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Resumen

El objetivo de esta tesis fue estudiar las variaciones cefalicas en dos especies nativas de la
Patagonia que se encuentran ampliamente distribuidas y poseen diferentes registros de
variacion morfoldgica. Por un lado, Percichthys trucha una especie con gran variacion
morfologica documentada. Esta variacion se relaciona con las longitudes de los huesos
maxilar y dentario, altura de la aleta dorsal y longitud de las branquispinas. Por otro lado
Odontesthes hatcheri es una especie de la cual no se ha documentado variacion
morfoldgica hasta el momento.

Se capturaron adultos reproductivos, se fecundaron los ovocitos de cada hembra con el
esperma de un solo macho, por fertilizacion artificial, para disminuir al maximo la
variacion génica y trabajar con hermanos. Los huevos fueron incubados a distintas
temperaturas.

Se estudio la variacion morfoldgica de los embriones recién eclosionados, en relacion a las
temperaturas de incubacion y cantidad de vitelo. En larvas, se estudid la variacién
morfolégica en relacion a la temperatura de incubacion y desarrollo, dias después de la
eclosion y unidades térmicas acumuladas e inicio de la alimentacién exdgena.

Se capturaron individuos juveniles. Se efectuaron experimentos de induccién, de
plasticidad fenotipica mediante el suministro de distintas dietas y estudios de trayectoria
morfoldgica a través de la alimentacion con una misma dieta experimental (Tubifex) en el
tiempo.

Los adultos de O. hatcheri fueron capturados en 12 localidades pertenecientes a la region

original de distribucion de esta especie. Se tomaron fotografias de la region cefélica de
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todos los individuos. El estudio de la variacion morfoldgica cefalica se realiz6 con analisis
de Morfometria Geométrica, digitalizando en cada imagen puntos homdlogos.

Las caracteristicas del desarrollo embrionario, no presentaron diferencias aparentes entre
las temperaturas de incubacion. En embriones libres recién eclosionados, la variacion
morfoldgica esta relacionada a la curvatura del embrion sobre el saco vitelino, variando
entre parejas y entre temperaturas de incubacion. El tamafio del saco vitelino, varié de
manera apreciable dentro de parejas y temperaturas de incubacion, al momento de eclosion.
Las estructuras que mostraron variacion en hermanos incubados a la misma temperatura
fueron las longitudes del dentario y maxilar y el didmetro del ojo. En juveniles inducimos
plasticidad fenotipica, por alimentacion diferencial, encontrando un alargamiento cefélico,
en relacion a los individuos recién capturados.

En adultos de O. hatcheri se encontr6 diversidad morfoldgica relacionada con la
introgresion génica con O. bonariensis, provocada por los planes de siembra en los Gltimos
50 afios. Asimismo, se encontr6é una relacion entre la presunta manifestacion morfoldgica
de la integracion y la distancia al lugar desde el cual se realizaban dichas siembras. Por otro
lado, se verificd la relacion con el contenido de clorofila a y la temperatura del agua.

Se observé en ambas especies crecimiento compensatorio con canalizacién del fenotipo a lo
largo de la ontogenia, encontrando valores altos de variacion morfoldgica en los embriones
libres y larvas.

La plasticidad fenotipica manifestada por P. trucha resulta claramente explicativa de la
variacion morfologica observada en adultos. Llamativamente, O. hatcheri mostré una gran
plasticidad fenotipica cefalica, no esperada en funcion de la diversidad morfologica de los

adultos en condiciones naturales.
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Abstract

The aim of this work was to study the cephalic morphological variation of two native
species of Patagonia, with a wide distribution and different degrees of morphological
variation. Percichthys trucha has a well documented morphological variation, related with
upper and lower jaw length, height of the dorsal fin, and length of gill rakes. Morphological

variation was not recorded for Odontesthes hatcheri up to date.

We capture breeding adults, fertilizing one female with one male in order to work with
siblings and have low genetic variation. Eggs were incubation at different temperature. We
study de morphological variation in free embryos in the hatching regarding incubation
temperature and yolk amount. In larvae, we analyzed de relationship between morphology
and incubation temperature, days after hatching, cumulative thermal units, and beginning of

exogenous feeding.

We capture juvenile and performed experimental induction of morphology using different

diets (zooplankton, Tubifex) and treatment times.

Adults of O. hatcheri were captured en 12 sites in the original distribution area. Digital
images of the head were recorded. The studies of morphological variation were performed

with Geometric Morphometrics, digitalized landmarks in each image.

The embryonic development did not differ between incubation temperatures. The
morphological variation of free embryos at hatching was related with curvature of the
embryo onto the yolk sac, with differences between parental pairs and incubation
temperatures. The size of the yolk sac at hatching differed between parental pairs and

incubation temperatures. The structures with more variation between siblings incubated at
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the same temperature were upper and lower jaw and eye diameter. We induced phenotypic
plasticity in juveniles using different diets and obtaining longer heads. Morphological
variation in adult of O. hatcheri was related with genetic introgression with O. bonariensis,
as a consequence of stocking programs in the last 50 years. Morphology was related with
squared distance to hatcheries, and also with content of chlorophyll a and water
temperature.

In both species, we observed compensatory growth with phenotypic canalization along
ontogeny, with high morphological variation in free embryos and larvae.

The morphological variation observed in adult P. trucha was clearly explained by their
phenotypic plasticity. Strikingly, O. hatcheri showed a big cephalic phenotypic plasticity,

unexpected in the light of low adult morphological diversity observed in natural condition.
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Introduccion

La variacién morfoldgica cefalica

La morfologia est4 relacionada con todos los aspectos de la biologia de un
organismo (Hankinson et al. 2006) asi como también con la funcion que cumple el
organo en cuestion, por lo que cambios en la morfologia podrian provocar cambios en la
funcién y organizacion de las estructuras de los organismos. Se entiende por morfologia
funcional al estudio de la forma y funcién de una estructura (Motta & Kotrschal 1992;
Motta et al. 1995). Al centrarnos en la morfologia funcional del aparato bucofaringeo
y/o en la forma cefélica, entramos en el campo de la ecomorfologia, definida como el
estudio de la relacion entre los factores ambientales, bidticos y abioticos, y la forma

(Motta & Kotrschal 1992).

La morfologia cefalica esta especialmente relacionada con el alimento
consumido y éste con el uso diferencial de la zona litoral y pelédgica (Hjelm et al. 2001,
Svénback & EKIov 2002, 2003; Wintzer & Motta 2005), entendiendo el alimento
consumido por sus propiedades de forma, tamafio, dureza y la capacidad de evasion de
la presa (Svanback & EKklov 2003; Wintzer & Motta 2005) y el uso diferencial del
espacio en relacion con la forma del cuerpo, m&s o menos apropiada para facilitar la
captura del alimento disponible y evadir al mismo tiempo a los depredadores (Svanback
& EKI6v 2003). Distintos estudios de polimorfismo por recursos han demostrado que los
individuos que ocupan la zona pelagica son mas hidrodindmicos que los individuos que
ocupan la zona litoral, encontrandose marcadas diferencias en la forma del cuerpo vy el
tamafo de la cabeza (Skalason & Smith 1995, Heermann et al. 2007). Asi también, en
juveniles del perciforme Perca fluviatilis se han encontrado variaciones en la altura y

longitud del cuerpo, que pueden experimentalmente relacionarse con la alimentacion
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(Hjelm et al. 2001) y, en el campo, con la preferencia de habitat (Svanback & EkIév
2002). En el salménido Salvelinus alpinus (Skalason et al. 1989; Malmquist et al. 1992;
Sigursteinsdéttir & Kristjansson 2005; Adams et al. 2007) y en el perciforme
Neochromis greenwoodi (Bouton et al. 2002) se han visto relaciones causales entre la
dieta y la morfologia cefélica. Svanback & EkI6v (2003) sugieren la existencia de un
equilibrio funcional entre el desempefio en ambientes alternativos y la forma general del
cuerpo. Estas compensaciones pueden promover la seleccion natural divergente y
podrian ser el mecanismo que da lugar y mantiene patrones polimdérficos encontrados en

el campo.

Los polimorfismos son definidos como diferencias en la morfologia, fisiologia,
historia de vida o conducta que pueden ser vistas entre poblaciones dentro de una
especie, entre los sexos o entre los tipos morfoldgicos de una poblacién (Kristjansson
2005). Estos son fendmenos comunes en muchas especies. Se piensa que una de las
principales causas de los polimorfismos son las soluciones de compromiso entre
ventajas y desventajas (trade-offs) en la eficiencia para la alimentacion a partir de los

diferentes recursos (Svanback & EKkI6v 2003).
El desarrollo y la plasticidad fenotipica

Existen momentos, a lo largo de la ontogenia, en los que es mas factible la
produccién de cambios morfolégicos. Balon (1990) propone que los individuos van
alternando entre estados estables largos e intervalos cortos (tresholds) donde se
introducen eventualmente los cambios. Estos cambios se pueden visualizar entre
individuos, definiendo la habilidad plastica del fenotipo de cada especie (Balon 2004).
Asimismo, en un ambiente perturbado de manera no predecible el generalista, con una
larva pronta a dispersarse y alimentarse, tiene una mayor adecuacién (fitness) que el

especialista, adaptado a un medio predecible o no perturbado (Balon 1990). Por lo tanto,
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cualquiera sea el mecanismo utilizado por la poblacién, encontrar variaciones
morfolégicas entre los individuos puede ser un indicio de procesos evolutivos dentro de
la misma.

La mayor parte del fenotipo, asi como la historia de vida, es determinado durante
la ontogenia temprana (Balon 1990). El desarrollo ocurre a lo largo del tiempo
incluyendo dos procesos, el crecimiento, definido como el aumento de tamafio o
cantidad de una estructura existente en un organismo, y la diferenciacion (Fuiman et al.
1998). El desarrollo de caracteres tales como la forma del cuerpo, aletas y pigmentacion
estd estrechamente relacionado con la conducta de alimentacion y locomocion de las
larvas y el desarrollo de los 6rganos internos (Koumoundouros et al. 1999), teniendo
expresion en este proceso las causas genéticas y las influencias ambientales
responsables de generar la variacion morfoldgica.

Las diferencias fenotipicas tales como la forma corporal, el tamafio relativo de
las mandibulas y el nimero de estructuras segmentarias pueden tener causas genéticas
y/o ambientales (Skdlason & Smith 1995). Estas causas pueden encontrarse operando
juntas o separadas. Existen estudios de variaciones morfoldgicas causadas por ambas
clases de factores, como las variaciones encontradas en el desarrollo muscular y el
namero de veértebras en relacion con la temperatura del agua (Lindsey & Arnason 1981;
Johnston 1993; Galloway et al. 1998; Hall & Johnston 2003). Del mismo modo, el
polimorfismo en el nimero y la longitud de los rastrillos branquiales presenta bases
genéticas y ambientales (Foote et al. 1999). En el soleido Synaptura lusitanica se
encontraron patrones morfologicos de la forma del cuerpo que se relacionaron con
analisis genéticos (Cabral et al. 2003). De la misma manera, en el salmonido Salmo

trutta, se ha observado que las diferencias en la forma del cuerpo y cabeza tienen bases
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genéticas, coincidentes con segregaciones espaciales encontradas en esta especie

(Hermida et al. 2009).

La plasticidad fenotipica ha sido definida como la existencia, dentro de una
poblacion, de genotipos que exhiben variaciones fenotipicas cuando se desarrollan en
ambientes diferentes (Guntrip & Sibly 1998; Balon 2004). También es definida como
una propiedad del genotipo individual que permite producir distintos fenotipos cuando
es expuesto a diferentes condiciones ambientales (Pigliucci 2006). Las evidencias de
plasticidad fenotipica estan ampliamente difundidas en peces (Balon 1990, 2004).
Ademaés, las variaciones morfoldgicas cefélicas usualmente incluyen fendmenos de
plasticidad fenotipica (Skulason et al. 1989; Malmquist et al. 1992; Skulason & Smith
1995; Hjelm et al. 2001; Bouton et al. 2002; Svanback & Eklév 2002, 2003; Wintzer &

Motta 2005; Sigursteinsdéttir & Kristjansson 2005; Adams et al. 2007).

Chambers & Leggett (1996) encontraron que la magnitud de la variacion
morfoldgica en peces esta en gran medida relacionada con el aporte materno y ademas
modulada por el ambiente. Los efectos maternos ocurren cuando el fenotipo de un
individuo es determinado no solo por su carga genotipica y su ambiente sino también
por el fenotipo y el ambiente de su madre (Wade 1998). En muchos organismos, el
ambiente de la hembra podria proveer un confiable indicador de las condiciones
ambientales que su progenie podria encontrar luego de la eclosion. En estos casos, el
efecto materno puede incluir un mecanismo de plasticidad fenotipica
“transgeneracional” (Fox et al. 1999), en el cual el ambiente de la madre es trasladado a
las variaciones fenotipicas de la progenie. Tal mecanismo podria ser visualizado como
una norma de reaccion (Mousseau & Fox 1998) con implicaciones evolutivas profundas

(Lindholm et al. 2006).
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Seleccidn divergente y pares de especies

La variacion morfoldgica en las poblaciones de peces en lagos post-glaciares ha
sido relacionada con procesos de especiacion simpatrica y con la habilidad plastica del
fenotipo. La divergencia natural entre especies simpatricas, ha sido referida, en peces de
agua dulce, para las familias Salmonidae, Gasterosteidae y Osmeridae. Esta divergencia
ha estado tipicamente asociada al uso de las distintas zonas de los lagos (Taylor 1999).
Esta vision supone un énfasis en la codificacion génica del cambio morfologico, al
tiempo que otras interpretaciones (Balon 2004) acentGan la importancia de la
plasticidad. Esta dicotomia es un problema bésico en la evaluacion del significado
evolutivo de la variacion morfoldgica.

La seleccion natural divergente, en ambientes con una distribucion heterogénea
de recursos y suficientes oportunidades ecologicas o nichos vacantes, ocasiona
combinaciones especificas de rasgos que mejoran la eficiencia de explotacion del
recurso. Estos procesos de diversificacion morfolégica pueden gradualmente
transformar una poblacion con una distribucidn inicial unimodal en una poblacion con
una distribucién méas amplia (dispersa) y eventualmente bimodal (Ruzzante et al. 1998).
La seleccion natural y los factores histdricos juegan un importante rol en la
diversificacion fenotipica, la radiacion adaptativa y la especiacion (Schluter 1996, 2000;
Losos et al. 1998; Ruzzante et al. 2003). En Patagonia, indicios de radiacion simpatrica
han sido documentados en peces como Percichthys trucha y en menor medida en
Galaxias platei, pero no en Diplomystes, Hatcheria macraei, Odontesthes o Galaxias
maculatus (Ruzzante et al. 1998, 2003; Cussac et al. 1998; Milano et al. 2002, 2006;

Pascual et al. 2007).

15



Manipulaciones experimentales y magnitud de la plasticidad fenotipica

Variaciones morfologicas han sido estudiadas en Gasterosteus aculeatus
(Gasterosteiformes), que se adapta a nuevos ambientes mas rapidamente de lo que
podria predecirse a traves de los modelos convencionales de evolucion bioldgica
(Walter & Bell 2000; Kristjansson et al. 2002). Se han documentado notables
reversiones morfologicas cefalicas en el perciforme Micropterus salmoides floridanus
(Centrarchidae), las que han sido experimentalmente relacionadas con la movilidad
propia del alimento consumido (Wintzer & Motta 2005). También se han inducido
variaciones morfologicas cefélicas en relacion al alimento consumido, plancton versus
peces, en juveniles de Perca fluviatilis (Percidae) (Hjelm et al. 2001; Heermann et al.
2007). En la misma especie EkIov & Svénback (2006) trabajaron con meso-cosmos en
una laguna artificial, llevando juveniles de ambientes pelagicos a la zona litoral y
viceversa y colocando controles de cada grupo en su zona de origen. Asi, encontraron
que la morfologia de ambos grupos criados en la zona pelagica era semejante y que los
juveniles originarios de la zona litoral consumian una mayor diversidad de categorias
alimentarias que los juveniles provenientes de la zona pelagica, mostrando una gran
plasticidad que le permitiria a esta especie habitar ambientes muy cambiantes. En el
ciclido Neochromis greenwoodi se realizaron experimentos con distintos alimentos y
con presencia-ausencia de depredador encontrandose respuestas fenotipicas cefalicas en
relacién al tipo de alimento ofrecido (Bouton et al. 2002). Estos resultados sugieren que
el tipo de alimento consumido es importante y podria estar implicado en adaptaciones

funcionales.
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Las especies en estudio

En Patagonia (LOpez et al. 2008) se encuentran aproximadamente 20 especies
nativas, en su mayoria presentes en los rios Colorado y Negro (Menni 2004; Pascual et
al. 2007; Aigo et al. 2008). Dos de los géneros mas representativos de la provincia
Patagdnica, tanto por su amplia distribucion como por sus elevadas capturas, son
Odontesthes y Percichthys (Pascual et al. 2007). Ademas, se los encuentra

compartiendo los mismos ambientes dentro del area de estudio (Aigo et al. 2008).

Estos dos géneros han sido elegidos como objeto de estudio en este trabajo:
Percichthys por ser un género con gran variacion morfologica y Odontesthes a modo
comparativo justamente por no haberse encontrado hasta el momento variaciones
morfoldgicas notorias en sus poblaciones.

El género Odontesthes (Familia Atherinopsidae) se encuentra en Ameérica del
sur, en Patagonia el registro fosil mas antiguo del género Odontesthes estd documentado
para el Mioceno temprano (Cione & Béez 2007). En la region Andina estan presentes
los pejerreyes de agua dulce O. hatcheri y O. bonariensis (Dyer 2006). Ambas especies
tienen una distribucion original diferente; O. hatcheri en el suroeste, en las provincias
Andino-Cuyana y Patagonica y O. bonariensis en el noreste, en la provincia Pampeana
(Lépez et al. 2008). Datos recientes de Sommer et al. (2010), sefialan una relacion mas
estrecha de O. hatcheri con especies marinas que con O. bonariensis. Probablemente,
las habilidades plasticas de estos pejerreyes los han llevado a invadir y colonizar los
nichos vacantes de agua dulce (Bamber & Henderson 1988). En las ultimas décadas se
han realizado numerosas siembras de O. bonariensis en la zona de distribucion de O.
hatcheri (Dyer 2006; Somoza et al. 2008; Amalfi 2009). Ambas especies son capaces
de hibridizar en cautiverio (Strussmann et al. 1997a) y en la naturaleza (Amalfi 1988;

Dyer 2000,2006). Ademas, se ha encontrado que los hibridos maduran y que la F2 es
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viable sugiriendo complejos grados de introgresion génica (Striissmann et al. 1997a).
Conte-Grand (2012) muestred 17 localidades dentro de la distribucién original de O.
hatcheri (Dyer 1998, 2006; Menni 2004) capturando O. bonariensis en las localidades
nortefias e individuos intermedios en el lago Pellegrini. Si bien no existen dudas acerca
del diferente status taxonomico de ambas especies (Dyer 2006), los eventos de
hibridizacion generan un alerta sobre la identificacion de los individuos. Los haplotipos
de O. hatcheri y O. bonariensis muestran dos grupos monofiléticos con una diferencia
promedio en sus secuencias del 7% entre grupos, mientras que las diferencias dentro de
cada grupo son menores al 1 %. Esta identidad genética basada en las secuencia de

citocromo b provee una identificacion clara a nivel especie (G. Orti com. pers.).

En Odontesthes, el desarrollo ha sido descripto por Minoprio (1944) y Chalde et
al. (2011) fundamentalmente a nivel embrionario y por Battini (1998) a nivel larval.
Informacion acerca del nimero de filamentos coridnicos y la pigmentacién larval ha
sido documentada por Mufiiz Saavedra & Piacentino (1991) y por Guandalini et al.
(1994). Ruiz (2002) encuentra diferencias morfoldgicas en relacion con resultados de
Gosztonyi (1988) en el Embalse Florentino Ameghino y las adjudica a las distintas
tallas estudiadas. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que estudios genéticos para ese
ambiente documentan la presencia de ADN mitocondrial de O. bonariensis (Conte-
Grand 2012). La mayoria de los trabajos se refieren a la dieta de ambas especies, la cual
estd en relacion a la talla de los individuos. Los juveniles son omnivoros y los adultos
pueden llegar a ser piscivoros (Ferriz 1987; Macchi et al. 1999). También se han
realizado trabajos de alimentacion y crecimiento para los estadios tempranos de vida en
O. hatcheri (Cervellini et al. 1993; Battini et al. 1995, 1998). En algunos ambientes
originalmente sin peces, donde fueron introducidas las especies de Odontesthes, se ve

acentuada la eurifagia, probablemente como consecuencia del cambio provocado en el
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ecosistema por una alimentacion inicialmente zooplanctonica (Grosman & Rudzik
1990; Grosman 1993; Ruiz 2002; Reissig et al. 2006). Asimismo, se han realizado
estudios relativos a la dependencia térmica en la determinacion del sexo (Strussman &
Patifio 1995; Strussman et al. 1996, 1997, 2010). Estudios recientes sobre el efecto
termal en hibridos reciprocos de O. hatcheri y O. bonariensis, han revelado que el sesgo
entre la proporcion de sexos se produce como resultado de las interacciones entre el
genotipo y las temperaturas de cria (Inazawa et al. 2009, 2011).

Las variaciones morfoldgicas dentro del género Percichthys han llevado a los
investigadores a clasificar los individuos en diferentes especies. Mac Donagh &
Thorméhlen (1945) resaltaron las variaciones morfoldgicas dentro de P. trucha vy
posteriormente Ringuelet et al. (1967) diferenciaron las especies de Percichthys
basandose en varios caracteres morfologicos (altura de aleta dorsal, longitud de la
mandibula superior, tamafio de la boca, distancia interorbital y longitud de cabeza y
cuerpo). Arratia (1982) describi6 P. trucha y P. melanops en Chile, y las formas fosiles,
remarcando la importancia del nimero de radios en aleta dorsal y de vértebras,
concluyendo en la existencia de P. altispinnis, P. trucha y P. melanops. Posteriormente,
Arratia et al. (1983) incluyeron también a P. colhuapiensis y P. vinciguerrai. Lopez-
Arbarello (2004) distinguié tres especies en Argentina, P. trucha (que incluye P.
vinciguerrai y P. altispinnis), P. colhuapiensis, y P. laevis, y dos especies en Chile, P.
chilensis y P. melanops. Todas estas especies fueron distinguidas morfologicamente
(Fig. 1), difiriendo mayormente en el tamafio de la boca, alto de la aleta dorsal y nimero
de rastrillos branquiales, aunque muestran una significativa superposicion en sus dietas
(Férriz 1989, 1993; Cussac et al. 1998; Macchi et al. 1999), consumiendo

preferentemente bentos y otros peces cuando alcanzan tallas grandes.
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Es interesante notar que Lopez-Arbarello (2004) destaca que la eficiencia de su
clave era bastante pobre y que la identificacion de los especimenes era a menudo
imposible debido a la frecuente presencia de formas intermedias. Por ejemplo, tomando
en consideracion la clave de Lépez-Arbarello (2004) se puede observar que le primer
conjunto de caracteres separa P. chilensis basdndose en el numero de branquispinas del
primer arco branquial. Los especimenes que fueron considerados (n=2) eran
paralectotipos de P. trucha, su distribucion era en los arroyos pre-andinos en el centro y
sur de Chile (Arratia 2003), ademas Lopez-Arbarello (2004) sefiala que esta especie esta
presente probablemente en el rio Tunuyan, Mendoza, Argentina. Los individuos
capturados en la cuenca del rio Tunuyan han sido identificados como P. trucha en los
andlisis moleculares realizados por Ruzzante et al. (2011), y ninguna otra referencia
sobre la existencia de P. chilensis ha sido encontrada en la literatura (Campos &

Gavilan 1996; Dyer 2000; Habit et al. 2006).

