de homdlogos apareados. M:
metacéntrico; sm: submetacéntrico; st: subtelocéntrico; t: telocéntrico.

NORs

La técnica para visualizar regiones de organizadores nucleolares (NORs)
se aplicé en 109 células de individuos de la localidad de Km 3 (Golfo San
Jorge). En la Figura 41 se observan células en interfase con las regiones
nucleolares tefiidas con nitrato de plata. Los conteos mostraron un valor de

mediana = 2 + 1 (n = 109) con una variacién entre uno y tres NORs por célula.
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Figura 41. Organizadores nucleolares (NOR) obtenidos mediante la técnica de tincién
con plata: (a) célula con dos NORs; (b) célula con tres NORs; (c) célula con dos NORs y
(d) dos células con dos NORs y una célula con un NOR. Escalas 10 um.

DISCUSION

El cariotipo y contenido de ADN son caracteristicas particularmente
importantes al momento de definir la estructura genética de una especie y su
potencial cambio evolutivo (Cavalier-Smith 1985; Martinez-Lage e Insua 1997).

Dentro de los veneroideos en general, se han encontrado en varios
casos una variabilidad importante en el nuimero cromosémico, tanto en
organismos marinos como de agua dulce. En general, las variaciones en el
contenido de ADN y la morfologia cromosdmica pueden deberse a eventos del
tipo aneuploides (pérdida o duplicacion de algunos cromosomas aislados),
poliploides (aumento del complemento cromosémico entero por euploidias) 6
presencia de cromosomas supernumerarios (numero variable de cromosomas
B) (Thiriot-Quiévreux 2002).
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El uso de diferentes técnicas de laboratorio de medicién de los
cromosomas y analisis estadisticos, ha permitido detectar con mayor definicion
estas diferencias intra- e interespecificas referidas al contenido de ADN (Insua
et al. 1994; Ladron de Guevara et al. 1996; Leitao et al. 1999; Zhang et al.
1999; Thiriot-Quiévreux 2002).

Varios trabajos sugieren que las diferencias en niumero y ubicaciones de
las regiones de organizadores nucleolares dentro de los cromosomas, permiten
hacer inferencias filogenéticas entre especies; pudiendo considerarse tales
regiones como indicadores de caracteres plesiomérficos (Thiriot-Quiévreux
2002; Leitdo y Chaves 2008). Los analisis llevados a cabo en varias especies
de bivalvos, indican en cada caso al menos una pareja de cromosomas con
genes ribosomales, aunque puede haber mas de estos genes en otras parejas
de homodlogos (Martinez-Exposito et al. 1994; Cross et al. 2002). La
informacion sobre el analisis en numero de NOR es variada; se ha encontrado
que el numero maximo varia de una especie a otra incluso dentro del mismo
género y que no existiria relacion alguna entre el niumero de NOR y la dotacién
cromosémica de la especie en cuestion (Martinez-Lage e Insua 1997). Un
aspecto comun entre los bivalvos, pareciera ser el heteromorfismo encontrado
intra- e interindividuos en el numero de organizadores nucleolares por célula y
que ha sido interpretado como una variacién funcional mas que estructural
(Martinez-Lage e Insua 1997). En algunos casos, los nucléolos pueden
fusionarse y, en consecuencia, verse uno solo en interfase independientemente
de la cantidad de pares cromosémicos con actividad NOR (Martinez-Expdsito
et al. 1994; Cross et al. 2002). Otros autores consideran que, como la tincién
Ag-NOR se refiere a las interfases precedentes antes de la duplicacién del
ADN, el conteo en el numero maximo de NOR en una especie tiene cierta
relacion con el nivel de ploidia. En consecuencia, el conteo de organizadores
nucleolares ha sido propuesto como un método indirecto para verificar el nivel
de ploidia y es ampliamente utilizado para el analisis de triploides en peces
(Carman et al. 1992; Felip et al. 2009).

Se ha indicado, ademas, que los cromosomas B pueden tener algun

efecto sobre la expresion de ciertos genes que codifican para la actividad
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ribosomal de los cromosomas A y, en consecuencia, podrian provocar una
mayor frecuencia en la expresiéon de las regiones organizadoras nucleolares
(NORs) (Kirk y Jones 1970; Camacho 1997; Camacho et al. 2000). Los
cromosomas B no resultan esenciales para el organismo y pueden variar en
numero entre células de un mismo individuo, entre individuos de una poblacién
y entre poblaciones. Estos cromosomas no sufren recombinacion con el resto
del complemento estdndar (cromosomas A), muestran un mecanismo de
segregacion no-mendeliano, se caracterizan por el alto contenido de
heterocromatina, su pequefio tamafio en metafase y estan constituidos
generalmente por genes inactivos (Camacho 1997; Camacho et al. 2000;
Kofinkova y Kral 2011).

Los resultados citogéneticos obtenidos para el género Lasaea resultan
particularmente interesantes. Se han citado distintos niveles de ploidia para las
distintas especies, con complementos cromosomicos que varian en forma y
tamafo en cada caso. En tal sentido, se han registrado hasta el momento sélo
dos especies simpatridas con numero de cromosomas diploide y reproduccién
sexual, ambas con una distribucion limitada a la costa australiana: Lasaea
australis (2n = 36) (Thiriot-Quiévreux 1992) y L. colmani (2n = 40) (O Foighil y
Thiriot-Quiévreux 1999). Para el resto de las especies analizadas, los
complementos cromosémicos resultan poliploides, sin metafases meidticas y
con presencia de cromosomas B o supernumerarios en cantidades variables:
poblaciones poliploides australianas (4n = 90-100) (O Foighil y Thiriot-
Quiévreux 1999). Segun Tyler-Walters y Crisp (1989), L. rubra en las costas del
norte de Gales presenta un complemento cromosdmico poliploide de 120-170
cromosomas en tanto que, de acuerdo a las evidencias presentadas por Thiriot-
Quiévreux et al. (1989) para la costa occidental del Mediterraneo, L. rubra
presenta valores cromosémicos poliploides muy variables (3-6n = 63-340). Para
L. subviridis del Pacifico noreste la informacion es contradictoria; en su trabajo
sobre evidencias citoldgicas de autofertilizacion, O Foighil (1987) menciona una
meiosis con 34-40 cromatidas en el primer cuerpo polar y 16-20 cromatidas
para el segundo cuerpo polar, valores acordes para venéridos diploides (2n =
34-40). Por su parte, O Foighil y Thiriot-Quiévreux (1991) indican un
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complemento cromosémico superior para la misma especie (3n = 90-100).
Lasaea consanguinea de las islas Kerguelen constituye un caso particular,
dado que muestra un cariotipo diploide pero con importante cantidad de
cromosomas supernumerarios (2n = 100-120) y reproduccion asexual (Thiriot-
Quiévreux et al. 1988). Los resultados sobre el numero de cromosomas
obtenido en las cuatro localidades de la costa patagdnica se encuentran dentro
del rango propuesto por varios autores (Thiriot-Quiévreux 2002; Skuza et al.
2009) para venéridos diploides: 24 pares de cromosomas y seis cromosomas
sin aparear (cromosomas B). El conteo de regiones de organizadores
nucleolares (NOR) por célula en ejemplares patagdnicos, mostré un resultado
(mediana = 2 £ 1) consistente con lo esperado segun la bibliografia para un
complemento cromosdmico diploide.

