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Figura 1

Sitio de muestreo, desembocadura del estero en Caleta
Lenga, Bahia San Vicente, Chile (36°45°S; 73°10°W)

Study site, stream mouth in Caleta Lenga, San Vicente Bay,
Chile (36°45°S; 73°10°W)

presencia del parasito lonella agassizi fue determinada
mediante inspeccion ocular de la camara branquial. Los
individuos de N. uncinata fueron separados en
parasitados y no parasitados y asignados en la misma
proporcion sexual y tamafios equivalentes, a cuatro
tratamientos con salinidades distintas: 20, 25, 30 y 35
ups, por un periodo de 72 h a 13 £ 0,5°C (Chen & Chia
1997, Lucu & Devescovi 1999), distribuyendo grupos
de cinco individuos en recipientes de 8 L a la misma
temperatura de aclimatacion, burbujeo constante de aire
y recambio diario de agua durante el desarrollo del
experimento. Las salinidades en cada tratamiento se
lograron con la adicion de NaCl y/o agua destilada seguin
correspondiera. La salinidad fue medida mediante un
refractdmetro (Vista A366ATC).

Al término del periodo experimental, a cada ejemplar
de N. uncinata se le extrajeron 500 uL de hemolinfa desde
la region pericardica del cefalotérax, mediante puncion
con una jeringa de 1mL. La hemolinfa fue centrifugada
a 2000 rpm por 10 min y el sobrenadante congelado en
nitrogeno liquido para su andlisis posterior.

Andlisis de muestras

Para determinar las concentraciones de los iones CI-, Na*
y K*, se diluyd una muestra de 50 uL. de hemolinfa en
450 pL de agua deionizada, luego se midio sus
concentraciones con un electrodo lon-sensitivo (AVL-
983-S). Los valores de pH, PCO, y HCO," se midieron a
través de un equipo analizador de gases en sangre (AVL-
995).

Para medir la concentracion hemolinfatica de
hemacianina se utiliz6 la metodologia descrita en trabajos
anteriores (Astete-Espinoza & Céaceres 2000). La
absorbancia fue medida a 335 nm (Nickerson & Van
Holde 1971).

Andlisis estadistico

Las relaciones entre la salinidad en el medio y las
variables medidas en la hemolinfa fueron evaluadas
mediante ANDEVA de dos vias, utilizando parasitismoy
salinidad como factores fijos, seguida de una prueba a-
posteriori de Tukey. La homogeneidad de varianza se
evalud mediante la prueba de Levene, posteriormente los
datos no homogéneos fueron transformados a logaritmo
(Zar 1996).

Resultados

La supervivencia al finalizar el periodo experimental fue
de 88,75%, observandose mortalidad solo en el grupo de
20 ups, distribuyéndose equitativamente entre los
individuos parasitados y no parasitados. De los individuos
sobrevivientes de Neotrypaea uncinata, 35 fueron
hembras y 36 machos; de estos, 35 individuos presentaban
una pareja de parasitos (macho y hembra) en su camara
branquial. El peso promedio de los individuos fue de 1,29
* 0,04 g siendo los individuos parasitados de menor
tamarfio que los individuos no parasitados (Andeva de
dos vias F ., = 88,24 P < 0,001), no siendo
estadisticamente significativos los efectos de sexo ni de
la interaccion entre ambos factores.

Concentraciones de iones
lon Calcio

El analisis de la variacion de las concentraciones
hemolinfaticas de Ca?* indica un efecto significativo de
la salinidad, aumentando las concentraciones
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Valores medios de concentraciones hemolinfaticas de iones en organismos no parasitados y parasitados de Neotrypaea
uncinata expuestos a distintas salinidades (x + EE). La linea quebrada muestra las concentraciones del medio

Mean values of haemolymphatic ionic concentrations in non parasitized and parasitized individuals of Neotrypaea uncinata
exposed to different salinities (x £ EE). The broken line shows medium ion concentration

hemolinfaticas con la salinidad (Fig. 2, Tabla 1), y siendo
significativamente diferentes entre todas las salinidades
(Tukey a-posteriori P < 0,05). En relacién con este ion
también se observo un efecto significativo del
parasitismo, siendo los individuos parasitados los que
presentaron una mayor concentracion de este ion (Fig.
2) (Tabla 1). No se observé un efecto significativo de la
interaccion entre salinidad y parasitismo (Tabla 1).