Los analisis genéticos solo evidencian la existencia de P. melanops y P. trucha
en Chile y solo P. trucha en Argentina, mostrando P. trucha diferencias intra-
especificas entre lagos, pero sin evidenciar aislamiento reproductivo, en el marco del
concepto de especie basado en la concordancia genealdgica y de linaje (GCC de Avise
& Ball (1990), el cual intenta reconciliar elementos del concepto biolégico de especie
de Mayr (1963) con el concepto filogenético de especie de Cracraft (1989). Bajo el
GCC un grupo de organismos es considerado una especie si existe a) concordancia en
las secuencias dentro de un locus génico, b) concordancia en estos patrones
genealdgicos para mdaltiples loci, tanto mitocondriales como nucleares, ¢) concordancia
de patrones biogeograficos y d) concordancia con los caracteres morfologicos (Ruzzante

et al. 2006, 2011; Barriga et al. 2008).
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Las variaciones genéticas de P. trucha podrian ser trazadas a través de la historia
geoldgica de Patagonia (Ruzzante et al. 2008) y existen datos que sugieren la existencia
de plasticidad fenotipica. En particular, Ruzzante et al. (2011) sefialan la paradoja de un
alto nivel de variabilidad morfoldgica entre y dentro de las poblaciones de Percichthys
aun cuando no encuentran evidencia de una divergencia profunda en el arbol de
haplotipos de Percichthys al este de los Andes y solo una leve estructura filogeogréfica
para la region en general. Si bien este alto nivel de variabilidad morfol6gica puede ser
interpretado en el marco de un conjunto de presiones de seleccion (Ruzzante et al.,
2011), permanece el desafio de documentar experimentalmente la factibilidad de tales
procesos de plasticidad fenotipica. Por ejemplo, poblaciones de “percas” que se
encuentran aguas arriba y aguas abajo de una represa hidroeléctrica han mostrado
diferencias oro-faringeas, identificadas pocos afios después que la represa se
construyera (Cussac et al. 1998). También se han detectado diferentes proporciones
entre la longitud del maxilar y otras dimensiones oro-faringeas en diferentes cuerpos de
agua (Ruzzante et al. 2003). Ademas, las “percas” de un lago originariamente sin peces
han sido nombradas sucesivamente como especies diferentes durante 40 afios a partir de
su introduccién en ese ambiente al tiempo que la trama trofica del cuerpo de agua
cambiaba notoriamente como consecuencia de la introduccion (Ortubay et al. 2006).
Estas variaciones de forma dentro de la misma especie son consistentes con respuestas
plasticas, siendo estas ocasionalmente notables, incluso a veces produciendo individuos
tan distintos entre si que han sido determinados como especies diferentes (Schlichting &

Pigliucci 1998).

La primera descripcion del desarrollo embrionario de P. trucha fue realizada por
Fuster de Plaza & Plaza (1955). Estos autores encontraron que la eclosion ocurre 19

dias después de la fecundacion, al incubar los huevos entre 13 y 14°C. La sobrevida y la
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tasa de eclosién aumentan al elevar a 16°C la temperatura media a la cual son incubados
los huevos. El tiempo requerido para que se produzca la eclosion de todos los huevos
dentro de un lote es de 4 dias aproximadamente. Las variaciones morfolégicas de P.
trucha han sido asociadas con el uso del recurso tréfico (Logan et al. 2000) y también

se han estudiado en juveniles (Ruzzante et al. 2003).
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Objetivos generales

Comparar y obtener una medida de la magnitud de la plasticidad fenotipica del
aparato buco-faringeo en dos especies con diferente variacion morfoldgica,
Odontesthes hatcheri y Percichthys trucha.

Estudiar las variaciones morfoldgicas del aparato buco-faringeo en la ontogenia
temprana, a distintas temperaturas y con diferentes alimentos ofrecidos, con la

posibilidad de inducir formas semejantes a las encontradas en la naturaleza.

Objetivos especificos

Analizar la morfologia en embriones libres recién eclosionados, incubados a
diversas temperaturas, relacionando la morfologia con la cantidad de vitelo al

momento de eclosion.

Observar la variacién morfoldgica en relacion con la primera oferta de alimento

en larvas hermanas.

Estudiar la plasticidad fenotipica larval, entre individuos hermanos, alimentados

con zooplancton.

Analizar las variaciones morfoldgicas inducidas por el consumo de diferentes

alimentos, en ejemplares juveniles silvestres.

Examinar la ontogenia de la morfologia bucofaringea en juveniles silvestres

alimentados exclusivamente con Tubifex.

Estudiar las variaciones morfoldgicas cefalicas en juveniles y adultos, silvestres
y cultivados, de Odontesthes, provenientes de distintos ambientes y sometidos

en diferente grado a procesos de introgresion génica.
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Figura 1: Detalles cefalicos en vista lateral de individuos adultos del Género
Percichthys. a) P. colhuapiensis, b) P. trucha, c) P. laevis, d) Percichthys sp. del rio
Limay, e) Percichthys sp. del lago Nahuel Huapi y f) Percichthys sp. del lago Pellegrini.
En a, b y ¢ imagenes reproducidas de Lopez-Arbarello (2004) y d, e y f imagenes

reproducidas de Fuster de Plaza & Plaza (1955).
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CAPITULO 1

Embriones y
Juveniles de
Pejerrey
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Capitulo 1: Embriones y juveniles de Odontesthes hatcheri

Materiales y Métodos
Variacion morfoldgica temprana

Para la descripcion del desarrollo embrionario se obtuvieron individuos adultos
provenientes de dos sitios; a) lago Morenito (41°05°S, 71°31°0) y b) individuos adultos
provenientes del lago Pellegrini (42°28’S, 71°24°0) mantenidos por 4 afios en la

Estacion de Piscicultura Rio Limay (Plottier, Provincia del Neuqueén).

En el lago Morenito se capturd con red de enmalle (3 pafios de 10m con malla de
15, 30 y 40mm entre nudos). Los individuos que presentaban indicios de madurez
sexual fueron anestesiados con benzocaina (0,05 g.I™). Se realizé fecundacion artificial
en seco utilizando una hembra por un macho (Barnabé 1990) y, con agua del lago, se
hidrataron los huevos y se elimind el exceso de esperma. Se obtuvieron huevos de dos
parejas. Los huevos fueron trasladados al laboratorio en el Centro de Salmonicultura

Bariloche, Universidad Nacional del Comahue (CENSALBA).

Los ejemplares provenientes del lago Pellegrini y criados en la Estacion de
Piscicultura de Plottier, fueron manipulados en agua (dentro de balde) y anestesiados
con benzocaina (0,05 g.I"%). La fecundacién artificial en seco se realizé utilizando una
hembra por macho (Bernabé 1990). Luego que los huevos fueron hidratados y
eliminado el exceso de esperma, estos fueron trasladados al laboratorio del
CENSALBA. Se obtuvieron huevos de cuatro parejas. Los adultos fueron reanimados y
colocados en sus contenedores. El desarrollo se observd manteniendo el control de la

procedencia de los embriones, por lago y por pareja.

Todos los huevos fueron mantenidos durante el traslado a 17°C, al llegar al

laboratorio, se incubaron tres lotes de huevos por cada temperatura 11 y 17°C
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respectivamente. Los huevos provenientes del lago Morenito fueron fotografiados una
vez por dia durante el desarrollo embrionario. Los huevos del lago Pellegrini, fueron
fijados en formaldehido 4%, cada 30 minutos el primer dia de incubacién y una vez al
dia hasta cumplir 8 dias de incubacion. Posteriormente se tomaron iméagenes digitales en

vivo una vez al dia. Los huevos fijados, también fueron fotografiados.

Todas las imagenes se tomaron con cdmara digital (NIKON D70) acoplada a un
microscopio estereoscopico (Leica Wild M3C), con luz inferior y superior. La aparicion
de las distintas estructuras embrionarias fue analizada en vivo y a través de las imagenes
digitales. Las medidas fueron tomadas con analizador de imégenes (Image Pro-plus) y
los analisis estadisticos y graficos se realizaron con los paquetes estadisticos SPSS® y

SIGMAPLOT®.

Diferencias morfologicas entre hermanos recién eclosionados.

Se capturaron individuos adultos en la laguna Carrilafquen (41°12°S, 69°25°0),
con redes de enmalle (3 pafios de 15, 30 y 45mm de malla entre nudos), los individuos
que presentaron indicios de madurez sexual fueron anestesiados con benzocaina (0,05
g.1"). Se realizé fecundacién artificial en seco (una hembra x un macho, Bernabé 1990),
posteriormente se hidrataron los huevos con agua y se elimind el exceso de esperma.
Los huevos fueron trasladados al laboratorio. Al llegar fueron revisados bajo
microscopio estereoscopico para corroborar el éxito de la fecundacion, obteniéndose
huevos de cuatro parejas. Los huevos provenientes de dos parejas fueron incubadas a
18°C y los de otras dos parejas a 13°C. Los huevos fueron mantenidos durante todo el
proceso de desarrollo con aireacion constante y 0,5% de sal de cocina (NaCl) agregada.
Ambas temperaturas estan incluidas en el rango de temperaturas superficiales de verano

del agua en lagos y embalses donde la especie estd presente. Los huevos muertos,
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mostrando un amplio espacio peri-vitelino y una coloracion traslicida blancuzca fueron

retirados con la ayuda de pinzas y tijeras de punta fina, una vez al dia.

Al momento de la eclosion los embriones libres fueron anestesiados con
benzocaina (0,05 g.I™"), y fotografiados. Se tomaron dos imégenes por individuo, una del
perfil izquierdo y otra en vista dorsal de la region cefalica. Con la primera imagen se
realizd el analisis de Morfometria Geométrica (AMG). Se selecciond un total de 10
puntos homélogos (Tabla 1 y Fig. 2). Con las imagenes en vista dorsal se tomaron
medidas lineales con analizador de imégenes (Image Pro-plus) a distintos dias de
eclosion para una pareja. Las medidas morfolégicas tomadas fueron: ancho de la boca
(AB), longitud de la cabeza (LC), ancho del vitelo (AV), longitud del vitelo (LV),
didmetro del ojo (DO) y longitud total (LT). Se obtuvieron los residuales de estas
medidas en regresién doble logaritmica con el largo total y se realiz6 con éstos un

Anaélisis Discriminante entre dias de eclosion (Fig. 3).

Para el AMG se utiliz6 los programas TPS. Las ventajas de los enfoques TPS
son: eliminan de manera efectiva la dependencia forma-tamafo, son sensibles a las
deformaciones corporales y pueden ser utilizados para generar grillas cartesianas de
deformacion mostrando la complejidad del cambio de forma entre individuos (Rohlf &
Marcus 1993; Parsons et al. 2003). Los ejemplares digitalizados se ajustaron a un
tamafio comun y se orientaron con un enfoque generalizado (Procrustes) de
superposicion (Bookstein 1991; Adams et al. 2004). Posteriormente, se calculo la media
(o consenso) de la forma para cada poblacion mediante la determinacion de la media de
las coordenadas X e Y de los valores para cada uno de los puntos de referencia
(Landmarks). Se cuantificaron los resultados de los ‘Parcial Warps’ (PWs) o
deformaciones parciales usando tpsRelw (Rohlf 2004)

(http://life.bio.sunysh.edu/morph/index.html), obteniendo, a través de un Analisis de
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Componentes Principales los Relative Warps (RWs) o deformaciones relativas y luego
las grillas de deformacion, que fueron descriptas de izquierda a derecha en el eje de las
X'y de abajo hacia arriba en el eje de las y. Con los PWs, tanto con la variable uniforme
y no-uniforme (weight matrix), se realizd un andlisis discriminante (AD) con el fin de
diferenciar los embriones libres segin el momento de eclosion, pareja parental y

temperatura de incubacion.

Como dentro de cada lote de huevos (iguales padres y temperatura de
incubacion) el momento en que se produce la eclosién no es Unico, sino que comprende
entre 48 y 72 horas (Conte-Grand et al. 2009), se tomaron fotografias de embriones
recién eclosionados a 3 tiempos distintos con 24 hs. entre cada toma. Para esto, al llegar
al laboratorio se extrajeron los embriones eclosionados de cada lote y se esperd a que se
produjera la eclosion de algun huevo. Producida la eclosion, se procedié a anestesiar
con benzocaina (0,05 g.I™") y fotografiar al embrién libre bajo lupa. Cada embrién libre

fue posteriormente reanimado y colocado junto a sus hermanos.
Con AMG se hicieron distintas comparaciones:

a) dentro de un misma pareja, entre dias después de la eclosion (DE) (3 dias,

namero total de individuos N=71, Tabla 2),

b) entre individuos de dos parejas incubados a la misma temperatura y entre dias

después de la fecundacion (DDF), pero con distintos DE (N=49, 13°C),

c) entre individuos de dos parejas incubados a la misma temperatura y entre dias

de eclosion, pero con distintos DDF (N=39, 18°C) y

d) entre individuos de dos parejas con distintos DDF el primer (N=40, Tabla 2) y

segundo dia después de la eclosion (N=64, Tabla 2).
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Utilizando los mismos puntos homdlogos (Tabla 1), se realiz6 un AMG en 128
embriones recién eclosionados y se estudié la relacion de la forma (los primeros RWSs)
con la talla, pareja, dia de eclosion, temperatura de incubacion, dias desde la
fecundacion (DDF) y unidades térmicas acumuladas (UTA, tomadas como la

temperatura de incubacion por el tiempo de incubacion en dias).

Variaciones morfoldgicas cefalicas en juveniles silvestres. Experimentos de induccion

morfoldgica.

Los individuos utilizados fueron capturados en la laguna Carrilafquen con red de
arrastre de costa. Estos fueron colocados en conservadoras, con agua de la laguna mas
un agregado de sal (1 %) para disminuir el estrés provocado por la captura y el traslado.
Los individuos fueron llevados al laboratorio y alli separados en dos lotes y colocados
en acuarios plasticos de 150 litros, con aireacion constante y 1 % de sal agregada. Estos
lotes se mantuvieron a temperatura ambiente dentro de la sala de experimentacién
(media 12,4°C, rango 10 a 15°C). Ademas, una sub-muestra fue anestesiada con
benzocaina (0,05 g.I') y fotografiada (flanco izquierdo). En todas las imagenes se
digitalizaron 11 puntos homdlogos (Tabla 3; Fig. 4). La posicion de los puntos fue

corroborada usando una imagen de rayos-x (Fig. 5).

Se establecieron dos lotes experimentales: 1) lote alimentado con zooplancton.
El mismo fue criado en tanques circulares de 600 litros a partir de una muestra extraida
de la laguna Los Juncos (41°03°35,04°°S; 71°00°22,97°°0O) con una red conica de
200um, trasladada al CENSALBA vy alimentada con el alga Spirulina sp. desecada y
levadura en polvo y 2) lote alimentado con Tubifex sp. (Orden Oligocheata) extraido del
desagiie de los canales de cria de salmonidos (CENSALBA). Se colocé una red de
trama mediana (10mm bar) aguas abajo para capturar a los ejemplares por deriva y se

removio el sedimento aguas arriba.
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En todos los casos el alimento se ofrecio a saciedad dos veces al dia con una
diferencia de 4 horas entre comidas. Ambos lotes fueron mantenidos por 60 dias. Una
vez cumplido este tiempo se anestesié con benzocaina (0,05 g.I") y se fotografié el
flanco izquierdo de todos los individuos. Estos fueron reanimados y devueltos a sus
respectivos estanques, se prosiguié con el experimento por 240 dias y se repitio el
proceso de toma de imagenes. En este caso solo se tomaron imagenes a los individuos
alimentado con Tubifex sp., ya que los individuos del lote alimentado con zooplancton
enfermaron con el protozoo ciliado Ichthyophthirius multifiliis (punto blanco, Fouquet

1876), dejaron de alimentarse y murid la mayoria de ellos.

Con esta informacion se hicieron los siguientes analisis: a) Andlisis de variacion
morfolégica cefélica entre individuos recién capturados (N=22), b) Comparacion de la
morfologia cefalica entre individuos alimentados con zooplancton por 60 dias,
alimentados con Tubifex por 60 dias, y recién capturados (N= 64) y c¢) Comparacion de
los individuos alimentados con Tubifex por 60 y 240 dias, con individuos recién

capturados (N=71, Tabla 4).
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Resultados
Desarrollo embrionario

Los huevos de O. hatcheri son de color verde oliva, transparentes, con varias
gotas oleosas amarillentas también transparentes. Conforme avanza el desarrollo, las
gotas oleosas disminuyen en nimero y aumentan en tamafio hasta que 73 horas después
de la fecundacion se encuentra una sola gota oleosa por debajo de la cabeza del
embrion. La formacion y aparicién de las estructuras embrionarias fueron las esperadas
y descriptas por Yamagami (1988) y Kunz (2004) para los peces teledsteos. Es
interesante notar que no hubo diferencias en la aparicion de estructuras entre las
diferentes temperaturas, pero si se vio un leve retraso en los huevos incubados a 11°C
en relacion con las UTA. Los huevos provenientes del lago Morenito incubados a 17°C
requirieron menos UTA para comenzar a eclosionar que los huevos incubados a la
misma temperatura del lago Pellegrini. En los huevos incubados a 11°C se vio lo

contrario.

Diferencias morfolGgicas en embriones recién eclosionados

Distintos DDF y DE, incubados a 18°C y provenientes de la misma pareja

(N=71, DDFDE en Tabla 2): el AD mostré una funcién discriminante significativa

(FD), que clasifico correctamente el 88,7% de los casos y explica el 82,4% de la
variacion (FD1, N= 71, Wilks” lambda= 0,285; P< 0,001). Las grillas de deformacién
muestran como la cabeza del embridn se encuentra inicialmente curvada sobre el saco
vitelino luego se levanta dorsalmente y endereza sobre si misma (Fig. 6).

Diferencias entre parejas con igual DDF vy temperatura de incubacién vy distintos

DE (PDE en Tabla 2): el AD entre estas parejas mostré una FD (FD1, N= 49, Wilks”

lambda= 0,239; P< 0,001) que clasifico correctamente el 100% de los casos y explicé el

100% de la variacion.
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Diferencias entre parejas con igual DE y temperatura de incubacién, con

distintos DDF (PDDF en Tabla 2): el AD no encontrd FD significativas (FD1, N= 39,

Wilks™ lambda= 0,405; P=0,051).

Efectos combinados: considerando la combinacion de distintas parejas,
temperaturas de incubacion y DDF, con el mismo dia de eclosion (TPDDF en Tabla 2)
el AD produjo una FD significativa que clasifico correctamente el 97,5% de los casos y
explico el 100% de la variacion (FD1, N= 40, Wilks” lambda= 0,249; P< 0,001). En el
segundo DE el AD, mostr6 una FD significativa que clasifico correctamente el 92,2%
de los casos y explico el 100% de la variacion (FD1, N= 64, Wilks" lambda= 0,344; P<
0,001). Las grillas de deformacion para ambas comparaciones mostraron que los
individuos incubados a 18°C tenian la cabeza curvada sobre el saco vitelino a diferencia
de los individuos incubados a 13°C (Fig. 7).

Variaciones morfolégicas entre hijos de una misma pareja v distintos DE a 18°C:

los primeros dos RWs explicaron el 77,98% de la variacion morfologica (N=71;
RW1=60,58% y RW2=17,39%). Las grillas de deformacién (Fig. 8) indican que la
variacion esta relacionada con la curvatura del embridn sobre el saco vitelino (RW1).
Sobre el RW2 también se observa que la variacion esta relacionada con la curvatura del
embridn, aunque en este caso menos evidente. EI AD entre dias de eclosion (3) mostro6
una FD significativa la cual clasifico correctamente el 88,7% de los casos y esta
clasificacion explicd el 82,4% de la variacion. Al graficar la funcion discriminante 1
(FD1, Wilks™ lambda= 0,285; P< 0,001) con el largo estandar se observa una buena
separacion entre los tres grupos de individuos (Fig. 9). En las grillas de deformacion
medias de cada grupo se ve como los embriones recién eclosionados estan curvados
sobre el saco y en los dias posteriores se ve un enderezamiento, los individuos

eclosionados el tercer dia no presentan curvatura.
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Relacién de la forma con talla, pareja, temperatura de incubaciéon, DE, DDF y

UTA: Los dos primeros RWs explican el 75,29% de la variacion (N= 128; RW1=
61,07% y RW2= 14,22%). Al observar las grillas de deformacion (Fig. 10) se ve que las
variaciones morfoldgicas muestran cambios relacionados con el grado de curvatura del
embrion libre sobre el saco vitelino. Los dos primeros RWs poseen relacion lineal
significativa con las UTA (RW1; Regresion, F= 12,928; N= 128, P< 0,001 y RW2;
Regresion, F= 14,867; N= 128, P< 0,001) (Fig. 11 y 12). No existe relacion
significativa entre los RWs y la talla de los individuos (Fig. 13). EI ANCOVA para los
RWs, entre parejas con UTA como covariable, mostr6 relacion significativa del RW2

con la pareja parental (Regresion, F=12,258; N= 128, P< 0,001).

Medidas lineales en vista dorsal: El andlisis discriminante entre dias de eclosion

para individuos incubados a 18°C, mostr6 una funcidn discriminante significativa con el
54,7% de los casos correctamente clasificados, que explica el 98,4% de la variacion
(FD1, Wilks” lambda= 0,598; P< 0,001) e incluye el largo y ancho del saco vitelino. La
primera funcion separa los huevos eclosionados el primer dia de los eclosionados el
segundo y tercero respectivamente. Los embriones libres eclosionados el primer dia

poseen sacos Vvitelinos més cortos y anchos que el resto (Fig. 14).

Variacion morfoldgica cefalica en juveniles, experimentos de alimentacion

Individuos recién capturados: Los dos primeros RWs explicaron el 52,21% de la

variacion morfologica (N=22; RW1=32,63% y RW2=19,58%). En las grillas de
deformacion (Fig. 15) para el primer RW los individuos presentaron cabeza larga,
premaxilar y dentario largos y ojo levemente ventral en el extremo negativo y en el
extremo positivo se situan los individuos con cabeza corta y premaxilar y dentario

cortos. Sobre el RW2 se observaron individuos con cabeza larga, premaxilar y dentario

34



largos, ojo grande en posicion antero-ventral en el extremo negativo y en el otro

extremo se colocaron los individuos con premaxilar y dentario cortos y 0jo pequefio.

Comparacién entre individuos alimentados con zooplancton y Tubifex por un

periodo de 60 dias e individuos recién capturados: Los dos primeros RWSs explican el

41,74% de la variacion morfologica (N=64; RW1=22,9% y RW2=18,84%). Sobre el
RW1 las grillas de deformacion (Fig. 16) cambian de individuos con cabeza larga,
hocico largo y respingado, a individuos de cabeza corta con los landmarks anteriores en
posicion postero-ventral. Sobre el RW2 se sitdan los individuos con cabeza larga y baja,
ojo grande y premaxilar largo en el extremo negativo, mientras que en el positivo se
posicionan los individuos con cabeza corta y alta, ojo pequefio, y un marcado
prognatismo del premaxilar. EI AD segun el tipo de alimento consumido (3 grupos,
N=64) produjo 2 FDs significativas, clasificd correctamente el 98,4% de los casos y esta
clasificacion explico el 100% de la variacién, (FD1, Wilks” lambda= 0,062; P< 0,001 y
FD2, Wilks” lambda= 0,339; P< 0,001). Al graficar la FD1 versus la talla muestra que
las tallas de los diferentes grupos estan solapadas (Fig. 17 y 18). Las grillas de
deformacidn indicaron, al comparar los individuos alimentados con zooplancton con los
recién capturados, que los primeros poseen el premaxilar y el dentario en una posicion
mas dorsal (boca més dorsal) y el istmo en posicion mas anterior. Al comparar los
individuos alimentados con Tubifex sp. con los recién capturados, observamos que los
primeros poseen 0jos mas grandes en posicion posterior, porcion anterior del premaxilar
mas ancha, boca mas ventral, istmo en posicion mas anterior y la base de la aleta

pectoral en posicion mas posterior.