El modo exacto de reproduccién en el género Lasaea ha generado
grandes controversias. A excepcion de las dos especies australianas (L.
australis y L. colmani) que son diploides y con reproduccién sexual (O Foighil
1988; O Foighil y Thiriot-Quiévreux. 1999), el resto de las poblaciones han sido
descritas por algunos autores como hermafroditas autofecundantes
(Beauchamp 1986; Mc Grath y O Foighil 1986; O Foighil 1987) en tanto que
otros consideran que se trata de poblaciones apomicticas (Crisp y Standen
1988; Tyler-Walters y Crisp 1989; Tyler-Walters y Davenport 1990; Tyler-
Walters y Hawkins 1995). Por su parte, Thiriot-Quiévreux et al. (1988) sugieren
que el elevado numero cromosémico en L. consanguinea podria tener relacion
con una inestabilidad genética ancestral producto de la presencia de
cromosomas supernumerarios, causando alteraciones en el normal desarrollo
de la division meidtica. Asumiendo que las poblaciones poliploides de Lasaea
son clones con reproduccion partenogénica, algunos trabajos presentan
evidencia basada en datos obtenidos a partir del analisis de alozimas (Crisp y
Standen 1988; Taylor y O Foighil 2000) y un trabajo referido al analisis de
polimorfismo mediante el uso de marcadores moleculares por amplificacién
aleatoria del ADN (RAPD) (Tyler-Walters y Hawkins 1995). O Foighil (1987)
propone para L. subviridis un mecanismo reproductivo del tipo

autofecundaciéon, con valores altos de homocigosis. Por su parte, Crisp y
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Standen (1988) encontraron tres clones de L. rubra diferenciados segun la
altura de marea, con valores de heterocigosis elevados en cada caso. Taylor y
O Foighil (2000) reportaron desviaciones de las frecuencias esperadas para
apareamientos aleatorios segun Hardy-Weinberg (fijacion de heterocigotos) en
poblaciones de Japén, Nueva Zelanda, sur de Africa, Florida y Bermuda,
avalando un mecanismo reproductivo apomictico.

Las definiciones sobre la partenogénesis y su significado también
presentan diferencias entre los diversos autores. Algunos consideran a la
partenogénesis como un mecanismo de reproduccion asexual, con diferencias
en las modalidades de ocurrencia. Asi, la apomixis implica la supresién por
completo de la division meidtica y los huevos se desarrollan sin fertilizacién con
un numero cromosémico igual a las células somaticas; la automixis, por su
parte, conserva la meiosis sin que ocurra una fertilizacion entre gametos
femeninos y masculinos, en cuyo caso el ovocito haploide se fusiona con un
cuerpo polar restituyendo el numero cromosomico. Finalmente, se puede
observar un mecanismo denominado ginogénesis 0 seudogamia, en el cual los
gametos masculinos inducen el desarrollo del huevo sin contribuir a la dotacion
cromosomica final (Tomlinson 1966; Lynch 1984; Beaukeboom y Vrijenhoek
1998; Simon et al. 2003; Lanteri et al. 2010; Wilson y Sherman 2010). Por su
parte, Boyden (1950, 1954) sugiere que la partenogénesis es un tipo de
reproduccién sexual con produccion de gametos y sin fusion de pronucleos. El
autor restringe el término de reproduccién asexual a un mecanismo de

reproduccién vegetativo por brote o fisién binaria.
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CAPITULOV

DISCUSION GENERAL

La sistematica de moluscos se ha basado, de modo tradicional, en la
morfologia de sus valvas. Lasaea conforma un género taxonomicamente
complejo de bivalvos intermareales con una distribucion cosmopolita (O Foighil
y Eernisse 1988).

Keen (1938) lista mas de cuarenta especies de Lasaea, distinguiendo
unas de otras por la morfologia y coloracion de la conchilla, en tanto que
Ponder (1971) considera que se trata de ecotipos de L. rubra. De acuerdo a la
base de datos WoRMS, hay aceptadas veintitres especies dentro del género
Lasaea, entre las que se encuentra una especie fosil (Bouchet 2018).

En base a estudios de genética de poblaciones y filogenéticos, algunos
autores concluyen que, a excepcion de dos especies australianas con
reproduccién sexual (L. australis y L. colmani), el resto de las poblaciones de
Lasaea presentan mecanismos reproductivos asexuales (Crisp et al. 1983;
Crisp y Standen 1988; Thiriot-Quiévreux 1988; O Foighil y Thiriot-Quiévreux
1991, 1999; O Foighil y Smith 1995, 1996; O Foighil y Jozefowicz 1999) y, en
consecuencia, se trata de un complejo de clones sin distincién nominal (O
Foighil y Smith 1995,1996).

En funcion de las descripciones originales y la observacion de
ejemplares recolectados en distintas localidades del Mar Argentino y Estrecho
de Magallanes, se puede decir que Lasaea de la costa patagdnica presenta
variaciones en la forma y coloraciéon de sus valvas, probablemente como
consecuencia de las variaciones locales en el habitat, como pueden ser
parametros fisico-quimicos y exposicion al oleaje; sin embargo, teniendo en
cuenta la morfologia de la charnela, se puede afirmar que se trata en todos los
casos de la misma especie, correspondiendo llamarla Lasaea miliaris (Philippi,
1845) con localidad tipo en Bahia El Aguila (53° 47' S; 70° 59' O; Estrecho de
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Magallanes, Chile); siendo ésta, la localidad tipo para una especie de Lasaea

mas cercana a las consideradas en este trabajo.