lon Cloro

El analisis de la variacion de las concentraciones
hemolinfaticas de CI- indico un efecto significativo
asociado al aumento de la salinidad del medio (Fig. 2)
(Tabla 1), siendo significativamente diferentes entre todas
las salinidades ensayadas (Tukey a-posteriori P < 0,05).
Las concentraciones hemolinfaticas de Cl- no fueron
afectadas significativamente ni por el parasitismo ni por
la interaccion entre este factor y salinidad (Tabla 1).

lon Sodio

La salinidad se relacion6 positivamente con las
concentraciones de Na*en hemolinfa (Fig. 2, Tabla 1),

siendo estadisticamente diferentes las concentraciones
en todas las salinidades ensayadas (Tukey a posteriori P
< 0,05). En relacién con este i6n no se observé un efecto
significativo del parasitismo (Tabla 1), pero si un efecto
de la interaccion entre ambos factores dado por la
concentracion medida en el grupo de individuos no
parasitados a un salinidad de 20 ups. (Tukey a posteriori
P < 0,05).

lon Potasio

El andlisis de las variaciones de las concentraciones de
K* en individuos parasitados y no parasitados (Fig. 2),
sefialé que no existe un efecto significativo del
parasitismo (Tabla 1). Se observaron diferencias en las
concentraciones entre todas las salinidades ensayadas
(Tukey a posteriori P < 0,05). Para este i6n se observd
una interaccion significativa entre salinidad y parasitismo
dado principalmente por la similitud de las
concentraciones medidas en individuos parasitados y no
parasitados a 25 ups con la concentraciéon media en
individuos no parasitados a 30 ups (Tukey a posteriori P
<0,05).
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Valores respiratorios

Tabla 1 pH
Resultados de las ANDEVAs de dos vias, efecto de Los valores de pH de la hemolinfa (Fig. 3) no presentaron
la salinidad y del parasitismo sobre las una variacion significativa asociada a las variaciones de
concentraciones hemolinfaticas en salinidad, ni a la presencia del parasito. Tampoco se
Neotrypaea uncinata observé una interaccién entre ambos factores (Tabla 1).

Two way ANOVA results of parasitism and salinity
effect in haemolymphatic concentrations in

Neotrypaea uncinata Las concentraciones de la molécula transportadora de

oxigeno, hemacianina, no presenté efectos significativos

de la salinidad, parasitismo o de la interaccion entre

Hemocianina

GF MS F P -
ambos factores (Fig. 3) (Tabla 1).
Ca® Parasitismo 1 232,6 27,93 0,00 sz .
Salinidad 3 24631 2958 0,00 Presion parcial de CO,
P*$ 3 1436 172 017 La PCO, (Fig. 3) no present6 efectos significativos del
Error 63 8,33 .2 . L.
parasitismo, pero si de la salinidad (Tabla 1). En esta
Cr Parasitismo 1 722,81 3,43 0,07 variable se observo una interaccion significativa entre
Is,:lslmdad ; 33821;2 1?;3; 852(1) los factores salinidad y parasitismo, siendo los individuos
Error 63 211 ’ ’ no parasitados a 20 y 35 ups significativamente difere_ntes
de los otros grupos analizados (Tukey a-posteriori P<
Na" Parasitismo 1 20,95 0,13 0,72 0,05).
Salinidad 3 14715 9,32 0,00
P*S 3 51441 326 0,03 ;
Error P 157.85 lon Bicarbonato
La concentracion HCO,” (Fig. 3) no se vio afectada por
K* Parasitismo 1 0,15 0,24 0,62 | linidad. ni 3|( 9 ).t. fact P
Salinidad 3 5803 94.83  0.00 la salinidad, ni por el parasitismo como factores
P*S 3 226 3,63 0,02 independientes (Tabla 1). La interaccion entre ambos
Error 63 0,62 factores fue significativa, siendo el grupo no parasitado
PH Parasitismo 1 0 007 080 a20upsy 35,ups los que presentaron concentraciones
Salinidad 3 001 037 077 de esta moléculas mayores que las de los otros
P*S 3 0,06 23 0,09 tratamientos experimentales (Tukey a posteriori P <
Error 63 0,03 0 05)
Hc Parasitismo 1 0,01 0,09 0,77 .
Salinidad 3 009 057 0,64 Porcentaje de humedad
Errsor 6; g’(l)g 042 074 El resultado del contenido de agua de los individuos de
’ N. uncinata expuestos a las diferentes concentraciones
PCO, Parasitismo 1 3295 268 0,11 experimentales, indic6 que solo se encontraron
Salinidad 3 412 35 00 diferencias en los organismos expuestos a la salinidad
P*S 3 39,8 324 0,03 . .
Error 63 123 de 20 ups (Tukey a- posteriori P< 0,05) (Fig. 3, Tabla
1).
HCO5" Parasitismo 1 13,26 3,52 0,07
Salinidad 3 9,77 26 0,06 i iA
P*S 3 1511 4,01 0,01 Discusion
Error 63 3,76 En la mayoria de las especies de crustéceos estudiadas
% Humedad Parasitismo 1 0 0 1,00 se ha evidenciado una estrecha relacion entre salinidad,
Salinidad 3 62,36 805 0,00 regulacion iénicay equilibrio &cido-base, principalmente
P*S 3 L75 023 0388 por el efecto de la salinidad del medio sobre las
Error 63 7,75