Comparacién de individuos alimentados con Tubifex por 60 y 240 dias con

individuos recien capturados: Los dos primeros RWs explican el 46,43% de la variacion

morfologica (N=71; RW1=29,53% y RW2=16,89%). Sobre el RW1 las grillas de
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deformacion (Fig. 19) muestran individuos de cabeza corta, ojo elevado, premaxilar y
dentario levemente pequefios y elevados. En el otro extremo se posicionan individuos
con cabeza larga, premaxilar y dentario largos y prognatismo del premaxilar. Sobre el
RW?2 se sitdan los individuos con cabeza corta, ojo grande, dentario largo, el extremo
anterior del premaxilar ancho y alineado con el extremo anterior del dentario. En el otro
extremo se ve individuos con cabeza larga, ojo pequefio, dentario corto y prognatismo
del premaxilar. EI AD segun el tiempo de alimentacion con Tubifex clasificd
correctamente el 94,4% de los casos y esta clasificacion explico el 100% de la
variacion, (FD1, Wilks™ lambda= 0,083; P< 0,001 y FD2, Wilks" lambda= 0,339; P<
0,001). La primer FD permiti6 separar los individuos recién capturados de los restantes,
y la segunda FD permitié separar los individuos alimentados durante 60 dias de los
alimentados durante 240 dias (Fig. 20 y 21). Las variaciones morfoldgicas a lo largo del
tiempo mostraron un incremento en el tamafio del ojo, una marcada elongacion del
premaxilar y la mandibula inferior y desplazamientos del istmo hacia posiciones méas

dorsales y anteriores.
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Tabla 1: Definicion de cada punto homologo (landmarks), digitalizado en las imagenes
de cada embrion libre recién eclosionado. Numero de identificacion de cada uno, Figura

2.

N° punto | Definicion

1 Extremo anterior del premaxilar

2 Extremo anterior del dentario

3 Ano

4 Perfil dorsal del cuerpo a la altura del punto posterior
del opérculo

5 Angulo del primer arco branquial, entre el epibranquial

y el ceratobranquial
6, 7,8y 9 | Bordes dorsal, ventral, anterior y posterior del o0jo
10 Limite entre el diencéfalo y el telencéfalo

Tabla 2: Datos obtenidos de los embriones libres recién eclosionados provenientes de
Carrilafquen. T: Temperatura de incubacion en °C; P: Parejas; DDF: dias después de la
fecundacién; DE: dias después de la eclosién; N: numero de individuos. Las
comparaciones que pudieron ser realizadas incluyen los efectos combinados de T, P,

DDF y DE, indicandose los parametros en los que difirieron.

T P | DDF DE N Comparaciones
13 |1 1
22 2 33 PDE TPDDF
3
2 22 1 16 PDE TPDDF
2
3
18 3 15 1 24 DDFDE TPDDF
16 2 31 DDFDE PDDF TPDDF
17 3 16 DDFDE
4 1
18 2 8 PDDF
3
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Tabla 3: Definicién de cada punto homologo, digitalizado en las iméagenes de todos los

individuos juveniles, Figuras 4 y 5.

N° punto Definicion

1 Extremo antero-superior del premaxilar

2 Extremo antero-inferior del premaxilar

3 Extremo anterior del dentario

4 Extremo posterior del premaxilar

5 Extremo posterior del maxilar

6 Contacto ventral entre el inter-opérculo y el sub-opérculo
7 Borde superior base de la aleta pectoral

8,9,10y 11 | Bordes del ojo (superior- inferior y antero-posterior)

Tabla 4. Comparaciones realizadas con juveniles de O. hatcheri, indicando: longitud
estandar (talla media y rango en mm), tipos de alimentos ofrecidos y tiempo de
experimentacion medido en dias. Se

indican analisis (relative warps, RW),

comparaciones realizadas (analisis discriminante, AD) y numero de individuos (N).

Tallamediay | Alimentacion | Tiempo Anadlisis y
rango (mm) (dias) comparaciones (N)
RW (22) | AD (64) | AD (71)
49 (32-75) Natural 0 (22) (22) (22)
47 (40-63) Zooplancton 60 (13)
46 (32-66) Tubifex sp. 60 (29) (31)
56 (36-84) Tubifex sp. 240 (18)
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Figura 2: Imagen de un embrion libre recién eclosionado de O. hatcheri en circulos
verdes se muestran los puntos homdlogos digitalizados para la realizacién del AMG
(ver definicion de los puntos homdlogos en Tabla 1). La barra vertical blanca= 1mm.

Los puntos homélogos estan definidos en la Tabla 1.
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Figura 3: Imagen de de un embrién libre recién eclosionado de O. hatcheri, en lineas
verdes se muestran las distintas medidas lineales tomadas. AB ancho de la boca, LC
largo de la cabeza, DO diametro del ojo, LV largo del saco vitelino, AV ancho del saco

vitelino. Barra negra= 1mm.
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Figura 4. Imagen en detalle cefalico de un ejemplar juvenil silvestre de O. hatcheri,
capturado en el lago Carrilafquen. Circulos amarillos, sefialan los puntos homologos
digitalizados en los AMG (ver definicion de los puntos homdlogos en Tabla 3). Se

muestra regla milimetrada.

Figura 5: Imagen radiografica tomada con un mamdgrafo, en detalle cefalico de un
ejemplar silvestre de O. hatcheri proveniente del lago Carrilafquen, en circulos
amarillos se detallan los puntos homdlogos utilizados (ver definicion de los puntos

homologos en Tabla 3), se pueden observar las relaciones esqueléticas.
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Figura 6: Grillas de deformacion para embriones libres recién eclosionados de O.
hatcheri con diferentes dias después de la fecundacion (15, 16 y 17), incubados a la
misma temperatura (18°C): a) un dia de eclosion, b) dos dias de eclosion y c) tres dias

de eclosion (ver las comparaciones en Tabla 2).
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Figura 7: Grillas de deformacion para embriones libres recién eclosionados de O.
hatcheri provenientes de dos parejas e incubados a distinta temperatura, ambos

embriones libres tienen un dia de eclosién (ver las comparaciones en Tabla 2).
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Figura 8: Grafica del primer y segundo relative warps para la comparacion entre
hermanos segun los distintos dias después de la eclosion, en los extremos de cada eje se

muestran las grillas de deformacion correspondientes.
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Figura 9: a) Primera funcion discriminante versus el largo estandar, segun los dias de

eclosion dentro de una misma pareja. Grillas de deformacion de individuos

eclosionados: el tercer dia (b, cuadrados), el segundo dia (c, triangulos) y primer dia,

(d, circulos).
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1

Figura 10: Grafico representativo de los dos primeros descriptivos de la forma para el
analisis de todos los individuos recién eclosionados (todos las condiciones de
incubacion) en los extremos de cada eje se muestra las respectivas grillas de

deformacion.
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Figura 11: Se muestra el primer relative warp versus las unidades térmicas acumuladas.
En circulos y cuadrados se indican los individuos. En mofios y tridngulos, los individuos

incubados a 13°C. Cada forma indica una muestra de hermanos distinta.

46



1,00E13+

5,00E12+

X 0,00E0

-5,00E12+

o

-1,00E13—— T T T T T T
270,00 280,00 290,00 300,00 310,00 320,00 330,00

UTA

Figura 12: Se muestra el segundo relative warp versus las unidades térmicas
acumuladas. En circulos y cuadrados se indican los individuos. En mofios y triangulos,

los individuos incubados a 13°C. Cada forma indica una muestra de hermanos distinta.
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Figura 13: Se muestra el primer relative warp versus el largo estdndar en mm. Circulos

y cuadrados se indican los individuos incubados a 18°C. En mofios y triangulos, los

individuos incubados a 13°C. Cada forma indica una muestra de hermanos distinta.
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Figura 14: Gréafico de cajas, para medidas lineales de embriones libres recién
eclosionados de O. hatcheri incubados a 18°C: a) funcion discriminante 1 b) residual del

largo del saco vitelino y c) residual del ancho del saco vitelino versus los dias de

eclosién.
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Figura 15: Grafico representativo de los dos primeros descriptivos de la forma para el

analisis de los individuos de O. hatcheri recién capturados en la laguna Carrilafquen, en

los extremos de cada eje se muestra las respectivas grillas de deformacién.
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Figura 16: Grafico representativo de los dos primeros descriptivos de la forma (relative
warps) para el analisis de los individuos juveniles de O. hatcheri recién capturados y los

alimentados con zooplancton y Tubifex por un periodo de 60 dias. En los extremos de

cada eje se muestra las respectivas grillas de deformacion.
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Funcion Discriminante 1

Figura 17: a) primera funcion discriminante versus segunda funcion discriminante.

Cruz, media de cada grupo. Circulos, individuos alimentados con zooplancton.

Triangulo, individuos alimentados con Tubifex. Cuadrados, individuos recién

capturados. b), ¢) y d) grillas de deformacién para la media de cada grupo segun su

alimento: zooplancton, Tubifex y recién capturados respectivamente.
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Figura 18: Primera funcién discriminante versus el largo estandar. Se compara los
individuos alimentados por 60 dias con dos monodietas con los individuos silvestres.
Circulos, individuos alimentados con zooplancton. Triangulos, individuos alimentados

con Tubifex. Cuadrados, individuos recién capturados.
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Figura 19: Grafico representativo de los dos primeros descriptivos de la forma (relative
warps) para el analisis de los individuos juveniles de O. hatcheri recién capturados y los
alimentados con Tubifex por un periodo de 60 y 240 dias. En los extremos de cada eje

se muestra las respectivas grillas de deformacion.

54



4,00000 s
- G o
B )
(] O =

2000004 O 0O g
@
- o
g m< %
£ O
E v >
5 <& <
& 0,00000
c
2 50 R o Y
g &
2 A an A

-2,00000 Aa f &

A A<>
A
-4,00000

Figura 20: Primera funcion discriminante versus la longitud estandar. Los individuos
recién capturados se muestran en cuadrados. Los individuos alimentados con Tubifex
por 60 dias se muestran en tridngulos. Los individuos alimentados con Tubifex por 240

dias se muestran en rombos.
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Figura 21: a) Primera funcion discriminante versus la segunda funcién discriminante.

Grillas de deformacién representando la forma consenso de cada grupo individuos

recién capturados (b, cuadrados), individuos alimentados con Tubifex por 60 dias (c,

triangulos) y los individuos alimentados con Tubifex por 240 dias (d, rombos).
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Capitulo 2: Juveniles y Adultos de Odontesthes hatcheri

Materiales y Métodos

Morfologia cefalica en juveniles y adultos

Se capturaron individuos adultos de O. hatcheri y O. bonariensis en 8 lagos, 3
embalses y un rio en las provincias Pampeana, Andino-Cuyana y Patagdnica (Lopez et
al. 2008) entre 2006 y 2008. Los individuos fueron capturados con cafia de pesca en la
laguna San Lorenzo, area de distribucion original de O. bonariensis y con redes
agalleras y de arrastre de costa en los lagos Carrilafquen, Morenito, Pellegrini, Rosario,
Muster, Rivadavia, Buenos Aires, en los embalses Carrizal, Ullum y Florentino
Ameghino y en el rio Chubut, todos estos sitios pertenecientes a la distribucién original

de O. hatcheri (Marrero Galindez 1950, Tabla 5).

Todos los individuos (N= 415) fueron anestesiados y sacrificados con una
solucion de benzocaina (1:10000). Posteriormente se tomaron imagenes digitales del
flanco izquierdo con detalle en la region cefélica. La camara fotogréfica (Nikon D70),
fue colocada en un estativo para minimizar el error de paralaje. Los especimenes fueron
identificados mediante clave taxonémica Dyer (2006), posteriormente confirmado con
analisis de ADN mitocondrial por Conte-Grand (2012). EIl lago Pellegrini fue la Unica
localidad donde se registraron individuos con caracteristicas morfologicas intermedias
(Conte-Grand et al. 2008). Estos individuos, que al poseer caracteres intermedios fueron
tratados como un grupo separado, muestran numero de lineas de escamas dorsales
tipicas de O. hatcheri y posicion de la primera aleta dorsal como se esperaria encontrar
en los individuos de O. bonariensis. El analisis de ADN mitocondrial de estos presuntos

hibridos correspondié a O. hatcheri (Conte-Grand 2012). Es importante resaltar que
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todos los ejemplares utilizados en este capitulo, pertenecen a una sub muestra de los

individuos analizados en Conte-Grand (2012).

Con las imégenes se realiz6 andlisis de morfometria geométrica (AMG)
utilizando 11 puntos homologos (landmarks, Bookstein 1991) (Tabla 6, Fig. 22). La
base de datos fue analizada en primer lugar para estudiar la morfologia de ambas
especies. Se exploro la relaciéon con los parametros ambientales fisicos y quimicos en

cada sitio.

Se realiz6 andlisis discriminantes (AD) con el programa SPSS 15, utilizando
para ello los Partial Warps (PW) con la componente uniforme y no uniforme. Se probo
las diferencias entre las especies, los presuntos hibridos y entre localidades en cada

especie.

Para evaluar los efectos de talla, dentro de cada especie, se realizaron
regresiones entre las funciones discriminantes (FD) significativas provistas por el AD y
el largo estandar (LE). El grado de la regresién polinomial se evalué con el R? y la

significancia de los coeficientes del polinomio.

Asumiendo que la morfologia puede dar indicios de introgresion genica (Crespin
& Berrebi 1999; Valentin et al. 2002), se intent6 cuantificar y/o visualizar qué parte del
area de distribucion original de O. hatcheri ha sido convertida en una zona hibrida. Para
ello, fueron obtenidos los grupos predictivos de cada especie, mediante el AD para los
individuos identificados segun la clave taxondmica propuesta por Dyer (2006) y se

obtuvo el porcentaje de individuos mal clasificados para cada sitio.

La bibliografia indica que tres pisciculturas estatales (Estacion Hidrobioldgica
de Chascomus, Estacion de Piscicultura de Embalse y Piscicultura Rio Limay)

participaron desde 1930 de los programas de siembra de “pejerrey patagoénico” y
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“bonaerense” a lo largo de las provincias ictiogeograficas Andino-Cuyana y Patagonica
(Gonzélez Regalado & Mastrarrigo 1954; Amalfi 2009). La hipdtesis de que el
porcentaje de individuos mal clasificados evidencia introgresion génica, fue probada
correlacionando el porcentaje de individuos mal clasificados en cada especie con la
distancia euclidea desde cada una de las tres pisciculturas a cada sitio muestreado,
asumiendo que es muy probable que los programas de siembra hayan sido mas exitosos

en las localidades mas cercanas a las pisciculturas.

Para contrastar la morfometria con la clasificacion taxonémica, la base de datos
correspondiente a los puntos homdélogos fue separada por sitios de origen y fue
investigada con AMG. Se extrajeron de cada poblacion los Relative Warps (RW) y las
coordenadas consenso realizando con éstas un analisis de agrupamiento (Cluster
Analysis), utilizando la distancia euclidea cuadrada y el centroide como criterio de

centralidad.

Los AMG intra-especificos entre poblaciones y analisis intra-poblacionales
dentro de los lagos con mayor numero de individuos (Carrrilafquen y Morenito), para

ello se utilizaron los mismos puntos homélogos que en las comparaciones anteriores.

Para testear diferencias de formas entre los individuos de cada sitio muestreado,
se utilizd6 AD con la matriz de forma proveniente del AMG. En todos los casos, para
describir la variacion de forma en los dos primeros RWs, fueron analizadas las grillas de
deformacion visualizando tanto las grillas como los vectores de direccionamiento de
cambio, esto se realizo recorriendo todo el eje de izquierda a derecha (RW1) y de abajo

hacia arriba (RW2).

La informacién de las caracteristicas ambientales fue extraida de la literatura

(Tabla 7) y del Servicio Meteorologico Nacional (http://www.smn.gov.ar/). Se

utilizaron 12 variables ambientales para estudiar y establecer las interrelaciones de la
60
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forma cefalica con las caracteristicas ambientales propias de cada sitio estudiado. Por
otro lado, se extrajo la imagen de cada lago mediante Google Earth

(http://www.earth.google.com/) y fue procesada con Image Pro Plus, obteniendo el

desarrollo de linea de costa (DL=perimetro.[2.(w.area)"*]™

, Wetzel 1981) y la relacion
perimetro . 4rea™ (RPA). RPA y DL muestran el desarrollo de la zona litoral, la entrada
de nutrientes, abundancia de macrofitas y la disponibilidad de zona de refugio (Aigo et
al. 2008). Los valores faltantes fueron reemplazados por las medias. La significancia de

estas relaciones se corrigié con el criterio de Bonferroni.

Efectos de la condicion de cria en O. bonariensis

Se trabajé con individuos pertenecientes al lote Kanagawa. Estos individuos
provienen de la Estacidén experimental Kanagawa (Japén), fueron repatriados al 11B-
INTECH (Chascomus, Argentina) y criados por varias generaciones. Los lotes a 'y b son
progenie de éstos, nacidos en noviembre de 2005 y criados bajo distintas condiciones de

cultivo, en las instalaciones del INTECH (Chascomds).
Se trabajo con tres lotes de individuos:

a) Criados en jaula, en la laguna Chascomus. Durante el primer afio de vida se
alimentaron con zooplancton de la laguna. El segundo afio, fueron criados en tanques

circulares en las instalaciones del INTECH y alimentados solo con alimento balanceado.

b) Criados en tanque circular y alimentados con balanceado exclusivamente

durante dos afios.

¢) Criados en tanque circular durante 6 afios y alimentados con alimento

balanceado exclusivamente.

Estos lotes fueron comparados con los individuos capturados en la laguna San
Lorenzo para estudiar las posibles variaciones morfoldgicas causadas por las distintas
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condiciones de cultivo, tanto por el tipo de alimento (vivo o balanceado) como por el

recinto de cria (circular o jaula).

Los individuos fueron anestesiados, en un bafio de agua con hielo vy
fotografiados en su flanco izquierdo, con detalle cefalico. La cAmara fotografica (Nikon
D70), fue colocada en un estativo para evitar error de paralaje. Todas las imagenes,
fueron analizadas con AMG, se tomaron 11 puntos homdlogos (Tabla 6) (Landmarks,
Bookstein 1991), en la region cefélica. Los puntos digitalizados fueron los mismos
utilizados en el anterior apartado. Se realizaron 2 comparaciones; entre lotes a, b y

silvestres y entre lotes b, c y silvestres.
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Resultados

Diferencias inter-especificas

Los dos primeros RWs del Analisis de Morfometria Geométrica (AMG)
explican el 48% de la variacion (N= 415, RW1 31,68 % y RW2 16,15 %, Fig. 23 a). Las
grillas de deformacion dan como resultado en el RW1 (Fig. 24) individuos con maxilar
y premaxilar largo, 0jo pequefio en posicion anterior, cabeza alta y corta y prognatismo
del dentario en el extremo negativo. En el otro extremo encontramos individuos con
maxilar y premaxilar corto, ojo grande, cabeza larga y prognatismo del premaxilar. En
el RW2 encontramos individuos con cabeza corta y prognatismo del premaxilar en el
extremo negativo y en el extremo positivo encontramos individuos con cabeza larga y

prognatismo del dentario.

El AD (N= 415) da como resultado un 83,6 % de casos correctamente
clasificados y esta clasificacion explico el 100% de la variacion. La primera funcién
discriminante (FD1, Wilks” lambda= 0,353; P< 0,001) separd las dos especies y la FD2
(Wilks™ lambda= 0,917; P< 0,006) separ6 los individuos con caracteres intermedios de
los individuos de ambas especies O. hatcheri (Fig. 23 b). A pesar de la buena
discriminacion entre los grupos taxonomicos, el grafico de sunflowers, este grafico
muestra los individuos que fueron nombrados como una especie y el analisis
discriminante los reconocié como otra distinta (Fig. 25) muestra que en ambas especies
hay un gran nimero de individuos considerados en otra categoria por el AD, mostrando
cada sitio diferente proporcion de casos correctamente clasificados (Tabla 5).
Particularmente, el nimero de individuos de O. hatcheri mal clasificados segun el AD
(Fig. 26 a) mostro una relacion significativa y negativa con la distancia euclidea a la

Piscicultura Rio Limay (Pearson r=-0,674; N=10, P< 0,032) y a la Estacion de
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Piscicultura de Embalse (Pearson r=-0,722; N=10, P< 0,018) y un resultado marginal
con la Estacion Hidrobioldgica de Chascomus, (Pearson r=-0,627; N=10, P< 0,052).
Asimismo, el nimero de individuos de O. bonariensis mal clasificados (Fig. 26 b)
mostro solo un resultado marginal con la distancia euclidea a la Piscicultura Rio Limay

(Pearson r=-0,867; N=5, P< 0,057).

Al considerar el dendrograma basado en el anélisis de agrupamientos aplicado a
la forma consenso de cada sitio de muestreo, puede observarse que O. hatcheri y O.
bonariensis formaron dos grupos separados. Sin embargo, dentro de O. bonariensis,
estan situados todos los individuos capturados en el lago Pellegrini. Este es el sitio,
donde al clasificar los individuos por clave taxonémica (Dyer 2006) se observan ambas
especies e individuos con caracteres intermedios. Dentro de las poblaciones de O.
hatcheri, los individuos capturados en el lago Rosario se ubicaron separados del resto
de las poblaciones. Por fuera de ambas especies se ubicaron los individuos capturados

en el lago Buenos Aires (Fig. 27).

Variacion morfoldgica intra-especifica de O. bonariensis

Los dos primeros RW, correspondientes a 3 lagos y dos embalses, explicaron el
54% de la variacion (N= 106). Al observar las grillas de deformacion (Fig. 28) se sitdan
los individuos con maxilar y premaxilar largos, ojo pequefio, cabeza corta y
prognatismo del dentario en el extremo negativo del RW1. En el otro extremo se
encuentran los individuos con maxilar y premaxilar cortos, ojo grande, cabeza larga,
porcion anterior del premaxilar engrosada y un leve prognatismo del dentario. En el
RW?2 se observan individuos con maxilar y premaxilar cortos, cabeza corta y ojo
adelantado en el extremo negativo. En el otro extremo se sitlan individuos con maxilar

y premaxilar largos, cabeza larga y ojo atrasado.
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El RW1 mostr6 dependencia significativa con la temperatura media del aire en

verano (TMAYV) (Regresion t=7,637; N=5, P<0,024; Fig. 29).

El AD entre los cinco sitios de muestreo produjo tres FDs significativas, que
clasificaron correctamente el 89,6% de los casos y explicaron el 97,2% de la variacion.
Ademas, la FD1 (Wilks” lambda= 0,022; P< 0,001) mostré una relacion significativa
con el LE (Pearson r= 0,874; N= 106, P< 0,01), no pudiéndose diferenciar claramente
cada poblacion. Las FD2 y FD3 permitieron diferenciar por un lado los embalses Ullum
y Carrizal y el lago San Lorenzo y por otro el grupo formado por los individuos del los

lagos Pellegrini y Urre Lauquen (Fig. 30).
Variacion morfoldgica intra-especifica de O. hatcheri

Los dos primeros RW explicaron el 49% de la variacion (N= 302). Las grillas de
deformacion (Fig. 31y 32) mostraron individuos con maxilar y premaxilar largos, ojo
pequefio y cabeza corta en el extremo negativo del RW1. En el otro extremo se
encuentran individuos con maxilar y premaxilar cortos, ojo grande, cabeza larga y
prognatismo del premaxilar. Sobre el RW2 se sitdan individuos con ojo anterior, cabeza
corta y prognatismo del premaxilar en el extremo negativo. En el otro extremo se

observan individuos con ojo pequefio (Fig. 31).

En cuanto al efecto de la talla (Largo estandar (LE)), se ve una significativa
relacion entre el RW1 y el LE (Fig.ura 33). Los individuos pequefios (10cm LE) poseen
maxilar y premaxilar cortos, cabeza larga y prognatismo del dentario; los individuos de
tamafo medio (25cm LE) poseen maxilar y premaxilar largos, cabeza pequefia y un leve
prognatismo del dentario y los individuos de mayor talla (40cm LE) poseen maxilar y

premaxilar largos, ojo pequefio y cabeza corta.
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Al analizar las regresiones con las variables ambientales encontramos que el
RW1 mostré dependencia con 3 de ellas, la profundidad media (Regresion, N= 10, t=
13,829; P< 0,014; Fig. 34), el contenido de clorofila a (Regresioén, t=10,117; N= 10, P<

0,014) y la TMAYV (Regresion, t= -4,724; N= 10, P< 0,042).