Consideraciones sobre la reproduccién de Lasaea miliaris

El género Lasaea presenta caracteristicas reproductivas poco comunes
dentro de los bivalvos. La mayoria presenta un desarrollo de sus embriones en
la camara suprabranquial hasta ser liberados en estadio de juveniles (Popham
1940; Oldfield 1955, 1963; Beauchamp 1986; O Foighil 1989; Altndder vy
Haszprunar 2008), con excepcion de L. australis que emite sus larvas al
plancton como veliger (O Foighil 1988). En los ejemplares patagoénicos
analizados, se pudo corroborar que se trata también de una especie
hermafrodita que incuba sus embriones. Como adaptacién al cuidado de sus
crias, L. miliaris presenta una estructura eulamelibranquia modificada, acorde a
las necesidades de retener sus embriones en la branquias. Estas
caracteristicas anatomicas de reduccion de hemibranquias, fusiones
interfilamentares elasticas, uniones a la masa visceral y el manto y abundante
cantidad de cilios, son coincidentes con las reportadas por distintos autores
para otras especies incubadoras dentro del género Lasaea (Oldfield 1955) y del
orden Veneroida en general (Graf y O Foighil 2000; Korniushin 2002; Dias-
Passos y Domaneschi 2009).

Los representantes de la superfamilia Galeommatoidea se han descrito
principalmente como hermafroditas protandricos, protoginicos ¢ simultaneos,
donde la gonada se desarrolla como un ovotestis (Oldfield 1955; Popham 1979;
Beauchamp 1986; o) Foighil 1987, 1989; Jespersen y Litzen 2006; Fox et al.
2007; Petersen y LUtzen 2008; Zelaya e ltuarte 2012). En algunas especies
hermafroditas simultaneas se ha sugerido que, como una estrategia ventajosa
en la asignacion de recursos, la fraccion masculina del ovotestis se halla
considerablemente reducida respecto del tejido ovarico (Beauchamp 1986;
Eckelbarger et al. 1990; Jespersen y Lutzen 2006, Petersen y Lutzen 2008). En
trabajos llevados a cabo en poblaciones de L. rubra y L. subviridis, se encontrd
que el tejido testicular ocupa aproximadamente 10 % del total de la gébnada con

una escasa produccion de espermatozoides (O Foighil 1985, 1988; Beauchamp
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1986; Mc Grath y O Foighil 1986; O Foighil y Eernisse 1988). Por el contrario,
L. australis, que posee un mecanismo reproductivo sexual con fecundacion
cruzada, el tejido testicular representa casi 50 % del ovotestis (O Foighil 1988).
A partir de cortes histoldgicos fue posible determinar que L. miliaris, ademas de
desarrollar su génada como un ovotestis, tanto el tejido ovarico como el tejido
testicular tienen una maduracion sincrénica. En lo que se refiere a la proporcién
de la gbnada masculina, también se observé una fraccion menor respecto del
porcentaje total (aproximadamente 30 %), con una cantidad reducida de
espermatozoides.

De particular interés es la morfologia que presentan los espermatozoides
en los ejemplares patagoénicos. Los bivalvos en general, exhiben un
espermatozoide primitivo (Franzén 1983) y, en particular dentro de la
superfamilia Galeommatoidea, pueden tener estructuras variadas (Eckelbarger
et al. 1990). En el género Lasaea se han descrito caracteristicas atipicas, como
son una cabeza esférica o ligeramente elipsoidal, con un flagelo simple mas
corto que el flagelo tipico de un espermatozoide primitivo (O Foighil 1985; Mc
Grath y O Foighil 1986). A partir de las observaciones de tejido gonadal fresco
en material de L. miliaris, fue posible distinguir espermatozoides de cabeza
redondeada y con un acrosoma prominente semejante a la descripcion hecha
para L. subviridis (O Foighil 1985; Beauchamp 1986). Sin embargo, los
espermatozoides de L. miliaris se diferencian claramente por la presencia de
dos flagelos moviles, de distinta longitud. Este tipo de espermatozoides
biflagelados fue mencionado para varios taxones de invertebrados como
platelmintos de vida libre y parasita, poliquetos y algunos insectos (Franzén
1982; Kitajima et al. 1976; Trueman 1999; Watson 1999; Dallai et al. 2001).
Entre los moluscos, soélo fue encontrado en el género Corbicula (del orden
Veneroida), donde los mismos no presentan una meiosis reduccional, con un
mecanismo reproductivo en el que interviene exclusivamente el genoma
paterno (androgénesis) (Korniushin y Glaubrecht 2003; Korniushin 2004;
Pigneur et al. 2012).

Crisp y Standen (1988) sugieren que los organismos hermafroditas con

una reproduccion del tipo ginogénesis ¢ seudogamia -donde los gametos
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masculinos cumplen un rol desencadenante en el desarrollo de huevos sin que
se fusionen los pronucleos con los gametos femeninos- la cantidad de
espermatozoides producidos resulta escasa. Los hermafroditas que muestran
seudogamia necesitan producir sélo pequefas cantidades de esperma ya que
no tienen que superar la entrada genética competitiva de los individuos vecinos
(Crisp y Sanden 1988). Se ha observado en varias especies partenogénicas la
capacidad de producir gametos masculinos. Algunos autores coinciden al
afirmar que puede tratarse de un efecto residual del proceso de hibridacion
entre especies ancestrales (Dufresne y Hebert 1994; Simon et al. 2010). Gran
parte de los invertebrados surgidos por hibridacion muestran algun grado de
poliploidia (Lanteri et al. 2010); estas poblaciones muestran niveles altos de
heterocigosidad en contraste con los linajes partenogénicos con un origen
automictico espontaneo que muestran un patrén homocigota (Crisp y Standen
1988; Dufresne y Hebert 1994; Simon et al. 2010). La autofertilizacion tiende a
eliminar en cada generacién los genotipos heterocigotas (Crisp y Standen
1988); a su vez, la fuerte asociacién entre partenogénesis y poliploidia, hace
que resulte dificil medir la heterosis (Dufresne y Hebert 1994).

La informacion disponible sobre reproduccién en las especies
incubadoras de Lasaea resulta contradictoria. Por un lado, varios autores
proponen para L. rubra un mecanismo reproductivo del tipo partenogénico,
basados en el andlisis de poblaciones mediante isoenzimas y marcadores
moleculares; los resultados, coinciden en la falta de variabilidad genética,
motivo por el cual se supone una reproduccion asexual sin recombinacion
cromosomica (Crisp et al. 1983; Crisp y Standen 1988; Tyler-Walters y Hawkins
1995).