concentraciones hemolinfaticas de iones, como sodio,
GL = Grados de libertad, CM = Cuadrados medios, P = Probabilidad cloro y potasio, las cuales influyen en el balance acido-
base (Demers et al. 2006).
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Valores medios de concentraciones hemolinfaticas y porcentaje de humedad corporal en organismos no parasitados y
parasitados de Neotrypaea uncinata expuestos a distintas salinidades (x + EE)

Mean values of haemolymphatics concentrations and body humidity percentage in non parasitized and parasitized individuals of
Neotrypaea uncinata exposed to different salinities (x + EE)

En animales, la regulacion de la concentracion de sales
en los fluidos corporales es esencial para mantener la
viabilidad, ya que varios sistemas y 6rganos dependen
de concentraciones especificas de iones como Na*, K*,
ClI-, Ca?, para su correcto funcionamiento (Truchot 1990,
Luquet & Ansaldo 1997). En Neotrypaea uncinata, la
concentracion de iones se encuentra dentro de los rangos
descritos para otras especies de camarones fantasmas
(Kirshner 1991).

En esta especie, la regulacion de las concentraciones
de Ca* es del tipo hiperosmoética, manteniéndose por el

bombeo del i6n desde el medio, probablemente asociado
a su rol estructural como componente del exoesqueleto.
Taylor et al. (1985) sefialan que las concentraciones de
Ca?* son acumuladas y mantenidas a niveles constantes
entre 20 y 40 ups, lo cual es comin entre crustaceos
(Greenaway 1976). Ademas, la concentracion de este ion
se ve directamente afectada por la presencia del parasito,
exhibiendo los organismos no parasitados valores
promedios mas bajos que los parasitados. El aumento de
las concentraciones de este i6n en individuos parasitados
puede estar asociado a su rol como segundo mensajero
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en los mecanismos de accion de la parasitosis (Lovett &
Sibley 2003) o su rol en el metabolismo del parésito
(Astete-Espinoza & Céceres 2000, Toft et al. 1993).

Considerando que los iones estudiados participan
mayormente en la regulacion osmatica, la alta correlacion
que tienen esos iones respecto a la salinidad, indicaria
mayoritariamente osmoconformidad en todo el intervalo
de salinidad, ya que exceptuando al i6n Calcio, las
variaciones en las concentraciones hemolinfaticas de
iones con respecto al medio son menores al 10%. Sin
embargo, tedricamente estos organismos solo podrian
realizar eficientemente funciones vitales como
reproduccién y crecimiento, dentro de un rango mas
estrecho, ya que si la disponibilidad de iones disminuye,
el proceso de ecdisis se vera limitado. Tal es el caso de
Callinectes sapidus, que posee una gran habilidad para
sobrevivir en un amplio rango de salinidades pero se
reproduce y realiza ecdisis cuando posee una alta
disponibilidad de Ca* (Neufeld & Cameron 1992). Se
ha descrito para crustaceos como Petrolisthes laevigatus
la posibilidad de que el CaCO, se disgregue en Ca*" y
HCO,, habilidad que seria utilizada en periodos de estrés
fisiolégico respiratorio (Lagos & Caceres 2008); para N.
uncinata podria ocurrir que el parasito al obstruir las
branquias, su hospedador sea afectado por una hipoxia
funcional, lo cual induciria la liberacién de calcio desde
el exosqueleto.

Solo se observé mortalidad en los organismos
expuestos a la menor salinidad (20 ups) lo que indicaria
que bajo esta salinidad los organismos no serian capaces
de sobrevivir, al no tener la capacidad de regular
eficientemente las concentraciones internas de iones, 1o
cual ocurriria tanto en organismos parasitados como no
parasitados.