El AD entre los 10 sitios (8 lagos, un rio y un embalse) produjo 8 FDs
significativas que clasificaron correctamente el 73,5% de los casos y explicaron el
99,1% de la variacion. La variacion morfoldgica tuvo relacion con el tamafio de los
individuos en las dos primeras FDs. La FD1 (Wilks™ lambda=0,023; P< 0,001) y la FD2
(Wilks” lambda=0,077; P< 0,001) mostraron relacion significativa con el LE (Pearson
r=0,594; N= 302, P< 0,01 y Pearson r=-0,569; N= 302, P< 0,01; respectivamente). A
pesar del efecto talla, las FD1 y FD2 mostraron diferencias para la forma del cuerpo de
la poblacion del lago Buenos Aires y ligeras diferencias para los lagos Morenito,

Pellegrini y para el embalse Florentino Ameghino (Fig. 35).
Variacion morfoldgica intra-lacustre de O. hatcheri

En el lago Morenito, los dos primeros RWs explican el 63,59% de la variacion
(N=42; RW1= 49,77% y RW2= 13,82%). Al observar las grillas de deformacion (Fig.
36) en el RW1, se sittan individuos con maxilar y premaxilar largos, ojo pequefio,
cabeza corta y prognatismo del dentario en el extremo negativo. En el extremo positivo
se encuentran individuos con maxilar y premaxilar cortos, ojo grande y cabeza larga.
Sobre el RW?2 se situan individuos con maxilar y premaxilar largos, 0jo en posicion
anterior y cabeza corta en el extremo negativo. En el otro extremo se observan

individuos con maxilar y premaxilar cortos y prognatismo del premaxilar.

En el lago Carrilafquen, los dos primeros RWs explicaron el 42,82% de la
variacion (N= 58; RW1= 23,15% y RW2= 19,67%). Al observar las grillas de

deformacion (Fig. 37) sobre el RW1 se sitdan individuos con maxilar y premaxilar
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cortos, 0jo en posicion posterior y cabeza larga en el extremo negativo. En el otro
extremo se encuentran individuos con maxilar y premaxilar largos, 0jo en posicion
anterior y cabeza alta. Sobre el RW2 se observan individuos con ojo grande en el

extremo negativo y en el otro extremo los individuos con 0jo pequefio.

Considerando ambos lagos dentro de un mismo AMG, existe una relacion
negativa del RW1 con la talla para los individuos del lago Morenito (Regresion, N= 41,
F=12,428; P< 0,001) y una relacion positiva para los individuos del lago Carrilafquen

(Regresién, F=51,095; N=57, P< 0,001).
Condicién de Cria en O. bonariensis

Comparacién de individuos criados por dos afios (lotes a y b) con silvestres: Los

dos primeros RWs explican un 66,11% de la variacion (N= 66; RW1=40% vy
RW2=26,11%). Al observar las grillas de deformacién (Fig. 38), en el RW1 se sitlan
individuos con cabeza corta, premaxilar ancho y corto y el contacto ventral entre el sub-
opérculo y el inter-opérculo atrasado. En el otro extremo encontramos individuos con
cabeza larga y premaxilar largo. Sobre el RW2 se observa individuos con cabeza larga,
ojo grande, premaxilar angosto y contacto entre el simpléctico y el preopérculo
adelantado. En el otro extremo se sitlan individuos con cabeza corta, 0jo pequefio y

prognatismo del premaxilar.

El AD produjo 2 FDs significativas que clasificaron correctamente el 98,5% de
los casos y explicaron el 100% de la variacion. La FD1 (Wilks” lambda=0,029; P<
0,001) mostro6 relacion negativa con la talla (Pearson r= -0,642; N= 66, P< 0,001) y
separd los tres grupos y la FD2 (Wilks” lambda=0,437; P< 0,001) separo los individuos

criados en jaula de los otros dos grupos (Fig. 39).
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Comparacién de individuos criados en tanques circulares por 2 y 6 afios con

silvestres: Los dos primeros RWs explicaron un 67,84% de la variacion (N= 84;
RW1=46,19% y RW2=21,65%). Al observar las grillas de deformacién (Fig. 40) en el
RW!1 se sitdan individuos con cabeza larga y alta y ojo grande. En el otro extremo se
encuentran individuos con cabeza corta, 0jo pequefio, premaxilar ancho y el extremo
antero ventral de éste sobrepasando el dentario. Sobre el RW2 se observan individuos
con cabeza larga pero con el contacto entre el simpléctico y el preopérculo adelantado,
0jo pequefio y elevado y el premaxilar ancho y largo. En el otro extremo se sitlan

individuos con cabeza corta, 0jo grande y premaxilar corto.

El AD produjo 2 FDs significativas que clasificaron correctamente el 97,6% de
los casos y explicaron el 100% de la variacion (FD1, Wilks™ lambda=0,014; P< 0,001 y
FD2, Wilks" lambda=0,271; P< 0,001). Se encontré relacion con la talla en ambas FDs
(Pearson r=0,911; N= 84, P< 0,001 y Pearson r=0,243; N= 84, P< 0,0261;
respectivamente). Ademas, la FD1 separ6 los individuos silvestres de los restantes y la

FD2 los individuos de 2 afios de los otros dos grupos (Fig. 41).
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Tabla 5: Se muestran las localidades muestreadas de norte a sur, identificando (por clave taxondmica) las especies capturadas y la talla en largo

estandar (cm) de los individuos utilizados. N: nimero total de individuos capturados en cada sitio. Entre corchetes se expresa el porcentaje de

individuos mal clasificados, segun el analisis discriminante.

Localidades muestreadas

Latitud/Longitud
(Sur/QOeste)

Especies (N) {% }

Largo estandar (media y
rango)

Embalse Ullum

31°28°/68°40°

O. bonariensis (22) {18.2}

8.9 (6.1-13.7)

Embalse El Carrizal

33°20°/68°43°

O. bonariensis (33) {6.1}

17.1(9.7-30. 9)

Lago San Lorenzo

36°05°/58°01°

O. bonariensis (40) {0.0}

20.1 (16.0-27.2)

Lago Urre Lauquen

38°05°/65°50°

O. bonariensis (4) {25.0}

12.0 (7.0-16.4)

Lago Pellegrini

38°41°/67°59°

O. bonariensis (7) {57.2}, O. hatcheri (32) ,{64.4}

ICI? (6)

26.0 (22.3-29.6)

Lago Morenito

41°03°/71°31°

O. hatcheri (42) {38.1}

26.7 (15.4-41.2)

Lago Carilafquen

41°12°/69°25°

O. hatcheri (58) {1.8}

19.2 (29.6-11.4)

Lago Rivadavia

42°30°/71°45°

O. hatcheri (26) {30.7}

7.1 (6.4-7.8)

Lago Rosario

43°15°/71°20°

O. hatcheri (25) {8.0}

28.0 (15.9-33.0)

Embalse Florentino
Ameghino

43°42°/66°29°

O. hatcheri (14) {28.5}

16.6 (13.1-24.4)

Rio Chubut (Los Altares)

43°51°/68°48’

O. hatcheri (14) {14.3}

9.4 (6.1-11.2)

Lago Musters

45°28°/69°10°

O. hatcheri (24) {12.5}

11.8 (6.0-22.9)

Lago Buenos Aires

46°29°/71°28’

O. hatcheri (36) {2.8}

17.8 (10.7-27.1)

Lago Pueyrredon

47°23°/71°55°

0. hatcheri (32) {6.2}

13.8 (9.2-39.0)

(1) HC: Individuos con caracteres intermedios.
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Tabla 6: Definicion de los puntos homologos utilizados en el analisis de la variacion

morfologica en adultos silvestres de Odonthesthes de la Figura 22.

N° punto

Definicion

Extremo anterior del dentario

Extremo antero-ventral del premaxilar

Extremo antero-dorsal del premaxilar

Extremo postero-inferior del premaxilar

Centro de la narina anterior

OO WIN|F

Extremo postero-inferior del dentario

7.8,9y 10

Bordes del ojo (antero-posterior y dorso-ventral)

Contacto ventral entre el inter-opérculo y el sub-
opérculo
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Tabla 7: Localidades muestreadas en orden de Norte a Sur. Variables ambientales Fisico-Quimicas. Desarrollo de linea de costa (DL).

Area | Perimetro | Profundidad | Altitud DL RPA | Temperatura | Temperatura | Temperatura | Conductividad | Clorophyll | tn:tp
(km?) | (km) (m) (ms.n.m) | (km) | (km™) | delairede | delaguade | mediadelaire | (uS.cm™) | a(mg.m?®
Captura (°C) | Captura (°C) | en verano (°C)
Ullum*> 32 49.56 40 768 023 | 155 22 550 0.93 1020
Carrizal *° 31.47 | 46 785.5 023 | 1.46 22 1670 4.79 925
San Lorenzo * 16 18.07 2.2 0.44 |1.13 21
Urre Lauquen >* | 95 29.03 7 219 0.05 |0.31 23 122100 7.6 2660
Pellegrini®*>® [ 112 |69 9 270 1.84 |0.62 22 22000 71.3
Morenito >’ 026 |2 5 758 1.38 | 9.58 11 13 78 7.09
Carrilafquen®®* | 6 11 2 825 1.25 | 1.85 5 17 894 23.7 0.28
Rivadavia*> 22 31 104 527 1.83 | 1.37 14 15 13 55 1.69 253
Rosario ¥ 14 21 25 650 1.56 | 1.45 13 76.6
Florentino 65 205 25 169 7.18 |[3.16 19 242 1.2 63.4
Ameguino®*?®
Chubut River 2 269 28 21 18 291 2.17
Muster >° 414 | 150 20 260 2.08 [0.36 14 17 440 14.07 65.9
Buenos Aires™® | 1870 | 504 463 214 329 [0.27 17 11 14 80
Pueyrredén® 326 | 211 155 329 |0.65 19.5 12 13 176 0.35
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1: Diaz et al. (2000), 2: Diaz & Pedrozo (1996), 3: Servicio Meteoroldgico Nacional (http://www.smn.gov.ar/), 4: IARH-INCYTH, 5: Quiros
(http://www.agro.uba.ar/users/quiros/), 6: Macchi et al. (1999), 7: Modenutti et al. (2000), 8: Amalfi (2009). Wetzel R (1981) Limnologia.

Barcelona, Omega, 679 p
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Figura 22: Imagen lateral izquierda, en detalle cefalico de O. hatcheri, individuo

proveniente de laguna Carrilafquen. Circulos verdes indican los puntos homdlogos, la

definicion de estos puntos esta en la Tabla 6.
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Figura 23: a) se muestra el primer relative warp versus el segundo del andlisis de
morfometria geométrica para todos los sitios muestreados dentro de la distribucion original
de O. hatcheri, se encuentran pintados de distinto color las dos especies encontradas. b)

primera funcion discriminante versus segunda funcién discriminante, se marcan con cruz
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los intervalos de confianza del 95% para los tres grupos. Triangulos grises O. bonariensis.

Circulos negros O. hatcheri. Cuadrados gris oscuro, individuos con caracteres intermedios.

o1 P

Figura 24: Grafico representativo de los dos primeros descriptivos de la forma (relative
warps) para el analisis inter-especifico de los individuos adultos capturados pertenecientes

a O. hatcheri, O. bonariensis y los individuos con caracteres intermedios. En los extremos

de cada eje se muestra las respectivas grillas de deformacion.
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Grupo Taxondmico

Figura 19: Grupo taxonémicos de pertenencia predichos por el Analisis Discriminante vs.
grupos taxondmicos correspondientes a la identificacién de cada individuo segun la clave
de Dyer (2006). 1) O. bonariensis, 2) O. hatcheri, 3) individuos con caracteres intermedios.

En este grafico cada radio representa 2 individuos.
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Figura 20: Sitios muestreados en los cuales se colectaron individuos de O. hatcheri: a) y O. bonariensis b) El tamafio de las esferas
representa el porcentaje de individuos mal clasificados obtenidos con el anélisis discriminante, para cada poblacion, 1) Piscicultura Rio

Limay, 2) Estacion de Piscicultura de Embalse y 3) Estacion Hidrobioldgica de Chascomds.

77



Pueyrredon _J
Rivadavia
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Muster
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L
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Figura 21: Analisis de agrupamiento. En gris claro se identifican las poblaciones de O.
hatcheri. En gris oscuro se identifican las poblaciones de O. bonariensis. La poblacién con
fondo blanco representa el Unico lago (Pellegrini) donde se encontraron ambas especies e

individuos con caracteres intermedios. Las distancias estan re-escaladas a un valor de 25.
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Figura 28: Grafico representativo de los dos primeros descriptivos de la forma (relative
warps) para el andlisis intra-especifico de los individuos adultos capturados pertenecientes
a O. bonariensis. En los extremos de cada eje se muestra las respectivas grillas de

deformacion.
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Figura 29: Relacidn entre el primer descriptivo de la forma y la Temperatura media del aire
de verano, en el analisis intra-especifico de los individuos adultos de O. bonariensis y las
variables ambientales. En circulos azules se identifica el embalse Carrizal, circulos verdes
Laguna San Lorenzo, circulos anaranjados Laguna Pellegrini, circulos violetas Embalse

Ullum y circulos rojos Laguna Urrelafquen.
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Figura 30: Analisis discriminante intra-especifico de O. bonariensis. Se muestra la primera
funcién discriminante versus el largo estandar a), segunda y tercera funcion discrimianate
b),las grillas de deformacion para la forma media de las poblaciones que estan sobre la

curva, Ullum, San Lorenzo y Pellegrini, en c), d) y e) respectivamente.
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Figura 31: Grillas de deformacion extraidas de la forma consenso para todos los individuos
muestreados en cada sitio. a) Lago Buenos Aires, b) Lago Morenito, ¢) Lago Pellegrini, d)
Lago Rosario, €) Embalse Florentino Ameghino, f), Rio Chubut, g) Lago Rivadavia, h)

Lago Muster, i) Lago Pueyrreddn y j) Lago Carrilafquen.
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Figura 32: Grafico representativo de los dos primeros descriptivos de la forma (relative
warps) para el analisis intra-especifico de los individuos adultos capturados en distintos
ambientes pertenecientes a O. hatcheri. En los extremos de cada eje se muestra las

respectivas grillas de deformacion.
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Figura 33: Efecto del tamafio en O. hatcheri. Largo estandar versus el primer relative

warps, con flechas se sefialan las grillas de deformacién para los individuos de 10, 25 y 40

cm, cada uno de ellos esta sobre la linea media, de regresion. En el eje de las x se marca

con paréntesis los rangos de tallas estudiados en los distintos trabajos citados.
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Figura 34: Relacién entre el primer descriptivo de la forma y la Profundidad del cuerpo de
agua, en el andlisis intra-especifico de los individuos adultos de O. hatcheri y las variables
ambientales. En circulos azules se identifica el Lago Buenos Aires, circulos verdes Laguna
Carrilafquen, circulos anaranjados Laguna Rosario, circulos violetas Lago Morenito,
circulos rojos Lago Pellegrini, circulos amarillos Lago Mdster, circulos celestes Lago

Rivadavia, circulos negros Embalse Florentino Ameghino.
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Figura 35: Se muestran los distintos discrimianates obtenidos al comparar los sitios de
muestreo donde se capturaron O. hatcheri a) Largo estandar versus la primera funcion
discriminante, b) Largo estandar versus la segunda funcién discriminante, c) tercera
funcién discriminante versus cuarta funcion discriminante y €) quinta funcion discriminante
versus sexta funcion discriminante de las poblaciones de O. hatcheri estudiadas. Se

observan las diferencias de la forma del cuerpo de la poblacion del lago Buenos Aires y
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ligeras diferencias para los lagos Morenito, Pellegrini y para el embalse Florentino

Ameghino.
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Figura 36: Grafico representativo de los dos primeros descriptivos de la forma (relative
warps) para el analisis intra-lacustre de los individuos adultos capturados en el Lago
Morenito O. hatcheri. En los extremos de cada eje se muestra las respectivas grillas de

deformacion.
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Figura 37: Grafico representativo de los dos primeros descriptivos de la forma (relative
warps) para el analisis intra-lacustre de los individuos adultos capturados en el Lago

Carrilafquen O. hatcheri. En los extremos de cada eje se muestra las respectivas grillas de

deformacion.
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Figura 38: Grafico representativo de los dos primeros descriptivos de la forma (relative
warps) para el andlisis de los individuos adultos criados en Chascomus y los silvestres
pertenecientes a la Laguna San Lorenzo, O. bonariensis. En los extremos de cada eje se

muestra las respectivas grillas de deformacion.
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Figura 39: O. bonariensis. Primera y segunda funcién discriminante comparando los
individuos criados en estanques circulares con los silvestres. Cuadrados: individuos de 2
afios, siempre alimentados con balanceado y criados en estanque circular. Estrellas:
individuos de 2 afos, el primer afio de vida fueron alimentados con zooplancton y criados
en jaula, el segundo afio de vida se alimentaron con balanceado y criados en tanque

circular. Circulos: individuos silvestres del Lago San Lorenzo.
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Figura 40: Grafico representativo de los dos primeros descriptivos de la forma (relative
warps) para el andlisis de los individuos adultos criados en Chascomus y los silvestres
pertenecientes a la Laguna San Lorenzo, O. bonariensis. En los extremos de cada eje se

muestra las respectivas grillas de deformacion.
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Figura 41: Primeras funciones discriminantes significativas en el analisis discriminante
realizado en individuos de O. bonariensis silvestres capturados en el Lago San Lorenzo,
individuos de dos afios alimentados con balanceado y criados en circular e individuos de 6
afios alimentados y criados en las mismas condiciones. Estrellas, cuadrados y circulos

respectivamente.
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Capitulo 3: Embriones y Larvas de Percichthys trucha

Materiales y Métodos

Descripcion del desarrollo embrionario y larval

Adultos de P. trucha fueron capturados en el lago Morenito en diciembre 2006 y
2007 (41°05°S, 71°30°0O, 758m.s.n.m.) y en Laguna Blanca (39°02’S, 70°21°0,
1230m.s.n.m.) en noviembre de 2007, con redes de enmalle (3 pafios de 15, 30, y 40mm
entre nudos). En Morenito se capturaron 48 individuos adultos y en Laguna Blanca 400, en
un programa de control de poblacién mediante pesca artesanal. Las redes fueron colocadas
paralelas a la costa en la zona litoral (Tabla 8). Todos los ejemplares reproductivos,
coincidieron con el morfotipo deep benthic de Ruzzante et al. (1998) también Ilamado
comUnmente como “perca de boca chica”, con una relacion media entre la longitud del
maxilar y el largo estandar de 0.073 (rango: 0,054 - 0,090). De estos individuos se
obtuvieron ovocitos y esperma por trabajo manual y huevos por fecundacion en seco
(Barnabé 1990). Con agua del lago, se hidrataron los huevos y se elimind el exceso de
esperma. Los distintos periodos ontogenéticos: embridn, embrién libre, larva y juvenil,
fueron definidos respectivamente, por la fecundacion, eclosion, primera alimentacién

externa y metamorfosis de acuerdo a Balon (1990).

Todos los huevos fueron trasladados en conservadora al CENSALBA. Los huevos
provenientes de Morenito 2006 se incubaron a dos temperaturas, 11°C y 18°C, +1°C. Estas
estan dentro del rango de temperaturas para un desarrollo normal (8 a 20°C, Fuster de Plaza
& Plaza 1955) y dentro del rango de temperaturas de preferencia encontradas para juveniles

de P. trucha 12,9 a 21,2°C (Aigo 2010). Las temperaturas solo fueron controladas durante
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el periodo de desarrollo embrionario (fecundacion-eclosion), posterior a ello los individuos
fueron mantenidos en acuarios a temperatura ambiente. Los huevos obtenidos de una
misma pareja procedentes de Morenito 2007 fueron incubados una a 15 y 19°C en 4
acuarios de 200 | y otra a 19°C en un acuario de 200 I. Los huevos provenientes de Laguna
Blanca 2007 fueron incubados a 10 y 19°C, separados en 6 acuarios (provenientes de una
pareja). En el caso de Morenito 2007 y Laguna Blanca se mantuvieron las temperaturas de

incubacion durante todo el proceso de estudio.

Después de la fecundacion, los huevos provenientes de Morenito 2006, fueron
fotografiados (A, B y C, 11 y 18°C) bajo microscopio estereoscOpico con una cdmara
acoplada (NIKON D70). Las fotografias fueron tomadas dos veces por dia, durante los

primeros 3 dias y luego diariamente hasta eclosion.

La cronologia del desarrollo embrionario fue considerada en términos de horas
después de la activacién (HDA) y en UTA (producto entre la temperatura media del agua y
el tiempo en dias). Esta nomenclatura equivale a embriones y larvas, definidos por la

fecundacion, eclosion y metamorfosis acorde a Yamagami (1988).

En los individuos provenientes de Morenito 2006, se observd y cont6 el nimero de
individuos que se alimentaron por primera vez, dentro de los 4 DE. Cada 12 horas se
extrajeron muestras de embriones libres y larvas durante los primeros 4 DE y luego cada 24
horas. Los individuos fueron anestesiados y sacrificados con exceso de benzocaina, fijados
en alcohol 70% y posteriormente en formaldehido al 4%. Se extrajo los otolitos ‘sagita’
bajo lupa, con la ayuda de agujas de vidrio. Los otolitos fueron fijados en un portaobjetos
con la cara concava hacia arriba y cubiertos con poliestireno (DPX). Los otolitos fueron

observados y fotografiados con un microscopio de luz trasmitida. Las medidas tomadas
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fueron, perpendiculares a sus ejes mayores (largo y ancho) y se realiz6 conteo de los anillos

de crecimiento desde el centro a la periferia con el programa Image Pro Plus.

Todos los embriones libres recién eclosionados y larvas, se observaron con
microscopio estereoscépico y fueron anestesiados, fotografiados y medidos. Las medidas
tomadas fueron: altura y longitud del saco vitelino (ASV, LV), diametro antero-posterior
del ojo (DO), longitud del dentario (LD), longitud del maxilar (LM), y longitud estandar

(LE) (Fig. 42).

Por otra parte, se separaron embriones libres recién eclosionados (Morenito 2006,
11°C, N=100, Morenito 2007, 15 y 19°C y Laguna Blanca 2007, 10 y 19°C, N=30 en cada
temperatura). Estos individuos fueron criados en acuarios de 100 | y alimentados ad-libitum

con zooplancton, compuesto en su mayor parte por cladéceros y copépodos.

Plasticidad fenotipica en la ontogenia temprana

Las larvas de 15 y 30 dias después de la eclosion (DE) (Morenito 2006, 11°C,
Morenito 2007, 15 y 19°C, y Laguna Blanca 2007, 10 y 19°C) fueron anestesiadas con
benzocaina (0,05 g.I™") y fotografiadas. La forma del cuerpo fue cuantificada a través de la
digitalizacion de las coordenadas cartesianas de 15 puntos homologos en el flanco
izquierdo de cada individuo, en la region del tronco y cabeza, se us6 analisis de
morfometria geométrica (AMG) (Fig. 43, Tabla 9). Posteriormente, las larvas fueron

reanimadas y devueltas a su acuario.

Las larvas de 30 DE provenientes de Morenito 2006 (11°C), fueron sacrificadas con
exceso de benzocaina, fijadas en formaldehido 4%, fotografiadas y disecadas para extraer el

primer arco branquial del lado izquierdo. Sobre el mismo se midi6 el largo de los 4
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rastrillos branquiales mas largos, localizados en el angulo que se forma entre las dos ramas
del arco. Las mediciones de los rastrillos branquiales y de los individuos se hicieron con la

ayuda de microscopio, cAmara de video y el programa Image-Pro Plus.

Con el objeto, de evaluar el didmetro del ojo a lo largo del desarrollo (1, 15 y 30
DE; Morenito 2006, 11 y 18°C; Morenito 2007, 15 y 19°C y Laguna Blanca 2007, 10 y
19°C), se relaciond el logaritmo decimal del didmetro del ojo con el logaritmo decimal de la

longitud estandar (LE) y se puso a prueba la hipétesis de pendiente igual a 1.