Las poblaciones de Lasaea, ampliamente distribuidas, muestran una
variacion en el nivel de ploidia y numero cromosomico considerable (Thiriot-
Quiévreux et al. 1988, 1989; Thiriot-Quiévreux 1992; O Foighil y Thiriot-
Quiévreux 1991, 1999). Thiriot-Quiévreux et al. (1988) encuentran una
variabilidad cromosémica inusual dentro de una misma poblacién de Lasaea
consanguinea en las Islas Kerguelen (2n = 100-120), con importante cantidad

de cromosomas supernumerarios. Con anterioridad, Evans (1960) habia

125



CApPiTULO V

7

propuesto que los cromosomas supernumerarios 6 “B”, serian consecuencia de
varios periodos de reproduccidon endogamica ancestral. En el caso de L.
consanguinea, podria haber un ancestro hermafrodita autofecundante que
habria conducido a la inestabilidad genética (Thiriot-Quiévreux et al. 1988). En
las localidades patagdnicas donde se llevaron a cabo analisis citogenéticos, el
resultado fue similar en cada caso y conforme con lo esperado para un bivalvo
diploide. Los ejemplares patagdnicos considerados presentan un complemento
cromosOmico apareado en su mayoria, con unos pOCOS cromosomas sin
homologos de tamafio y morfologia similar a los cromosomas supernumerarios
(2n = 48+6). El complemento cromosomico encontrado en Patagonia para el
género Lasaea se asemeja en alguna manera a L. consanguinea si se
considera que en ambos casos el resultado es 2n; sin embargo, el numero de
cromosomas en L. miliaris se encuentra dentro del rango esperado para un
bivalvo venérido de reproduccion sexual (2n = 38 como numero mas comun;
Thiriot-Quiévreux 2002).

Por otra parte, O Foighil (1987) plantea en su trabajo las evidencias
citologicas encontradas en L. subviridis, que sustentan la teoria de la
autofertilizacién. Este autor considera que los resultados encontrados son
completamente consistentes con una autofertilizacion o autogamia, no asi con
una reproduccion del tipo apomixis sin fusion de gametos femeninos y
masculinos. Fundamenta sus resultados con la observacion de un numero
cromosémico haploide en los huevos de L. subviridis y la presencia de dos
cuerpos polares adheridos a la superficie de ellos, dando idea de una meiosis
reduccional en las células gaméticas. De acuerdo a O Foighil (1987), los
resultados encontrados por Crisp et al. (1983) sobre la capacidad de
reproducirse en forma aislada y la formacion de homocigotas, no permite
distinguir entre una reproduccion por autogamia de un mecanismo apomictico,
siendo una caracteristica a favor de la hipotesis de Crisp et al. (1983) la
carencia de espermatozoides en las observaciones. Sin embargo, ésta podria
deberse a una falla en la metodologia, considerando la escasa cantidad y poca

movilidad que estos tienen.
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A pesar de ello, un trabajo posterior de O Foighil y Thiriot-Quiévreux
(1991), presenta evidencias que indican que los ejemplares de Lasaea del
Pacifico Noreste (correspondiente a L. subviridis) tienen un complemento
cromosémico elevado, variable y con presencia de cromosomas
supernumerarios (3n = 90-100). Los autores no encuentran en su trabajo
metafases meiodticas; el nucleo del espermatozoide se desintegra en la corteza
del huevo y no se produce una fusion de pronucleos; asi, los cuerpos polares
encontrados presentan un numero cromosomico diploide, inconsistente con
una reduccién meidtica. En los analisis citoldgicos realizados en las costas de
Patagonia en ejemplares de L. miliaris, resulta por demas interesante la
presencia de microtubulos, que se pueden observar formando un huso
acromatico en aquellos ovocitos con vitelogénesis avanzada; esto permite
pensar que se trata de estructuras formadas en una segunda division meidtica
para continuar con la diferenciacion de las células, hasta la maduracién de las
ovotidas.

Pese a las evidencias citoloégicas que puedan indicar un proceso
reduccional en la formacién de gametos, como pueden ser la formacion del
primero y segundo cuerpo polar, algunos autores encuentran mecanismos de
reproduccién partenogénetica, con divisiones meidticas y recombinacién que
permiten mantener la variabilidad genética, pero donde el proceso finaliza con
la fusidn, en distintas etapas segun cada caso, de células del mismo organismo
como pueden ser los cuerpos polares, dando como producto final una nueva
forma diploide sin la intervencion de espermatozoides. Este proceso, variante
de una partenogénesis automictica, fue citado en representantes de varios
filos, aunque resulta poco comun (Beaukeboom y Vrijenhoek 1998; Stenberg y
Saura 2009; Lanteri et al. 2010; Simon et al. 2010). La partenogénesis
dependiente de espermatozoides (ginogénesis) se asocia frecuentemente con
el hermafroditismo, especialmente en platelmintos, nematodos, anélidos y
moluscos. El hermafroditismo elimina la necesidad de un mecanismo de
determinacion sexual y la evolucién asociada de los cromosomas sexuales
heteromorficos, responsable de la escasa poliploidia en animales
(Beaukeboom y Vrijenhoek 1998).
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En lo que se refiere al desarrollo de embriones en animales incubadores,
numerosos trabajos coinciden al afirmar que se trata de un mecanismo
frecuente entre invertebrados de pequeno tamafo, considerando la existencia
de una cierta relacion entre el tamafio que pueda alcanzar el adulto y la
capacidad de éste para contenerlos (Chia 1974; Strathmann y Strathmann
1982; Kabat 1985; Havenhand 1995). Asimismo, se considera que estos
animales incubadores utilizan como estrategia ventajosa la produccion de poca
cantidad de huevos, de gran tamafno y elevada cantidad de vitelo, evitando asi
la masiva emision que se da en animales planctotroficos; el cuidado parental de
huevos lecitotréficos supone un mayor gasto energético y menor fecundidad,
pero garantiza una mortalidad baja de sus crias (Havenhand 1995; Ramirez-
Llodra 2002). La incubacion es considerada por varios autores como una
caracteristica especializada dentro de los bivalvos eulamelibranquios (Oldfield
1963; Dias-Passos y Domaneschi 2009). Dentro de la superfamilia
Galeommatoidea, la produccion de huevos lecitotréficos e incubacidn de
embriones hasta un estado avanzado de desarrollo se ha registrado en varios
géneros (Dias-Passos y Domaneschi 2009).

En particular, dentro del género Lasaea, Oldfield (1963) describe en
forma detallada en ejemplares de L. rubra la presencia de huevos grandes
(>180 pm) y con gran cantidad de vitelo incubando en la camara
suprabranquial. Un desarrollo similar fue observado posteriormente en la
misma especie por Altnéder y Haszprunar (2008) y por Beauchamp (1986) en
L. subviridis. En todos los casos, los autores coinciden en que dentro de las
branquias ocurre el crecimiento y diferenciacion de embriones hasta formar
juveniles completamente desarrollados.