En términos generales, el parasitismo no estaria
influyendo directamente la regulacién osmética de Na*,
Cl'y K" en N. uncinata, ya que las concentraciones de
estos iones no se vieron afectadas por la presencia o no
del parasito, pero si directamente por la salinidad. El i6n
Na* se encontr6 en menor cantidad en la hemolinfa que
en el medio, no asi el K*que presentd altas
concentraciones en todas las salinidades. Aqui se puede
evidenciar una alta regulacién de estos iones, que en
crustaceos es realizada a nivel branquial por la Na*-
K*ATPasa (Morris & Greenaway 1992, Santos & Moreira
1999). Segln Santos & Moreira (1999) probablemente
la extrusion de Na* se produce después de un aumento
de este i6n en el medio. No obstante lo anterior para
ambos iones se observo una interaccion entre parasitismo
ysalinidad, particularmente en salinidades intermedias,
lo cual indicaria que la disminucion del area branquial
producto del parasitismo afectaria el sustrato fisico para

la accion de la enzima Na*K* ATPasa, lo cual ocurre en
el rango de salinidades en el que se produciria
reproduccion y crecimiento, ya que en las salinidades
extremas se estaria dentro de la zona de estrés fisiol 6gico,
donde es posible observar efectos deletéreos sobre el
desarrollo, crecimiento y reproduccioén (Kassahn et al.
2009).

Existen otros factores que podrian estar afectando
las concentraciones de iones, como la disponibilidad de
alimento, el tamafio corporal o el grado de hidratacion
del organismo. El efecto de la disponibilidad de alimento
se disminuye por el periodo de aclimataciéon (Chen &
Chia 1997, Lucu & Devescovi 1999), el efecto del tamafio
corporal estd incorporado en las mediciones de
concentracion, ya que el volumen hemolinfatico es
proporcional al tamafio corporal (Luquet com. pers.t) y
las diferencias en el contenido de agua son inferiores al
5% del peso total del animal y no modifican las
conclusiones finales del trabajo.

Laregulacion del equilibrio acido-base, que se puede
ver afectada tanto por diferencias en la salinidad del
agua (Truchot 1981) como por la respiracion del
organismo (Gannon & Henry 2001), depende de la
relacion entre el pH, laPCO, y la concentracion de HCO,
(Lagos & Caceres 2008). Los valores promedios de
HCO, y PCO, fueron similares a los encontrados en
Callinectes sapidus, Carcinus maenas y Petrolisthes
laevigatus (Henry & Wheatly 1992, Lagos & Caceres
2008); y el hecho que N. uncinata no presentara
diferencias significativas en estas variables, se puede
deber a que estos organismos utilizarian como principal
mecanismo de compensacion el intercambio de iones a
nivel branquial y el parasitismo no estaria afectando esta
funcion. Los mayores valores de PCO, y HCO,', que son
indicadores de acidosis respiratoria, se presentaron en
las salinidades extremas, 20 y 35 ups, pero solo en
organismos no parasitados. Esto indicaria que existe un
efecto del parasito sobre la respiracién en condiciones
extremas, como se ha visto en otros estudios en donde la
concentracion de lactato en organismos no parasitados
fue mayor que en los parasitados (Astete & Caceres
2000). Probablemente el parasito induce a su hospedador
a mantener una mayor respuesta metabdlica en estas
condiciones, para asegurar de alguna manera su
supervivencia en condiciones que son adversas para él.
Este fendbmeno se ha visto en otros crustaceos como
Hemigrapsus crenulatus; en esta especie la presencia del
parasito induce a alteraciones conductuales y fisiologicas

!Luquet CM. Departamento de Ciencias Biolégicas, Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires,
Argentina
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en donde los organismos parasitados tienden a tener una
mayor respuesta metabdlica y fisiologica producto de la
presencia del parasito (Haye & Ojeda 1998, Rojas &
Ojeda 2005).

Astete & Caceres (2000) sefialan que en N. uncinata
los individuos parasitados poseerian una menor
concentracién de hemocianina, atribuido a que se
ocuparia como fuente proteica para compensar las
necesidades energéticas provocadas por un periodo de
infeccion prolongado. En el presente estudio no se
encontraron diferencias significativas, probablemente
asociado a la no inclusién de hembras reproductivas.

Dado que la salinidad del agua en habitats costeros
puede variar constantemente a través del afio, los
individuos pueden variar sus caracteristicas
hemolinfaticas. Bajo condiciones de laboratorio, las
especies eurihalinas pueden osmoregular mas
adecuadamente que otras especies, habilidad que puede
estar ajustada en gran medida a la aclimatacion (Thurman
2003). Esta capacidad de osmoregulacion existe en
muchas especies y es una considerable flexibilidad
fisioldgica que permite un amplio rango de adecuacién
al medio.
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