Se realizaron analisis discriminantes (AD) para probar las diferencias entre parejas
parentales y temperaturas de incubacién, usando la matriz de forma proveniente del AMG.
Posteriormente se obtuvieron los relative warps (RW) o descriptivos de la forma, de cada
grupo por separado. Estos fueron relacionados con los residuales obtenidos entre el
logaritmo decimal de las medidas lineales: diametro del ojo; longitud del dentario y
longitud del maxilar (DO, LD y LM) y el logaritmo decimal de la longitud estandar (LE).
Los andlisis de regresion y correlacion fueron realizados con los paquetes estadisticos

SPSS® y SIGMAPLOT®.

Morfologia experimental a partir de embriones libres recién eclosionados

Morfologia a distintas temperaturas de incubacion: Al momento de eclosion se

anestesiaron con benzocaina (0,05 g.I) y fotografiaron en su flanco izquierdo, 24
individuos incubados a 10°C y 30 individuos incubados a 19°C provenientes de Laguna
Blanca y 23 individuos incubados a 15°C y 24 individuos incubados a 19°C provenientes
del lago Morenito. Las imagenes fueron digitalizadas colocandose un total de 9 puntos
homologos en cabeza y tronco de cada individuo (Tabla 10, Fig. 44). Se cuantifico la

variacion de forma con AMG.

97



Morfologia de larvas con distintos dias de primera alimentacion: al momento de

eclosion se separaron 120 individuos de Laguna Blanca (19°C) y 80 individuos de
Morenito (19°C), fueron colocados en un acuario de 200 | a temperatura ambiente, sin
alimento disponible, el primer dia se extrajeron 20 individuos, se los colocd en un acuario
de 5 | con zooplancton ad-libitum. Este proceso se repitié por un total de 6 dias en los
individuos de Laguna Blanca y por 4 dias en los individuos de Morenito, de tal manera de
ofrecerles primera alimentacion en distintos momentos. A los 15 DDE, para los individuos
de Laguna Blanca, y a los 30 DDE, para los individuos de Morenito, los peces fueron
anestesiados con benzocaina (0,05 g.I') y fotografiados en su flanco izquierdo. Se

colocaron 9 puntos homologos (Tabla 10) los cuales fueron analizados con AMG.

Variacion morfolégica larval con distintas temperaturas de incubacion: los

embriones libres recién eclosionados, luego de ser fotografiados fueron reanimados y
colocados por separado en acuarios de 2 |, debidamente identificados, alimentados a
saciedad con zooplancton y mantenidos a la temperatura de incubacion correspondiente. Se
tomaron fotografias cada 15 dias, obteniéndose 5 imagenes por cada individuo (60 dias) en
los ejemplares provenientes de Laguna Blanca y 4 imagenes por cada ejemplar (45 dias)
proveniente del lago Morenito. Las imagenes fueron digitalizadas colocandose un total de 9
puntos homologos en cabeza y tronco de cada individuo (Tabla 10, Fig. 45). Se

cuantificaron las variaciones de forma con AMG.

Variaciones morfoldgicas inducidas por el alimento, Copépodos vs. Daphnia:

Sesenta embriones libres recién eclosionados provenientes de Laguna Blanca, incubados a
10°C, fueron separados en 4 lotes de 15 individuos cada uno y colocados en acuarios de

100 I. Dos lotes fueron alimentados ad-libitum con copépodos (Calanoidea) y los otros dos
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con Daphnia. Los acuarios fueron mantenidos a temperatura ambiente (media 12,4°C,
rango 10 a 15°C) durante todo el experimento. Al cabo de 23 dias se anestesié con
benzocaina (0,05 g.I") y se fotografié bajo lupa cada individuo en su flanco izquierdo, las
imagenes fueron examinadas con AMG. Se colocaron un total de 13 puntos homdlogos en

cabeza y tronco de cada individuo (Tabla 11 y Fig. 46).

Morfologia de larvas de distintas parejas a 30 DDE: Al momento de eclosién se

colectaron 60 embriones libres de dos parejas provenientes del lago Morenito y 30
embriones libres provenientes de Laguna Blanca, incubados a la misma temperatura
(19°C). Los embriones de las tres parejas, fueron colocados en acuarios de 150 | a
temperatura ambiente (media 12,4°C, rango 10 a 15°C). El alimento (zooplancton) estuvo
todo el tiempo disponible. A los 30 DE, las larvas fueron anestesiadas con benzocaina (0,05
g.I'") y fotografiadas bajo lupa. Las iméagenes fueron digitalizadas colocandose 9 puntos

homdlogos (Tabla 10) y analizadas con AMG.

99



Resultados

Descripcion del desarrollo embrionario y larval

Los huevos de P. trucha (Morenito 2006, 11 y 18°C) son adherentes, amarillos y
transparentes, con una gota oleosa anaranjada transparente. Luego las ovas se vuelven
translucidas. Las caracteristicas generales del desarrollo no mostraron apreciables
diferencias entre las temperaturas estudiadas (11 y 18°C). Sin embargo, se observo que el
desarrollo a bajas temperaturas implica un tiempo ligeramente mayor que el esperado a
partir de las UTA. Particularmente, esto se puede observar en los diferentes grados de
desarrollo alcanzados a las distintas temperaturas de incubacion, con igual cantidad de

UTA (Tabla 12, Fig. 47).

Los embriones libres (5,4mm largo total (LT), 11 y 18°C) tienen un saco vitelino
amarillo con una gota oleosa anaranjada. El pliegue impar se extiende desde el ano hasta la
parte media del saco vitelino en la zona dorsal. Las aletas pectorales tienen de 3 a 4
actinotriquios. Los cromatoforos son negros y anaranjados y se encuentran distribuidos
mayormente en el dorso de la cabeza y en la zona lateral y dorsal del tronco. Conforme
pasa el tiempo se van distribuyendo por todo el cuerpo, predominando los cromatéforos en

colores anaranjados y ocres.

A 11°C y el 2% DE se observa la vejiga gaseosa, dientes conicos y 4 arcos
branquiales. En el 4° DE se observa el desarrollo de las lamelas branquiales. Luego de la
eclosion, el diametro del saco vitelino disminuye encontrandose el 4" DE solo la gota
oleosa. Esta se consume totalmente dos dias después (6" DE). Inmediatamente después de

la eclosion, se ofrecié alimento vivo a los embriones libres, mayormente copépodos de
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227um de ancho, observandose que la primera alimentacion se verifica en el 30% de las
larvas el segundo DE. El restante 70% comenzé a alimentarse el 3* y 4% DE. La actividad
de alimentacion fue claramente heterogénea y se observo gran voracidad al momento de la
captura de presas. Es interesante notar que solo el 1% de los embriones libres presentaron
morfologias anormales, la mas comun de éstas fue la desviacion de la columna vertebral.

Estos individuos murieron en el 10™ DE.

Los otolitos sagita son largos y con forma discoidal y tienden a ser ovalados
conforme avanza el desarrollo. No existen diferencias significativas entre el nimero de
anillos de crecimiento diario de los otolitos sagita del lado derecho e izquierdo (Paired t-
test, t= 1,143, N= 20, P> 0,26), por esto solo se utilizd los valores de los otolitos
izquierdos. El numero de anillos de crecimiento al momento de eclosion fue de 10 (en 7 de
20 otolitos) a 11 (en 13 de 20 otolitos). Por lo tanto, los embriones libres recién
eclosionados tenian menos anillos (10 a 11) en sus otolitos que los dias que habian pasado

desde que se visualizd la formacion de la capsula 6tica (14 a 19) (Tabla 12).

El analisis de los depdsitos diarios de incrementos en los anillos en embriones libres
y larvas, mostrd una relacion significativa entre el nimero de anillos y la edad (Regresion,
F= 456, N= 20, P< 0,001; intervalo de confianza del 95% para pendiente de 0,98 a 1,19)

que no rechaza la hipoétesis del dep6sito de un anillo por dia.

Plasticidad fenotipica en la ontogenia temprana

En embriones libres de 1 DE (Morenito 2006, 11°C, Morenito 2007 15y 19°C y
Laguna blanca 10 y 19°C), longitud del saco vitelino (LV) mostré un 89,2% de variacion
(100 . rango . media™). Para cada combinacién de pareja y temperatura los porcentajes de

variacion oscilaron desde 19,0 a 44,3%. El DO de los embriones libres y el logaritmo
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decimal del LV muestran una significativa covariacion (F=12,703; N=116, P<0,001; Fig.
48) con un efecto significativo de las parejas (F=25,876; N=116, P<0,001) y las
temperaturas de incubacion (F=26,249; N=116, P<0,001).

El AMG en larvas de 15 DE (de todas las parejas y temperaturas), explicé un 54%
de la variacion en los tres primeros RWs. EI AD por parejas (misma hembra) mostré dos
FDs significativas (FD1, Wilks" lambda=0,030; N=71, P<0,001 y FD2, Wilks
lambda=0,313; N=71, P<0,001) con un 100% de casos correctamente clasificados que
explican el 100% de la variacion. EI AD entre temperaturas de incubacién mostr6 3 FDs
significativas con el 100% de los casos correctamente clasificados que explican el 100% de
la variacion (FD1, Wilks” lambda=0,040; N=71, P<0,001; FD2, Wilks" lambda=0,272;
N=71, P<0,001 y FD3, Wilks" lambda=0,636; N=71, P<0,001, Fig. 49). Existe
dependencia de la forma (RWs obtenidos para cada pareja y temperatura de incubacion)
con el LE. Ademas, se encontraron cambios de los RWSs y las medidas lineales entre parejas

y temperaturas de incubacion (Tabla 13).

En larvas de 30 DE, las diferencias entre parejas y entre temperaturas de incubacion
(MANOVA) fueron significativas para el residual del logaritmo decimal del DO (Pareja,
F=8,447; N=47, P<0,006; Temperatura, F=19,570; N= 47, P< 0,001) y para el residual del
logaritmo decimal del LD (Pareja, F=6,557; N=47, P<0,014; Temperatura, F=15,885;
N=47, P<0,001). Ademas, se observé relacion significativa entre el residual del logaritmo
decimal del DO vy los residuales de los logaritmos decimales de las longitudes de dentario y
maxilar (Fig. 50, Tabla 13).

La relacion entre el logaritmo decimal del DO y el LE fue estudiada a lo largo del

desarrollo (1, 15 y 30 DE), en todas las parejas y temperaturas de incubacion, mostrando
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una pendiente leve pero significativamente menor a 1 en todos los casos, excepto en
Laguna blanca incubado 10°C, el cual fue isométrico. El porcentaje de variacion del LM
mostro altos valores para cada pareja y temperatura de incubacién en individuos de 15y 30
DE (Tabla 13). Al considerar todos los datos reunidos se encontrd valores ain mas altos, en

larvas de 15 DE un 78% y en larvas de 30 DE un 85%.

Morfologia experimental a partir de embriones libres recién eclosionados.

Morfologia a distintas temperaturas de incubacion: en los individuos provenientes

de Laguna Blanca, los dos primeros RWs explicaron el 68,58% de la variacion de la forma
(N=54; RW1=43,19% y RW2=25,38%; Fig. 51). Al observar las grillas de deformacion
sobre el RW1 se sitan individuos curvados sobre el saco vitelino, con ojo elevado y
adelantado y cuerpo corto. En el extremo contrario se sitdan los individuos no curvados
sobre el saco vitelino. Sobre el RW2 se observan individuos con ano adelantado y el punto
de insercion de la aleta dorsal atrasado. En el otro extremo se encuentran los individuos con

ano atrasado.

El AD segun temperaturas de incubacién, produjo una funcion discriminante
significativa (FD1, Wilks" lambda= 0,195; N=54, P< 0,001). Esta funcion clasifico
correctamente el 98,1% de los casos, explicando el 100% de la variacién. Al graficar la
FD1 con la talla se observa que la funcion discriminante separa los embriones hermanos
incubados a distinta temperatura. No se observa diferencia entre los rangos de talla de las

parejas (Fig. 52).

En los individuos provenientes del lago Morenito, los primeros RWs explicaron el
57,47% de la variacion de la forma (N=47; RW1= 39,30% y RW2= 18,17%; Fig. 53). Al

observar las grillas de deformacion, se ve individuos con ojo elevado y levemente
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adelantado, ano adelantado y punto anterior de insercion de la aleta dorsal atrasado, en el
otro extremo se sitdan individuos con ojo bajo, ano atrasado y punto anterior de insercion
de la aleta dorsal adelantado. En el RW2 se sitlan individuos curvados sobre el saco
vitelino y en el extremo contrario los individuos no curvados. EI AD segun temperaturas de
incubacion produjo una funcién discriminante significativa (FD1, Wilks” lambda= 0,256;
N=47, P< 0,001). Esta funcidn clasifico correctamente el 95,7% de los casos, explicando el
100% de la variacion. Al graficar la FD1 con la talla de los individuos se ve que separa
individuos incubados a 15°C de individuos incubados a 19°C y rangos de tallas similares

(Fig. 54).

Trayectoria de las variaciones morfoldgicas tempranas (embriones libres y larvas)

para distintas temperaturas de incubacidn: Los individuos de Laguna Blanca mostraron dos

primeros RWs que explican el 68,14% de la variacion de forma (N=143; RW1=46,19% y
RW2=21,95%; Fig. 55). Al observar las grillas de deformacion, en el RW1 se sittan los
individuos con dentario corto, cabeza corta y cuerpo angosto. En el otro extremo se
encuentran individuos con dentario largo y cabeza larga. Sobre el RW2 se sitlan individuos
con 0jo bajo y cuerpo corto, en el otro extremo se encuentran individuos con 0jo elevado y

cuerpo largo.

El AD segun temperaturas de incubacion (2) produjo una funcién discriminante
significativa (FD1, Wilks" lambda= 0,404, N=143, P< 0,001). Esta funcion clasifico
correctamente el 87,4% de los casos, explicando el 100% de la variacion (Fig. 56). El
cambio embridn libre a larva implica necesariamente un cambio de forma asociado a talla.
En efecto, los individuos incubados a 10°C, mostraron diferencias significativas entre los

DE para la varianza (Levene = 7,498, P<0,001), con una progresiva reduccién de la misma
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(Fig. 57). Lo mismo pudo ser observado en el caso de los individuos incubados a 19°C

(Fig. 58) pero no pudo probarse dado el bajo nimero de individuos (N=3).

En el caso de los individuos provenientes de Morenito, los dos primeros RWs
explicaron el 71,19% de la variacién de forma (N=82; RW1=57,66% y RW2=13,53%; Fig.
59). Las grillas de deformacion del RW1se encuentran individuos con dentario largo, ojo
bajo, cabeza larga y cuerpo alto. En el extremo positivo encontramos individuos con
dentario corto, cabeza corta y cuerpo angosto. Sobre el RW2 se sitdan individuos con
dentario corto, ojo elevado, cuerpo largo y levemente alto. En el otro extremo del eje se
sitlan individuos con dentario largo y cuerpo corto. EI AD segin la temperatura de
incubacion y desarrollo mostré una funcién discriminante significativa (FD1, Wilks
lambda= 0,609; N=82, P< 0,001). Esta funcion clasificé correctamente el 75,6% de los
casos, explicando el 100% de la variacion. Al graficar esta funcion versus la longitud

estandar se observa que las nubes de puntos solapan (Fig. 60).

Si bien en este caso no se observaron diferencias para la varianza entre DE, si se
observa en cambio, una clara trayectoria de la forma. Para ambas temperaturas se observa
un levantamiento de la cabeza, un aumento del alto corporal y aumento del largo de la

porcion cefélica anterior (Fig. 61 ay b).

Distintos dias de primera alimentacion: en los ejemplares provenientes de Laguna

Blanca, los primeros dos RWs explicaron el 61,43% de la variacion de forma (N=39;
RW1=422% y RW2= 19,23%; Fig. 62). Al observar las grillas de deformacion, sobre el
RW1 se sitdan individuos con ojo elevado y el punto anterior de insercion de la aleta dorsal
adelantado. En el otro extremo los individuos con el punto anterior de la aleta dorsal

atrasado. Sobre el RW?2 se encuentran individuos con 0jo en posicion dorsal, cabeza corta 'y
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dentario corto. En el extremo contrario observamos individuos con ojo en posicion ventral,
cabeza larga y dentario largo. EI AD entre dias de primera alimentacion no produjo

funciones discriminantes significativas.

En los ejemplares provenientes del lago Morenito, los primeros RWs explicaron el
76,85% de la variacion morfoldgica (N=21; RW1=58,61% y RW2=18,24%; Fig. 63). Las
grillas de deformacion, muestran individuos con cabeza y cuerpo cortos y la insercion de la
aleta dorsal levemente atrasada. En el otro extremo vemos individuos con cabeza y cuerpo
largos y la insercion de la aleta dorsal levemente adelantada. En el RW2 se sitdan
individuos con el ojo atrasado y en el extremo positivo individuos con el ojo adelantado. El
AD segun dias de primera alimentacion produjo una funcién discriminante significativa
(FD1, Wilks™ lambda= 0,0004; P< 0,001) que clasifico correctamente el 75,5% de los casos
y explicé el 100% de la variacion. Al graficar la FD1 versus la talla se visualiza que esta
funcién separa los individuos que recibieron primera alimentacién 1% y 2% DE de los que
recibieron primera alimentacion 3% y 4° DE (Fig. 64). Los rangos de tallas estan

parcialmente solapados.

Variaciones morfoldgicas inducidas por el alimento, copépodos vs. Daphnia: Los

dos primeros RWs explicaron el 45,43% de la variacion morfoldgica encontrada (N= 29;
RW1= 25,34% y RW2= 20,08%; Fig. 65). Al observar las grillas de deformacion se sittan
en el RW1 individuos con dentario largo y ojo elevado en el extremo negativo e individuos
con dentario corto y ojo en posicion ventral en el otro extremo. Sobre el RW2 se observa
individuos con cuerpo corto y ojo retrasado y bajo en el extremo negativo y en el extremo

positivo individuos con cuerpo largo y ojo adelantado. No existe relacion significativa entre
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los RW vy la talla. EI AD segun el tipo de alimento consumido, no produjo funciones

discriminantes significativas.

Morfologia de larvas de distintas parejas a 30 DE: los dos primeros RWs explicaron

el 62,77% de la variacion de forma (N=40; RW1=48,8% y RW2=13,97%; Fig. 66). En las
grillas de deformacion para el RW1 se sittan individuos con el ojo bajo y atrasado, punto
anterior de insercion de la aleta dorsal atrasado y cuerpo corto. En el extremo contrario los
individuos con ojo adelantado y cuerpo largo. Sobre el RW2 se encuentran individuos con
dentario largo y cuerpo corto. En el otro extremo se sitdan individuos con dentario largo y
cuerpo largo. EI AD produjo dos funciones discriminantes significativas (FD1, Wilks’
lambda= 0,042; N=40, P< 0,001 y FD2, Wilks" lambda= 0,434; N=40, P< 0,05). Estas
funciones clasificaron correctamente el 97,5% de los casos, explicando el 100% de la

variacion, separando claramente las tres parejas (Fig. 67).
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Tabla 8: Detalle de los individuos capturados en los distintos muestreos realizados para

buscar ejemplares adultos maduros de Perchthys trucha. Se muestran los distintos sitos de

captura el numero total de adultos capturados, los adultos utilizados para la fecundacién y

los lotes de incubacion estudiados.

Lugar y fecha Morenito 2006 | Morenito 2007 | Laguna Blanca
Total de adultos capturados | 80 48 400
Adultos maduros 2 machosy 1 1 machoyl 1 machoy1l
hembra hembra hembra
Lotes de incubacion A11°C 15°C 10°C
A 18°C
B 11°C 19°C 19°C
B 18°C

Tabla 9: NUumero y definicion de cada punto homdlogo digitalizado en larvas de 15 y 30

dias después de la eclosion estudiando la plasticidad fenotipica temprana, Figura 43.

NUmero Definicion

1 Punto anterior del dentario

2 Punto inferior del maxillar

3 Punto infero-posterior del hueso dentario

4 Punto inferior del hueso retroarticular

5 Angulo interior del primer arco branquial (entre epiranquial y
ceratobranquial)

6 Ano

7 Extremo posterior de la base de la aleta pectoral

8 Punto vertical al punto 7 en linea dorsal

9 Punto anterior de la médula

10 Punto anterior del hueso supraoccipital

11 Centro de la placa olfatoria

12 Punto anterior del hueso premaxilar

13 Borde anterior del ojo

14 Borde posterior del ojo

15 Punto anterior del epibranquial 1
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Tabla 10: Definicion de puntos homologos digitalizados en imagenes de embriones libres y

el nimero correspondiente a cada punto homélogo utilizado, Figura 44.

N° punto Definicion

1 Punto anterior del dentario

2 Punto inferior del interopércular

3 Ano

4 Punto posterior del supraoccipital

5,6,7y8 | Bordes del ojo (dorso-ventral y antero-posterior)
9 Punto anterior de insercién de la aleta dorsal

Tabla 11: Definicion de puntos homologos digitalizados, individuos de 23 dias después de
la eclosion, mantenidos a temperatura ambiente alimentados con distintos alimentos

(copépodos vs. Daphnias), nimero de cada punto utilizado en el analisis, Figura 46.

N° punto Definicion

Punto anterior del premaxilar

Punto anterior del dentario

Punto posterior del dentario

Punto antero-ventral del preopercular

Punto inferior del hueso interopercular

Ano

Borde posterior del pliegue inferior que sale del ano

Punto anterior de insercién de la aleta dorsal

Punto posterior del hueso supraoccipital

P OONOORWNEF

0, 11,12 y 13 | Bordes del ojo (dorso-ventral y antero-posterior)
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Tabla 12: Formacién de estructuras durante el desarrollo embrionario, en embriones

hermanos incubados a distintas temperaturas. HDF, horas después de la fecundacién y UTA

unidades térmicas acumuladas.

Estructura (a 11°C) HDF | UTA | Estructura (a 18°C) HDF |UTA
Blastula a Gastrula 28 |13 Blastula 4 3
Comienzo de la organizacion axial 28 21
Notocorda, vesiculas Opticas, |148 |68 Vesiculas Opticas y éticas 52 39
mesodermo paraxial,
cristalino, cromatéforos
dorsales
Vesiculas oticas 172 |79 Otolitos, cromatoforos, Ojos 148 |111
pigmentados. El embridn se
encuentra curvado y con
movimientos. Movimientos
mandibulares
Embrién curvado. 220 |101
Cromatéforos dorsales
Ojo pigmentado. Circulacion {248 |114 | Circulacion vitelina 172|129
vitelina
Latidos cardiacos 220 |165
Cromatéforos dorsales 320 | 147 | Cromato6foros dorsales estrellados 248 |186
estrellados
Curvatura del embrion 368 |168 | Curvatura del embrion completa, 268 |201
completa, muchos muchos movimientos
movimientos
Eclosion 504 | 231 a|Eclosién 271 a|203 a
a 288 369 |277
628
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Tabla 13: Relacién entre el andlisis de morfometria geométrica y las medidas morfolégicas

en larvas P. trucha. Se han indicado solo las correlaciones significativas. DE, dias desde la

eclosion. N= namero de individuos utilizados en cada anélisis. RW relative warps extraidos

del andlisis de morfometria geométrica. LE longitud estandar, LMS longitud de la

mandibula superior, LMI longitud de la mandibula inferior, DO diametro del ojo. Los

espacios en blanco corresponden a correlaciones sin significancia.