La gametogénesis y la variacion temporal que pueda haber en el ciclo
reproductivo de los bivalvos, también ha sido tema de estudio en varias
oportunidades (Ortiz-Galarza et al. 2011, entre otros). Dentro de los bivalvos,
es comun encontrar ciclos reproductivos anuales con uno o mas periodos de
desove y que este proceso se vincule con las condiciones ambientales del
lugar (Gosling 2003; Crncevic et al. 2013). El género Lasaea no es la excepcion

y su ciclo reproductivo ha sido estudiado en diferentes especies. En varias
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publicaciones, los resultados para L. rubra son coincidentes en aseverar que
las poblaciones presentan una reproduccion anual estacional, con dos eventos
de desove al afio, uno mas intenso que el otro (Oldfield 1963, Seed y O’Connor
1980; Mc Grath y O Foighil 1986). Resultados similares fueron observados en
L. undulata (lwasaki 1996). En L. subviridis, Beauchamp (1986) reporta para
ejemplares de la costa de California, un desarrollo gonadal continuo con
emision de gametos a las branquias durante todo el afilo, demostrando asi que
el ciclo reproductivo de cada especie sera distinto en cada localidad, segun las
condiciones particulares que se presenten.

Lasaea miliaris en la costa central del Golfo San Jorge se comporta en
forma semejante a lo descrito para otras especies dentro del género. Produce
poca cantidad de huevos grandes, con gran cantidad de vitelo. El ciclo gonadal
es estacional con un pico de desove principal durante los meses de verano,
seguidos de una recuperacion en los meses de otofio e invierno. Los resultados
obtenidos en nuestras costas permiten inferir una sincronia en la emisién de
gametos femeninos y masculinos; la maduraciéon de la génada en general se da
luego de un periodo reproductivo (primavera — verano) con recuperacion hacia
los meses de otono — invierno, coincidente con la disminucion de la
temperatura del agua de mar.

Si bien el desarrollo de los embriones dentro de la camara
suprabranquial en L. miliaris se observo durante todo el afo, los mayores
porcentajes se registraron durante los meses de primavera — verano,
sugiriendo una reproduccion estacional. Los valores maximos de embriones en
estadio final se encuentran desplazados entre uno y dos meses de los estadios
iniciales y aproximadamente tres meses desde los maximos considerados en la
emision de gametos. Estos resultados permiten suponer una duracién total del
desarrollo que rondaria entre tres y cuatro meses, con la liberacién de juveniles
principalmente hacia mediados y fines del verano. El desarrollo de embriones y
la posterior emision de juveniles tuvieron un patron semejante entre las
localidades consideradas, con pequenas diferencias debidas a condiciones

locales.
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La interpretacion en su conjunto de los resultados encontrados en
Lasaea miliaris, con evidencias de una segunda segregacion meiotica durante
la formacion de gametos, espermatozoides biflagelados, méviles y con un
prominente acrosoma en apariencia funcional, sumados a una sincronia en la
maduracién de gametos y un complemento cromosomico diploide tipico de un
bivalvo de reproduccion sexual, permiten inferir para esta especie un
mecanismo reproductivo del tipo autofecundante.

Trabajos futuros sobre aspectos citolégicos especificos y la aplicacion de
técnicas moleculares adecuadas para evaluar los niveles de variabilidad en las
distintas localidades, permitiran ampliar los resultados aqui planteados,
discriminando entre los supuestos de una especie endogamica autofertilizante

6 con reproduccion partenogenética del tipo dependiente de espermatozoides.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, se puede
concluir que:
v' De acuerdo a los caracteres morfologicos y al nimero cromosémico, las
localidades patagdénicas analizadas pertenecen a Lasaea miliaris
(Philippi, 1845).

v/ La anatomia de las branquias en Lasaea miliaris estda adaptada para el
cuidado parental de los embriones, acorde con la incubacion en la

camara suprabranquial.

v' El espermatozoide biflagelado y de cabeza redondeada de Lasaea

miliaris es una caracteristica poco comun dentro de los bivalvos.

v' La movilidad de los espermatozoides, apoya la hipétesis de una

autofecundacion.

v' Se encontraron evidencias citolégicas que sustentan una segunda

division meidtica, luego de la etapa de reduccion.
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La emision hacia las branquias de gametos de las génadas femenina y

masculina es sincronica.

Lasaea miliaris incuba poca cantidad de huevos, de gran tamafo y

mucha cantidad de vitelo.

El desarrollo larval observado en las localidades patagénicas es similar

al reportado para otras especies de Lasaea incubadoras.

Los ejemplares patagdénicos muestran un ciclo reproductivo estacional

con maximos en la liberacion de juveniles durante el verano.

Los ciclos reproductivos presentan ligeras diferencias entre las
localidades consideradas, sugiriendo que el comportamiento es afectado

por las condiciones ambientales del lugar.

Lasaea miliaris tiene un complemento cromosémico diploide, semejante
en todas los casos considerados y acorde a un bivalvo veneroideo de

reproduccién sexual.

Los resultados encontrados a lo largo de este trabajo, permiten inferir
que L. miliaris tiene un mecanismo reproductivo de autofertilizacion,
diferente de los aceptados para la generalidad del género, a excepcién

de dos especies diploides australianas.
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ANEXO

ANEXO

UBICACION TAXONOMICA DEL GENERO LASAEA Y
DESCRIPCION DE ESPECIES

Ubicacion taxondmica de la superfamilia Galeommatoidea y el
género Lasaea

La subclase Heterodonta (Clase Bivalvia) incluye, entre otros, el orden
Veneroida Gray 1854 con la superfamilia Galeommatoidea Gray, 1840, donde
se ubica la familia Lasaeidae Gray, 1842 (Bieler y Mikkelsen 2006; Zelaya y
Guller 2014; Bouchet 2018).

La ubicacién de la superfamilia Galeommatoidea esta en constante
cambio (Goto et al. 2012). En tal sentido, algunas trabajos sugieren solo dos
familias: Galeommatidae y Lasaeidae (Bieler et al. 2010; Goto et al. 2012).
Publicaciones recientes, indican que la superfamilia Galeommatoidea incluye
tres familias aceptadas: Basterotidae Cossmann, 1909; Galeommatidae Gray,
1840 y Lasaeidae Gray, 1842 (Goto et. al. 2016; Bouchet 2018).

El género Lasaea no esta ajeno a estas discrepancias y resulta
taxondmicamente complejo. De acuerdo a la base de datos WoRMS (2018), la
familia Lasaeidae comprende 80 géneros aceptados (38 pertenecen a la
subfamilia Montacutinae), entre los que se encuentra el género Lasaea (Tabla
A-1) (Bouchet 2018).