DE | Parejas progenitoras Morenito | Morenito 2007 Laguna Blanca
2006
Temperaturas de Incubacion | 11 15 19 10 19
(°C)

15 | n= 24 7 6 18 16
Variacion explicada por los | 66 78 83 57 62
primeros 3 RWSs (%)

RW1 vs LE Corr. Pearson /P< | 0.455 / -0.857 /| -0.515 /

0.025 0.029 0.029
RW2 vs res logl0 LMS Corr. | -0.423 / 0.497 |/
Pearson / P< 0.039 0.036
RW3 vs LE Corr. Pearson / P< -0.508

/0.045

RW3 vs res logio LMS Corr. -0.540 /
Pearson / P< 0.021
RW3 vs res logi;p LMI Corr. -0.625 /
Pearson / P< 0.006
RW3 vs res logiy DO Corr. | 0.453 / -0.491 /| -0.537
Pearson / P< 0.026 0.038 /0.032
100. LMS rango. LMS media™ | 47 49 15 32 49

30 | n= 12 7 6 14 8
res logio LMS vs res log;o DO | 0.761 /| 0.934 / 0.887 /
Corr. Pearson / P< 0.004 0.002 0.003
res logip LMI vs res logio DO | 0.650 /| 0.980 / 0.784 /]0.840 /
Corr. Pearson / P< 0.023 0.001 0.001 0.009
100. LMS rango. LMI media™ | 43 57 38 34 21
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Figura 42: Imagen de un embrion libre recién eclosionado de P. trucha, proveniente del

Lago Morenito, incubado a 15°C, en lineas negras estan marcadas las medidas lineales
tomadas en cada embrién, LM longitud del maxilar, LD longitud del dentario, DO diametro
antero-posterior del ojo, ASV alto del saco vitelino, LV largo del saco vitelino. La barra

negra superior indica verticalmente 1mm.
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Figura 43: Foto de un individuo de P. trucha de 15 dias después de la eclosion, DE.
Circulos blancos, puntos homologos utilizados para analizar la forma con morfometria

geométrica, AMG, la barra entera corresponde a 1mm.
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Figura 44: Embrién libre de P. trucha. Se muestra en circulos verdes los puntos homologos

digitalizados, la barra negra superior indica verticalmente 1mm. Ver tabla 10.
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Figura 45: Imagen de una larva de P. trucha con 30 dias después de la eclosion, DE.
Circulos amarillo, puntos homdlogos digitalizados, la barra negra superior indica

verticalmente 1mm. Ver tabla 10.
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Figura 46: Imagen de larva de 23 dias después de la eclosion, DE. Circulos rosas, puntos
homodlogos, utilizados en la comparacion y analisis morfométrico entre alimentados con
copépodos y Daphnias. La barra negra inferior indica verticalmente 1mm. Ver tabla 11,

para la definicion de los puntos homélogos.
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Figura 47: Desarrollo embrionario en P. trucha en a), ¢) y e) embriones incubados a 11°C
con igual unidades térmicas acumuladas, UTA que en b), d) y f) incubados a 18°C. Las

barras representan 1mm.
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Figura 48: Co-variacion del diametro del ojo con el logaritmo decimal de la longitud del

saco vitelino, en embriones libres al momento de eclosion de P. trucha, todas las

comparaciones.
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Figura 49: Se muestra los resultados de los analisis discriminantes realizados en embriones
libres recién eclosionados: a) primera y segunda funcién discriminante por temperatura de
incubacion, b) primera y segunda funcion discriminante por parejas. Incubados a 15, 10, 11
y 19°C en triangulos negros, circulos negros, triangulos blancos y circulos blancos. c)

Grillas de deformacion para cada media de las funciones discriminantes.

119



T 1 T ]
820 210 0,00 040 0,20

Res LM

(b}

@15

0,10

T 1 T 1 1
L4168 010 H0E DOD o066 010 0B

Res LD

Figura 50: Individuos de P. trucha con 30 dias después de la eclosion a) y b) Residuales
doble logaritmicos, a) Diametro antero-posterior del ojo vs. longitud del maxilar, b)
Diametro antero-posterior del ojo vs. longitud del dentario, c), d) y e) Imagenes en lineas
cortadas negras se muestran las longitudes del maxilar y dentario y en lineas cortadas
blancas se muestra el diametro antero-posterior del ojo. ¢) Individuo sobre la linea media
gue se encuentra en el extremo superior, d) Individuos en la parte media de la linea media y

e) Individuo sobre la linea en el extremo inferior.
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Figura 51. Variacion de la forma en los primeros dos descriptores, en individuos

provenientes de Laguna blanca, incubados a distintas temperaturas. En los extremos de los

ejes se encuentran las grillas de deformacion correspondientes.
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Figura 52: Primera funcion discriminante versus la longitud estandar. Comparacién entre
embriones libres recién eclosionados, hermanos, incubados a distintas temperaturas 10 y

19°C (circulos y cuadrados) respectivamente, b) y c) grilla de deformacion.
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Figura 53: Descriptivos de la forma para embriones libres recién eclosionados (Lago
Morenito) incubados a distintas temperaturas de P. trucha. En los extremos de los ejes se

muestran las grillas de deformacién.
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Figura 54: primera funcién discriminante versus la longitud estandar, en embriones libres

recién eclosionados provenientes del Lago Morenito. Individuos incubados a 15 y 19°C,

triangulos y cuadrados respectivamente (a).Grilla de deformacion extraidas del analisis de

morfometria geométrica.
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Figura 55: descriptivos de forma para el estudio de la variacion morfoldgica a lo largo de la
ontogenia temprana en embriones libres y larvas de P. trucha en individuos provenientes de

Laguna Blanca, en los extremos de la distribucion se muestran las grillas de deformacion.
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Figura 56: Trayectoria de las variaciones morfoldgicas tempranas (embriones libres y
larvas) para distintas temperaturas de incubacion se muestra la funcion discriminante versus
la longitud estandar. Individuos incubados a 10 y 19°C. (circulos y cuadrados) b) y c) grilla

de deformacion extraidas del analisis de morfometria geométrica.
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Figura 57: Individuos provenientes de Laguna Blanca incubados a 10°C se muestra la
trayectoria ontogenética, desde 1 a 120 dias después de la eclosion, relative warprs y grillas

de deformacion del RW1 en el extremo positivo y negativo.
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Figura 58: Individuos provenientes de Laguna Blanca incubados a 19°C gréafico de cajas
con intervalos del 95%, correspondiente a los distintos dias de eclosion. Grillas de

deformacion del primer descriptivo de forma en el extremo positivo y negativo del eje.
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Figura 59: descriptivos de forma para el estudio de la variacion morfoldgica a lo largo de la
ontogenia temprana en embriones libres y larvas de P. trucha en individuos provenientes de

Morenito, en los extremos de la distribucion se muestran las grillas de deformacion.
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Figura 60: Embriones y larvas provenientes del lago Morenito se muestra la Unica funcion
discriminante versus la longitud estandar. Se distinguen los individuos segun las

temperaturas de incubacion y desarrollo, 15 y 19°C respectivamente en triangulos y

cuadrados. Grilla de deformacion que representan a cada grupo.
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Figura 61 a: Trayectoria ontogenética en individuos provenientes de Morenito incubados y
desarrollados a 15°C, desde el 1 dias después de la eclosion al dia 45. Grillas de

deformacidn para los extremos positivo y negativo del primer relative warps.
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Figura 61 b: Trayectoria ontogenética en individuos provenientes de Morenito incubados y
desarrollados a 19°C, en individuos desde el 1 dias después de la eclosion hasta 90 dias.

Grilla de deformacion para los extremos positivo y negativo del primer relative warps.
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Figura 62: Descriptivos de la forma para larvas hermanas incubadas a la misma temperatura
donde la primera alimentacion fue ofrecida en distintos momentos, en ejemplares
provenientes de Laguna Blanca. En los extremos de la distribucidn se observan las grillas

de deformacion correspondientes.

133



| i
L _¥/1 1 3
.
RW2
. . -
»
— i i*
- r=
= 3 . & RWA1 = —]
T
Fam Fed +
3 LI t
. . 3
.
.
L
4
o5
L3
3 L
| -
—1 y
| - — i — 3

Figura 63: Descriptivos de la forma para larvas hermanas incubadas a la misma temperatura
donde la primera alimentacion fue ofrecida en distintos momentos, en ejemplares

provenientes del Lago Morenito. En los extremos de la distribucion se observan las grillas

de deformacion correspondientes.
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Figura 64: Comparacion entre individuos de P. trucha con diferentes dias de primera
alimentacion a los 15 dias después de la eclosion. Primera funcion discriminante versus la
longitud estandar .Se comparan los individuos alimentados el 1 dias de eclosion, segundo

tercero y cuarto (circulos, cuadrados, triangulos y 6valos respectivamente).
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Figura 65: Descriptivos de la forma para larvas de P. trucha hermanas incubadas a la

misma temperatura, alimentadas un grupo con copépodos y otro con Daphnia, en los

extremos de la distribucién se muestran las grillas de deformacion.
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Figura 66: Descriptivos de la forma para el andlisis de los individuos de 30 dias despues de
la eclosion, en los extremos de los ejes se encuentran las grillas de deformacion

correspondientes.
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Figura 67: Comparacion entre individuos incubados a 19°C con 30 dias después de la
eclosion, cada grupo pertenece a un sitio de muestreo distinto. Grillas de deformacion, para
la media de cada grupo (Lago Morenito (esta pareja solo fue utilizada en este anélisis)

(circulos), Lago Morenito (cuadrados) y Laguna Blanca (triangulos).
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CAPITULO 4

Juveniles
de Percas




Capitulo 4: Juveniles de Percichthys trucha

Materiales y Métodos

Variaciones morfoldgicas en juveniles

Se capturaron individuos en la cola del embalse Alicura, sobre la margen izquierda
del rio Traful (40°43°06°°S, 71°05°55°°0, verano 2008). Los ejemplares fueron capturados
con red de arrastre a costa, colocados en conservadoras con aireacion y trasladados al
laboratorio del CENSALBA. En primer lugar se anestesio (benzocaina 0,8%) una parte de
los individuos y se tomaron fotografias (Nikon D70) del flanco izquierdo obteniendo las
imagenes de los individuos recién capturados. Los restantes individuos fueron separados en
tres lotes y cada lote en dos, quedando un total de 6 acuarios (200 I) a temperatura ambiente
(media 12.4°C, rango 10 a 15°C) y fotoperiodo natural, con tres tipos de alimento
(balanceado, zooplancton y Tubifex sp.). El alimento balanceado (formulado acorde a
Hualde et al. 2011) fue usado como alimento duro y sin movilidad. El zooplancton estuvo
formado en un 70% por Daphnia sp. y copépodos (calanoideos y ciclopoideos), éste se
utiliz6 como alimento con gran movilidad y pequefio tamafio. El Tubifex sp. se utilizé como
alimento con escasa movilidad y gran tamafio. La eleccion de las dietas se realiz6 en
relacion a: disponibilidad y tratando de conseguir distintos grados de similitud con la dieta
natural conocida para juveniles (10,6 a 77,8mm LE); la cual estd compuesta por larvas de

quironémidos, Daphnia sp., y copépodos cyclopoideos (Ruzzante et al. 2003).

En todos los casos el alimento se ofrecio a saciedad, dos veces al dia, con una
diferencia de 4 horas entre cada administracion. Los individuos fueron anestesiados y
fotografiados (Nikon D70) en su flanco izquierdo. A los 70 dias de tratamiento, se
fotografiaron los tres lotes. A los 110 dias y 150 dias se fotografiaron solo los individuos
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alimentados con Tubifex sp. (Tabla 14) ya que posteriormente a la toma de las imagenes los
lotes 1 y 2 se vieron ampliamente parasitados por el ciliado, Ichthyophthirius multifiliis

(punto blanco) y no se pudo controlar la enfermedad.

También fueron capturados individuos juveniles silvestres en el rio Pichileufu
(41°05°46°’S, 70°50°04°°0, verano 2009) y en el rio Caleufu (40°23°52’S, 70°44°17°°0,
primavera 2007) con pesca eléctrica (Smith-Root 12B model, Vancouver, WA, USA) y en
el Embalse Piedra del Aguila (40°27°22°’S, 70°39°50>°0, verano 2009) y en el rio Negro
(38°59°22’S, 67°59°24°°0, verano 2007) con red de arrastre de costa. Los individuos

fueron anestesiados y fotografiados (Tabla 14, resumen de datos obtenidos).

Se llevaron a cabo dos analisis morfométricos, uno del cuerpo y otro del detalle

cefalico. En ambos casos se realizé las siguientes comparaciones:

a) Entre individuos recién capturados provenientes de Traful, Pichileufu,
Caleufu, rio Negro y Embalse Piedra del Aguila (para el analisis de la
forma del cuerpo) y provenientes de Traful, Pichileufu y Embalse Piedra
del Aguila (para el analisis cefalico). Se trabajo con un total de 130
individuos y 12 puntos homologos (Tabla 15 y Fig. 68) en el cuerpo
entero y con 106 individuos y otros 12 puntos homoélogos (Tabla 16 y Fig.

69) en el detalle cefélico de cada individuo.

b) Comparacion de la forma corporal y cefélica entre individuos alimentados
con tres dietas provenientes del rio Traful, las dietas se ofrecieron durante
70 dias y se estudid la variacion de forma en relacion a los individuos

recién capturados.
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c) Comparacion de individuos recién capturados en el rio Traful con
individuos alimentados con Tubifex sp. por 70, 110 y 150 dias, se estudio
la variacion de forma en cuerpo y cabeza. Se trabaj6 con un total de 162

individuos en el analisis corporal y 144 para el detalle cefélico.

La forma corporal y cefalica se analizé6 con morfometria geométrica (AMG). En el
estudio en vistas laterales completas (cuerpo) se utilizd 3 puntos homologos para corregir
errores relacionados con la curvatura del cuerpo (unbend). Con los partial warps (PWSs),
tanto con la variable uniforme como con la no-uniforme, se realiz6 andlisis discriminantes
(AD). Las comparaciones entre los tipos de alimento y el tiempo de exposicion se
realizaron en todos los casos a través de analisis de ANOVA. Los andlisis estadisticos se

realizaron usando los paquetes estadisticos SPSS® y SIGMAPLOT®.
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Resultados

Variaciones morfoldgicas en juveniles

El analisis de MG para la forma corporal de individuos provenientes de cuatro rios y
un embalse mostro un 51,42% de variacion, explicada por los primeros RWs (RW1= 39,45;
RW?2=11,97; N= 203; Fig. 70). El AD entre los cinco cuerpos de agua analizados mostré
cuatro funciones discriminantes (FDs) significativas que clasificaron correctamente el
95,6% Yy explicaron el 100% de la variacion de forma (FD1, Wilks” lambda= 0,016; N=203,
P< 0,001; FD2 Wilks™ lambda= 0,118; N=203, P< 0,001; FD3, Wilks" lambda= 0,346;
N=203, P< 0,001 y FD4 Wilks" lambda= 0,697; N=203, P< 0,001). El analisis de MG en la
forma cefalica de individuos juveniles provenientes de dos rios y un embalse mostré un
65,97% de variacion para los primeros RWs (RW1=53,84; RW2=12,13; N= 151; Fig. 71).
El AD entre estos tres cuerpos de agua mostré dos FD significativas las que clasificaron
correctamente en un 95,4% de los casos y explicaron el 100% de la variacion (DF1, Wilks”

lambda= 0,048; N=151, P< 0,001 y DF2 Wilks" lambda= 0,361; N=151, P< 0,001).

Induccidn de plasticidad en juveniles

Tratamientos con distintos (4) tipos de alimento: EI AMG para la forma corporal,

explicd un 40,3% de la variacion morfol6gica en los primeros descriptores (RW1= 23,18%

y RW2= 17,12%, Tabla 17; Fig. 72).

El RW1 (Pearson r= 0,260; N=130, P= 0,003) y el RW2 (Pearson r= 0,186; N=130,
P< 0,033) correlacionaron positivamente con la longitud estandar (LE) (Fig. 73). Pese a
esto, las nubes de puntos segun talla se encuentran parcialmente solapadas, especialmente

las nubes pertenecientes a los individuos sometidos a tratamiento.
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El AD produjo dos FDs significativas que clasificaron correctamente el 89,2% de
los casos y explican el 95,3% de la variacion. FD1 (Wilks” lambda=0,100; N=130, P<
0,001 y FD2 Wilks™ lambda= 0,397; N=130, P< 0,001; Fig. 74). FD1 separd los individuos
recién capturados y el FD2 separ0 a los individuos alimentados con Tubifex sp. del resto de
los grupos. Los individuos tratados mostraron cuerpos mas robustos y mandibulas més

largas que los individuos silvestres (recién capturados).

El AMG para el detalle cefélico explicd un 29,96% (RW1, Tabla 17; Fig. 75) y un

20,83% (RW?2) de la variacion. No existe correlacion de la forma con la LE.

Al comparar entre los tipos de alimento ofrecidos (4), el AD produjo una FD
significativa que clasifico correctamente el 85,8% de los casos y explicd 100% de la
variacion (FD1, Wilks” lambda= 0,139; N= 106, P< 0,001). Esta funcion separd los
individuos recién capturados de los individuos sometidos a tratamiento (Fig. 76). Los
individuos tratados mostraron mandibulas mas largas y ojos mas grandes que los individuos

recién capturados.

Trayectoria de la variacién morfoldgica, individuos alimentados con Tubifex sp.: El

analisis de la forma corporal mostr6 que el RW1 explicd un 32,81% (Tabla 17; Fig. 77) de
la variacion encontrada y el RW2 explicd el 14,74%. Los tres primeros RWs se
relacionaron con el LE, RW1 (Pearson r=0,283; N=162, P< 0,001; Fig. 78), RW2 (Pearson

r=0,504; N=162, P< 0,001) y RW3 (Pearson r=-0,246; N=162, P< 0,001).

El AD segun el tiempo de tratamiento (4), produjo 3 FDs significativas que
clasifican correctamente el 91,4% de los casos y explican 100% de la variacion (FD1
Wilks” lambda= 0,050; N=162, P< 0,001; FD2 Wilks" lambda= 0,263; N=162, P< 0,001;
Fig. 79 y FD3 Wilks™ lambda= 0,557; N=162, P< 0,001). Al observar la gréfica de los dos
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primeros discriminantes se ve las cuatro nubes de puntos separadas. La trayectoria de la
forma mostré en un primer momento una elongacion de la mandibula que alcanz6 su
méaximo a los 110 dias de tratamiento. Luego con 150 dias se produce un acortamiento de la

mandibula, incluso mayor al observado en los individuos recién capturados.

El AMG para el detalle cefalico en individuos alimentados exclusivamente con
Tubifex sp. explico un 30,81% (Tabla 17) de la variacion para el RW1 y un 22,04% para el
RW?2 (Fig. 80). Existe relacion negativa entre el RW1 y el LE (Pearson r=-0,386; N=144,
P<0,001). Las tallas de los individuos alimentados con Tubifex sp. por 150 dias se separan

de las nubes de puntos de los restantes tratamientos (Fig. 81).

El AD produjo 3 FDs significativas que clasificaron correctamente el 91,7% de los
casos y explican 100% de la variacién (FD1, Wilks” lambda= 0,037; P< 0,001; FD2 Wilks”
lambda= 0,161; P< 0,001 y FD3, Wilks" lambda= 0,458; P< 0,001). La FD1 separ6 los
individuos alimentados con Tubifex sp. por 110 dias de los restantes individuos, y la FD2
separd los individuos alimentados con Tubifex sp. por 150 dias (Fig. 82). La trayectoria de
la forma cefalica no mostr6 cambios en primer momento. A los 110 dias de tratamiento, se
observa un acortamiento de las mandibulas y luego una elongacion, aun mayor que lo

observado en los individuos silvestres.
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Tabla 14: Cuadro de resumen de las distintas comparaciones realizadas en el
presente capitulo. Se detallan los alimentos ofrecidos y los tiempos de alimentacion, para

cada grupo, con x se marcan las comparaciones.

Traful | Balanceado | Zooplancton | Tubifex sp. | Otros lagos
Tiempo 0 X X
Tiempo 1 (70 dias) X X X
Tiempo 2 (110 dias) X
Tiempo 3 (150 dias) X

Tabla 15: Definicion de puntos homélogos digitalizados en el analisis corporal de P. trucha
juveniles. Numero de cada punto homdlogo utilizado N, Figura 68. Unbend puntos

seleccionados para correccion de curvaturas.

N° punto | Definicion

1 Extremo anterior del premaxilar (unbend)

2 Extremo posterior del maxilar

3 Extremo inferior de la interseccion entre opérculo y preopérculo
4 Extremo posterior del opérculo

5 Ano

6 Punto ventral de la seccion transversal del pedinculo caudal
7 Extremo medio posterior del pedinculo caudal (unbend)

8 Punto dorsal de la seccidn transversal del pedinculo caudal
9 Extremo posterior de insercion de aleta dorsal

10 Extremo anterior de insercion de aleta dorsal

11 Centro del ojo

12 Punto medio a la altura del ano (unbend)
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Tabla 16: Definicion de los puntos homdlogos digitalizados en el analisis cefalico de P.

trucha juveniles. Nimero de cada punto homdlogo utilizado N, Figura 69.

N° punto

Definicion

Extremo anterior del premaxilar

Extremo anterior del dentario

Extremo posterior del maxilar

Extremo posterior del dentario

Punto inferior de la interseccion entre opérculo y preopérculo

Extremo posterior del opérculo

N0 A WIN|EF

Extremo dorsal del preopérculo

8,9,10y 11

Bordes del ojo (Antero-posterior y ventral-dorsal)

12

Centro de la Narina

Tabla 17: Variaciones morfoldgicas observadas in juveniles de P. trucha, diversidad de la

variacion en las comparaciones b) y c) realizadas para la forma corporal y cefalica. RW

(relative warps) porcentaje de la variacion explicada en cada caso.

Anadlisis de | RW1b) RW1 c)

la forma | (23.18%) (32.81%)

corporal Recién 2.0x10** | Recién 2.0x10*
capturados capturados
Tubifex  sp. | 2.6x10** | Tubifex sp. | 2.8x10%*
(70 dias) (70 dias)
Balanceado | 1.5x10”* | Tubifex sp. | 1.3x10*
(70 dias) (110 dias)
Zooplancton | 2.1x10* | Tubifex sp. | 1.1x10%
(70 dias) (150 dias)

Anélisis de | RW1b) RW1 c)

la forma | (29.96%) (30.81%)

cefélica Recién 1.6x10” | Recién 1.7x10%
capturados capturados
Tubifex  sp. | 2.1x10®° | Tubifex sp. | 1.8x10%
(70 dias) (70 dias)
Balanceado | 1.1x10® | Tubifex sp. | 5.4x10*
(70 dias) (110 dias)
Zooplancton | 5.4x10”* | Tubifex sp. | 1.3x10%
(70 dias) (150 dias)
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Figura 68: Imagen de un individuo juvenil de P. trucha recién capturado en el rio Traful.