Lasaea Brown, 1827 es un género cosmopolita perteneciente a la familia
Lasaeidae Gray, 1842 constituida por un grupo taxondmicamente complejo de
pequefios bivalvos intermareales (O Foighil y Eernise 1988). Desde las
primeras descripciones de los ejemplares tipo de cada especie hasta la
actualidad, este género ha sufrido numerosas modificaciones en su

sistematica. Este anexo proporciona una introduccion al tema que permitira, en
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lo sucesivo, clarificar la posicion taxonémica de las ejemplares patagonicos de
Lasaea, las que han sido nombradas de distinta forma.

El género Lasaea aceptado actualmente como tal, ha sido citado en las
descripciones originales con diversas denominaciones a saber: Anapa Gray,
1842; Bornia seminulum Philippi, 1836; Cardium rubrum (Montagu, 1803);
Cycladina Cantraine, 1835; Kellia (Poronia) rubra (Montagu 1803); Kellia rubra
Turton, 1848; Lasaea rubra (Brown 1827); Lepton adansoni (Gmelin 1791);
Poronia rubra Reécluz, 1843; Tellina rubra Turton, 1819; (Forbes y Hanley 1853;
Bouchet 2018).

Montagu (1803) realizé la primera descripcion sintética del holotipo de
una especie de Lasaea, el que se halla depositado bajo el nombre de Cardium
rubrum Montagu, 1803; y en la actualidad es considerado un ejemplar de
Lasaea rubra (Montagu, 1803) (Tabla A-1). El ejemplar descripto esta
caracterizado por una valva roja lisa, de aspecto globoso, brillante y traslucida,
redondeada en ambos extremos y con un umbo prominente; el ligamento
interno desplazado del umbo con una charnela que presenta dientes cardinales
pequefios y dientes laterales muy conspicuos. De acuerdo a las observaciones
de ese autor, el diminuto ejemplar no sobrepasa los 3,17 mm de longitud,
medida como la distancia maxima entre borde anterior y posterior de la
conchilla. En 1827 en un libro referido a las ilustraciones de la conchologia de
Gran Bretana e Irlanda y posteriormente en 1833 en el libro de texto
correspondiente a esas imagenes, Brown amplia la descripcién del género
Lasaea, agregando que se trata de bivalvos equivalvos e inequilaterales (Fig.
A-1).

En 1853, Forbes y Hanley realizan una descripcion mas detallada de las
caracteristicas de la valva, describiendo los individuos recolectados en las
costas de Gran Bretafia como Kellia (Poronia) rubra Montagu y considerando
como sinénimos a Lepton adansoni (Gmelin 1791), Cardium rubrum Montagu,
1803; Tellina rubra Turton, 1819; Kellia rubra Turton, 1848; Bornia seminulum
Philippi, 1836; Poronia rubra Récluz, 1843 y Lasaea rubra Brown, 1827,

actualmente aceptada esta ultima combinacién (Bouchet 2018). De acuerdo a
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estos autores, a pesar del tamafio pequefio de los individuos, la valva rigida,
fuerte y con aspecto globoso, semi-transparente y carente de brillo; presenta en
general un color rojo violaceo ¢ variaciones en tonos de amarillo con rosa
purpura en el extremo mas largo y moteado 6 en bandas cerca del umbo; en
ocasion se pueden encontrar ejemplares con una coloracién verdosa sucia 6
carentes de color. La forma es generalmente oval-circular, mas larga que alta y
relativamente oblicua; aunque en raras ocasiones el alto y la longitud son
iguales y, en consecuencia, se acerca a una forma circular. La superficie, a
pesar de tener irregularidades, carece de esculturas visibles. Las valvas son
inequilaterales y la parte posterior ocupa al menos las tres quintas partes de la
longitud total respecto de la posicion del umbo. EI margen posterior es
ligeramente aguzado, en tanto el margen anterior es mas amplio. EI margen
ventral es curvado; el margen dorsal delantero es corto, recto y mas inclinado,
el margen dorsal trasero es apenas inclinado y mas curvado que el anterior; no
se observa lunula. La parte interna de las valvas suele presentar un aspecto
resinoso de color mas intenso que el del exterior; todo el margen de la charnela
es casi siempre de color rojo purpura oscuro. La denticién de la valva derecha
consiste en un pequefo diente central agudo con una foseta grande justo
detras del umbo; el margen anterior de la charnela es extraordinariamente
grueso en ambas valvas, formando una cavidad amplia pero poco profunda
para el ligamiento largo, que se halla ubicado a lo largo del borde interior de la
misma. La otra valva contiene un pequefo diente lateral anterior y un diente del
tipo laminar oblicuo al margen de la charnela, rematado frecuentemente cerca
del inicio con un pequefio denticulo apical, justo detras del umbo. Los
especimenes observados sin desgaste, o cuando éstos son analizados bajo
una lupa de poco aumento, muestran una charnela amplia con una foseta
triangular por debajo del umbo. Forbes y Hanley (1853) manifiestan que
Lasaea rubra tiene una longitud promedio de 3,63 mm y 2,72 mm de alto, sin
aclarar sobre cuantos individuos fueron realizadas las mediciones.

A su vez, Forbes y Hanley (1853) remarcan que, si bien los individuos

son de tamano pequeno, no han sido escasos los trabajos que se han realizado
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para analizar cuidadosamente la parte interna del animal. De acuerdo a estos
autores, el manto es de color blanco, cerrado en la parte posterior y abierto en
la parte delantera, donde sobresale el pie robusto, amplio en la base. El
margen del manto es bastante liso y libre de tentaculos. De acuerdo con
algunas observaciones, este animal es viviparo, encontrdndose en verano
repleto de juveniles con valvas, perfectamente formados. Estos mismos autores
definen a Lasaea rubra como estrictamente litoral, indicando que vive en forma
gregaria en grietas de las rocas, entre Corallina, Lichina y Fucus y
congregaciones de cirripedios del intermareal.

Tradicionalmente, la sistematica de Lasaea se ha basado en la
morfologia de las valvas para identificar las distintas especies. Sin embargo,
algunos trabajos remarcan que el género presenta grandes variaciones
morfoldgicas, incluso entre los individuos recolectados en una misma localidad,
dificultando su identificacién taxonémica (Dall 1900; Ponder 1971; O Foighil
1986, 1988; O Foighil y Eernisse 1988). Por ejemplo, Keen (1938) cita mas de
cuarenta especies distintas de Lasaea de acuerdo a variaciones morfolégicas y
de color, distribuidas cada una de ellas en areas geograficas distintas 6 incluso,
entre niveles en el intermareal. Ponder (1971), por su parte, concluye que la
mayoria de las especies nominales citadas por Keen (1938) serian
subespecies regionales o ecotipos de la especie tipo del género, L. rubra. Una
compilacién actualizada publicada por la base de datos sobre especies marinas
WoRMS (2018) cita para el género Lasaea un total de veintitres especies con
estatus aceptado entre las que se encuentra una especie fésil (Tabla A-1)
(Bouchet 2018).

Para las costas sudamericanas (Pacifico, Atlantico e islas sub-
antarticas), se han citado bajo diversos nombres varias especies que se ubican
actualmente en el género Lasaea incluyendo a L. adansoni (Gmelin, 1791), L.
petitiana (Récluz, 1843), L. miliaris (Philippi, 1845), L. consanguinea (Smith,
1879); L. macrodon (Stempell, 1902) y L. helenae (Soot-Ryen, 1959) (Tabla A-
2).
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Reécluz (1843), describe para las costas del Callao (Peru) la especie
Poronia petitiana, considerada actualmente sinénimo de Lasaea petitiana
(Soot-Ryen 1959; Bouchet 2018). Los ejemplares a los que hace referencia,
presentan una valva ovalada u ovalada-triangular inequilateral, convexa, de
color blanco rosado, semi-estriada en forma transversal con pequefias
puntuaciones de color rosa a cada lado y en los dientes, de coloracion menos
intensa que Lasaea adansoni (mencionada como Poronia adansoni); la
charnela presenta hendiduras anchas en el ligamiento y un poco mas delgadas
hacia los margenes de las valvas (Figs. A-1b y A-2c-d).

Lasaea miliaris fue descripta por Philippi (1845) bajo el nombre de Kellia
miliaris para el Estrecho de Magallanes (bahia Eagle, Chile) como un bivalvo
de tamafo semejante a K. seminulum (= Bornia seminulum Philippi 1836,
actualmente sinénimo de L. rubra) (Bouchet 2018). El autor, describe un
ejemplar de color similar o0 mas oscuro, dificilmente distinguible de la especie
caracteristica de la costa mediterranea (L. adansoni); con conchilla ligeramente
mas larga y angosta y con estrias mas prominentes que L. adansoni
recolectada en el Mediterraneo; similar en cambio, a Poronia rubra (otro
sinénimo de L. rubra) procedente de las costas de Groenlandia (Figs. A-1f y A-
2b).

En 1902, Stempell describe a Lasaea macrodon como especie nueva a
partir de muestras recolectadas en el Archipiélago Juan Fernandez (bahia
Padres, Chile). En su descripcion hace referencia a ejemplares de valva
ovalada, delgada, de aspecto traslucido, globosa. El contorno presenta una
forma asimétrica con la parte frontal mas larga que la trasera; de coloracién
amarillenta mas rojiza hacia el umbo; la parte interna de color blanquecino con
manchas rojizas en la zona del ligamiento. Los ejemplares presentan dos
dientes cardinales en el lado izquierdo y uno solo del lado derecho; la valva
izquierda exhibe hendiduras donde encastra el diente cardinal; el ligamento se
encuentra en una oquedad en forma paralela al borde. Los ejemplares mas
grandes no superaron los 3 mm de ancho, 4,5 mm de alto y 5,5 mm de largo

(datos tomados de la serie tipo, n=3) (Figs. A-1g-h).
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Finalmente, Soot-Ryen (1959) describe una nueva especie, Lasaea
helenae, para la localidad de Iquique (Chile). ElI holotipo de la misma
corresponde a un individuo de valva pequefa (largo: 2,5 mm), de contorno
cuadrado con el margen ventral ligeramente curvo, el margen posterior curvado
de modo uniforme hacia el umbo y el margen anterior casi recto. El color es
principalmente amarillento, por lo general con un rojo brillante a los lados del
ligamento. La valva presenta ornamentacion claramente onduladas de lineas
concéntricas junto a las lineas de crecimiento mas irregulares. El ligamento es
fuerte, observandose cicatrices en las zonas de los aductores y la linea paleal a
menudo es de color rojo. Esta especie se reconoce facilmente por la forma,
color y ornamentacién; a menudo se relaciona con L. macrodon, del
Archipiélago Juan Fernandez (Chile) pero presenta una forma muy diferente
(Fig. A-2e).

En su catalogo sobre moluscos marinos de la provincia magallanica,
Carcelles y Williamson (1951) incluyen, ademas de las especies mencionadas
por otros autores para esta region, a Lasaea magellanica y a L. cycladiformis,
actualmente dentro del género Kellia. Asimismo, para esta region magallanica
han se han citado las especies L. adansoni (Carcelles y Williamson 1951;
Pastorino 1994; Forcelli 2000; Scarabino 2003; Zelaya 2005), con localidad tipo
en Senegal y L. consanguinea (Melville y Standen 1914; Powell 1951) con
localidad tipo en las Islas Kerguelen (Tabla A-2).

En su descripcion original, Smith (1879) se refiere a Kellia consanguinea
(= L. consanguinea) como individuos de valva con lados desiguales,
oblicuamente oval, algo mas estrechos en la parte posterior; las valvas de color
rosa en la parte inferior y rojo mas cerca del umbo, con una coloracion rosa
palido en el interior; la parte externa de la valva presenta un rayado
concéntrico. De acuerdo al autor, el umbo tiene un tamafo aproximadamente
igual a un tercio de la longitud; presenta una linea cardinal curva de color rosa-
purpura; un diente cardinal cénico en la valva derecha debajo del umbo (que
encastra en un pequefio surco en la valva izquierda); los margenes anterior y

posterior de las valvas son generalmente curvos. De acuerdo a su descripcion,
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a simple vista esta especie podria ser facilmente confundida con L. adansoni.
Sin embargo, presenta una estructura mas fuerte, con un periostraco mas
grueso y con una forma transversalmente mas alargada; las ornamentaciones
en su superficie parecieran ser puntuadas, a diferencia de L. adansoni que
muestra estrias radiadas; en su descripcién, Smith hace referencia a las
diferencias encontradas en la denticién respecto de L. rubra, aunque no detalla
cuales. El autor reconoce también un parecido de L. consanguinea con L.
miliaris, aunque considera que esta ultima presenta una coloracién distinta, que
carece de periostraco y que el umbo es mas prominente (Figs. A-1c-d y Fig. A-
2a).
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Figura A-1. a) Lasaea rubra (Montagu): holotipo (ilustrado por Brown 1827); b) L.
petitiana (Récluz): ejemplar tomado de la serie para la localidad tipo presentada
por Petit a Recluz (ilustrado por Dell 1971); c) y d) L. consanguinea (Gmelin):
ejemplar tomado de la serie tipo (ilustrado por Dell 1971); e) y f) L. miliaris
(Philippi): probablemente sintipo (ilustrado por Dell 1971); g) L. macrodon
(Stempell): holotipo y h) L. macrodon: detalle de la charnela (Stempell 1902).
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Figura A-2. a) Lasaea consanguinea (Gmelin): sintipo (tomado de Dell 1971); b) L.
miliaris (Philippi): sintipo (tomado de Dell 1971); c) L. petitiana (Recluz): sintipo
(tomado de Dell 1971); d) L. petitiana (Récluz): probablemente holotipo (?)
(tomado de Soot-Ryen 1959); e) L. helenae (Soot-Ryen): holotipo (tomado de
Soot-Ryen 1959).
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Tabla A-1 Registro de nombre asignados y aceptados al género Lasaea; de acuerdo a la base de datos WoRMS (World Register of Marine