En circulos amarillos se muestran los puntos homdlogos digitalizados, para el analisis

corporal, con su numero de identificacién. Se indica una escala milimetrada.
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Figura 69: a) Imagen de un individuo juvenil de P. trucha recién capturado en el rio Traful.
b) Imagen radiografica tomada por un mamdgrafo, individuos rio Traful, se pueden
observar las relaciones esqueletarias. En circulos amarillos se detallan los puntos
homologos digitalizados en los andlisis cefalicos, con sus numeros de identificacion,

Tablal6.
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Figura 70: Descriptivos de la forma corporal en individuos juveniles silvestres capturados

en Traful, Pichileufu, Caleufu, rio Negro y Embalse Piedra del Aguila de P. trucha. En los

extremos de los ejes se muestran las grillas de deformacion correspondientes.
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Figura 71: Descriptivos de la forma cefélica en individuos juveniles silvestres capturados
en Traful, Pichileufu y Embalse Piedra del Aguila de P. trucha. En los extremos de los ejes

se muestran las grillas de deformacion correspondientes.
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Figura 72: Descriptivos de la forma corporal en individuos juveniles silvestres de P. trucha.
En la comparacion de individuos silvestres recién capturados en el rio Traful y los mismos
individuos alimentados por 70 dias con balanceado, zooplancton y Tubifex sp. En los

extremos de los ejes se visualizan las grillas de deformacidn correspondientes.
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Figura 73: Analisis de comparacion entre dietas. Primer descriptivo de la forma extraida del
analisis de morfometria geométrica versus la longitud estandar. Circulos, individuos recién
capturados. Cuadrados, individuos alimentados con Tubifex sp. Tridgulos, individuos

alimentados con zooplancton.
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Figura 74: Variacion de la forma corporal inducida por el tipo de alimento consumido en 70
dias de experimentacion. Grillas de deformacion: individuos alimentados con Tubifex sp.,
individuos recién capturados (rio Traful) individuos alimentados con zooplancton e
individuos alimentados con balanceado, en b), c), d) y e) identificados por triangulos,

cuadrados, mofios y estrellas respectivamente.
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Figura 75: Descriptivos de la forma cefalica en individuos juveniles silvestres de P. trucha.
En la comparacion de individuos silvestres recién capturados en el rio Traful y los mismos
individuos alimentados por 70 dias con balanceado, zooplancton y Tubifex sp. En los

extremos de los ejes se visualizan las grillas de deformacidn correspondientes.
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Figura 76: Variacion de la forma corporal inducida por el tipo de alimento consumido en 70

dias de experimentacion. Primera funcion discriminante versus la longitud estandar. Grillas

de deformacion: individuos alimentados con Tubifex sp., individuos recién capturados (rio

Traful) individuos alimentados con zooplancton e individuos alimentados con balanceado,

en b) y c)) identificados por triangulos, circulos, mofios y estrellas respectivamente.
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Figura 77: Descriptivos de la forma corporal en individuos juveniles silvestres de P. trucha.
Comparacién de individuos silvestres recién capturados en el rio Traful y los mismos

individuos alimentados por 70, 110 y 150 dias con Tubifex sp. En los extremos de los ejes

se visualizan las grillas de deformacion correspondientes.
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Figura 78: Correlacion entre la longitud estandar y la primer funcién discriminante en
individuos con distintos tiempos de sometimiento al tratamiento. En circulos, individuos
recién capturados. En cuadrados, individuos alimentados con Tubifex por 70 dias. En
6valos, individuos alimentados con Tubifex por 110 dias. Estrellas, individuos alimentados

con Tubifex por 150 dias.
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Figura 79: Trayectoria morfoldgica corporal en juveniles con distintos tiempos de

tratamiento, relacion entre las primeras funciones discriminantes. Grillas de deformacion
para la forma media de los individuos pertenecientes a cada grupo. Recién capturados
(circulos), alimentados con Tubifex sp. por 70 dias (cuadrados), alimentados con Tubifex sp.

por 110 dias (6valos) y alimentados con Tubifex sp. por 150 dias (triangulos).
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Figura 80: Descriptivos de la forma cefélica en individuos juveniles silvestres de P. trucha.
Comparacién de individuos silvestres recién capturados en el rio Traful y los mismos
individuos alimentados por 70, 110 y 150 dias con Tubifex sp. En los extremos de los ejes

se visualizan las grillas de deformacion correspondientes.
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Figura 81: Correlacion entre la longitud estandar y el primer descriptivo de la forma en los
distintos grupos de individuos expuestos a distintos tiempos de alimentacion con un mismo
alimento (Tubifex sp.). Circulos, individuos recién capturados. Cuadrados, individuos

alimentados por 70 dias. Ovalos, por 110 dias. Triangulos, por 150 dias.
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Figura 82: Trayectoria de la forma cefalica inducida por el tiempo de alimentacién con una
misma dieta Tubifex sp. Grillas de deformacion, en los individuos de cada grupo: recién

capturados (circulos), alimentados por 70 dias (cuadrados), alimentados por 110 dias

(6valos), e) alimentados por 150 dias (triangulos).
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CAPITULO 5

Comparacion
de Percas y
Pejerreyes
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Capitulo 5: Comparacioén entre O. hatcheriy P. trucha

Materiales y Métodos

Comparacion inter-especifica

Se trabajo con individuos utilizados en los capitulos anteriores, mas una muestra de
imagenes de individuos adultos de P. trucha provenientes de distintas poblaciones (Barriga,
J.P, datos no publicados, Tabla 18). Con las imégenes de todos los individuos (N= 749, O.
hatcheri n=211 y P. trucha n=538) se colocaron un total de 9 puntos homdlogos (Tabla 19,
Fig. 83 y 84) en la cabeza y tronco. La eleccion de los puntos homdélogos se baséd en que
fueran identificables a lo largo de toda la ontogenia, desde embriones libres recién
eclosionados a adultos. La morfologia fue estudiada con analisis de morfometria

geométrica (AMG), en todos los individuos.

Induccidn de plasticidad en Juveniles silvestres de O. hatcheri y P. trucha

A fin de comparar entre especies en qué medida la plasticidad fenotipica cefélica,
puede ser inducida por la alimentacion consideramos individuos juveniles silvestres e
individuos sometidos a distintos tipos de alimento. Se digitalizaron los mismos 9 puntos
homdlogos que en el aparatado anterior, en todas las imagenes (N= 255, O. hatcheri n=84 y
P. trucha n=171). Se estudio la variacién de forma mediante AMG vy se realizaron pruebas

de homogeneidad de variancia.
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Resultados
Comparacion inter-especifica

El primer RW explicé el 65,54% de la variacion de forma. A la izquierda, se sitlan
los individuos de O. hatcheri y a la derecha los individuos de P. trucha (Fig. 85). Las
grillas de deformacion (Fig. 86) muestran individuos con cabeza pequefia, 0jo pequefio en
posicion anterior, dentario corto, cuerpo largo y el punto anterior de insercién de la aleta
dorsal atrasado dentro de la nube de O. hatcheri e individuos con cabeza grande, 0jo
levemente grande, dentario largo, cuerpo alto y corto y el punto anterior de insercion de la
aleta dorsal adelantado en la nube de puntos que representa a los individuos de P. trucha

(Fig. 87 v 88).

El test de Levene, usando como co-variable la longitud estandar (LE), rechazo la
igualdad de varianzas entre especies para los tres primeros RWs (Levene RW1 F=5,249;
N= 749, P<0,02; Levene RW2 F=56,066; N= 749, P<0,01; Levene RW3 F=35,538; N=
749, P<0,01). Las varianzas son siempre mayores en O. hatcheri, principalmente en el

primer RW1 (Tabla 20).

La separacién de las especies se observa principalmente sobre el RW1 (Fig. 89).
Recorriendo el RW2 se observa las formas relacionadas con los distintos estadios del
desarrollo (Fig. 89). Es interesante notar que las nubes de los embriones libres recién
eclosionados se encuentran solapadas. Al graficar los dos primeros RWs con el LE
podemos observar que el RW1 muestra en ambas especies y a lo largo de la ontogenia una
clara disminucion de la variacion, desde embriones libres recién eclosionados, larvas y
juveniles, a adultos (Fig. 90). Al graficar el RW2 con la LE se observa como en ambas

especies, la morfologia externa varia a lo largo de la ontogenia (Fig. 91).
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Induccidn de plasticidad en juveniles silvestres de O. hatcheri y P. trucha

Al comparar los juveniles de ambas especies sometidos a tratamiento el RW1
explica el 90,41% de la variacion de forma encontrada (Fig. 92). Las grillas de deformacion
muestran individuos con cabeza pequefia, cuerpo angosto y largo y el punto anterior de
insercion de la aleta dorsal retrasado, en el extremo donde se sitta la nube de individuos de
O. hatcheri e individuos con cabeza grande, ojo grande, dentario largo, cuerpo alto y corto
y el punto anterior de insercion de la aleta dorsal adelantado en el extremo donde se sitla la

nube de puntos de individuos de P. trucha.

La prueba de Levene entre especies usando como covariable la LE rechazo la
igualdad de varianzas para los dos primeros RWs, (Levene RW1 F=2,933; N= 255, P<0,08;
Levene RW2 F=13,779; N= 255, P<0,01). La varianza del RW1 mostr6 un valor mayor en

O. hatcheri (Tabla 21).

Al graficar los dos primeros RWs se observa que en el primero separa las especies
(Fig. 93). EIl grafico segun alimento consumido, muestra que dentro de cada especie las
nubes de puntos quedan solapadas, principalmente en P. trucha. En O. hatcheri, a lo largo
del RW2 (Fig. 94), se puede distinguir separacion por el tipo de alimento consumido, con la
mayoria de los individuos alimentados con zooplancton alejados del resto. EI RW1, en
relacion con la LE, nos muestra dos nubes de puntos claramente distinguibles. Estas se
corresponden con la especie, sin observarse variacion morfoldgica relacionada con la talla

de los individuos (Fig. 95).
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Tabla 18: Descripcion de los sitios de procedencia de las distintas poblaciones estudiadas

en la comparacién morfolégica de O. hatcheri y P. trucha, en los distintos estadios

ontogenéticos. Se detalla niUmero de individuos utilizados. Los sitios marcados con *

corresponden a rios, los que no estan identificados provienen de ambientes lénticos y

dentro de los marcados con + los embalses.

Periodos Ontogenéticos | Procedencia O. hatcheri P. trucha
n n
Embriones libres recién | Morenito 47
eclosionados Carrilafquen 41
Laguna Blanca 54
Larvas Morenito 33
Laguna Blanca 82
Juveniles Carrilafquen 20 (+ Exp.)
Traful * 55 (+Exp.)
Piedra del Aguila + 35
Pichileufu * 60
Adultos Morenito 9 25 (Barriga)
Carrilafquen 46
Florentino Ameghino + | 11
Rosario 21
Laguna Blanca 15 (Barriga)
Alicura + 16 (Barriga)

Tabla 19: Definicion de puntos homologos utilizados. Numero de identificacion de cada

uno.

N° punto Definicion

Extremo anterior del dentario

Punto posterior del dentario

ANo

Extremo posterior del hueso supra-occipital

6,7y8

Bordes del ojo (dorso-ventral y postero-anterior)

OO WINEF

Extremo anterior de insercién de la aleta dorsal
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Tabla 20: Descripcion de estadisticos analizados, diversidad morfoldgica entre las especies

estudiadas. Se encuentran resaltados en negritas los valores obtenidos para las varianzas de

ambas especies. Entre paréntesis se detalla el porcentaje de explicacion de la varianza de

cada descriptivo de forma RW.

Descriptivos O. hatcheri P. trucha
RW1 Media -2,1x10" 8,1x10™
(65,54%) | Mediana -2,3x10" 8,6x10™
Varianza 4,4x10%° 2,3x10%
Desvio estandar 6,6x10% 4,8x10%
Rango 3,6x10" 3,0x10"
Rango intercuartil 3,0x10™ 4,3x10%
RW2 Media -6,8x10™ 2,6x10™
(18,01%) | Mediana -1,1x10" 1,3x10™
Varianza 5,5x10%° 5,4x10%
Desvio estandar 7,4x10% 7,4x10%
Rango 3,0x10% 3,6x10"
Rango intercuartil 1,1x10% 1,1x10"
RW3 Media 2,2x10™ -8,7x10"
(5,54%) | Mediana -6,3x10™ 4,3x10™
Varianza 2,5x10%° 1,3x10%
Desvio estandar 5,0x10% 3,7x10%
Rango 2,4x10" 2,2x10"7
Rango intercuartil 7,0x10% 3,8x10™
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Tabla 21: Descripcion estadisticos analizados, magnitud de la plasticidad morfoldgica entre

ambas especies. Se encunetran resaltados en negritas los valores obtenidos para las

varianzas de ambas especies. Entre paréntesis se detalla el porcentaje de explicacion de la

varianza de cada descriptivo de forma RW.

Descriptivos O. hatcheri | P. trucha
RW1 (90,41%) | Media -2,2x10" 1,1x10%
Mediana -2,2x10% 1,1x10"
Varianza 6,8x10%* 4,4x10%
Desvio estandar 2,6x10% 2,1x10%
Rango 1,5x10% 1,8x10%
Rango intercuartil 2,3x10™ 2,5x10™
RW?2 (3,2%) | Media 7,8x10° -3,9x107
Mediana -8,9x10™ -3,2x10™
Varianza 1,7x10” 5,2x10%*
Desvio estandar 4,1x10% 2,3x10%
Rango 1,8x10% 1,3x10%
Rango intercuartil 3,0x10™ 3,0x10™

169



Figura 83: Ejemplar de O. hatcheri, capturado en el lago Carrilafquen, se muestran los
puntos homologos utilizados para el analisi. Definicion de cada uno en la tabla 19. Barra

corresponde a 2 cm.

Figura 84: Ejemplar de P. trucha, capturado en el lago Morenito, se muestran los puntos
homdlogos utilizados para el andlisi. Definicion de cada uno en la tabla 19. Barra

corresponde a 2 cm.
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Figura 85: Comparacion entre especies de los primeros descriptivos de forma extraidos del
analisis de morfometria geométrica. En circulos, individuos de O. hatcheri. En tridangulos,

individuos de P. trucha.
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Figura 86: Primeros descriptivos de la forma en la comparacion entre especies, sobre el eje
de las x se encuentran a la derecha de la distribucion los individuos pertenecientes a O.
hatcheri y en la izquierda se encuentran los individuos pertenecientes a P. trucha. En los

extremos se muestran las grillas de deformacion correspondientes.
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Figura 87: Imagen consenso para O. hatcheri, extraida del programa de analisis de

morfometria geométrica, se muestran los vectores de dispersion para todos los individuos.

Figura 88: Imagen consenso para P. trucha, extraida del programa de analisis de

morfometria geométrica se muestran los vectores de dispersion para todos los individuos
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Figura 89: Comparacion de la trayectoria de forma a lo largo de la ontogenia. La escala de
grises es temporal (embridn libre (negro), larva (gris oscuro), juvenil (gris claro) y adulto
(gris muy claro). En O. hatcheri no hay larvas. En circulos, individuos de O. hatcheri. En

triangulos, individuos de P. trucha.
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Figura 90: Primer descriptivo de la forma entre las especies estudiadas y la longitud

estandar. En circulos, individuos de O. hatcheri. En tridngulos, individuos de P. trucha.
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Figura 91: Segundo descriptivo de la forma en ambas especies estudiadas a lo largo de la
ontogenia con la longitud estandar. En circulos, individuos de O. hatcheri. En tridngulos,

individuos de P. trucha.
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Figura 92: Primeros descriptivos de la forma en la comparacion de induccion de la
plasticidad en juveniles silvestres de ambas especies, sobre el eje de las x se encuentran a la
derecha de la distribucion los individuos pertenecientes a O. hatcheri y en la izquierda se
encuentran los individuos pertenecientes a P. trucha. En los extremos se muestran las

grillas de deformacion correspondientes.
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Figura 93: Comparacion entre los primeros descriptivos de la forma en el analisis de
induccion de plasticidad. En tridngulos, individuos de P. trucha. En circulos, individuos de

O. hatcheri.
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Figura 94: Comparacidn entre los primeros descriptivos de la forma en anélisis de
induccion de plasticidad. En el lado izquierdo del RW1, individuos de O. hatcheri y en el
lado derecho individuos de P. trucha. En estrellas negras, individuos recién capturados. En
estrellas grises oscuras, individuos alimentados con Tubifex. En estrellas grises claras,
individuos alimentados con zooplancton. En gris muy claro, individuos alimentados con

alimento balanceado (solo hay individuos pertenecientes a P. trucha).
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Figura 95: Descripcion de la forma en relacion con la longitud estandar. En triangulos,

individuos de P. trucha. En circulos, individuos de O. hatcheri.
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Discusion

Desarrollo embrionario

En ambas especies se encontr6 que las caracteristicas generales del desarrollo no
mostraron apreciables diferencias entre las temperaturas estudiadas y que las estructuras y
su secuencia de aparicién fueron similares a lo observado en otros teledsteos (Kunz 2004).
Puede notarse que el desarrollo a bajas temperaturas implica un tiempo ligeramente mayor
que la proporcionalidad esperada a partir de las unidades térmicas acumuladas (UTA).
Particularmente, esto se ve en el diferente grado de desarrollo alcanzado con distinta
temperatura de incubacion e igual cantidad de UTA. Que el tiempo requerido para
eclosionar aumenta mas alld& de la proporcionalidad tiempo/temperatura cuando las
temperaturas de incubacion disminuyen, ha sido también observado en otras especies (Falk-

Petersen et al. 1999).

Morfologia en la ontogenia temprana

Las variaciones morfologicas encontradas en embriones libres recién eclosionados
de O. hatcheri estan relacionadas con la curvatura del embrion sobre el saco vitelino. Esto
apoya el concepto de eclosion como un evento mas del desarrollo embrionario y no como la
finalizacion del mismo (Balon 1990; Yamagami 1988). Pudo observarse que los embriones
incubados a mayor temperatura eclosionan mas curvados. Esto podria estar relacionado con
el consumo diferencial de vitelo en relacién con la temperatura de incubacion documentado
por Sund & Falk-Petersen (2005) en el perciforme Anarhichas minor, ocurriendo mayor
consumo a menores temperaturas. Las variaciones del angulo formado entre cabeza y

tronco durante el desarrollo fueron estudiadas y descriptas por Kimmel et al. (1995) en el
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pez cebra. En la vista dorsal de O. hatcheri se observa que los embriones eclosionados el
1% dia (DE=1) poseen saco vitelino mas grande que los individuos eclosionados en dias
posteriores. Ademas, los datos (comparacién TPDDF, Tabla 2) sugieren que los embriones
de O. hatcheri incubados a mayores temperaturas poseen mayor angulo cabeza-tronco al
eclosionar. Probablemente, el tamafio del saco vitelino y la flexion del embridn después de
la eclosion seran factores importantes que operen en el comienzo de la alimentacion
exogena (Battini et al. 1995). Asimismo, Sund & Falk-Petersen (2005) observaron que las
larvas incubadas a bajas temperaturas eclosionan con mayor talla. Esto también fue
observado por Peterson et al. (2004) en el gadiforme Gadus morhua. En O. hatcheri no se
encontraron diferencias entre las tallas en el momento de la eclosion de los embriones
incubados a distinta temperatura y no se encontré relacion entre la curvatura del embrién y
la talla al momento de eclosion. Al analizar embriones provenientes de una misma pareja
con distintos momentos de eclosion, se observa que las tallas de los individuos
eclosionados el primer y segundo dia son similares pero las tallas de los individuos
eclosionados el tercer dia son menores. Es importante resaltar que la temperatura del agua
juega un papel muy importante en Odontesthes, ya que dirige el proceso de diferenciacion
sexual en el pejerrey O. bonariensis y afecta la condicion de las larvas y su tasa de

crecimiento (Striissmann & Patifio 1995; Ito et al. 2005; Chalde et a. 2011).

La morfologia de los embriones libres recién eclosionados de P. trucha estuvo
relacionada con las temperaturas de incubacion. Ademas, se observd que la morfologia, se
relaciona con la curvatura del embrion sobre el saco vitelino. Los individuos incubados a
mayores temperaturas se mostraron curvados sobre el saco vitelino y no se encontrd

diferencia de tallas al momento de la eclosion. El desarrollo embrionario de P. trucha fue
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consistente con los resultados obtenidos por Fuster de Plaza & Plaza (1955). Percichthys
trucha consumio primero el vitelo y posteriormente la gota oleosa. Similares usos
diferenciales del saco vitelino, han sido documentados en otras especies de perciformes;
Morone saxatilis (Eldridge et al. 1982) y Dicentrarchus labrax (Rgnnestad et al. 1998) y
en muchas otras especies de peces (Kamler 2008). La primera alimentacién ocurri6 entre el
2% y 4" dia después de la eclosién (DE). Sin embargo, el saco vitelino se terminé de
reabsorber luego de pasado el 4° DE y la gota oleosa lo hizo a el 6 DE. Un similar periodo
de alimentacién mixta ha sido observado en el gadiforme Theragra chalcogramma (Hamai
et al. 1974), mientras que en el salménido Salmo trutta la alimentacion externa retrasa la
absorcion del vitelo (Raciborski 1987). En otras especies el acceso al alimento externo
acelera la absorcion del vitelo o no produce efectos (Hemming & Buddington 1988;

Kamler 2008).

La forma cefalica en individuos de P. trucha con 15 DE se relacion6 con la longitud
del maxilar y del dentario y con el didmetro del ojo. En ejemplares de 30 DE el diametro
antero-posterior del ojo mostré relacion con la longitud del maxilar y del dentario. En todos
los momentos del desarrollo analizados (1, 15 y 30 DE) se observd significativa
dependencia de la forma con las parejas parentales y con las temperaturas de incubacion.
Existe en embriones libres recién eclosionados una relacién positiva entre la masa de vitelo
y el didmetro antero-posterior del ojo y éste se relacion0 posteriormente con la forma
cefalica en las larvas de 15 DE y con la longitud del maxilar y del dentario en larvas de 30
DE. Esto concuerda con las observaciones hechas en larvas de muchas especies de peces
(Sanchez-Velasco 1998; Tonkin et al. 2006) sugiriendo que, si la alimentacion esta limitada

por el tamafio de la boca, entonces maximizar el crecimiento de las mandibulas mejoraria la
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condicion de competencia por el alimento en las larvas. Balon (2004) postula que una
mayor acumulacién de vitelo durante la vitelogénesis es responsable de sacos vitelinos méas
grandes y que esto, mediado por el ambiente a través de vias hormonales, resulta en la
especializacion de algunos individuos. Asi el acceso a presas mas nutritivas por parte de la

madre podria entonces mejorar la vitelogénesis y producir una progenie precoz.

En P. trucha, se encontré que el porcentaje de variacién (100 . rango . media™) del
didmetro del vitelo oscilé entre 19,0 y 44,3 % en embriones libres hermanos recién
eclosionados incubados a la misma temperatura. Esta variacién aumenté considerablemente
al observar todas las parejas y temperaturas de incubacion reunidas, alcanzando un 89,2%.
Por su parte, en O. hatcheri se encontrd una variacion del 54% en el tamafio del saco
vitelino en individuos hermanos incubados la misma temperatura, producto esperable de la
heterogeneidad tanto del proceso de formacién y empaquetamiento de vitelo como del
posterior proceso de desarrollo embrionario (Kunz 2004). Se ha visto que la variacién en el
tamanio de los huevos en poblaciones de peces es constante en una amplia gama de especies
y que puede verse significativamente modulada por el ambiente, durante el proceso de
ovogénesis. Asi, una fraccion de la variacion en el tamafio de las larvas, juveniles y adultos
puede resultar de la propagacion de las diferencias de tamafio inicial entre los individuos a

través del crecimiento (Chambers & Leggette 1996).

La relacion entre la cantidad de vitelo y las variaciones morfoldgicas de la cabeza y
boca de P. trucha parecen mostrar una posible via de conexion entre la fisiologia
reproductiva materna y la morfologia larval. Sin embargo, ¢es la variacion en la cantidad de
vitelo entre hermanos una de las principales causas de diferencias de forma en cabeza y

boca? En larvas hermanas de P. trucha, eclosionadas en el mismo momento y alimentadas
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de la misma manera, se encontré que el 30% comenzé a alimentarse el 2°° DE y el 70%
restante al dia siguiente. Ademas, la morfologia larval se diferencia entre individuos
alimentados por primera vez el 1* y 2° DE e individuos alimentados por primera vez el 3
y 4° DE. En consecuencia, el periodo de alimentacion mixta (Balon 1990) difiere entre los
individuos y esto podria ser otra fuente de variacion operando en el umbral entre los
periodos embrionario y larval (Balon 1990). Los individuos que comienzan antes la
alimentacion exdgena tendran mayor tiempo de alimentacion mixta (endogena y exdgena),
obteniéndose un individuo mas grande y méas desarrollado que los que solo se alimentaron
endogenamente 0 comenzaron mas tarde su alimentacion exdgena. Dentro de una misma
camada y en un mismo ambiente, los individuos con mayor periodo de alimentacion mixta

se verian favorecidos (Balon 1990, 1999, 2004).

Canalizacion del fenotipo

El crecimiento compensatorio, definido como la tendencia de la trayectoria del
crecimiento a converger en un rango reducido de fenotipos, es un importante mecanismo de
canalizacion que ocurre comunmente en peces, aves y mamiferos, amortiguando los efectos
genéticos y ambientales sobre el fenotipo adulto (Wilson & Réale 2006). La convergencia
fenotipica requiere una disminucion de la varianza, de tal manera que el crecimiento
compensatorio puede ser inferido a partir de la reduccién de los componentes de la varianza
a lo largo de la ontogenia. En P. trucha, se observa que el porcentaje de variacién de la
longitud de la mandibula superior disminuye desde 78% en larvas de 15 DE provenientes
de dos lagos (de 15 a 49% dentro de cada pareja y temperatura de incubacién), 85% en
larvas de 30 DE provenientes de dos lagos (de 21 a 57 % dentro de cada pareja y

temperatura de incubacion), 24% en juveniles provenientes de tres lagos (Ruzzante et al.
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2003), hasta un 13% en adultos provenientes de seis lagos (Ruzzante et al. 1998). A pesar
de esta convergencia, se encuentra en adultos un rango de fenotipos lo suficientemente
variado como para identificar morfotipos diferentes y con diferente dieta (Ruzzante et al.
1998; Logan et al. 2000). Asi, la variacion morfolégica de P. trucha podria estar
relacionada con el tamafio del saco vitelino y el periodo de alimentacion exdgena, entre
otros factores. La magnitud de esta variacion estaria sujeta a diferentes grados de desarrollo
compensatorio y canalizacion del fenotipo, resultando en las diferencias morfoldgicas

observadas en las formas adultas de esta especie.