Species 2018).
Nombre Autor Estatus Distribucion citada

Clase Bivalvia Linnaeus, 1758

Subclase Heterodonta Neumayr, 1884

Orden Veneroida Gray, 1854

Superfamilia Galeommatoidea Gray, 1840

Familia Lasaeidae Gray, 1842

Género Lasaea Brown, 1827 aceptado

sinonimias Anapa Gray, 1842 no aceptado

Cycladina Cantraine, 1835 no aceptado
Poronia Reécluz, 1843 no aceptado

Especie Lasaea adansoni (Gmelin, 1791) aceptado E Atlant. — Mediter.
Lasaea australis (Lamarck, 1818) aceptado SE Australia
Lasaea bermudensis Bush, 1899 aceptado
Lasaea cistula Keen 1938 aceptado W Pacifico
Lasaea colmani O Foighil y Thiriot-Quiévreux, aceptado SE Australia

1999
Lasaea consanguinea (E. A. Smith, 1879) aceptado Antartica — |. subantart.
Lasaea dingleyi Laws, 1950 aceptado (fosil) Nueva Zelanda
. |. de Pascua —|. Salas y

Lasaea eastera Raines y Huber, 2012 aceptado Gémez (Chile)
Lasaea hawaiensis Dall, Bartsch y Rehder, 1938 aceptado Oceania —W Pacifico
Lasaea helenae Soot-Ryen, 1959 aceptado Peru, Chile
Lasaea hinemoa Finlay, 1928 aceptado NE Nueva Zelanda
Lasaea macrodon Stempell 1902 aceptado Ar. Juan Fernandez
Lasaea maoria (Powell, 1933) aceptado Nueva Zelanda
Lasaea miliaris (Philippi, 1845) aceptado Estrecho de Magallanes
Lasaea nipponica Keen, 1938 aceptado Japon
Lasaea parengaensis Powell, 1935 aceptado Nueva Zelanda




Tabla A-1. Continuacidn.

Nombre Autor Estatus Distribucion citada
Especie Lasaea petitiana (Reécluz, 1843) aceptado Chile - Argentina

Lasaea purpurata Philippi, 1847 aceptado Tasmania

Lasaea rubra Montagu, 1803 aceptado Costas britanicas

Lasaea souverbiana Huber, 2015 aceptado Ar. Nueva Caledonia

Lasaea subviridis Dall, 1899 aceptado E Pacifico

Lasaea turtoni Bartsch, 1915 aceptado Océano indico

Lasaea undulata (Gould, 1861) aceptado Japén

Lasaea mioborealis Nordsieck, 1972 sin. de Alveinus nitidus (Reuss, Polonia

Lasaea neozelanica
Lasaea oblonga
Lasaea reikoae
Lasaea rietensis
Lasaea rossiana
Lasaea striata

Lasaea trigonalis

Lasaea whitechurchi

Suter, 1913
Carpenter, 1857
Suzuki y Kosuge, 2010
Turton, 1932

Finlay, 1928
Tokunaga, 1906
Carpenter, 1857

Turton, 1932

1867) (fosil)

sin. de Arthritica bifurca (Webster,
1908)

sin. de Isorobitella trigonalis
(Carpenter, 1857)

sin. de Arthritica reikoae Suzuki y
Kosuge, 2010

sin. de L. turtoni Batsch, 1915
sin. de L. hinemoa Finlay, 1928
sin. de Chavania striata
(Tokunaga, 1906)

sin. de [sorobitella trigonalis
(Carpenter, 1857)

sin. de L. turtoni Batsch, 1915

Nueva Zelanda
E Pacifico

Japon

E Pacifico

E Pacifico




Tabla A-2. Especies del género Lasaea citadas para América del Sur bajo diversas denominaciones.

Nombre

Localidad tipo

Citas para América del Sur

Referencia

L. adansoni (Gmelin, 1791)

Senegal, Africa occidental

Rio de la Plata (costa uruguaya)

Patagonia; Is. Malvinas; Is. Georgias del Sur;
Is. Orcadas

Puerto Piramides (Peninsula de Valdés)
Argentina y Chile (desde Peninsula de Valdés
y Concepcion hasta Canal Beagle)

Regién magallanica hasta Peru

Scarabino (2003)
Zelaya (2005)

Pastorino (1994)
Forcelli (2000)

Carcelles y Williamson (1951)

L. consanguinea (Smith, 1879)

Bahia del Observatorio,
Golfo de Morbihan, Is.

Antartica e islas del Arco de Escocia (excepto
Is. Georgias del Sur)

Dias Passos y Magalhaes
(2011)

Kerauelen Is. Malvinas Melville y Standen (1914)
9 Is. Malvinas; Is. Orcadas Powell (1951)
L. helenae lquique, Chile Per, Chile Soot-Ryen (1959)

Soot-Ryen, 1959

L. macrodon (Stempell, 1902)

Ar. Juan Fernandez, Chile

Ar. Juan Fernandez

Stempell 1902

L. miliaris
(Philippi, 1845)

Bahia Eagle, Estrecho de
Magallanes

Canal Beagle

Regién Magallanica; Is. Malvinas; I. Campbell;
I. Auckland I. Macquerie; NZ

Is. Malvinas

Philippi (1845)

Carcelles y Williamson (1951);
Dell (1964); Linse (1999)
Melville y Standen (1914)

L. petitiana (Récluz, 1843)

El Callao, Peru

Desde Peru hasta el Estrecho de Magallanes
Is. Galapagos; Ar. Juan Fernandez

Canal Beagle

Chile (Region Antofagasta)

Argentina y Chile (desde Peninsula de Valdés
y Concepcion hasta Canal Beagle)

Soot-Ryen (1951), Carcelles y
Williamson (1951)
Marincovich (1973)

Linse (1997)

Guzman et al. (1998)

Forcelli (2000)
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