Induccidn morfoldgica en juveniles

Variaciones morfologicas cefalicas y corporales pudieron ser inducidas en juveniles
silvestres de O. hatcheri y P. trucha a través del suministro de distintos tipos de alimento.
En O. hatcheri se ofrecié zooplancton y Tubifex sp. y en P. trucha se ofrecié alimento
balaceado, zooplancton y Tubifex sp. La morfologia de los individuos sometidos a
tratamiento, resulto diferente de la morfologia de los individuos recién capturados. A su
vez, encontramos que la respuesta plastica cambia con el tiempo de tratamiento. En O.
hatcheri las estructuras que mostraron variacion estan en relacion con la longitud de la
cabeza, el tamafio de premaxilar y mandibula y el tamafio y posicion del ojo. Los
individuos alimentados con zooplancton y Tubifex sp. mostraron una cabeza mas larga. En
P. trucha, se encontrd6 que los juveniles tratados mostraron cuerpos mas robustos y
mandibulas mas largas que los individuos silvestres recién capturados. Los individuos
alimentados con Tubifex sp. (presas grandes) mostraron mayor longitud de mandibula y
pedunculo después de 70 dias de tratamiento. De la misma manera, Griinbaum et al. (2007)

encontraron diferentes niveles de plasticidad del desarrollo ontogenético en el salménido

187



Salvelinus alpinus. La variacion de la forma también ha sido inducida por una dieta
controlada en los perciformes Cichlasoma managuense (Meyer 1987) y Lepomis humilis
(Hegrenes 2001) alimentados con nauplii de Artemia (crustaceo) o larvas de Tenebrio
(coledptero), donde los individuos alimentados con presas grandes (larvas de Tenebrio)
desarrollaron un cuerpo fusiforme con un hocico angulado después de 8 meses de
tratamiento. Los individuos que se alimentaron principalmente de zooplancton tendieron a
desarrollar cuerpos mas delgados y muchos rastrillos branquiales poco espaciados entre si
que pueden capturar presas pequefias, mientras que los individuos que se alimentan de
presas bentonicas tienden a desarrollar cuerpos mas altos y mandibulas méas robustas
(Adams et al. 2003; Andersson et al. 2005; Berner et al. 2008). De la misma manera,
Andersson et al. (2005) sefialan que en un habitat de estructura compleja y rica en
macroinvertebrados, los peces desarrollan un cuerpo mas robusto y alto con boca en
posicion baja, en comparacién con un habitat estructuralmente simple, rico en zooplancton.
La forma cefélica de P. trucha mostr6 que la mayor parte de la variacion se encontrd en el
tamafio de ojo y de mandibula superior e inferior. De manera similar, en ciclidos, los
cambios estan relacionados con el tamafio de la region pre-orbital del craneo. Esto provoca
grandes efectos en la biomecanica de la alimentacion y en la ocupacién de una gran
variedad de nichos a lo largo de un eje eco-morfolégico bento-pelégico, lo que sugiere que
la region pre-orbital constituye probablemente un mdédulo especial del desarrollo y la

evolucion (Cooper et al. 2010).

Wintzer & Motta (2005) compararon individuos alimentados con dieta balanceada y
con alimento vivo, y encontraron que los individuos que comen presas vivas poseen Craneo

fusiforme y piezas mandibulares mas largas. Nuestros resultados muestran, en los
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individuos tratados de P. trucha, un aumento en la longitud del maxilar y del dentario y en

O. hatcheri un aumento en la longitud cefélica.

Los cambios morfolégicos a lo largo del tiempo en animales alimentados
exclusivamente con Tubifex sp. incluyeron en ambas especies un aumento en la longitud de
la cabeza y en O. hatcheri también se observo un aumento en el tamafio del ojo. En
juveniles de P. trucha alimentados con Tubifex sp., se observd cambios principalmente en
la region anterior cefalica en cuanto al tamafio de las mandibulas y en los individuos con
150 dias de tratamiento se observé un aumento en el alto del pedunculo caudal en
comparacion con los recién capturados. EI aumento en la altura del pedinculo caudal
podria estar relacionado a la maniobrabilidad necesaria para poder capturar presas. Varios
autores observaron que los peces que estan adaptados a la natacion rapida y captura de
presas evasivas tienen cuerpo fusiforme y los de natacion lenta pero de movimientos
precisos poseen comparativamente pedinculos caudales mas altos (Malmquist et al. 1992;
Motta et al. 1995; Hjelm et al. 2000; Hjelm et al. 2001; Heermann et al. 2007). En el nicho
bentonico, donde es necesaria alta maniobrabilidad, un cuerpo més alto seria favorecido.
Por el contrario, en el nicho piscivoro, donde la velocidad es necesaria, se favorece un
cuerpo fusiforme (Robinson & Wilson 1994; Svanback & Eklév 2002). Los registros de
morfotipos de P. trucha (Ruzzante et al. 1998) muestran solapamiento, siendo las

estructuras més variables la longitud de cabeza, maxilar y dentario.

La forma corporal y cefalica de juveniles de P. trucha permitio separar juveniles
silvestres de distintas localidades. Las estructuras que mas variacion presentaron en el
analisis de la forma corporal fueron longitud de la cabeza, posicion del ano y altura del

pedunculo. En la forma cefélica, las estructuras que mas variacion presentaron fueron la
189



longitud de cabeza, dentario y tamafio del o0jo. Se ha enfatizado que la forma de la cabeza,
el tamafio y posicion de los ojos y el tamafio premaxilar y mandibular pueden tener
consecuencias en el rendimiento de captura y consumo de presas (Carson & Wainwright
2010). Ademaés, los lagos de la Patagonia presentan una gran variedad de hébitats féticos
(Lattuca et al. 2007) y se ha comprobado que la abundancia de peces zooplanctofagos,
como O. hatcheri puede modificar las redes troficas planctonicas y consecuentemente la
transparencia del agua (Reissig et al. 2006), generando relaciones causa efecto
bidireccionales. A pesar de que un panorama general de la dieta de O. hatcheri indica una
dieta omnivora, una observacién detallada muestra en gran medida cambios en la dieta
entre lagos, con la mayor parte de la variacion relacionada con el cambio ontogenético
(Ferriz 1987; Grosman & Rudzik 1990; Cervellini et al. 1993; Macchi et al. 1999). Esta
sucesion de periodos ontogenéticos mas o0 menos estendfagos, podria imponer

requerimientos orofaringeos particulares.

La morfologia de P. trucha

Podemos visualizar la variacién morfoldgica y la plasticidad fenotipica de P. trucha,
en el marco de la historia del medio ambiente y la evolucién de la especie. En la actualidad,
P. trucha se encuentra distribuida a lo largo de mas de 17 grados latitudinales, en lagos,
embalses y rios de la region Andina del sur de Sudamérica (Campos & Gavilan 1996;
Baigin & Ferriz 2003; Liotta 2006; Aigo et al. 2008; Lopez et al. 2008; Cussac et al.
2009). La familia Percichthyidae parece tener origen en el agua dulce, con una radiacion
secundaria de los antepasados marinos protopercoideos (Jerry et al. 2001). El potencial
adaptativo de los peces estuarinos para invadir el agua dulce fue enfatizado por

Beheregaray & Sunnucks (2001) y Beheregaray et al. (2002) en aterinidos. Del mismo
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modo, los percictidos Australianos han desarrollado una singular, compleja y flexible
conducta migratoria y reproductiva, dentro de sus estrategias de historia de vida, para hacer
frente a condiciones ambientales muy variables e impredecibles (Roberts et al. 2008; Walsh
et al. 2011; Walsh et al. 2012). Probablemente, esto también es una de las causas para el
éxito de Percichthydae en las aguas dulces de América del Sur. Asi, Percichthys superd con
éxito una larga historia de cambios ambientales en la Patagonia, tales como el enfriamiento
(Cione & Baez 2007; Cione et al. 2007), el levantamiento de los Andes, la aridizacion y las
incursiones marinas (Hubert & Renno 2006), las glaciaciones (Ruzzante et al. 2006, 2008,
2011), la reciente introduccion de salmonidos exoticos (Pascual et al. 2007) y el cambio
climético (Aigo et al. 2008). La temprana variacion morfoldgica y la plasticidad fenotipica
observada en P. trucha son dos posibles causas de la variacion de forma observada para
esta especie (Cussac et al. 1998; Ruzzante et al. 1998, 2003, 2011) y podrian ser un factor
importante para explicar su éxito pasado y presente.

Ruzzante et al. (2011) establecieron que todas las poblaciones de Percichthys en la
Patagonia al Este de los Andes pertenecen a la misma especie: P. trucha. Los resultados de
esta tesis muestran que la variacion morfoldgica temprana, el crecimiento compensatorio y
la plasticidad fenotipica podrian explicar una importante fraccién de la gran variacion
morfoldgica intra-especifica encontrada. En consecuencia, una nueva diagnosis de P.
trucha (incluyendo P. laevis y P. colhuapiensis) y una nueva clave para las especies (sin

tener en cuenta a P. chilensis) podria ser propuesta, basada en Lopez Arbarello (2004):
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Percichthys trucha (Valenciennes 1833): tipo de localidad del rio Negro en General

Conesa, Rio Negro, Argentina, de acuerdo con Lopez Arbarello (2004).

Diagnosis: P. trucha se distingue de P. melanops por el borde posterior del maxilar
superior, opérculo, subopérculo e interopérculo liso o ligeramente aserrado; la 3™ o 4%
espina dorsal mas larga y la siguiente combinacién de caracteres: perforacion de la arteria
hioides o en una ranura superficial posterior del hipohial dorsal, 3 huesos predorsales, una
espina supernumeraria en el primer pterigiéforo dorsal (rara vez ninguno), 3™ o 4™ espina
dorsal més larga, 7 a 9 pterigidforos trisegmentados en la aleta dorsal, aletas pectorales y
pélvicas de similar longitud 45 a 75% de la cabeza, 50 a 110% del alto del cuerpo, 14 a 17
radios en la aleta pectoral, 8 a 11 radios en la aleta anal, 45 a 49 radios en la aleta caudal,

rama dentifera de la premaxila 1,5 a 2,5 veces en la altura del proceso ascendente.

Distribucion: la especie esta presente en lagos, embalses y rios de la region Andina
de Lopez et al. (2008) y las provincias Chilena y Patagdnica de Dyer (2000), fuertemente
asociada con la zona litoral vegetada (Buria et al. 2007; Aigo et al. 2008).

Clave taxonémica para las especies de Percichthys
Borde posterior de la maxila, opérculo, subopérculo e interopérculo aserrado; 4
0 5% espina dorsal MAas 1arga. ............o..oeeeeeeiieieeeeee . P. melanops
Borde posterior de la maxila, opérculo, subopérculo e interopérculo liso o

levemente aserrado; 3% 0 4" espina dorsal més larga ...................... P. trucha
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Morfologia cefalica en Odontesthes adultos

Se han considerado aqui 12 sitios pertenecientes al area de distribucion originaria de
O. hatcheri (Dyer 2000, 2006; Menni 2004). En las localidades del norte (lago Urre-
Lauquen, embalses Ullum y Carrizal) solo encontramos O. bonariensis y ambas especies
fueron capturadas en el lago Pellegrini. Registrandose en esta tesis un cambio en los
patrones de distribucion geogréafica de O. hatcheri, restringiendo su distribucion hacia el
norte y en cuanto a O. bonariensis se encontr6 nuevas localidades, ampliando su
distribucion hacia la provincia Andino-cuyana y Patagonica (segun Ldpez et al. 2008). De
hecho, el area de estudio ha sido sembrada reiteradas veces durante los ultimos 50 afios
(Dyer 2006). Ademas, se ha documentado que estas especies, son capaces de hibridizar en
laboratorio (Strissmann et al. 1997a).Y que O. hatcheri desova a fines de primavera y/o
principios de verano (Cussac et al. 1992) y O. bonariensis en primavera y otofio (Ringuelet

1943).

Estas especies muestran un variado grado de determinacion del sexo mediado por la
temperatura (TSD; Strissmann et al. 1997b), que supuestamente confiere una ventaja
adaptativa en la solucién de compromiso entre la competencia intra-especifica y la
diversidad genética (Hattori et al. 2007). Individuos de O. bonariensis expuestos a 17°C
desde la eclosion hasta el final de la metamorfosis se convierten todos en hembras. La
proporcion de hembras es: 100% a 13-19°C; 95% a 21°C; 81,2% a 23°C; 29,4% a 25°C;
10% a 27°C y 0% a 29°C. En O. hatcheri, la proporcion de hembras que se ha encontrado
es: 88,9y 89,5% a 13 y 15°C respectivamente, un 50% a temperaturas entre 17 y 23°C y un
30,8% a 25°C (Strissmann et al. 1997b). De la misma forma, los hibridos entre O.

bonariensis y O. hatcheri parecen tener una fuerte interaccion entre el genotipo y la
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temperatura para la determinacion del sexo (Inazawa et al. 2009; Strussmann et al. 2010;
Pérez et al. 2012). En las regiones templadas, las temperaturas medias del agua se asemejan
a las temperaturas medias de verano (Livingstone & Lotter 1998). Como ya ha sido

sugerido por Cussac et al. (2009), la temperatura media de verano (www.smn.gov.ar) en las

areas de distribucion de ambas especies (Liotta 2006) muestra que O. bonariensis esta
ausente cuando las temperaturas medias de verano son inferiores a 20°C (Tabla 5y 7 en
Capitulo 2). Lo antes expuesto no implica la muerte de los individuos, pero si podria
implicar un fuerte sesgo en la proporciéon de sexos en las poblaciones de O. bonariensis.
Asi, los requerimientos termales coinciden con las temperaturas medias de verano de los
embalses Ezequiel Ramos Mexia (39°25°S, 69°00°0), la localidad mas austral donde ha
sido registrado O. bonariensis y Florentino Ameghino, donde ha sido detectado el genoma
mitocondrial de dicha especie en individuos morfoldgicamente identificados como O.

hatcheri (Aigo et al. 2008, Conte-Grand 2012).

Se observé una correlacion negativa entre el porcentaje de individuos mal
clasificados (asignados por la morfologia de manera diferente a la asignacién por clave) y
el cuadrado de la distancia euclidea a la Estacion de Piscicultura Rio Limay. Desde este
lugar han sido sembrados los diferentes cuerpos de agua Patagonicos (Amalfi 2009). Si,
como es de esperar, los cuerpos de agua cercanos a la Estacion de Piscicultura Rio Limay
fueron sembrados en reiteradas oportunidades y con mayor numero de peces que las zonas
méas alejadas, esto sugiere una apreciable introgresion geénica, tal como lo predijo
Strussmann et al. (1997a) y una posible causa para las variaciones morfoldgicas
encontradas en las poblaciones de O. hatcheri en la actualidad. Particularmente, la

presencia de individuos con caracteres morfologicos intermedios (Conte-Grand 2012) solo
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fue registrada en el lago Pellegrini. Alli existe una pesqueria artesanal y la fecundacion
artificial es actualmente y desde hace muchos afios una practica comun de los pescadores
(Ringuelet 1943). Esto generaria la constante introduccién de individuos hibridos al

sistema, impidiendo la accion de barreras reproductivas naturales.

Al analizar las variaciones morfoldgicas intraespecificas en ambas especies de
pejerreyes estudiados en esta tesis, se encontrd relacion entre la forma cefélica y la talla.
Coincidiendo con Dyer (2006), se observa que, dentro del lago Morenito, los pejerreyes de
gran talla poseen prognatismo de la mandibula inferior y una cabeza pequefia. Esto podria
estar relacionado con cambios ontogenéticos de alimentacion, encontrandose individuos
piscivoros con largo total > 350mm (Macchi et al. 1999). Contrariamente, los individuos de
gran talla del Lago Carrilafquen poseen prognatismo de la mandibula superior. Cabe
sefialar que no se han registrado datos de piscivoria en este lago (M. Alonso, comunicacién

personal).

Todos los andlisis morfoldgicos realizados en este trabajo (inter-especifico, intra-
especifico e intra-poblacional), sefialaron que las variaciones morfoldgicas afectan las
mismas estructuras anatomicas. Esta variacion morfolégica repetida en distintos niveles
jerarquicos, ha sido denominada variacion anidada (Foster et al. 1998). Las causas de las
variaciones anidadas pueden ser genéticas o ambientales. Al examinar las causas
ambientales, se encontr6 dependencia entre la forma cefalica, la profundidad media del
lago, el contenido de clorofila a y la temperatura media del aire en verano (TMAV).
Muchos autores han documentado que las divergencias de la forma del cuerpo estan
relacionadas con el habitat, por ejemplo diferencias entre individuos que habitan la zona

litoral y los que habitan la zona limnética en lagos templados postglaciares (e.g., Schluter &
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McPhail 1992; Robinson & Wilson 1994; Ruzzante et al. 1998; Skulason et al. 1999;
Riopel et al. 2008). Coincidentemente con el habito limnético de O. hatcheri, se encontro
dependencia entre la forma cefélica, el contenido de clorofila a del cuerpo de agua y la
temperatura del agua, factores que estan claramente relacionados con la alimentacion
plancténica. De la misma manera, Conte-Grand (2012) encontré que la forma del cuerpo en
O. hatcheri difiere entre poblaciones en el alto del cuerpo, dependiendo del contenido de
fosforo total de cada lago. Estos resultados sugieren que la variacién anidada esta

relacionada al recurso tréfico pelagico.

Shuter & Post (1990) sefialan que los limites en la distribucion de peces de agua
dulce hacia altas latitudes estan regulados por el hambreado invernal y hacen hincapié en la
importancia de los lagos grandes y profundos en relacion con la oferta de alimentos
diversos y abundantes. O. hatcheri ocupa casi toda la Regién Andina, actualmente desde
los 35°04°°S en el embalse EI Nihuil hasta los 47°18°°S en el Lago Pueyrreddn (Aigo et al.
2008). Esto puede ser pensado como un cambio en la disponibilidad de recursos a lo largo
de todo este gradiente latitudinal con una fuerte limitacion de recursos en el sur,

particularmente en relacion al habito alimentario plancténico.

La variacién morfolégica poco notable de O. hatcheri y su carécter eurifago (Ferriz
1987; Grosman & Rudzik 1990; Bello et al. 1991; Macchi 1991, Macchi et al. 1999)
sefialarian la versatilidad de su estructura cefalica. Posiblemente, la protrusion premaxilar y
la mordida premaxilar descriptos para los géneros Cauque, Austromenidia, Basilichthys y
Odontesthes, ambos mecanismos relacionados e interdependientes estén en la base de esta
versatilidad (Ossec 1990; De la Hoz & Aldunate 1994; De la Hoz et al. 1994). Se encontro

en esta tesis variacion morfoldgica para las estructuras que estan involucradas en ambos
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mecanismos. En general, se distingue a O. hatcheri como un pez omnivoro, pero al analizar
la bibliografia se encuentra que la dieta cambia entre cuerpos de agua y que las variaciones
dentro de cada lago ocurren en relacion con cambios ontogenéticos (Férriz 1987; Grosman
& Rudzik 1990; Cervellini et al. 1993; Macchi et al. 1999; Menni 2004). En consecuencia,
podemos considerar que la especie muestra una sucesion larva, juvenil, adulto, de periodos

ontogenéticos mas o menos estenofagos.

La capacidad de los peces para afrontar con éxito una determinada disponibilidad de
alimento puede ser entendida en términos de adecuacion de la morfologia para capturar y
procesar presas. En este marco, se puede concluir que la dependencia de la morfologia
cefalica con la talla observada en O. hatcheri, satisface las necesidades de nicho tréfico
impuestas por la competencia y el riesgo de depredacion (Cervellini et al. 1993; Macchi et
al. 1999). De acuerdo con la aparente disminucion de las poblaciones de O. hatcheri
(Macchi et al. 2007), probablemente debido al solapamiento de dieta, la exclusion
competitiva, y la depredacion activa de los salmdnidos, a pesar de su exposicion previa a P.
trucha (Macchi et al. 2007; Lindegren et al. 2012) Asi, la introgresion afiade una nueva
amenaza para esta especie y merece una consideracion especial en cuanto a la gestién local

de conservacion.

Comparacion entre O. hatcheri y P. trucha

Los datos bibliograficos para P. trucha muestran que esta especie tiene una amplia
variacion de forma en juveniles y adultos (Cussac et al. 1998; Ruzzante et al. 1998, 2003,
2006, 2011; Barriga et al. 2008) identificandose incluso sobre esta base morfolégica

distintas especies (LOpez Arbarello 2004). En cambio, no se encontraron registros
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bibliograficos de variaciones morfoldgicas externas en O. hatcheri. El Unico dato
corresponde a Dyer (2000), quién sefiala que en O. bonariensis exhibe prognatismo de la

mandibula inferior en ejemplares grandes.

La forma cefalica mostr6 en ambas especies crecimiento compensatorio a lo largo
del desarrollo, canalizando cada especie hacia su patron de forma caracteristico, donde O.
hatcheri muestra cabeza fusiforme y larga y piezas bucales cortas y P. trucha cabeza corta
y alta con piezas bucales largas. Estas caracteristicas de la forma cefélica de cada especie
estan relacionadas con el habito mayormente limnético de O. hatcheri y el habito bentdnico
de P. trucha, ambas especies habitantes de lagos templados postglaciares (e.g., Schluter &
McPhail 1992; Robinson & Wilson 1994; Ruzzante et al. 1998; Skulason et al. 1999;

Riopel et al. 2008).

Como era de esperar, la morfologia de embriones libres recién eclosionados es
parecida entre ambas especies, relacionado esto con las restricciones morfoldgicas propias
de los peces teledsteos (Gilbert 2005). La ontogenia es un complejo fendémeno de desarrollo
y diferenciacion (Koumoundouros et al. 1999). Balon (1999, 2004) plantea que las
novedades morfolégicas aparecen con la epigénesis. Esta puede crear nuevos fenotipos
agregando, a partir de las interacciones con el ambiente, informacién al desarrollo de las
instrucciones ya programadas por el genotipo. Al comparar la magnitud de la plasticidad
morfoldgica inducida experimentalmente en O. hatcheri y P. trucha por la alimentacion
artificial, se encontré que las mayores dispersiones de la variacion morfologica ocurrieron
en O. hatcheri, resultando esta especie mas plastica que P. trucha frente a la induccion por
dieta. No podemos dejar de preguntarnos si esta importante plasticidad se debe a la

introgresion genica encontrada en esta especie, pero es interesante notar que los individuos
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juveniles sometidos a tratamiento fueron capturados en el lago Carrilafquen, siendo esta
poblacion una de las que menor porcentaje de adultos mal clasificados mostrd en nuestros
analisis morfoldgicos. Por otra parte, los ejemplares de O. bonariensis criados en cautiverio

y analizados en la presente tesis mostraron también una importante plasticidad.

Asi, en este trabajo de ha documentado la potencialidad que la plasticidad fenotipica
ofrece a la variacion morfologica en P. trucha y en O. hatcheri. La plasticidad fenotipica ha
resultado altamente explicativa de la variabilidad morfoldgica observada en adultos
silvestres de P. trucha. Se ha puesto de manifiesto también que la mayor (P. trucha) o
menor (O. hatcheri) variacion morfoldgica observada en las poblaciones naturales puede no
estar mostrando completamente las posibilidades ofrecidas por la plasticidad del fenotipo,

sino solamente el producto de los procesos de canalizacion.
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